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Introduccién

|. INTRODUCCION

El problema de la exposicion humana a contaminantes ambientales y sus
consecuencias sobre la salud, deben ser abordados desde muy diferentes
perspectivas. La realizacion de estudios clinico-epidemiol6gicos que
contribuyan a la evaluacion del grado de exposicion a estas sustancias, asi
como la definicion de instrumentos para la medida de la exposicién y de las
variables que permitan clasificar a los pacientes de acuerdo con su grado de
impregnacion, serian dos vias de aproximacion para lograr este objetivo. Segun
se recoge en uno de los primeros Informes sobre Exposicion de la Poblacion
General a Sustancias Quimicas, elaborado por el Center for Disease Control
and Prevention (CDC, 2001), en Estados Unidos, la monitorizacion de los
niveles de exposicién en la poblacion es un requisito imprescindible para la
evaluacion del riesgo sobre la salud humana. La Unién Europea se ha
responsabilizado de esta tarea, estableciendo programas especificos de
investigacion dentro del 5°, 6° y 7° programa marco de investigacion, en los que
nuestro grupo de trabajo ha participado y participa activamente. Dentro de este
contexto, los trabajos de estimacion de la exposicion en grupos de poblacién
con susceptibilidad particular, ocupan un lugar preferente. No obstante, aun
estd lejos el acuerdo para establecer un programa europeo de

biomonitorizacién humana similar al programa americano.

Actualmente, practicamente la totalidad de la poblacion europea presenta
concentraciones detectables de algunos compuestos contaminantes
ambientales (Porta et al., 2008). La informacién sobre exposicion humana es
relativamente reciente, y demuestra que ésta es muy variable en su magnitud,

con implicaciones clinicas, sanitarias, ambientales y sociales conocidas soélo




Bisfenol en poblacién infantil

parcialmente (Porta et al., 2002). Estos argumentos, por si mismos, justifican la
implicacion de los profesionales, tanto Sanitarios como de la Salud Publica, en

su estudio.

La exposicion de las personas, los demas organismos vivos y el medio
ambiente, se viene produciendo de un modo especialmente claro desde hace
unos 60 afos, con oscilaciones de gran interés. Tras los aumentos en las
concentraciones particulares, observados en muchas poblaciones entre los
afios cincuenta y setenta, algunos compuestos han tenido descensos
importantes en ambas décadas; paradigma de esta situaciénes el caso del
plaguicida diclorodifeniltricloroetileno (DDT), y mas recientemente, el del plomo.
No obstante, existen asimismo compuestos de aparicibn mas reciente, como
los polibromodifenil éteres (PBDE), los polibromobifenilos (PBB), o el bisfenol-
A, empleados en multiples bienes de consumo, cuyas concentraciones estan
aumentando, a juzgar por los programas de biomonitorizacion establecidos en
algunos paises (CDC, 2005; Porta et al., 2008).

El elevado nimero de compuestos quimicos, la variedad de sus posibles
efectos adversos y la incertidumbre sobre sus consecuencias clinicas, han
generado una preocupacion razonable en cientificos, médicos y ambientalistas,
entre otros profesionales, asi como en una parte no desdefiable del resto de la
sociedad (Porta et al., 2002; Weinhold, 2003; Stokstad, 2004; Porta et al.,
2006). En Espafa, la carencia de estudios representativos, en zonas
geograficas amplias y bien definidas, que valoren la exposicibn humana a
compuestos quimicos ambientales, donde se integren datos de analisis quimico
junto con datos clinicos, epidemiolégicos y ambientales, indujo a nuestro grupo
a desarrollar una linea de investigacion a este respecto, que ha dado lugar a la
publicacién de numerosos trabajos y a la realizaciéon de un numero importante
de tesis doctorales. El trabajo que ahora se presenta, se encuadra en este
marco de actuaciéon y aborda la exposicion a un grupo de estos compuestos,
disruptores endocrinos, en un grupo de poblacion de especial susceptibilidad y

riesgo: la infancia.




Introduccién

[.1. DISRUPTORES ENDOCRINOS

[.1.1. Aproximacion historica. Definicion

El avance iniciado con la Revolucion Industrial proporcion6 al hombre
occidental el desarrollo tedrico y los medios tecnolégicos necesarios para la
fabricacion de multitud de compuestos quimicos de sintesis, cuya expansion
invadié todos los aspectos de su vida cotidiana. En los afios 40 se inicio la
producciéon masiva de sustancias quimicas y consecuentemente su liberacion
al medio ambiente. En la actualidad se estiman en mas de 100.000 las
sustancias quimicas diferentes registradas en Europa para su uso comercial, y
se registran cientos de sustancias nuevas cada afo (Goldman, 2002). En 2001,
las principales industrias estadounidenses asumieron haber liberado al aire, al
agua y en vertederos, cerca de 2.795 millones de kilogramos de sustancias
quimicas (EPA (USA), 2005), aunque esta cifra probablemente es sdélo una

parte de lo que realmente se elimina.

El aire, el agua, el suelo y la comida, en definitiva el hombre y su entorno,
guedan expuestos a estas sustancias, en todas las etapas de su produccién y
uso, desde el momento de su fabricacion hasta los procesos de distribucion,
utilizacion y degradacion final. Ademas, la exposicién se produce tanto de
forma conocida y programada, como de forma no intencionada, accidental o

simplemente inadvertida (Olea et al., 1998).

Ya a comienzos de los afios 60, Rachel Carson (Carson, 1962) advertia de la
difusion a todo el planeta de algunos compuestos quimicos de sintesis,
utilizados fundamentalmente como plaguicidas, y del gran impacto de esa

exposicion sobre el equilibrio de las especies.

