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ABSTRACT

Introducci6é. En la societat occidental el consum d’alcohol és un habit socialment
acceptat, que sovint es manté durant la gestacio encara que sigui de forma
esporadica. Aquest consum pot comportar I'aparici6 de malformacions i alteracions
fetals greus, que sovint tenen un diagnastic molt tarda. Donat que els estudis realitzats
fins al moment corroboren l'alta prevalenca de consum d’alcohol matern i la seva
afectacié fetal (entre el 2,5% i el 22%)(1-4), és important poder trobar un marcador

bioldgic d’aquest consum per tal de qualificar i quantificar I'exposicio fetal a I'alcohol.

Objectius. Establir la prevalenga del consum d’alcohol entre les mares que donen a
llum a I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona. Analitzar els meconis
dels nadons per establir 'exposicié a I'etanol mitjancant la deteccié en el meconi de

metabolits directes de 'etanol (Etil Glucoronid i Etil Sulfat).

Material i Metode. Durant els mesos de setembre del 2010 i marg del 2011 es van
recollir les mostres de meconi i les dades socio — demografiques, cliniques i
relacionades amb els habits toxics, de les dones ingressades a la Unitat d’Obstetricia
de I'hospital. Es va realitzar un analisi descriptiu de les dades. L'analisi dels meconis
es va dur a terme mitjancant la técnica de Cromatografia Liquida i Espectrometria de

Masses (LC/MS) per determinar i quantificar la preséncia dels metabolits de I'etanol.

Resultats. S'han analitzat 63 meconis corresponents a 62 mares, de les quals hem
obtingut el consentiment informat i la informacié clinica completa de 57 mares i 58
nadons.

Un 79% de les dones entrevistades negaven habits toxics durant la gestacid, del 21%
que admetien algun consum nociu, un 8,8% eren fumadores i un 10,2% reconeixia el
consum d’alcohol mantingut de forma esporadica durant la gestacié (tot i que en la
historia del part només quedava registrat el consum d’alcohol en 1 de les 7 dones
consumidores). De les dones fumadores un 3,5% havia abandonat I'habit tabaquic
durant la gestacio, mentre que de les dones que consumien alcohol, cap d’elles havia
modificat la seva conducta durant I'embaras. En l'estudi bivariat de les dades
maternes, no es van obtenir diferéncies estadisticament significatives entre les mares
amb habits toxics i les que en negaven.

Pel que fa a I'analisi del meconi, en el moment actual s'esta acabant de posar a punt el

métode d'analisi i el calibrat de I'aparell, pendent de I'analisi definitiu de les mostres.



Conclusions. En aquest estudi s'ha pogut comprovar la poca consciéncia social que
existeix sobre el consum d’alcohol durant la gestacid, conjuntament amb la manca de
recollida de les dades del seu consum (quan aquest és lleu) en la historia clinica.

Es d'esperar que amb l'analisi del meconi de nens suposadament sans, la incidéncia
del consum d’alcohol quantificable sigui gairebé inexistent. Segurament caldra realitzar

un estudi més ampli per tal de corroborar les dades.

Paraules clau: meconi, consum d’alcohol, etil glucoronid i etil sulfat



INTRODUCCIO

El consum d’alcohol en la nostra societat és un habit socialment acceptat, tot i que
sovint pot esdevenir una patologia que comporta I'aparicid /o agreujament de
problemes de salut, aixi com el deteriorament de les relacions socials.

S'utilitzen diferents definicions i criteris per descriure el consum d’alcohol: consum de
risc, consum perjudicial o dependéncia alcoholica entre d’altres (5-9).

El consum d’alcohol de risc es defineix com el consum diari superior a 40g/dia en
homes i superior a 25g/dia en dones. El consum ocasional de risc es considera el que
supera els 50g d’etanol en una sola ocasio en homes i més de 40g/ocasio en dones.

El consum perjudicial és definit com el consum d’alcohol que ja ha afectat a la salut
fisica i/o psiquica de la persona sense que hagin aparegut simptomes de
dependéncia. Aproximadament es considera el consum regular >60g d’etanol/dia en
homes i >40g d’etanol/dia en dones. Dins de la definici6 de consum perjudicial també
es consideren aquells grups de poblacié (dones embarassades, menors de 18 anys,
persones en tractament farmacolodgic que interaccioni amb I'alcohol, persones amb
hepatopatia, etc.) que tot i haver-se recomanat I'abstinéncia, continuin consumint
alcohol(6).

L’alcoholisme és la dificultat per controlar el consum d’alcohol, ja sigui de forma
intermitent o bé continuada.

La sindrome de dependencia alcoholica és definida per la Classificacion
Internacional de Enfermedades 102 Edicié (CIE-10) com el conjunt de manifestacions
fisiologiques, del comportament i cognoscitives per les quals el consum d’alcohol
adquireix la maxima prioritat per I'individu (6).

La sindrome d’abstinéncia és aquella que engloba diversos simptomes segons
diferents nivells de gravetat que es presenten davant una abstinéncia absoluta o
relativa en el consum d’alcohol després d’'un consum reiterat a dosis elevades. La

sindrome d’abstinéncia es pot complicar amb I'aparicié de convulsions i/o delirium (6).

Diversos estudis han definit la prevalenca del consum de risc en la nostra societat,
situant-lo entre el 5-15%, sent en la poblacié més jove (entre els 12 i els 18 anys) on la
prevalenca se situa al voltant del 12%. En la poblacio adulta es considera que el 75%
dels individus consumeixen alcohol habitualment, determinant que 1 de cada 10

individus presentaran algun problema de salut en relacio al consum d’etanol (7).

Un dels problemes de salut més importants i que representen una gran despesa

sanitaria i social és la Sindrome Alcoholica Fetal (FASD, Fetal Alcohol Syndrome),
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que als EEUU representa la primera causa de retard mental congenit (8,9). Inclou una
serie de trets facials caracteristics, com un cap més petit, una obertura ocular menor,
un pont nasal més ample o galtes aplanades, conjuntament amb problemes del
desenvolupament caracteritzat per talla baixa i alteracions del sistema nervios central
com ara alteracions de la memoria, epilépsia, alteracions del comportament o dificultat
per I'aprenentatge. La FASD es considera la consequéncia més greu, després de la
mort fetal, del consum d’alcohol matern durant la gestacié. La incidéncia de la FASD
en la societat occidental es situa entre 0,5-1,5 /1.000 nascuts per any (10).

