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Resum

Fonament. La nicotina i els seus metabdlits principals, co-
tinina i trans-3 hidroxicotinina, determinats en matrius
convencionals i no convencionals, han estat utilitzats com
a biomarcadors de I'exposicié ambiental al tabac durant la
infancia. La presencia d’aquestes substancies en matrius
com liquid amnidtic, meconi i cabells fetals, s’explica per
|’exposicié prenatal al fum del tabac durant les diferents
etapes de I'embaras.

Objectiu. La determinacié de la nicotina i els seus metabo-
lits en sang de cordd, orina neonatal i llet materna és (til
per detectar I'exposicié al fum del tabac durant el periode
immediatament abans i després del naixement. La deter-
minacié en infants de cotinina en sang i orina, per una
banda, i en cabells, per una altra, permet conéixer I'expo-
sicié aguda i cronica durant la infancia, respectivament.
No obstant aix0, per tal de monitorar i categoritzar I'expo-
sicié6 acumulada al fum del tabac durant la totalitat de la
infancia, incloent-hi el periode prenatal, I'avaluacié de ni-
cotina en dents ha estat proposada com una prometedora
prova no invasiva.

Resultats i conclusions. Aquest article revisa la utilitat de la
determinacié de nicotina i els seus metabolits en diverses
matrius biologiques fetals i pediatriques, considerant la no-
invasivitat de la recollida, la finestra de deteccié i I'aplica-
cio clinica en pediatria.

Paraules clau: Matrius biologiques. Biomarcadors. Exposi-
cié ambiental al tabac. Embaras. Prenatal. Infancia.

MATRICES BIOLOGICAS PARA LA EVALUACION DE LA EXPOSICION
AMBIENTAL AL TABACO DURANTE LA EPOCA PRENATAL Y LA INFANCIA

Introduccion. La nicotina y sus principales metabolitos, cotinina y
trans-3 hidroxicotinina, determinadas en matrices convencionales
y no convencionales, han sido utilizadas como biomarcadores de
la exposicion ambiental al tabaco durante la infancia. La presen-
cia de estas sustancias en matrices como liquido amniético, me-
conio y cabello fetal se explica por la exposicion prenatal al humo
de tabaco durante las diferentes etapas del embarazo.

Objetivo. La determinacién de la nicotina y sus metabolitos en san-
gre de cordon, orina neonatal y leche materna es (til para detectar
la exposicién al humo del tabaco durante el periodo inmediata-
mente antes y después del nacimiento. La determinacion en nifios
de cotinina en sangre y orina y en pelo permiten conocer la exposi-
cién aguda y crénica durante la infancia, respectivamente. Sin em-
bargo, para la monitorizacién y categorizacién de la exposicién acu-
mulada al humo del tabaco durante la totalidad de la infancia,
incluyendo el periodo prenatal, la evaluacién de nicotina en dien-
tes ha sido propuesta como una prometedora prueba no invasiva.

Resultado y conclusiones. Este articulo revisa la utilidad de la deter-
minacién de nicotina y sus metabolitos en diversas matrices biol6-
gicas fetales y pediatricas, considerando la no invasividad de su re-
cogida, la ventana de deteccién y la aplicacion clinica en pediatria.

Palabras clave: Matrices bioldgicas. Biomarcadores. Exposicion
ambiental a tabaco. Embarazo. Prenatal. Infancia.

BIOLOGICAL MATRICES FOR THE EVALUATION OF ENVIRONMENTAL TOBACCO
EXPOSURE DURING PRENATAL LIFE AND CHILDHOOD

Background. Nicotine and its major metabolites, cotinine and
trans-3-hydroxycotinine, have been used as biomarkers for deter-
mination of environmental tobacco exposure during childhood in
conventional and non-conventional biological matrices. The pre-
sence of these substances in matrices such as amniotic fluid, me-
conium, and fetal hair can be explained by prenatal exposure to
environmental tobacco smoke (ETS).

Objectives. The determination of nicotine and its metabolites in
cord blood, neonatal urine, and maternal milk can be used to de-
tect exposure to ETS during the period immediately before and af-
ter birth. Measurement of cotinine levels in blood and urine, and
of cotinine and nicotine in hair may allow for the assessment of
acute and chronic exposure, respectively. However, assessment
of nicotine in teeth has been proposed as a promising, non-inva-
sive method for the determination and monitoring of cumulative
exposure to ETS during childhood.