Las alteraciones sobre la salud de distintas especies animales (peces, reptiles,
pajaros, mamiferos) e incluso del hombre, que han sido evidenciadas tras la
exposicidbn a cierto grupo de contaminantes ambientales, incluyen, junto a

otras, enfermedades hormono-dependientes entre las que se encuentran:
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disfunciones tiroideas, alteraciones en el crecimiento, aumento en la incidencia
de problemas relacionados con el tracto reproductor masculino, disminucion de
la fertilidad, pérdida en la eficacia del apareamiento, anomalias del
comportamiento, alteraciones metabdlicas evidentes desde el nacimiento,
desmasculinizacion, feminizacion y alteraciones del sistema inmune, e incluso

aumento en la incidencia de diferentes tipos de cancer (Colborn et al., 1993).

La hipotesis patogénica subyacente explica que algunas de estas sustancias
guimicas se comportan como hormonas, alterando la homeostasis normal del
sistema endocrino, o lo que es lo mismo, produciendo un desequilibrio en el
balance de estrégenos, andrégenos, progestagenos y hormonas tiroideas, a
través de mecanismos de accion diversos (Miller y Sharpe, 1998). Aunque
cualquier sistema hormonal es susceptible de ser dafiado, lo cierto es que los
primeros compuestos quimicos exdgenos o xenobioticos identificados, se
comportaban como estrégenos, es decir, interferian con la hormona femenina
estradiol, imitando o bloqueando su accién natural. De ahi que la informacién
existente relativa a los xenoestrogenos sea, cualitativa y cuantitativamente,

mAas importante.

En la conferencia “Estrogens in the Environment |”, celebrada en el Instituto
Nacional de Salud y Medio Ambiente americano (NIEHS) en 1979, se verificé la
presencia medioambiental de sustancias que se comportaban como hormonas.
Se establecio, asi mismo, un mecanismo sencillo mediante el cual estos
compuestos imitarian a la hormona uniéndose a su receptor, provocando el
mismo espectro de efectos biolégicos que la hormona natural, o bien
antagonizarian el efecto hormonal bloqueando el receptor correspondiente. En
ambos casos, el resultado final favoreceria una alteracion del sistema hormonal
con consecuencias dificilmente predecibles. En 1979 no se disponia aun de
mucha informacién acerca de los efectos de estas sustancias sobre la salud
humana, por lo que gran parte de las conclusiones fueron puramente
especulativas. No fue hasta la siguiente conferencia “Estrogens in the
Environment II” (NIEHS), celebrada en 1985, cuando se presentaron datos que
revelaban el efecto de los xenoestrégenos sobre el desarrollo humano. Se

demostrd, asi mismo, la ubicuidad de estas sustancias en el medio ambiente y
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se present6 informacion sobre la variabilidad de su potencial como hormonas
exdgenas, tanto agonistas o como antagonistas hormonales (McLachlan,
1993).

En el verano de 1991, un grupo de 21 cientificos, representando mas de una
docena de disciplinas, evaluaron la evidencia hasta entonces existente, sobre
la forma en que distintos compuestos quimicos podian estar afectando a la
reproduccion y al desarrollo de los animales, y a la salud humana. Esta
conferencia, celebrada en Wingspread (Wisconsin, USA) y organizada por la
Dra. Theo Colborn, de la Fundacion “World Wildlife”, concluyé que un gran
namero de sustancias quimicas, sintetizadas por el hombre y liberadas al
medio ambiente, asi como algunas naturales, tienen efecto sobre el sistema
endocrino del hombre y de los animales. Se trata de compuestos persistentes,
organohalogenados y bioacumulables, que incluyen algunos plaguicidas
(fungicidas, herbicidas e insecticidas), ademas de compuestos de sintesis y
algunos metales. Incluso se acufié un nombre para este tipo de compuestos
guimicos, gque son conocidos desde entonces como disruptores endocrinos
(Colborn y Clement, 1992). En Espafia, este nombre fue aceptado por
consenso en la primera Conferencia Nacional de Disruptores Endocrinos

celebrada en Granada en 1996.

Con posterioridad a la Conferencia de Wingspread, otras reuniones cientificas,
como las celebradas en Weybridge (UK) en 1996 y de nuevo en Wingspread
en 1997, sirvieron para sentar las bases conceptuales de la disrupcién
endocrina, definir la forma de aproximacion cientifica mas apropiada y
concretar la correcta evaluacion de la importancia de los disruptores

hormonales en la salud humana y de las especies animales.

El término disruptor endocrino (Endocrine Disrupting Chemicals/EDCs) define
hoy dia a un grupo sustancias quimicas de muy diferente origen, estructura y
uso. Se trata de sustancias exdégenas al organismo, naturales o sintéticas, que
interfieren con la produccion, liberacion, transporte, metabolismo, union, accion
bioldgica o eliminacién de las hormonas responsables del mantenimiento de la

homeostasis y regulacion del desarrollo (COM, 706).
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En algunas ocasiones se trata de compuestos a los que los ensayos habituales
de toxicidad no habian atribuido efecto importante. Ademéas, muchos de ellos
presentan gran estabilidad e inercia para reaccionar quimicamente, por lo que
rednen las caracteristicas Optimas para haber sido, y ser, empleados en
grandes cantidades y con gran libertad, sin especial proteccion

medioambiental.

En los afios transcurridos desde la conferencia de Wingspread, la comunidad
cientifica ha comprendido que el problema generado por los disruptores
endocrinos sobrepasa nuestra capacidad de prevencion. Estos productos
quimicos se utilizan en preparaciones complejas, es decir, que contienen
muchas impurezas, isdmeros y congéneres, lo que hace muy dificil el estudio
de su metabolismo y seguimiento a través de los ecosistemas. No solo se ha
detectado actividad hormonal en los productos considerados activos (p. €j., los
pesticidas), sino también en los productos «inertes», como los agentes

dispersantes (p. €j., los etoxilatos de alquilfenoles).

La investigacion de los efectos de los disruptores endocrinos ha resultado
mucho mas compleja de lo que era previsible, y ha desvelado determinados
aspectos de la biologia del desarrollo hasta ahora desconocidos. Por ejemplo,
que estos compuestos son capaces de intervenir, tanto en la morfogénesis
mamaria, cuando la mama esta aparentemente inactiva, como durante la
formacion del aparato genital masculino y femenino. En precisamente durante
el periodo en el que ocurre este desarrollo critico, cuando la exposicién a
xenohormonas ambientales puede determinar la aparicion de efectos
irreversibles, generalmente no manifiestados hasta la edad adulta. Aunque
sutiles, estos efectos pueden derivar en graves consecuencias para el individuo

y para la poblacion general.