Dins dels Trastorns de I'Espectre Alcoholic Fetal (TEAF) també s'inclouen alteracions
en el neurodesenvolupament (ARND, Alcohol Related Neurodevelopmental Disorder),
caracteritzats per alteracions en l'esfera de l'aprenentatge i el control dels impulsos i
els trastorns en el desenvolupament (ARBD, Alcohol Related Birth Defects) que es
caracteritzen per l'aparicié d'alteracions organiques congénites com ara la sordesa o
alteracions cardiaques (8). La incidéncia dels TEAF en la societat occidental se situa al
voltant d'un 1% (10,11).

A nivell econdmic s’ha estimat que la despesa sanitaria i d’escolaritzacié que suposa
un nen amb FASD és de >2.000$ /anuals respecte un nen sa. A nivell d’'un pais com

els Estats Units suposa una despesa de 4 bilions de dolars anuals(12).

Segons un estudi realitzat als EEUU un 60% de les dones en edat fertil beuen de
forma ocasional, mentre que un 13% presenten un consum de risc amb >7
begudes/setmana. Aixd suposa que aproximadament un 50% de les dones
embarassades consumeixen alcohol durant les primeres setmanes de la gestacio.
Aquest mateix estudi determina que 1 de cada 8 dones gestants no abandona I'habit
enolic durant 'embaras (3,12).

En la societat occidental s'han realitzat alguns estudis que han intentat determinar la
prevalenca d'exposicio fetal a I'alcohol, oscil-lant entre el 2,5% i el 22% (1-4). En el
nostre medi només hi ha un estudi realitzat a I'Hospital del Mar on la prevalenca

d'exposicio fetal assolia el 45% dels nadons nascuts al centre (13).

Al llarg dels darrers anys hi ha hagut diversos estudis que han intentat trobar un
marcador biologic del consum d’etanol durant la gestacid, ja que sovint amb
I'entrevista clinica es poden minimitzar els casos de mares amb consum d’etanol de
risc durant la gestacio (14). La majoria d’ells s’han centrat en la preséncia de diferents
metabolits de I'etanol en mostres obtingudes dels nadons, principalment de cabells i

meconi.



El meconi és util com a substrat d'analisi ja que és un recull de tota la metabolitzacié
fetal de les darreres setmanes de gestaci6 intrauterina (15). Es comenca a formar a
partir de la setmana 12 de gestacio, assolint la majoria de la produccio a la setmana 38
de gestacio.

Entre els metabolits de I'etanol més ampliament utilitzats per a la deteccié del
consum matern d’alcohol hi trobem els esters etilics dels acids grassos (Fatty Alcohol
Ethyl Esters, FAEE), que poden ser analitzats en els cabells del nadé, a les ungles, al
meconi 0 a l'orina materna. Aquests son el resultat del metabolisme no oxidatiu de
I'etanol, formats per I'esterificacié de I'etanol amb els acids grassos lliures endogens
(2,16)(17). Existeixen més de 7 FAEEs i entre els més coneguts es troben I'acid
Ladric, I'acid Miristic, I'acid Palmitic, I'acid Estearic, I'acid Oleic, I'acid Linoleic i I'acid
Linolénic. Segons la literatura s'ha arribat al consens que es considera marcador d'una
exposicid materna a l'etanol significativa la preséncia d’'una quantitat total de FAEE
>0,5ng/mg amb un Interval de Confianga (IC) del 95% (2,18,19).

Part de l'etanol també es metabolitza mitjangant la conjugacié enzimatica. Com a
resultat d'aquesta, trobem altres metabolits que també poden servir com a marcadors
de I'exposicié fetal a I'alcohol (20-23). L'etil glucoronid (EtG) (CgH140,, massa molar
222,193g/mol™) és el resultat de la conjugacié mitjancant la "UDP- glucoronosil
transferasa”. L'etil sulfat (EtS) (C,HsO.S, massa molar 126,13 g/mol™) és el metabolit
obtingut de la conjugacié amb la "sulfotranferasa". Ambdos es consideren marcadors
d'exposici6 materna a l'etanol igual de sensibles i d'especifics que els FAEE (16,24).
La preséncia de EtG >2nmol/g és el valor de tall més sensible i especific (del 100%)
per diferenciar exposicions accidentals a I'alcohol (p.e.: Us de col-lutoris o inhalaci6 de
colonies), de I'exposicié de risc a I'etanol (16,24, 25). Per I'EtS no s'ha consensuat un
valor de tall, perd se sap que és un marcador molt poc sensible, perd molt especific del
consum matern d'alcohol, de manera que la seva deteccid és gairebé diagnostica de
consum de risc (16,24).

La determinaci6é de I'EtG com a marcador biologic de I'exposicié a I'etanol té diversos
avantatges sobre l'andlisi dels FAEE. Comparat amb l'analisi dels 7 FAEEs més
comuns, I'EtG només és un metabolit a determinar i quantificar, de manera que es
redueixen les despeses de laboratori i és un analisi més rapid (<30minuts/mostra) i
facil de reproduir (16) .

La deteccio i la quantificacié dels metabolits directes de I'etanol es realitza mitjancant
la Cromatografia Liquida i Espectrometria de Masses (LC/MS) técnica que permet

separar els diferents elements d’'un compost i analitzar-ne la massa molecular.



Donat que el consum d'alcohol en la nostra societat esta socialment acceptat, sovint
es minimitzen els riscos que aquest pot suposar durant la gestacio.

Els estudis realitzats fins el moment a les societats occidentals, han posat de manifest
I'elevada freqiiéncia de deteccid de consum d’alcohol matern en els nadons, aixi com
I'elevada prevalenca d'algun dels trastorns de I'espectre alcoholic fetal.

Per tot aix0 és important poder establir quina és la seva prevalenca en el nostre medi,
alhora que és adequat poder trobar un marcador analitic fiable pel seu diagnostic
precog, valorant la conveniéncia de realitzar-se com a test d'screening a tots els

nadons.