Results and Conclusions. This paper reviews the usefulness of me-
asuring nicotine and its metabolites in different fetal and child-
hood biological matrices, considering its non-invasive nature, the
window for detection, and the clinical application in pediatrics.

Key words: Biological matrices. Biomarkers. Environmental to-
bacco smoke exposure. Pregnancy. Prenatal. Childhood.
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Introduccio

El tabaquisme és, actualment, una de les causes més
importants de morbiditat i mortalitat de la poblaci6 en
els paisos desenvolupats®.

La poblaci6é pediatrica es troba significativament afec-
tada, i una de les causes més importants de malaltia®
és I'exposicié passiva al tabac. En molts casos I'exposi-
cio s'inicia dins de I'Gter i continua després del naixe-
ment i durant tota la infantesa.

Els darrers anys s’han dissenyat i avaluat diverses in-
tervencions per afavorir 'abandonament del consum
de tabac durant I'embaras. Diferents estudis han de-
mostrat la relacié directa entre el tabac, una serie d’al-
teracions en la salut reproductiva de la dona i efectes
adversos en la gestaci, entre els quals s’inclouen
I'avortament espontani, el trencament prematur de
membranes, el baix pes en néixer i el part prematur.
També s’ha descrit un augment de la mortalitat i la
morbiditat perinatals i infantils, que inclou la sindrome
d’abstinencia neonatal a la nicotina® i 'augment del
risc de sindrome de mort sobtada del lactant (SMSL)*.
Durant la infantesa s’ha observat que I'exposicié al fum
del tabac s'associa a un augment de les infeccions res-
piratories, asma, otitis i sinusitis, etc.®

Com a primer intent per identificar I'exposicié al fum
del tabac i apreciar-ne la magnitud, s’han utilitzat
qUestionaris materns/paterns. No obstant aixd, en la
majoria de casos la informacié obtinguda és imprecisa
i/0 inexacta . De manera similar a altres substancies
d’abus, en les Ultimes dues déecades, diversos marca-
dors biologics alternatius especifics per al tabac han
estat utilitzats amb la intencié de detectar els biaixos
descrits.

En aquest treball es presenta la situacié actual de la
nicotina i la cotinina com a marcadors de I'exposici6 al
fum del tabac en diferents matrius biologiques en in-
fants durant el periode prenatal i postnatal. S’ha revisat
la base de dades bibliografica del grup, que inclou
diverses revisions de la literatura citada a PubMed i in-
corporades en treballs publicats préviament.

Matrius biologiques utilitzades per a
I'avaluacié de I'exposicio prenatal al fum
del tabac

Sang de cordo

La determinacio de les concentracions de nicotina i els
seus metabolits en sang de cordé és indicativa de I'in-
tercanvi transplacentari durant 'embaras. Tot i aixi, la
sang de cord6 té dos inconvenients importants: (1) in-
dica només I'exposicit fetal al tabac durant els dies o
hores anteriors a la recollida i, per tant, no és Gtil com
a marcador d’exposicié durant tot I'embaras; (2) I'orina
neonatal i el meconi sén considerades dues matrius

menys invasives i més facilment disponibles’. Per tal
de diferenciar entre exposicié i no-exposicié al tabac
ambiental s’ha establert com a xifra de tall 1 ng/ml
sang ®°. Diferents estudis durant els ultims 10 anys
han treballat amb I'objectiu de quantificar la cotinina
en sang de cordd. Recentment, Franchini et al.8 han
utilitzat la cotinina en sang de cordd per tal d’identifi-
car I'impacte i I'efectivitat de la implantacié de la llei
antitabac a Italia. Els Ultims estudis '**? han comparat
les concentracions plasmatiques de cotinina durant
'embaras i la concentracié de cotinina en sang de
cordd al naixement, i han observat una correlacié sig-
nificativa entre el patr6 d’elevades concentracions
plasmatiques de cotinina en embarassades (des del
comencament de I'embaras fins al naixement) i els va-
lors de cotinina en sang de cordd. També, diferents
estudis *** han corroborat la relacié entre les concen-
tracions de nicotina en sang de cordd i plasma matern
durant 'embaras.