Se ha sugerido que los disruptores endocrinos presentan caracteristicas
particulares que los hacen distintos a otros toéxicos medioambientales, y que

condicionan cualquier aproximacion a la relaciéon de causalidad buscada entre
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exposicion y enfermedad (Colborn et al., 1993; Ohi, 1999). Esta forma especial

de toxicidad (Fernandez et al., 1998), podria deberse a que:

1. El momento de la exposicion es decisivo para determinar el caracter, la
gravedad y la evolucion posterior del efecto. Los efectos son distintos sobre el
embrion, el feto, el organismo perinatal o el adulto. Si actian durante un
periodo critico, como los estadios tempranos de la vida, caracterizados por una

rapida diferenciacion celular y organogénesis, producen lesiones irreversibles.

2. Los efectos pueden no aparecer en el momento de la exposicién. No
necesariamente presentes en el nacimiento, pueden permanecer latentes
durante afios y evidenciarse en la madurez del individuo, o hacerse patentes en

la descendencia en vez de en los individuos expuestos.

3. No existe un umbral de concentracion preciso para el desarrollo del efecto
toxicoldgico, y desde luego, ese nivel de concentracion es muy inferior al
reconocido como limite de seguridad para otros aspectos toxicoldgicos,

distintos de la disrupcién endocrina.

4. Es posible la acciébn combinada de los disruptores, que pueden adquirir, al
actuar conjuntamente, un efecto paraddjico, ya sea sinérgico, antagonico o

simplemente aditivo.

Algunos de los compuestos disruptores endocrinos son bien conocidos por su
capacidad para acumularse y persistir en las cadenas troficas, como es el caso
de los contaminantes organicos persistentes (COPs), sobre los que si se han
establecido medidas de control adecuadas. Otros parecen no acumularse, pero
Su presencia como contaminantes en el entorno (agua, aire, alimentos,
utensilios) es tan frecuente que la exposicién diaria esta asegurada. Los
disruptores endocrinos alcanzan el organismo humano fundamentalmente a
través de una exposicion ambiental «de fondo», y posiblemente en dosis bajas
en la mayor parte de los casos (Hansen, 1998), aunque a menudo las
concentraciones de los agentes quimicos son similares a las de las hormonas

enddgenas. La principal via de entrada es la dieta, no so6lo por el consumo de
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productos vegetales contaminados, sobre todo con pesticidas y fitosanitarios,
sino por la ingesta de productos de origen animal (concretamente de las partes
mas grasas de estos alimentos para el caso de los contaminantes liposolubles),
y por el agua de bebida, vehiculo de multitud de contaminantes. Pero existen
otras fuentes que incluyen la cosmética, la farmacologia, la detergencia y el
campo de los plasticos y las resinas sintéticas. Esta diversidad de fuentes,
junto a la gran variedad de compuestos quimicos, dificulta extraordinariamente

la aplicacion de medidas de prevencion.

[.1.2. Censo de disruptores endocrinos

Al menos se conocen 13 listas de disruptores endocrinos, realizadas por
diferentes administraciones y organizaciones. La lista alemana, junto a la
sueca, inglesa, americana, noruega y japonesa, compiten con las producidas
por diversas organizaciones no gubernamentales. La Comision Europea, a
demanda de su Parlamento (SACO 100EN, 1998), contrajo el compromiso de
elaborar un censo de compuestos quimicos disruptores endocrinos. El encargo
de la Direccion General de Medioambiente (DG ENV) pasé a las consultoras
internacionales BKH y TNO que, finalmente, presentaron en Mayo de 1999 una
lista con aproximadamente 560 compuestos quimicos para los que se habia
establecido en publicaciones de caracter cientifico, su interferencia con algun
sistema hormonal en particular. Una vez recibida la aprobacion del Comité de
Expertos de la DG ENV, la lista fue reajustada tras la aportacion, por parte de
la industria, de nueva informacion en dos campos muy particulares: volumen de
produccion y persistencia medio ambiental. De esta manera, el censo inicial de
560 compuestos quimicos quedo reducido a 29, que junto a algunos de sus
congéneres, hacen un total de sesenta sustancias. La lista recoge,
fundamentalmente plaguicidas organoclorados (DDT, DDE, endosulfan, aldrin,
endrin, dieldrin, toxafeno, metoxicloro); PCBs y PBBs empleados ampliamente
hasta épocas recientes como aislantes eléctricos y estabilizantes de pinturas y
plastificantes; bisfenol-A y sus derivados, presentes en empastes dentales y en
el recubrimiento plastico de las latas de conservas; alquilfenoles y ftalatos,

utilizados en la fabricacion de plasticos, incluido el PVC, entre otros (Soto et al.,
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1995; Olea et al., 1996). Junto

completan el censo (Tabla I.1).

Tabla I.1 Disruptores endocrinos

COMPUESTOS

DDT y sus metabolitos:
o,p-DDT
p,p-DDT
o,p-DDD
p,p-DDD
p,p-DDE

Metoxicloro e hidroximetabolitos

Dieldrin
Clordecona (Kepona)

Endosulfan y compuestos relacionados:
a-Endosulfan
B-Endosulfan
Endosulfan éter
Endosulfan-diol
Endosulfan-lactona
Endosulfan-sulfato

Toxafeno

Alquilfenol polietoxilatos (n<2)
Alquilfenoles (R>4 carbonos):
p-nonilfenol

p-octilfenol

Ftalatos: n-butil ftalato

Benzilbutilftalato

Bisfenol A y compuestos relacionados
Bisfenol F

Bisfenol AF

Butilhidroxianisol (BHA)

a éstos, los derivados del tributil estafo

USOS Y VIAS DE EXPOSICION

Plaguicidas: DDT fue prohibido en 1972 pero este
producto, asi como sus metabolitos, aparecen aln
hoy en dia en sangre y tejidos humanos