OBJECTIUS

e Establir la prevalenca del consum d'alcohol durant la gestacié entre les dones
gue donen a llum a I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona

(centre de referencia per la poblacié de Badalona i Maresme Sud).
e Determinar I'exposicié fetal a I'etanol entre els nadons nascuts a I'Hospital

Universitari Germans Trias i Pujol mitjangant I'analisi del meconi per la deteccio
d'EtG i EtS.

e Valorar els avantatges i inconvenients del meconi com a marcador d’exposicio

fetal a I'alcohol.

e Posar a punt la técnica de la Cromatografia Liquida i Espectrometria de Masses

com a metode d’analisi de metabodlits de I'etanol.
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MATERIAL | METODE

Disseny de I’Estudi

Estudi transversal observacional de parteres i meconi de neonats.

Periode d’estudi

Durant els mesos de setembre del 2010 i marg del 2011 es van recollir les mostres de
meconi dels nens i dades socio - demografiques, cliniques i referents a habits toxics de
les mares, dades relacionades amb el part i de I'estat de salut dels nadons ingressats

a la Unitat d'Obstetricia de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona.

Cerca bibliografica

En primer lloc es va efectuar la recerca bibliografica per tal de valorar I'estat actual del
tema, i conéixer els marcadors d’exposici6 més utilitzats en I'actualitat, I'analisi dels
metabolits de I'etanol en el meconi i la metodologia duta a terme pel seu analisi.

La cerca es va realitzar mitjancant la base de dades Pubmed utilitzant els criteris de
cerca "gestational ethanol exposure" "FAEE & meconium”, "EtG & meconium”, "fetal
alcohol syndrome", "FAEE técnica", "pregnancy & alcohol".

Tasques informatives

Previament a la recollida de dades i mostres, es va fer una reuni®6 amb els
responsables del servei de Pediatria i del servei de Ginecologia i Obstetricia on es va
informar de la intencié de la recollida de mostres i variables. Es van exposar els
objectius del treball i la seva justificacié aixi com la metodologia i temporalitzacio.
També es va realitzar una sessio informativa i de difusié del treball al conjunt
d'Infermeria responsable de la cura de les mares i els nadons de la planta, per tal de

facilitar la recollida de les mostres.

Recollida de dades

De forma sistematica es va informar als pares i mares de I'estudi i dels seus objectius,
administrant la informacioé per escrit i obtenint la firma del consentiment informat per
part de la mare (Annex 1).

Un cop obtingudes les mostres de meconi dels nadons i el consentiment de les mares,
es van recollir una serie de variables materno - infantils mitjancant entrevista directa

amb la mare i/o la revisi6é de la historia clinica informatitzada (Annex 2).
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Definici6 de les variables
Les variables que es van recollir corresponien a dades de la historia clinica materna,

dades referents al part i dades del nad6 (Annex 3).

Variables maternes
- Edat (numérica continua).
- Antecedents obstétrics mitjancant I'algoritme del TPAL
T per el n° de parts a terme (numérica ordinal),
P per el n® de parts Preterme (numérica ordinal),
A per el n° d'Avortaments (numérica ordinal),
L per el n° de fills vius (numérica ordinal).
- Habits toxics registrats, tant els previs a la gestacié com els intragestacionals
(categorica dicotomica: No 1; Si 2).
- Descripcio del tipus de consum (text).
- Antecedents patologics (AP) registrats, tant els previs a la gestacié com els d'aparicio
intragestacional (categorica dicotomica: No 1; Si 2).
- Descripcio AP (text).
- Tractaments farmacologics rebuts durant la gestacié, sense incloure els suplements
de vitamina B12 ni d'acid folic (categorica dicotomica: No 1; Si 2).
- Descripci6 tractament (text).

Variables del part

- Setmana de gestacio corresponent al moment del part (numérica continua).

- Tipus de part, diferenciant entre eutocic (part vaginal no instrumentat), distocic (part
vaginal instrumentat) i cesaria (sense diferenciar les cesaries programades de les

urgents o emergents), (categorica: eutocic 1; distocic 2; cesaria 3).

Variables del nad6

- Pes al moment de néixer registrat en grams (numerica continua).

- Puntuacio en el test d'Apgar en el moment de néixer i als 5minuts de vida, que valora
I'adaptacié del nadd al naixement i 'ambient extern. Es divideix en cinc categories
puntuables del 0 al 2 (coloracié de la pell, freqiéncia cardiaca, tipus de respiracid, els
moviments espontanis i la resposta davant dels estimuls) (26) (numerica discreta:del 0
al 10).

- La preséncia de complicacions immediates (<48h) (categoria dicotomica: No 1, Si 2).

- Descripcio de la complicacio (text).
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Recollida de les mostres

Les mostres de meconi es van recollir majoritariament en el moment de I'examen diari
del nado.

Es van recollir amb l'ajuda d'un depressor directament del bolquer o del nadé i es van
guardar dins la hevera en un pot de plastic estéril tapat a uns 4°C.

Posteriorment en <24h es van dur al laboratori de Protedmica on es van separar en 5
parts aliquotes d’'uns 200mg i es van guardar en un tub eppendorf per tal de ser

congelades a -80°C fins el moment de l'analisi.

Analisi de les mostres

L'analisi de les mostres es realitza mitjancant la técnica de laboratori anomenada
Cromatografia Liquida i Espectrometria de Masses (LC/MS). Aguesta tecnica inclou la
separacioé dels diferents elements quimics de la mostra segons la seva relacié de
"carrega / mida" per mitja de mesures fisiques (LC). Posteriorment s'analitza la
composicié dels diferents elements quimics i isotops continguts a la mostra, es
separen els nuclis atdmics mitjancant la ionitzacié controlada de la mostra, de manera
que els elements se separen en funcié de la seva "massa / carrega" (MS),

determinant-se la presencia d'un element i posteriorment la seva quantificacio.