Orina neonatal

L'orina es comenca a formar en el fetus a partir de la
vuitena setmana de gestacio, pero fins a la setzena set-
mana la produccié d’orina no és suficient per explicar
la formaci6 de liquid amniotic. Tradicionalment, I'orina
ha estat considerada la mostra neonatal d’eleccioé per a
la deteccid de substancies d'abus. En aquest cas,
I'analisi de cotinina en orina neonatal és facil, rapida i
economica’®, i només té com a Unic desavantatge una
breu finestra de detecci6é, de poques hores a dies
abans del moment del part. D'altra banda, 'analisi
d’orina neonatal pot donar falsos positius depenent no
tan sols de I'Gltima exposicié de la mare, sind també
del temps transcorregut des del moment del part fins a
la recollida de la mostra 2.

La determinaci6 de cotinina en orina s’ha utilitzat com
a biomarcador d’exposicié a fum de tabac durant I'em-
baras i ha estat comparada amb altres matrius biologi-
ques com la llet materna o la sang de cordo.

Dahlstrom et al.** i Curvall et al.* van demostrar que
les concentracions plasmatiques de cotinina (perd no
les de nicotina) en dones embarassades, llet materna i
orina neonatal eren reflex de I'habit tabaquic durant
I'embaras. No obstant aix0, en altres estudis aquesta
correlacié no es confirmava; aixi, Pichini et al.*? no van
observar diferencies significatives entre mares exposa-
des i no exposades al fum de tabac.

A més de la nicotina en orina neonatal, també s’han
mesurat altres metabolits del tabac: cotinina, i trans-3’-
hidroxicotinina .

Cabells neonatals

Els cabells neonatals sén una matriu bioldgica sensible
que defineix 'acumulacié de I'exposicid a substancies
durant I'tltim trimestre de vida intrauterina. En el fetus,
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els cabells comencen el creixement aproximadament
als 6 mesos d’edat gestacional i arriben al cuir cabellut
després d’aproximadament 3 setmanes. Els cabells ne-
onatals tenen l'avantatge de poder ser recollits durant
els primers 3 mesos de vida; després d’'aquest temps
son reemplacats per cabells postnatals’. No obstant
aixd, algunes mares no donen el seu consentiment per
tallar-los per raons culturals o estetiques. A més, el
nounat pot no tenir prou cabells, ja que la mostra mi-
nima per fer una extraccio i analisi correctes és d’entre
20 i 50 mg de cabells 120,

Tant la nicotina com la cotinina sén incorporades als
cabells mitjancant difusié a través de la circulacid
sistemica, de manera similar a altres xenobiotics. S’han
observat concentracions de nicotina més altes en els
cabells pigmentats que en els no pigmentats %,

Durant els anys noranta, diferents grups d’investi-
gadors % van concloure que hi ha una correlaci6 sig-
nificativa entre les concentracions de nicotina i cotinina
en cabells materns i neonatals. Jacqz-Aigrain et al. *
van descriure, a més, que les concentracions de nico-
tina i cotinina estan associades amb el consum de
tabac durant el tercer trimestre de I'embaras.

Ungles neonatals

Les ungles es formen durant I'Gltim trimestre de gesta-
cio i reflecteixen I'exposicié Unicament en aquest pe-
riode #. Les ungles humanes creixen a una velocitat
aproximada d’1 cm cada 9-12 mesos i, per tant, la de-
teccié de nicotina en aquesta matriu és un indicador
d’acumulacié. La incorporacié de substancies a les un-
gles neonatals, de la mateixa manera que els cabells,
és mediada per la sang fetal i el liquid amnidtic, pero a
diferencia d'aquests, la recollida és més facil, ja que
les ungles sén sempre presents i es consideren com
un material de rebuig.

Mari et al.*® van utilitzar les ungles per monitorar per
primer cop I'exposicié neonatal a substancies d'abus
durant 'embaras, en nadons abandonats immediata-
ment després del naixement; els seus resultats donen
suport a I'Gs de les ungles per identificar I'exposicid
cronica a substancies d’'abus durant I'embaras.