Plaguicida prohibido en U.S.A. en 1974

Plaguicida prohibido en U.S.A. en 1977

Plaguicidas actualmente en uso

Plaguicida prohibido en U.S.A. en 1982

Surfactantes industriales presentes en detergentes;
componentes de plasticos con propiedades
antioxidantes y/o maleables

Ablandadores del plastico en chupetes y mordedores
Plastificantes del PVC y cosméticos

Precursores del plastico policarbonato y de las
resinas epoxi; subproductos de plasticos tras
digestidon microbiana

Antioxidante

11
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PCBs Transformadores eléctricos, prohibidos en 1970
Fenilfenol Limpiadores, desinfectantes
Acido amsoénico Blanqueadores
Bifenilos polibromados Retardadores de la llama
(PBBs, PBDES) Usados en textil y plasticos
Perfluorados Recubrimientos en sartenes y utensilios de cocina
(PFOS, PFOA) Aislantes textiles
Parabenes Conservantes empleados en cosmética
Benzofenonas
Canfenos Filtros UV empleados en cosmética
Cinamatos

Es realmente llamativo comprobar que algunas de la listas de sustancias
quimicas clasificadas como disruptores endocrinos y, mas especificamente,
como xenobidticos estrogénicos, incluyen pesticidas y productos quimicos de
empleo en agricultura junto a fitoestrogenos y micoestrégenos, productos
naturales contenidos en algunos organismos vegetales, y a productos
farmacéuticos empleados en el tratamiento hormonal de enfermedades muy
diversas, tanto en medicina como en veterinaria. Incluso, en algunos casos,
esas listas también contienen hormonas naturales y sus productos de
degradacion, que, de manera natural, se encuentran en la excrecién urinaria de
los individuos normales. Este hecho puede confundir al consumidor, al mostrar
productos industriales como una parte mas del censo de productos naturales y
farmacoldgicos. Sin embargo, mientras que los productos naturales han estado
en contacto con la especie humana durante afos, y los productos
farmacoldgicos esta bajo una estricta regulacion, los disruptores endocrinos de
origen industrial tan solo han empezado a regularse, y siempre bajo la

aplicacioén del principio de precaucion.
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[.1.3. Biomarcadores de exposicion, susceptibilidad y efecto

Durante las ultimas décadas, el interés de la comunidad cientifica por los
compuestos quimicos disruptores endocrinos ha experimentado un crecimiento
espectacular, ya que estas sustancias parecen jugar, de manera inequivoca, un
papel importante en la génesis de enfermedades relacionadas con el desarrollo
y la funcionalidad del sistema reproductor, y con la aparicion de tumores en

organos dependientes de las hormonas (Miller & Sharpe, 1998).

La relaciobn causal entre exposicién a disruptores endocrinos y efecto en
humanos es relevante y plausible, y se apoya en observaciones clinicas tan
importantes como la experiencia humana con el farmaco dietilestilbestrol (DES)
(Swan, 2000), o las alteraciones observadas en hijos de trabajadores
profesionalmente expuestos a algunos pesticidas clasificados, hoy dia, como
xenoestrogenos (Soto et al.,, 1995). Desgraciadamente, la asociacién entre
exposicion de la poblacion general a compuestos quimicos, contaminantes
ambientales, y riesgo de enfermedades dependientes de hormonas, ha sido
escasamente explorada y con protocolos de trabajo no siempre bien
orientados. La informacién epidemioldgica disponible sobre la asociacion entre
exposicidn a sustancias quimicas contaminantes medioambientales capaces de
alterar el balance hormonal, y su efecto sobre la salud humana, no es muy
abundante y rara vez emana de trabajos desarrollados con este objetivo
concreto. En la mayoria de los casos se trata de estudios planteados para dar
respuesta a la contribucién a la patogenia de la enfermedad de uno o unos
pocos contaminantes medioambientales, generalmente pesticidas de uso
agricola, o de exposiciones quimicas importantes ligadas a actividades
profesionales concretas, olvidando que es el efecto combinado del conjunto de
compuestos quimicos disruptores endocrinos, y su interaccibn con las
hormonas enddgenas, lo que, en Ultima instancia, define el riesgo de

enfermedad.

Miller y Sharpe (1998) enunciaron algunos de los factores que estarian
contribuyendo a la dificultad de establecer asociaciones de causalidad entre

disruptores endocrinos y enfermedad. Las razones son:

13
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i) La baja potencia hormonal de la mayoria de los compuestos quimicos
identificados como disruptores endocrinos.

i) La variedad en cuanto a su naturaleza y estructura quimica, lo que
dificulta, tanto su identificacion como la asignacién a cada uno de ellos, de un
papel de forma aislada.

iii) La posibilidad de que los efectos combinados puedan ser criticos para
ejercer un efecto hormonal.

iv) La incertidumbre que rodea al efecto de estos compuestos, que varia

dependiendo del 6rgano diana y de las circunstancias de la exposicion.

Por otro lado, la mayor parte de los trabajos en este campo estiman la
exposicion de manera indirecta, utilizando datos derivados de cuestionarios
epidemioldgicos, orientados a tipificar la exposicién, incluido el momento en
que ésta ha ocurrido, informacion sobre el lugar de residencia, ocupacion,
habitos de vida, entre otros. Pero la utilizacion exclusiva del cuestionario
epidemioldgico puede introducir sesgos importantes, ya que el investigador
gueda, en muchos casos, a merced de la calidad y la validez de las preguntas y
le enfrenta en ocasiones a problemas de legibilidad o ausencia de anotaciones,
limitando, en definitiva, las posibilidades de obtencion de informacién de forma
fidedigna, y concluyendo en una clasificacion inadecuada de la exposicidon
(Dolk & Vrijheid, 2003; Kurahashi et al., 2005; Vidaeff & Sever, 2005).