Substancies de referéncia
Per I'analisi de les mostres s'utilitzen els estandards interns (IS, Intern Standars) (Etil
glucoronid, Etil sulfat, Etil glucoronid d5 i Etil sulfat d5) de LGC Standars Gmbh i
I'acetonitril de Sigma-Aldrich.
Per posar a punt I'analisi es van haver de preparar les solucions precursores (aquelles
solucions que posteriorment seran separades mitjancant un flux ionic conegut, en dues
mostres productes de massa molecular coneguda):

e Etil glucoronid 2mg en 1ml d’EtOH (2mg/ml) (Massa Mol-lecular 222)

o Etil Sulfat 10,5mg en 4ml d’EtOH (2,625mg/ml) (Massa Mol. 126)

o Etil glucoronid d5 10mg en 1ml d’EtOH (10mg/ml) (Massa Mol 227)

o Etil sulfat d5 10,3mg en 4ml d’EtOH (2,575mg/ml) (Massa Mol 131)
I les solucions de treball:

e Etil glucoronid d5 10ml d’'una solucié de 0,2pg/ml

e Etil sulfat d5 10ml d’'una soluci6 de 0,2ug/mi
Els metabolits de I'etanol es separaran en una columna Thermo Hypercarb Column de

100mm * 2,1mm * 5um, Thermo Fisher Scientific del tipus Guard Javelin.
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Preparacio de les mostres

Abans de ser processades, les mostres de meconi han de preparar-se per l'analisi. Per
aixo primerament cal descongelar les mostres emmagatzemades en el moment de la
recollida.

Es separa una mostra del meconi d'entre 20-40 mg en un tub d'eppendorf i s'hi afegeix
una quantitat coneguda de cada estandard intern d'etil glucoronid i d'etil sulfat (50 pl
per cada 20mg de mostra).

Per tal d'homogeneitzar la mostra i facilitar la separacié s'hi afegeixen 500ul d'aigua i
500ul de metanol. Es barreja la mostra mitjancant un vortex i posteriorment s'introdueix
en el sonificador durant 10minuts, on mitjangcant un bany d’ultrasons, s’acaba de
disgregar totalment la mostra. Posteriorment es carrega la mostra a un tub nou
passant per un filtre de "cut-off* de 3 KDa, per tal d'eliminar els detritus de pes superior
i purificar la mostra. Aquest nou tub amb el filtre es centrifuguen durant 30 minuts a
16100rcf.

La mostra finalment es redueix de volum eliminant-ne el metanol mitjancant un corrent
de nitrogen en un speed vacuum SAVANT.

Un cop obtinguda una mostra d'uns 250-300ul es procedeix a la injeccié de 100ul per

I'analisi mitjangant un injector automatic Agilent Technologies 1200 Infinity.

Funcionament de la LC/MS

Les molécules en dissolucioé arriben a la font d’ionitzacié d’electro-esprai (ESI) a través
d’'una sonda nebulitzadora amb un flux coaxial de nitrogen de 20psi, en sentit contrari
a aquest flux, n'arriba un altre de gas a 10L/min a 350°C. D’aquesta manera
s’aconsegueix que les molécules passin d’estar solvatades en un medi liquid a
desolvatar-se. Gracies a les forces de repulsié entre les carregues negatives i
positives, aquestes molécules s’ionitzen.

Aleshores, els ions sbn atrets per un capil-lar que presenta un potencial de
+40000Volt, de manera que els ions negatius son desviats dins de I'espectrometre. Un
cop passat el capil-lar s’enfoquen mitjangant lents idniques cap a uns tubs polaritzats
on s’ailla I'i6 precursor. Posteriorment, aquest i6 precursor €s conduit fins la cel-la de
col-lisi6 on es fragmentara en diversos ions caracteristics d’aquesta molécula en
concret, anomenats ions producte. Aquests ions producte son especifics de la
molécula analitzada i Unicament es poden detectar en la seva preséncia. Durant la
posada a punt del métode, es buscaran els ions fragment o producte que presentin

una major intensitat i major representativitat d’aquesta molécula.
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Preparacio del métode

Per tal d’elaborar el métode d’Espectrometria de Masses s’han d’anar separant
cromatograficament els estandards interns, escanejant totes les masses des de 50m/q
fins una mica més del seu pes molecular alhora que s’escalen els potencials d’entrada,
d’aquesta manera s’intenta aconseguir una major intensitat de senyal amb I'ié esperat.
Després d’aquest primer pas, utilitzem I'espectrometre per fragmentar la massa
molecular variant I'energia de col-lisi6 en funcié de I'abundancia de fragments que
obtinguem. Els fragments que assoleixin una major intensitat de senyal, seran
seleccionats pel meétode de Monitoritzacié de Reaccié de Masses (MRM) amb el
potencial que major intensitat li subministri. Finalment es revaluaran els potencials amb

el mateix metode MRM tal com es mostra a la seglent taula:

Component “Iprecursor | “'Producte | Dwell ** | Potencial | Energia
entrada col-lisio

ETG d5 IS* 226 85 250 100 15

ETG d5 IS 226 75 250 100 15

ETG 221 85 250 100 15

ETG 221 75 250 100 15

ETS d5 1S 130 98 250 100 15

ETS d5 IS 130 80 250 100 15

ETS 125 97 250 100 15

ETS 125 80 250 100 15

*|S: Intern Standar

*Dwell: temps en mili-segons que dura la col-lisid

Per dur a terme la quantificacié es contemplen dues dobles parelles d’ions per cada i
precursor (2 ions producte per cada precursor), un d’aquests és usat com a mostra
quantificadora i I'altre com a qualificadora. S’entén que donat que ambdues transicions
sbn caracteristiques de la mateixa molecula, una es fa servir per donar un resultat
numeric i l'altre per corroborar que la identitat de la molécula correspon a la que

busquem, descartant la possibilitat d’interferéncies.

Analisi amb LC/MS

El programa dura 15minuts. Es requereix un solvent per 'anomenada FASE A
(CHsCN-Acetonitril) i un solvent per la fase B (H,O amb FA - Acid Formic- al 0,1%). El
programa d’adquisicié dels ions per la quantificacié dels seus derivats es du a terme

amb el mode d’electro-esprai negatiu (capta i detecta els ions carregats negativament).
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El programa desglossat en funcio dels temps i la injeccié de solvents és el seglent:

Temps (min) Flux (ml/min) Relacié A (%) Relaci6 B (%)
0 0,35 8 92

3 0,35 8 92

5 0,8 0 100

6 0,8 0 100

8 0,35 8 92

Analisi estadistic

S’ha realitzat un analisi descriptiu de les dades. Les variables continues s’han descrit

mitjangant la mediana i linterval interquartilic (IQR) o bé la mitjana + desviacié

estandard (DE) i les variables categoriques mitjangant les frequiéncies relatives.