Liquid amniotic

A les 20 setmanes de gestacio, la secrecié materna és
el mecanisme més important de formacié de liquid
amniotic, amb algun component de secreci6 fetal. Des-
prés d’aquest periode, I'orina fetal i les secrecions pul-
monars son les dues principals fonts de formacié de
liquid amniotic amb una minima absorci6 fetal i intra-
membranosa®. A les 10 setmanes de gestacio, el vo-
lum de liquid amnidtic és aproximadament de 30 ml i
augmenta entre 8 a 10 ml a la setmana®*. Com que el
liquid amniotic ja esta format en les primeres setmanes
de gestacio, la preséncia de substancies d’abus pot

informar sobre I'exposicié durant les primeres setma-
nes de gestacio. Encara que l'extraccid és invasiva,
amb un moderat risc per al fetus, aquesta es pot fer en
qualsevol moment de I'embaras i, per tant, és un indi-
cador d’exposicié continuada a les substancies detec-
tades en la circulacié materna. Tant la nicotina com els
seus metabolits han estat identificats en liquid amnio-
tic i s’ha establert la cotinina com el metabolit més im-
portant de la nicotina ®*=2. Per primer cop I'any 1985,
Luck et al.* van analitzar liquid amnidtic obtingut du-
rant el segon trimestre de gestacio, i teixit placentari i
sérum fetal al naixement, i van observar que les con-
centracions de nicotina en placenta, liquid amniotic |
serum fetal eren més elevades que en serum matern.
D’acord amb aquests resultats, Jordanov et al.** van
observar que la cotinina en liquid amniotic era 8 vega-
des més elevada en fumadores actives respecte de les
no exposades i 2,5 vegades més respecte de les fuma-
dores passives. Janniaux et al. * van demostrar que la
cotinina s’acumula en el compartiment fetal a partir de
la setena setmana de gestaci, tant en fumadores acti-
VES COM passives.

Tot i que I'analisi de liquid amnidtic confirma I'exposi-
ci6 fetal a nicotina i cotinina, la determinacié en aquest
fluid bioldgic no s'utilitza per identificar I'exposicié pre-
natal a causa de la invasivitat que comporta i del perill
que representa de pérdua de benestar fetal®.

Meconi

Recentment, el meconi ha esdevingut la matriu d’elec-
ci6 per detectar I'exposicié a substancies d'abus en
nounats. El meconi és la primera matéria fecal neo-
natal. Pot ser recollit entre el 1r el 5¢ dia posteriors al
naixement, i la recol-leccié és facil i no invasiva. La
concentracié de substancies d'abus és generalment
més elevada en meconi que en orina, ja que la seva
acumulacio es produeix al llarg de mesos. Per aques-
tes raons, el meconi proporciona una informacié més
completa de I'exposicié al tabac durant 'embaras que
I'analisi de I'orina neonatal i/o la sang de cordd. Ostrea
et al.* van utilitzar la concentraci6 de cotinina en me-
coni de nounats nascuts de mares fumadores catego-
ritzant el grau de fumador, perd els nivells obtinguts
entre fumadores passives i fumadores actives van ser
similars. Sherif et al.*” van obtenir una correlaci¢ posi-
tiva significativa entre els nivells de cotinina en meconi
i els valors de cotinina en orina i saliva materna. Re-
centment, Gray et al.*** van quantificar les concentra-
cions de nicotina i 4 dels seus metabolits (cotinina,
trans-3’-hidroxicotinina, nornicotina i norcotinina) en
meconi de nounats exposats al tabac i en altres de no
exposats. Nicotina, cotinina i OH-cotinina van ser els
biomarcadors de tabac més prevalents i abundants en
meconi, amb concentracions més elevades en els nou-
nats exposats al tabac. Les concentracions de nicotina,
cotinina o trans-3’-hidroxicotinina en meconi > 10 ng/g
discriminen amb precisid nounats no exposats, expo-
sats passivament i exposats activament.
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Matrius biologiques utilitzades per a
I’avaluacié de I'exposicio postnatal al fum
del tabac

Llet materna

La llet materna és un liquid complex que aporta si-
multaniament nutrients i components bioactius que
faciliten I'adaptacio fetal del nounat, I'establiment de la
flora microbiana i el desenvolupament dels teixits lim-
foides associats. La llet materna esta formada per vita-
mines, proteines, péptids bioactius, oligosacarids i
acids organics.