Por otra parte, la medida de la exposicion crea grandes problemas de
clasificacion en los disefios epidemioldgicos, cuando se intentan categorizar los
factores de riesgo relevantes. La necesidad de seleccionar uno o varios test de
disrupcion endocrina es una de las cuestiones mas debatidas dentro de las
organizaciones gubernamentales implicadas en el estudio de dichas sustancias
y encargadas de proponer medidas de regulacion. Una clasificacion incorrecta
limita la posibilidad de establecer una relacién causa-efecto por la exposicién a
compuestos quimicos con actividad disruptora endocrina. La separacion
temporal entre exposicion y presentacion de la enfermedad, acentua las

dificultades.
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Nuestro grupo de trabajo, de caracter multidisciplinar, no ha sido ajeno a estas
preocupaciones y ha venido desarrollando, de forma interrumpida, trabajos de
investigacion, tanto identificando compuestos con actividad hormonal, como
estableciendo métodos de estimacion de la exposicion que van mas alla de la
cuantificacion aislada de uno o unos pocos compuestos. Estos trabajos han
permitido avanzar considerablemente en el conocimiento sobre la importancia
de los disruptores endocrinos en el desarrollo de enfermedades hormono
dependientes, sopesar de forma objetiva la extension e importancia de la
exposicién humana a compuestos quimicos con actividad hormonal y disponer
de marcadores de exposicion/efecto de aplicacion rutinaria en estudios

epidemioldgicos.

La caracterizacion de disruptores endocrinos con actividad hormonal y la
identificacion de las vias de exposicién, han sido y son labores concienzudas y
persistentes que nos han llevado a expandir considerablemente el censo de
disruptores endocrinos, de manera especial en tres grupos de compuestos

quimicos:

i) Pesticidas organoclorados (Botella et al., 2004; Cerrillo et al., 2005;
Carrefio et al., 2007; Lépez-Espinosa et al., 2007 y 2008; Porta et al., 2008)

i) Bisfenoles, alquilfenoles y bifenilos policlorados (Olea et al., 1996;
Pérez et al., 1998, Rivas et al., 2002; Fernandez et al., 2007a; Lopez-Espinosa
et al., 2009).

iif) Dioxinas y furanos (Lopez-Espinosa et al., 2008b).

Ademas, se ha podido probar de forma clara la existencia de fuentes de
exposicion, en muchos casos inadvertida. De especial significacion es la
exposicion de poblaciones de mayor susceptibilidad, como gestantes y nifios.
Algunos ejemplos, relacionados con el trabajo de tesis doctoral que aqui se
presenta, son los siguientes: bisfenoles en envases alimentarios y biberones
(Brotons et al., 1995), selladores dentales (Olea et al., 1996; Olea, 2000; Pulgar
et al., 2000), bioacumulo de bisfenoles en grasa de nifios y de adultos (Olea et
al., 2008; Fernandez et al., 2008).

15
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La Agencia Americana para la Proteccion del Medio Ambiente y la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE), han
tratado de establecer una bateria de ensayos in vitro para el pre-cribado de
sustancias quimicas con potencial estrogénico. Algunos de los ensayos

empleados para evaluar la disrupcion endocrina son:

1) el test uterotréfico en ratas inmaduras

2) el bioensayo de Herberger de prostata

3) el protocolo 407 ampliado para efectos transgeneracionales

4) el bioensayo E-Screen

5) Levaduras (bioensayo YES) o lineas celulares, transfectadas de

manera permanente con receptores especificos.

Ademas, y con objeto de dar una solucion al problema de la estimacion de la
exposicién conjunta a varios xenoestrogenos, se ha sugerido la cuantificacién
en muestras biologicas y medioambientales del mayor namero posible de
compuestos quimicos, el estudio de las interacciones existentes entre ellos, y el
desarrollo de biomarcadores de exposicion y efecto para los compuestos

hormonalmente activos.

El disefio de estudios encaminados a investigar la relacion existente entre la
exposicion a disruptores endocrinos y el desarrollo ultimo de enfermedad,
basados en el andlisis de muestras humanas, debe considerar la hipotesis a
ser testada, los compuestos quimicos que van a ser medidos y la actividad
biolégica que vaya a ser analizada. Sin embargo, estas consideraciones no

suelen ser tenidas en cuenta de manera sistematica. Por ejemplo:

i) muchos estudios han incluido compuestos quimicos que no son
hormonalmente activos

i) otros estudios s6lo han medido y tenido en cuenta un Gnico compuesto
iii) la mayoria de los estudios no han considerado los efectos

acumulativos y las interacciones entre compuestos quimicos
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Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar marcadores de exposicion
estrogénica, androgénica, tiroidea, etc., que vayan mas alla de la cuantificacion

de disruptores endocrinos aislados.

Dentro de este contexto, hace mas de una década, Soto y colaboradores
propusieron que, ademas de medir los niveles de exposicion a determinados
disruptores endocrinos, seria mas util evaluar el efecto de los mismos mediante
la medida de la actividad biologica resultante de la exposicidn a xenobioticos
(Sonnenschein et al., 1995; Soto et al., 1997). Nuestro grupo de investigacion
desarroll6 una metologia de extraccién de estrégenos en muestras bioldgicas
humanas, y al mismo tiempo adopté y desarroll6 un sistema para estimar la
carga estrogénica de xenobidticos presentes en muestras bioldgicas,
empleando el test conocido como “E-Screen” (Soto et al.,, 1992). Este
bioensayo compara la proliferacion de las células de la linea MCF-7 de cancer
de mama tratadas con estradiol, con aquellas tratadas con diferentes
concentraciones de xenobidticos sospechosos de ser estrogénicos (Soto et al.,
1992; Villalobos et al., 1995).