S’ha realitzat un analisi bivariat segons habits toxics i s’han utilitzat proves de xi-

quadrat, F Fisher i ANOVA d’un factor, segons conveniéncia, per a detectar diferéncies

significatives.
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RESULTATS

Durant els mesos de la recollida, es van recopilar mostres de 63 nadons diferents
corresponents a 62 mares (una mare va tenir bessonada). D’aquestes van autoritzar el

seu analisi 57 dones (Figura 1).

Analisi Univariat

Pel que fa a les variables maternes, que es poden consultar a la taula 1, la mitjana (+
DE) d’edat va ser de 30anys (+ 4anys). El 43,9% de les mares no havien tingut cap
embaras anterior i pel 43,9% era la seva segona gestacio, de manera que la majoria
de dones (88%) tenien entre 0 i 1 fill. EI 70,2% de les dones no havien tingut cap
avortament anterior, un 19,3% n’havien tingut algun i només 2 d’elles n’havien tingut
més de 2. Pel que fa als habits toxics (pregestacionals i intragestacionals) un 79% en
negaven, del 21% restants un 8,8% eren fumadores de les quals 3,5% (2 dones)
havien abandonat I'habit tabaquic al coneixer I'estat de gestacié, un 10,5% reconeixien
el consum ocasional d’alcohol durant 'embaras (dada que només quedava reflectida a
la historia obstétrica de 1 d'elles), 2 de les dones fumadores a més a més reconeixien
fumar també cannabis i només 1 reconeixia el consum de tabac, alcohol i drogues
il-legals (cocaina i cannabis) durant la gestaci6. Pel que fa a la presencia
d’antecedents patologics, un 40,5% de les dones presentaven algun antecedent, del
qual el més important resultava l'aparicié6 d’anémia durant 'embaras (26,4%). En
relacio al tractament farmacologic rebut durant la gestacio, un 28,1% de les gestants
havien pres medicacid, la majoria de les vegades per corregir 'anémia o com a
tractament habitual.

Pel que fa a les variables relacionades amb el moment del part estan descrites a la
taula 2. La mediana de la setmana de gestacio es va situar a les 40 setmanes (IQR:39-
41). Més de la meitat dels parts (un 53,4%) van finalitzar en forma de part eutocic i el
29,3% van ser cesaries.

En relacio als nadons, les dades s'analitzen a la taula 3. Als 5 minuts de vida, el 100%
van presentar una puntuacio al Test d’Apgar de 10 sobre 10. En cap dels nens el pes
al néixer va ser inferior a 2500g (mitjana de 3410g) i només 2 nadons (3,6%) van
presentar complicacions (anémia secundaria a talassémia materna un d’ells i sindrome

del distrés respiratori I'altre).

Analisi Bivariat

Es van comparar les dades de les mares que havien reconegut algun consum de

substancies toxiques durant la gestacio (12 dones) i les que no (43 dones). Respecte
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les variables relacionades amb les mares, que es detallen a la taula 4, la mediana
d’edat se situa igualment als 30anys. El 44,4% de les dones sense habits toxics i el
41,7% de les que si, havien tingut 0 o 1 naixement anteriors (sempre a terme). Pel que
fa al numero d’avortaments, el 44,4% de les dones sense habits toxics i el 41,7% de
les dones amb algun habit toxic, havien presentat 0 o 1 avortaments anteriors, les
dues Uniques dones que havien tingut més de 2 avortaments negaven el consum de
toxics. En relacio als antecedents patologics, només es presentaven en el 40% de les
dones sense habits toxics havent de rebre algun tipus de tractament farmacologic el
22,2%, per contra presentaven algun antecedent patologic el 66,6% de les dones amb
algun consum perjudicial, requerint tractament en un 50% de les dones.

Entre les dades recollides de la mare, en I'analisi bivariat en cap cas es van apreciar
diferencies entre els grups estadisticament significatives.

Entre les variables relacionades amb el part descrites a la taula 5, la mediana de
setmana de gestacié es va mantenir en les 40setmanes en els dos grups. Els parts
eutocics van assolir el 50% dels parts entre les mares sense antecedents de consum
de toxics i el 66,7% de les mares amb habits toxics. Els parts distocics van tenir lloc en
el 13% de les mares sense habits toxics i en el 33,3% de les mares amb consum de
toxics. En el grup de mares amb habits toxics no es va registrar cap part per cesaria.
En l'analisi bivariat entre els grups, no es van determinar diferéncies estadisticament
significatives.

Pel que fa als nadons, les dades estan reflectides a la taula 6. En tots els casos la
puntuacié del test d’Apgar va ser de 10 sobre 10 als 5minuts de vida, la mediana de
pes es va situar als 3385g per les mares sense consum de toxics i en 3475 en les
mares amb algun consum. Els 2 Unics nadons que van tenir alguna complicacié en les
primeres hores posteriors al part van correspondre a 1 nen de cada grup, corresponent
al 2,2% dels nens de mares no consumidores, i el 8,3% dels nens de mares amb
habits toxics registrats. En cap cas tampoc es van poder observar diferéncies entre els

grups estadisticament significatives.

Analisi del Laboratori

Pel que fa al treball al laboratori, donat que aquesta ha sigut la primera vegada que es
treballava amb la tecnica de LC/MS per la deteccié dels metabolits de I'etanol en el
meconi, en el moment actual s'estan acabant de fer els calibrats de l'aparell i el
perfeccionament del métode d'analisi.

En aquestes proves de calibrat s'estan analitzant mostres de meconi amb una
gquantitat afegida coneguda d'EtG i EtS per valorar el correcte funcionament de I'aparell
(Figura 21 3).

18



Per altra banda, de les mostres analitzades fins al moment (pendents de tornar a
analitzar-se un cop definit el metode de treball), crida I'atencié que en contra del que
diu la literatura, s'estan detectant petits pics de presencia d'EtS en abséncia de pic
d'EtG significatiu. Donat que actualment s’esta acabant de perfeccionar el métode,
aquestes troballes s'hauran de confirmar posteriorment per poder extreure’n

conclusions.
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DISCUSSIO

Es sabut que el consum d’alcohol a la societat occidental és un habit socialment
acceptat, i aixo sovint es tradueix en la infraestimacié dels riscos que el seu consum
pot comportar, tant en la persona que el consumeix, com en el cas de les dones
embarassades, al naddé. La Sindrome Alcohdlica Fetal i els altres Trastorns de
'Espectre Alcohdlic Fetal, sén alteracions poc conegudes en la nostra societat, tot i
que els estudis determinen que la seva incidéncia no és gens menyspreable (7,10).
Per aquest motiu és convenient poder determinar en la nostra poblacio la prevalenca
del consum d’alcohol durant la gestacio, de manera que es puguin adoptar les
mesures convenients per reduir-lo i/o prevenir les seves conseqléncies.