La ra6 principal de la determinacié de substancies en
llet materna és calcular I'excreci6 de certs components
i d’aquesta manera congixer la quantitat ingerida pel
nado. Tant la nicotina com els seus metabolits sén ex-
cretats en llet materna encara que la concentracio
varia segons la dosi, la durada, la quantitat de llet ex-
cretada diariament, la salut de la mare i el seu genotip.
La vida mitjana de la nicotina en llet és d'aproximada-
ment 2 hores, mentre que les concentracions de coti-
nina romanen constants durant un interval aproximat
de 4 hores després de fumar, cosa per la qual la coti-
nina es considera el millor biomarcador “.

Després de fumar, les concentracions de nicotina en
llet materna sén més elevades que en la sang (3:1),
perd només el 10% de la nicotina materna s’excreta en
llet materna. La rapida transferéncia de nicotina des
del serum a la llet materna i la seva curta vida mitjana
indica que les mares que no poden frenar el seu habit
tabaquic durant la lactancia materna han d’intentar
prolongar el temps entre 'Gltima cigarreta i la lactancia
per tal de minimitzar I'exposicié del nad6 als productes
del tabac*.

Diferents estudis ***** han conclos que les concentra-
cions de cotinina en llet materna es correlacionen amb
el nombre de cigarretes al dia. S’ha observat una cor-
relaci6 lineal entre cotinina i nicotina en serum i llet
materna. Per tant, en nadons la llet materna és la ma-
jor font d’exposicid a nicotina, i I'exposicié passiva al
tabac passa a un segon lloc. Tenint en compte aques-
tes dades, Page-Sharch et al. * van utilitzar la mateixa
metodologia per comprovar que els pegats de nicotina
no aporten una influéncia important durant el periode
de lactancia. Pellegrini et al. * van determinar en llet
materna nicotina i els seus metabolits principals, coti-
nina, trans-3’-hidroxicotinina i cotinina-N-oxid. En
aquest estudi es va determinar nicotina només en la
llet de les mares que havien declarat fumar immedia-
tament abans de donar lactancia en contraposicio a la
cotinina que es va obtenir en la llet de totes les mares
fumadores. Poc despres, Vagnarelli et al.* van des-
criure per primer cop la sindrome d’abstinéncia a ni-
cotina en un infant alimentat amb lactancia materna
exclusiva per una mare fumadora.

Orina

Les concentracions de nicotina en orina aconse-
gueixen el nivell maxim al cap de 2 hores després de
fumar i decreixen posteriorment, fins passades les 4
hores ®. La nicotina no és un marcador adequat per
determinar exposicié passiva, ja que té una curta vida
mitjana. S’ha establert com a limit per a fumadors ac-
tius 100 ng nicotina/ml orina, mentre que una quan-
titat inferior a 5 ng/ml indica no-exposicié al fum de ta-
bac. Altres metabdlits de la nicotina que han estat
estudiats per mesurar I'exposicié al fum sén la OH-co-
tinina i la suma de cotinina + OH-cotinina®. Durant els
anys noranta, diferents estudis van desenvolupar di-
versos metodes d’analisi de nicotina i cotinina en orina,
per tal d’estudiar I'exposicié al fum de tabac en infants
Recentment®, la cotinina en orina ha estat utilitzada
per mesurar I'exposicid al fum de tabac.

Saliva

La saliva ha estat considerada un interessant biomar-
cador d’exposici6 al fum de tabac durant les hores pre-
vies a la recollida, menys invasiva i menys rendible que
la sang. La transferéncia dels components del tabac i
els seus metabolits de la sang a la saliva es produeix
principalment per difusié passiva. Malgrat que hi in-
flueixen multiples factors®, aquesta matriu ha estat uti-
litzada tradicionalment per correlacionar les concentra-
cions de diverses substancies d’abus en sang i saliva.