Para ello se requiere la separacién previa de las hormonas sexuales
endodgenas contenidas en las muestras bioldégicas como paso obligado para
poder demostrar que el efecto mostrado en el ensayo E-Screen es debido solo
a los xenobidticos acumulados. De esta forma, el ensayo bioldgico de
estrogenicidad E-Screen, utilizado para la medida de la carga estrogénica total
efectiva (TEXB: Total Effective Xenoestrogen Burden), asigna un valor de
estrogenicidad a las muestras biolégicas analizadas (tejido adiposo, sangre,
leche materna, placenta) y convierte un marcador de exposicion, tipo dosis
interna, en un marcador de equivalencia bioldgica, y por tanto de efecto
bioldgico (Pazos et al., 1998; Fernandez et al., 2004; Fernandez et al., 2008).
Este marcador ha sido aplicado con éxito en estudios epidemiol6gicos de muy
diferente indole, en los que la exposicion a disruptores endocrinos estrogénicos
se cuantifica mediante la medida individual de residuos quimicos y la
estimacion de la actividad estrogénica del extracto tisular (Ibarluzea et al.,
2004; Fernandez et al., 2007b).
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La medida de TEXB en muestras biolégicas va mas alla del concepto de
biomarcador de exposicidén, puesto que, con su expresion no se limita a indicar
exposicion, sino que establece un vinculo con el efecto biologico producido. La
medida de TEXB en muestras biologicas es, por tanto, un marcador de
exposicion y un marcador subrogado de efecto, al mismo tiempo. Este
biomarcador, junto con las técnicas de analisis quimico que permiten hoy dia
detectar y cuantificar sustancias a concentraciones pico y nanomolares, junto
con la inclusion de nuevos disruptores endocrinos, hace que el campo objeto
de estudio responda de pleno a las recomendaciones de la Union Europea.
Con esta memoria se pretende aportar algo mas de conocimiento al problema

descrito.

[.1.4. Grupos de susceptibilidad especifica: la infancia

Desde el momento de la concepcion del ser humano, la exposicion a
contaminantes quimicos medioambientales puede afectar el desarrollo fetal y
determinar la estructuracion de los sistemas y su funcion. Las consecuencias
de la exposicibn no terminan con el nacimiento, ya que el efecto disruptor
parece hacerse evidente no sélo en los sistemas no estructurados al nacer,
como el neurolégico, el inmunitario o el sexual, sino también en 6rganos y
aparatos cuya funcion y maduracion pueden verse modificados por las
exposiciones ambientales, como es el caso de la funcién respiratoria (Ramon et
al., 2005). La disrupcion hormonal constituye una de las vias patogénicas a

través de las cuales el medio ambiente interfiere en estos procesos.

En este marco, la dieta, tanto de la madre durante la gestacion y la lactancia,
como la del nifio durante la primera infancia, constituyen uno de las vias
fundamentales a través de las cuales el medio ambiente puede influir en el
desarrollo fetal e infantil desde una doble vertiente: ingesta de alimentos y agua
como portadores de toxicos ambientales y alérgenos, y dieta como vehiculo de
agentes protectores frente a los insultos ambientales, como ocurre en el caso

de los nutrientes antioxidantes.
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En la declaraciéon de Bangkok, en marzo de 2002, la OMS sugeria la prioridad
de estudiar, de forma multicéntrica y en centros de excelencia, los efectos de la
exposicion a dosis bajas de contaminantes en el desarrollo de los nifios desde
la etapa prenatal a la adolescencia (WHO: The Bangkok Statement). En 2003,
la Unién Europea, en el VI Programa Marco de Investigacion, planteé como
area prioritaria (1.1.5 Food Quality and Safety) (Community Research &
Developement Information System) la investigacion de la influencia de los
alimentos y factores ambientales en la salud de grupos especificos, como los
nifos, mediante el estudio de las interacciones complejas entre las
exposiciones ambientales, la ingesta de alimentos y factores metabdlicos,
inmunitarios y genéticos. En junio de 2004, los ministros de Salud y Medio
Ambiente de la Region Europea de la OMS firmaron un Plan de Accién de
Salud Infantil y Medio Ambiente (ESCALE), en el que se marcaron los objetivos
para la reduccion de la mortalidad y la morbilidad por enfermedades
relacionadas con la contaminacion ambiental, con especial atencion al
embarazo, la infancia y la adolescencia (WHO: Regional Office for Europe). En
dicho plan se reconoce la necesidad de colaboracion internacional y de
investigacion. También en 2004, la Union Europea puso en marcha una
estrategia para reducir las enfermedades relacionadas con factores
ambientales, con especial atencion a los grupos mas vulnerables de la
sociedad, en particular a la infancia (EU, European Environment Health

Strategy).

Esta nueva estrategia de medio ambiente y salud incorpora un planteamiento a
largo plazo, ya que su objetivo global es reducir las enfermedades causadas
por los factores medioambientales en Europa. Para lograr dicho objetivo se
reconoce la necesidad de ampliar los conocimientos sobre los problemas
sanitarios vinculados con la degradacion del medio ambiente, con el fin de
prevenir las nuevas amenazas a la salud derivadas de la contaminacion
ambiental. La estrategia recibe la denominacién de SCALE (acrénimo en inglés
de los cinco elementos clave en los que descansa: Science, Children,
Awareness, Legal instrument, Evaluation). La estrategia se aplicara en varios
ciclos. El primero, correspondiente al periodo 2004-2010, se ha centrado en
cuatro efectos sobre la salud:
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a) Las enfermedades respiratorias infantiles, el asma, las alergias
b) Los trastornos del desarrollo neurolégico
c¢) El cancer infantil

d) Los efectos de disrupciéon endocrina.

La exposicion pre y posnatal a contaminantes ambientales tiene consecuencias
tanto al nacimiento (retardo de crecimiento intrauterino, prematuridad,
alteraciones del desarrollo neurolégico), como sobre la salud en etapas
posteriores de la vida, incluyendo morbilidad en la edad adulta por cancer,
asma y alergia, enfermedades cardiovasculares, alteraciones cognitivas, etc.
De la misma forma, la dieta y la nutricion durante la etapa fetal y primera
infancia es fundamental para el correcto desarrollo infantil, asi como para la
salud posterior. Es lo que se conoce como el origen fetal de las enfermedades
(Barker, 1990; Kogevinas et al., 2004). La asociacion entre alteraciones de la
maduracion genital masculina (criptorquidia e hipospadias) con alteraciones de
la funcion testicular (calidad del semen) y cancer de testiculo, o la relacion de
menarqguia precoz con el cancer de mama, son un buen ejemplo de la hipotesis
de exposicion temprana con consecuencias posteriores en la vida del individuo
(Garcia-Rodriguez et al., 1996; Olea et al., 2002; Ibarluzea et al., 2004).