Unicament amb I'entrevista clinica és possible que infraestimem el consum d’alcohol
matern, per la qual cosa és interessant poder disposar d’'un marcador bioldgic que no
només detecti aquest consum, siné que també el pugui quantificar.

S’ha de tenir en compte que els TEAF sén una de les primeres causes de retard
mental i malformacions congénites en el mén occidental (10). Ja s’ha comentat que la
despesa que suposen aquestes alteracions en els paisos occidentals és molt elevada,
sobretot, en part, per la seva tardanca en el diagnostic. Per aix0 seria tant important
poder desenvolupar una eina analitica que ens permetés detectar possibles
alteracions fetals a causa del consum d’alcohol en els primers dies de vida del nado,
minimitzant aixi les consequéncies posteriors derivades d’'un diagnodstic tarda
(normalment en entrar a I'edat escolar).

En un estudi retrospectiu realitzat per pediatres I'any 1990 es va voler analitzar en un
grup concret de nens diagnosticats de Sindrome Alcohdlica Fetal, en quin percentatge
s’havia sospitat el quadre en el moment del part, determinant que s’havia passat per
alt en el 100% dels nens (12,27).

L’inconvenient principal d’incloure la determinacié dels metabdlits de I'etanol com a
test perinatal d’screening és la complexitat de I'analisi, de manera que amb els medis
actuals resulta una prova cost/efectiva molt negativa ja que no esta estandaritzada. Es
d'esperar que quan més s'utilitzi aquesta técnica, més es pugui simplificar la seva feina

de laboratori, reduint el temps i el cost de la mateixa.

En diversos estudis s’han realitzat aquestes quantificacions dels metabdlits de I'etanol
en diferents substrats, com s6n el meconi, les ungles del nadd, els cabells o 'orina
materna. El per qué del meconi com a substrat d’analisi s’entén per la seva composicio

i caracteristiques. EI meconi és un recull del metabolisme hepatic i intestinal fetal i en
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condicions normals és excretat entre les primeres 24-72h post part. Com a substrat
d’analisi del metabolisme materno fetal, un dels avantatges principals és la seva
facilitat de recollida i que la seva obtencio no causa cap dany en el nad6. En el meconi
es poden determinar i quantificar totes aquelles substancies que han entrat en
contacte amb el fetus durant la gestacio i que han passat al seu torrent sanguini. Com
a inconvenient principal trobem que el seu analisi no serveix per determinar
exposicions anteriors al segon trimestre, ja que es comenca a formar a partir de la
setmana 12 de gestacid i que el seu andlisi, a diferencia del cabell, no permet
determinar el moment concret de I'exposicio a la substancia analitzada (15,28).

En els darrers anys I'analisi del meconi esta guanyant pes per determinar qualsevol
tipus d’exposicio fetal a productes nocius (tabac, alcohol, drogues d’abus...), gracies

als seus avantatges com a substrat i la seva facilitat de recollida i conservacio.

Durant la recollida de les dades maternes, destaca que només en 1 de les 7 mares
que reconeixia haver mantingut el consum d’alcohol durant la gestacid, aquest
quedava reflectit en la historia realitzada pels obstetres. En la mateixa linia, a I'hora de
les entrevistes amb les dones per la recollida de les variables, totes aquelles que
admetien haver consumit alcohol, aixi com el seu entorn social, normalitzaven aquesta
conducta durant 'embaras, sovint minimitzant el seu consum.

Aixi com és ben conegut i divulgat I'efecte nociu del consum de tabac, en les guies no
oficials i revistes que sovint consulten les dones gestants, si bé es desaconsella un
consum d’alcohol de risc (6), advertint sovint de I'existencia de la FASD, en la majoria
de casos no es recomana l'abstinéncia. No passa aixi en les societats cientifiques ni

en les recomanacions oficials (29)

La principal limitacié que ens hem trobat al dur a terme I'estudi és que les dades i
mostres recollides son de nadons “sans” i no serien representatives de tots els nadons
del nostre medi, ja que no s’han recollit les dades ni les mostres dels meconis dels
nadons ingressats a d’altres serveis com ara la Unitat de Cures Intensives Neonatals
(UCI neonatal). La importancia d’haver pogut recollir aquestes mostres rauria
principalment en que els nens que presenten un baix pes (<2500g) per protocol han
d’ingressar en aquesta unitat, i recordem que el baix pes és una de les manifestacions
cliniques del FASD. Per altra banda, els nens de mares policonsumidores
(majoritariament de drogues il-legals), per la clinica de sindrome d’abstinéncia i el baix
pes que acostumen a presentar, també haurien requerit ingrés en aquestes unitats en

les quals no es van recollir dades.
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D’aquesta manera, en el nostre estudi només hem pogut recollir mostres de nens
presumptament sans, on a priori la incidéncia de trastorns secundaris al consum
d’etanol o altres drogues probablement sigui menor.

Per altra banda, donat que I'excrecié del meconi dura poques hores, en molts dels
nadons ingressats a la planta d’Obstetricia no es va poder fer la recollida de la mostra.
Seria convenient doncs que en estudis posteriors, es poguessin recollir totes les
mostres possibles, incloent els nadons ingressats a la UCI neonatal i millorant el circuit
de recollida de les mostres, basicament incorporant I'ajuda de totes les persones
(professionals sanitaris o no), que es facin carrec en algun moment de les cures dels
nadons (pediatres, infermeres, auxiliars, pares o familiars).

Aixi doncs, donat que hem tingut un biaix de seleccié gens menyspreable, sera dificil
gue les mostres i dades obtingudes es puguin considerar representatives de la nostra

comunitat, i caldria com ja s’ha comentat, un altre estudi per ratificar les dades.

Tot i les limitacions en la recollida de les variables, les dades socio-demografiques
obtingudes, mostren una poblacié d’estudi molt similar a la poblaci6 mitjana. La
mediana d’edat de les dones gestants a la provincia de Barcelona se situa als 31,15
anys, sent en la nostra poblacio d’estudi de 30anys (30).