Des dels anys vuitanta, diferents articles han mostrat
que la cotinina pot ser detectada en saliva d’infants si
viuen en un ambient de fumadors ***. Tant en fuma-
dors com en no-fumadors, les concentracions de coti-
nina en saliva es correlacionen amb el nombre de ci-
garretes. L'any 1994, Roncheti et al.* van descriure
que les concentracions de cotinina en infants eren més
facilment detectades a I'hivern, ja que augmentava
I'exposicié passiva al tabac a casa. En canvi, a la pri-
mavera, les concentracions de cotinina detectades
eren atribuibles a I'exposici6é activa al tabac. D’acord
amb aquests treballs, I'equip de Jarvis et al. * va con-
cloure que les concentracions de cotinina en infants
presentaven una clara i significant relacié amb I'expo-
sicid passiva al tabac provinent de I'entorn familiar.
D’aquesta manera, les concentracions de cotinina es
correlacionen amb el nombre diari total de cigarretes
fumades pels dos progenitors, el nombre diari de ciga-
rretes fumades a casa i el nombre de cigarretes fuma-
des a casa durant les 24 hores previes a la recollida de
la mostra.

Tot i aixi, encara que la saliva és una matriu d’exposiciod
aguda (hores previes), és necessari repetir les determi-
nacions per tal de confirmar una exposicié repetida a
qualsevol substancia d’abus. Aquest fet ha condicionat
que no s'utilitzi extensament per determinar I'exposicio
a substancies d'abus.
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Cabhells

Els cabells son considerats la matriu d’exposicio cronica
«de referencia» per determinar I'exposici6 al fum de ta-
bac. L'avantatge més gran que presenten els cabells,
enfront d’altres matrius, és que creix aproximadament
1 cm/mes i la cotinina s’hi va acumulant. Les determi-
nacions de cotinina estan relacionades amb la longitud
dels cabells i la distancia des del cuir cabellut, i aquest
parametre és el que hi té un paper més important. Pi-
chini et al.*® van mesurar per primera vegada les con-
centracions de nicotina en poblacié pediatrica amb
I'objectiu d’utilitzar els cabells per classificar diferents
nivells d’exposicié passiva al fum del tabac.

Dents

Les dents son considerades una matriu de diposit exo-
gen. L'any 2003 es va desenvolupar la tecnica d’analisi
de nicotina i cotinina en dents¥, i Garcia-Algar et al. %
van descriure les dents com una matriu d’exposicio al
fum de tabac des del comencament de la vida fetal fins
a la part final del periode d’infantesa. Posteriorment,
en l'estudi AMICS (Astma Multicenter Infant Cohort
Study) *, que associava biomarcadors d’exposicio al
tabac prenatal i postnatal, es va descriure que Unica-
ment les concentracions de nicotina diferenciaven els
nens exposats dels no exposats.

Conclusio

Durant les ultimes decades s’han utilitzant diferents
matrius biologiques per a l'avaluacié prenatal de I'ex-
posicié al fum del tabac. Com a marcadors d’exposicié
aguda (Ultimes hores i/o dies abans del part) es dis-
posa de la sang de cordé i l'orina. Entre els marcadors
d’exposicié cronica destaquen el liquid amniotic, el
meconi i els cabells neonatals. Encara que el liquid
amniotic comenga la seva formaci6é al comencament
de I'embaras, la recollida és dificultosa i invasiva, mo-
tius que en dificulten I'ls en gran manera. El meconi,
per contra, s'obté facilment i déna informacié de I'ex-
posicié durant el segon i el tercer trimestres de I'em-
baras, per aixd es converteix en una molt bona matriu
per estudiar I'exposici6 al tabac durant la segona mei-
tat de la vida fetal. Els cabells neonatals, formats en el
tercer trimestre de gestacid, son una valuosa matriu
per estudiar I'exposicid en l'Gltim tram de I'embaras,
encara que en alguns nounats és dificil aconseguir-ne
una quantitat suficient. Idealment, s’haurien de recollir
diferents matrius d’exposicié per tal d’obtenir una in-
formacié acurada del periode prenatal complet.

Respecte de I'exposicio postnatal, I'analisi de la llet ma-
terna proporciona informacio rellevant durant la lactan-
cia materna en mares fumadores, ja sigui quantificant
el nombre de cigarretes com identificant el moment en
que es transmet el minim de substancies toxiques. Les
dents ofereixen una valuosa informaci6 sobre I'exposi-
ci6 prenatal i infantil i el seu s com a matriu biologica
alternativa hauria de ser considerat en un futur.
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