[.2. EL BISFENOL-A

Bisfenol- A (BPA) fue sintetizado por primera vez en 1891 por A.P. Dianin, pero
no fue hasta 1936 cuando Dodds & Lawson describieron su actividad
uterotréfica en la rata, lo que permitié su inclusién en el censo de estrogénos
de sintesis, acompafiando a su homodlogo Dietilstilbestrol (DES) (Dodds &
Lawson, 1936).
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Figura l.1 Estructura quimica del bisfenol A

En la actualidad, BPA es uno de los compuestos quimicos de mayor
produccion mundial, con un incremento de la demanda anual del 6 al 10%. En
2005, la produccion mundial de BPA fue de 3.200.000 Tm (EPA, 2005). En
Europa, cuatro compafias producen un total de 1.400.000 Tm/afio en 6
factorias, una de ellas en el sur de Espafa, (Cartagena, Murcia), que produce
mas de 250.000 Tm/afio (NC LEXAN, 2005). BPA es el monémero empleado
para la sintesis del policarbonato, plastico utilizado en multitud de aplicaciones
gracias a su dureza y resistencia térmica. Se usa también como intermedio de
reaccion en la fabricacion de resinas epoxi, fenoxi, polisulfona y determinadas
resinas de poliéster, ademas de como aditivo en retardantes de llama 6 en el

caucho.

El polimero de BPA, policarbonato, pesa poco, es duro y claro, y resiste muy
bien el calor y la electricidad. Se usa, por tanto, en una gran variedad de
productos como soportes digitales (CDs y DVDs), equipamientos eléctricos y
electronicos, automoviles, contenedores reutilizables para comida y bebidas,
equipos meédicos y muchas otras aplicaciones. Por su parte, las resinas epoxi
se utilizan en laminados eléctricos para placas de circuito impreso, pinturas y
adhesivos compuestos, y en una gran variedad de recubrimientos de
proteccion (como laminas protectoras en latas de metal para mantener la
calidad de los alimentos y bebidas que contienen), en tapones de botellas y en
tuberias de suministro de agua. BPA se usa, ademas, como aditivo en otros
plasticos, formando parte de la composicion de productos tales como

materiales ignifugos, liquido de frenos o papel térmico, y de numerosos
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productos plasticos de utilizacién diaria, como juguetes o lentes oculares.

Algunas resinas epoxi se usan como selladores en tratamientos dentales.

El consumo de BPA crece anualmente debido a la fuerte demanda para la
fabricacion de policarbonato (71%) (Chemical study of BPA, 2006; Evaluation
of..., 2004). Las aplicaciones de este compuesto en la industria del automovil
suman alrededor del 20% del consumo total del mismo, donde se usa en
sustitucion de materiales tradicionales como metal o vidrio. En forma de
planchas, mas del 20% del consumo se dirige a la construccion y el transporte,
mientras que la fabricacion de discos compactos en todos sus formatos,
emplea una proporcidon anualmente creciente (actualmente 15-20%) (WWF,
2000).

La produccion masiva y el uso tan extendido de Bisfenol-A implica emision
continua de BPA durante la fabricacion y utilizacion de los productos que lo
contienen (WWF, 2000; Chemical study of BPA, 2006; European Union, 2008).
Las emisiones durante la fabricacion se han estimado en alrededor de 2
Tm/afio a aguas de superficie y en 1 Tm/afio al aire. Las emisiones mas
importantes resultan de su uso en la fabricacion de resinas fendlicas
proyectadas (43 Tm al agua en Europa), papel térmico (151 Tm al agua en
Europa) y PVC (25 Tm al agua en Europa) (Chemical study of BPA, 2006). La
contaminacion ambiental derivada de su empleo, aunque conocida, no esta

cuantificada en este momento.

1.3. EL BISFENOL-A, COMO ESTROGENO SINTETICO (xenoestrégeno)

Dada la magnitud de su utilizacién, la exposicion al BPA es universal y continua
a través de los alimentos, el agua de consumo, a través de la piel y por la
inhalacion del polvo ambiental, entre otros medios. Diversos estudios han
investigado y cuantificado los niveles de BPA en distintas matrices biologicas
humanas, como por ejemplo, suero, orina, liquido amniético, liquido folicular,

tejido placentario o sangre de cordon umbilical. Los niveles de BPA
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encontrados en estos fluidos son, en muchas ocasiones, superiores a las
concentraciones necesarias para conseguir respuestas positivas en ensayos in
vitro (cultivos celulares), e incluso superiores a las concentraciones de BPA
necesarias para desencadenar una respuesta en modelos experimentales in

vivo, empleando animales.

Distintos ensayos han investigado el mecanismo por el cual BPA ejerce su
accion. En primer lugar, BPA se une tanto a la forma alfa de los receptores
estrogénicos (ERa), como a la forma beta (ERB), con aproximadamente 10
veces mayor afinidad por el receptor ERB (Pennie et al., 1998; Gould et al.,
1998; Kuiper et al., 1998; Kitamura et al., 2005). No obstante, la afinidad de
BPA por los receptores estrogénicos, es decir, su potencia, es baja cuando se
compara con Estradiol, situandose en un orden de 10,000 a 100,000 veces
menos potente. Esta caracteristica ha propiciado que BPA fuera considerado
como un débil estrogeno ambiental. Sin embargo, estudios recientes sobre los
mecanismos de acciéon de BPA a bajas concentraciones, han revelado que
BPA puede desencadenar toda una bateria de respuestas estrogénicas
celulares de igual o mayor eficacia y potencia que el propio estradiol (Welshons
et al., 2003, 2006). Se han propuesto varias explicaciones ante esta aparente

paradoja:

a) BPA se une de manera especifica dentro del dominio de unién tanto
del receptor estrogénico alfa como beta, movilizando co-reguladores
determinados (Safe et al., 2002)

b) BPA desencadena respuestas rapidas mediante su unién a receptores
estrogénicos especificos de membrana, aun por identificar (Alonso-Magdalena
et al., 2005; Thomas & Dong, 2006), y

c) BPA se une a otros receptores relacionados con los receptores
estrogénicos (ERYy), pero a los cuales no se uniria el estradiol (Ariazi and
Jordan, 2006; Okada et al., 2008; Takeda et al., 2009).