Pel que fa al tipus de parts, si bé les dades oficials situen el percentatge de parts per
cesaria al voltant del 18% (tant a Catalunya com a la provincia de Barcelona), segons
el departament d’estadistica del nostre centre 'any 2010 la mediana de parts per
cesaria es va situar en el 25,13%, dada més propera a la obtinguda en el nostre estudi
que es situa en el 29,8% (30).

Pel que fa al numero de parts anteriors, la fecunditat mitja de 'Estat Espanyol es situa
en 1,43 fills, dades semblants a les obtingudes en la nostra poblacié d’estudi on el
88% tenien entre 0 i 1 fill (30).

Tot i que no disposem de l'analisi del laboratori de I'exposici6 fetal a l'alcohol dels
nadons estudiats, la questi6 que es planteja en vista de les dades recollides, és en
quants casos s’infraestima el consum d’alcohol durant la gestacié6 en base a les
entrevistes cliniques realitzades durant els controls obstetrics.

Possiblement s’hauria de plantejar de revisar les normes i consells que reben les
dones embarassades sobre I'efecte que té el consum d’alcohol en el desenvolupament
del seu nadd, mitjancant 'administracié de follets informatius a les sales d’espera,
reforgant els consells per part dels ginecolegs i les llevadores o augmentant les

campanyes de conscienciacio ciutadana a nivell de la poblacio general.
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Per altra banda també caldria parlar amb els obstetres per valorar quina és la
perspectiva que tenen ells d’aquest tema, plantejant si cal fer alguna sessi6 o xerrada
informativa destinada als professionals de la salut (tant obstetres com metges de
familia i llevadores) centrada en les dades de prevalenga del consum d’alcohol a la

nostra societat.
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TAULES | FIGURES

Figura 1. Diagrama de parteres i neonats de I'Hospital Germans Trias i Pujol

dels mesos de setembre de 2010 i mar¢ de 2011 recollits pel present estudi.
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Figura 2. Analisi corresponent a una mostra meconial amb Oul d'estandards.

Mostra de calibracié considerada Negativa (Ong d'EtG i EtS/g de meconi).
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Figura 3. Analisi corresponent a una mostra meconial amb 20ul d'estandards.
Mostra de calibracio considerada Positiva (200ng d'EtG i EtS/g de meconi).
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Taula 1. Caracteristiques de les parteres en estudi

N=57
n (%)
Edat (mediana [IQR]) 30 [26-34]
Nombre de parts anteriors a terme
0 25 (43.9)
1 25 (43.9)
2 5(8.7)
3 2(3.5)
Nombre de parts anteriors preterme
0 57 (100.0)
Nombre d’avortaments anteriors
0 40 (70.2)
1 11 (19.3)
2 4 (7.0)
3 2(3.5)
Nombre de fills vius
0 25 (43.9)
1 25 (43.9)
2 5(8.7)
3 2 (3.5)
Antecedent o durant I’embaras - Habits toxics 12 (21.1)
Fumadora 1(1.8)
Fumadora + Cannabis 2 (3.5)
Ex-fumadora 2 (3.5)
Alcohol ocasionalment 6 (10.5)
Alcohol + Cannabis + Cocaina 1(1.8)
Antecedent patologics anteriors o durant I’embaras 26 (45.6)
Anémia 14 (24.6)
Talassémia 2 (3.5)
Diabetis gestacional 1(.7)
Altres 9 (15.8)
Medicacié durant I'embaras 16 (28.1)
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Taula 2. Caracteristiques dels parts

N= 58
n (%)
Tipus de part
Eutocic 31 (53.4)
Distocic (inclou forceps, ventosa) 10 (17.2)
Cesaria (electiva o urgent) 17 (29.3)
Setmanes de gestacio (n=57) (mediana [IQR]) 40 [38.7-41]
Taula 3. Caracteristiques dels nadons en estudi
N= 58
n (%)
Apgar al néixer
8 3(5.2)
9 53 (91.4)
10 2(3.4)
Apgar als 5’
10 58 (100.0)
Complicacions del nadé
No 56 (96.6)
Si 2 (3.4)

Pes (g) (mediana [IQR])

3410 [3102,5-3700]
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Taula 4. Caracteristiques de les parteres en estudi segons habits toxics

Edat (mediana [IQR])
Nombre de parts anteriors a terme
0
1
2
3
Nombre de parts anteriors preterme
0
Nombre d’avortaments anteriors
0
1
2
3
Nombre de fills vius
0
1
2
3
Antecedent patologics anteriors o durant
’embaras
No
Si

Medicacié durant ’embaras

No habits toxics

N= 45
n (%)

30 [26.5-34]

20 (44.4)
20 (44.4)
3 (6.7)
2 (4.5)

45 (100)

32 (71.1)
8 (17.8)
3 (6.7)
2 (4.4)

20 (44.4)
20 (44.4)
3(6.7)
2 (4.5)

27 (60.0)
18 (40.0)
10 (22.2)

N=12
n (%)

30 [25.2-37]

5 (41.7)

5/41.7)

2 (16.7)
0 (0)

12 (100)

8 (66.7)

3 (25.0)
1(8.3)
0 (0)

5 (41.7)

5 /41.7)

2 (16.7)
0 (0)

4 (33.3)
8 (66.7)
6 (50.0)

Habits toxics
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Taula 5. Caracteristiques dels parts segons habits toxics

No habits toxics

N= 46
n (%)
Tipus de part
Eutocic 23 (50.0)
Distocic (inclou forceps, ventosa) 6 (13.0)
Cesaria (electiva o urgent) 17 (37.0)
Setmanes de gestacio (n=57) (mediana [IQR]) 40 [38.5-41]

Habits toxics
N=12
n (%)

8 (66.7)
4 (33.3)
0 (0)
40.2 [39.3-40.9]

Taula 6. Caracteristiques dels nadons en estudi segons els habits toxics

No habits toxics

N= 46
n (%)
Apgar al néixer
8 3(6.5)
9 41 (89.1)
10 2 (4.3)
Apgar als 5’
10 46 (100)
Complicacions del nad6
No 45 (97.8)
Si 1(2.2)

Pes (g) (mediana [IQR]) 3385 [3050-3700]

Habits toxics
N=12
n (%)

0 (0)
12 (100)
0 (0)

12 (100)
11 (91.7)

1(8.3)
3475 [3150-3750]
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ANNEXES

Annex 1. Consentiment Informat i Consentiment Escrit

CONSENTIMENT INFORMAT

Els serveis de Pediatria i Medicina Interna (Unitat d’Addiccions) de [I'Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol es dediquen a la investigacio en la prevencié de
riscos per la salut del recent nascut i el consum d’alcohol.

La convidem a que vosté col-labori en un estudi per detectar restes d’alcohol en la
femta del seu fill/a recent nascut, i comprovar si hi ha hagut o no alguna exposici6 del
seu nado abans de néixer a I'alcohol. Si vosté accedeix a que realitzem aquest estudi,
ens haura de facilitar algunes dades cliniques i permetre recollir una mostra de meconi
(les primeres deposicions del recent nascut) del seu fill/a.

De les dades cliniques i la mostra de meconi es podra estudiar I'exposicié fetal a

I'alcohol i insistir en la prevencid, en la importancia de no beure durant 'embaras.

Sol-licitem el seu consentiment per:

1.- Disposar de les seves dades cliniques. Aquestes dades quedaran enregistrades
en un fitxer i es mantindran en I'anonimat i la confidencialitat ; se seguiran els principis
de la bona practica clinica i la Llei Organica 15/1999, de 13 de desembre, sobre la
Protecci6 de Dades de caracter personal (LOPD) aixi com les normes étiques de
'hospital.

2.- Emmagatzemar una mostra de meconi del seu nad6 durant el temps necessari
fins realitzar un analisi per la deteccié d’alcohol d’aquesta mostra. La mostra de
meconi es guardara en una nevera on no constara cap dada identificadora personal.
En tots els casos es seguira la Llei 14/2007 del 3 de juliol sobre Investigacié

Biomedica.

La seva participacié és VOLUNTARIA, vosté pot sol-licitar la retirada de les seves
dades i de la mostra de meconi en qualsevol moment i per qualsevol motiu, sense
haver de donar cap explicacié del canvi en la seva decisi6. En aquest cas, es
procedira a la destruccié de les dades referents al seu historial clinic i la eliminacio de
la mostra de meconi.

Aquest Full de Consentiment Informat amb la seva firma es guardara en el seu
historial. Es contempla la possibilitat que les Autoritats Sanitaries i/0 Representants del

Comité Etic de la Investigacié6 de I'Hospital puguin realitzar una auditoria per
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comprovar que la investigacio s’esta portant a terme de forma correcta des del punt de
vista étic i cientific, sempre dins de la més estricta confidencialitat.
No dubti en demanar més informacié o a parlar amb el seu pediatra per aclarir

gualsevol dubte.

CONSENTIMENT ESCRIT

Metges responsables: Dr. C. Rodrigo y Dr. R. Muga

JO, [NOM I COGNOMIS]. .. it ee e,

Declaro que:

1.- He llegit el Full d’'Informacié que m’ha zigot entregat.

2.- He pogut fer preguntes sobre I'obtencié de dades i la mostra de meconi, aixi com
del seu Us.

3.- He parlat i he aclarit els dubtes amb el Dr. [nom i cognoms]........................

4.- Comprenc que la meva participacio és voluntaria.

5.- Comprenc que puc sol-licitar la destruccid de les meves dades i postres en
gualsevol moment.

6.- Presto lliurement la meva conformitat per la finalitat que es presenta en aquest Full
d’'Informacio

O Consentiment per emmagatzemar dades (MARCAR AMB UNA X)

O Consentiment per emmagatzemar mostra de meconi  (MARCAR AMB UNA X)

Data Firma del participant:

36



Annex 2. Informacié Recollida de les Mostres i Dades Socio — Demografiques

maternes.

CODI DEL PROJECTE: EMF
TiTOL:

ALCOHOL | GESTACIO
INVESTIGADOR PRINCIPAL
Neus Robert Boter

REFERENCIA (andnima) EMFxxx

DADES DE LA MARE
COGNOMS

DADES DEL NOUNAT
COGNOMS

DATA DE NAIXEMENT ....... oo [ovoiiiiiiis

DADES DE REFERENCIA DE LA RECOLLIDA DEL MECONI
O 12 Deposicio etiqueta D1

Dia ........ [oiin... [oiiiiiinn,

Hora de recollida ..............

Hora de congelacio6 ................

Lloc de recollida

O Planta de maternal
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O Unitat de neonats

O Altres (especificar) ........c.cooviiiiiiiiiinennnn.

RECOLLIDA DE DADES EN BASE A HISTORIA CLINICA

DADES DE LA MARE

Edat

TPAL

Setmana de gestaci6

Tipus de part

Habits toxics registrats

Antecedents patologics

Problemas gestacionals previs

Tractament habitual (durant la gestacio)

DADES DEL NADO

Pes

Talla

Apgar

Complicacions




Annex 3. Descripcio de les variables

N° pacient
Accepta
Si: dona consentiment informat
No: no dona consentiment informat
Antecedents Obstetrics
T : n° de parts anteriors a Terme
P: n° de parts anteriors Preterme
A : n° d’Avortaments anteriors
L : n° de fills vius
SG: Setmana de Gestacid en el moment del part
Part: 1. eutocic
2: distocic (inclou férceps, ventosa)
3: cesaria (electiva o urgent)

Habits Toxics: 1: no
2:si
Descripcio H. Toxics (text lliure)
Antecedents Patologics: 1:no
2:si
Descripcio AP (text lliure)
Tractament durant I'embaras? 1:no
2:si

Descripci6 tractament embaras (text lliure)

Data de naixement del nen

Data de recollida del meconi

Pes (grams)

Test en I'Escala d'APGAR al moment del naixement i als 5minuts

Frequiéncia Cardiaca absent:

<100x"
>100x":

Esfor¢ Respiratori  absent: 0

N B O

respiracio lenta i/o irregular: 1
plor: 2
To muscular flaccid: 0
flexié de les extremitats: 1

mobilitat correcta: 2



Reflex d'irritabilitat ~ sense reflex: 0
gesticulacions: 1
gesticulacions, tos, esternut o plor: 2
Coloracio blau pal-lid: 0
cos rosat i extremitats blavoses: 1
rosat: 2

Complicacions del nadé: 1:no
2:si

Descripcié complicacions (text lliure)
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