Asi mismo, otros hallazgos recientes muestran que, en una variedad de tejidos
distintos al tejido mamario o uterino, BPA puede ser tan eficaz y potente como

el estradiol, produciendo cambios en determinadas funciones celulares que
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empiezan a observarse a dosis tan bajas como 1 pM (0,23 pg/mL de medio de
cultivo) (Welshons et al., 2006).

La dosis de referencia toxicolégica para un compuesto quimico de sintesis se
calcula, normalmente, a partir de la concentracion del compuesto que, aplicado
a un animal de experimentacion, no produce ningun efecto adverso asociado:
NOAEL (No Observed Adverse Effects Level). Por otro lado, se define LOAEL
(Lowest Observable Adverse Effect Level) como la concentracion mas baja de
un compuesto quimico que produce un efecto adverso. Para algunos
compuestos es imposible calcular el nivel NOAEL, y en estos casos, para el
calculo de la dosis de referencia, se utiliza el LOAEL. Tal es el caso del
Bisfenol-A, ya que, para este compuesto, se han observado algunas
respuestas adversas incluso a dosis por debajo de la menor concentracion
asociada al LOAEL. La dosis de referencia toxicologica para BPA es de 50
mg/kg/dia (Welshons et al., 2003).

Los estudios toxicolégicos de residuos o compuestos quimicos de sintesis, se
basan también en la determinacién de la ingesta diaria admisible (ADI), definida
como la maxima cantidad diaria del compuesto que la especie experimental
puede ingerir sin ningun tipo de manifestacion toxicolégica. Estudios
toxicolégicos han determinado que la dosis maxima tolerada para BPA en el
hombre es de 1000 mg/kg/dia. Sobre esta cantidad se aplican tres factores 10
de seguridad: el primero, al tener en cuenta que los estudios toxicologicos se
realizan en animales de experimentacion, un segundo factor al considerar la
variabilidad entre y dentro de las poblaciones humanas, y un tercer factor de 10
cuando se extrapolan exposiciones subcronicas a cronicas (factor de seguridad
total 1000) (Welshons et al., 2003).

De acuerdo con la toxicologia clasica, Bisfenol-A deberia ser inocuo a las
concentraciones a las que los humanos estan expuestos. La mayoria de los
estudios descritos concluyen que la exposicion del hombre a BPA es
extremadamente baja, siempre por debajo de cualquier limite legal establecido.
Asi, Kang y colaboradores han estimado que la dosis humana diaria de BPA

esta por debajo de 1 ug /kg de peso corporal/dia teniendo en cuenta todas la
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posibles vias de exposicidn (aire-agua-suelo-dieta) (Kang et al.,, 2006).
Alternativamente, la European Commission’s Scientific Committee on Food
(2002) estima que la exposicibon a BPA es de 0,48-1,6 pg/kg de peso

corporal/dia, aunque considera solamente las fuentes alimentarias.

Los estudios de toxicologia clasica se basan en el principio de Paracelso, el
famoso médico suizo, “nada es inocuo, todo es veneno; soélo la dosis hace la
diferencia”, lo que implica que mayores dosis causaran mayores dafos y, por
tanto, que efectos que no hayan sido evidenciados a dosis altas no podran
aparecer a concentraciones inferiores. En contra de este dogma, multiples
estudios han demostrado que este modelo no es aplicable a las respuestas
desencadenadas por las hormonas, o por sustancias quimicas que se
comporten como tales, donde una dosis-respuesta no monofasica ha sido
observada en diferentes niveles de organizacion y para diferentes efectos
(Sonnenschein et al., 1989; Almstrup et al., 2002; Welshons et al., 2003;
Vandenberg et al., 2006; Hugo et al., 2008).

Algunos grupos de investigacion, como el de Vom Saal, y el de Soto y
Sonnenschein, han evidenciado alteraciones importantes en la estructura y la
funcién del sistema reproductivo y de la glandula mamaria, en fetos animales
expuestos a dosis de BPA 4.000 veces menores que las dosis necesarias para
producir efectos uterotropicos en el animal adulto o pre-puber (vom Saal et al.,
1998; Rubin et al., 2001). Otros autores han evidenciado igualmente efectos
muy diversos del BPA a dosis consideradas como seguras; por ejemplo:
incremento del volumen de la glandula prostédtica y cancer de préstata,
alteracion del desarrollo y de la organizacion tisular en la glandula mamaria y
cancer de mama, modificacion de la diferenciacion sexual en el cerebro,
morfologia vaginal alterada e induccién de ciclicidad menstrual, pubertad
precoz, aumento de peso corporal, malformaciones genitales, etc. (Howdeshell
et al., 1999; Schonfelder et al., 2002; Kubo et al., 2003; Timms et al., 2005; vom
Saal & Hughes, 2005; Rubin et al., 2006; vom Saal & Welshons, 2006; Durando
et al., 2007; Richter et al., 2007; Murray et al., 2007; Tyl et al., 2008).
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En resumen, la mayor parte de los estudios publicados sobre efectos de BPA
en animales de experimentacion, realizados tanto en el ambito académico
como de financiacién gubernamental, confirman los efectos a bajas dosis (vom
Saal et al., 2007). Sin embargo, practicamente el 100% de los estudios
financiados por la industria no advierten de ningun tipo de efecto adverso. Esta
extraordinaria disparidad, virtualmente imposible de atribuir a variaciones del
azar, es un rasgo caracteristico de la literatura sobre los efectos del BPA a los
niveles de exposicion humana actual, y aumenta la controversia en este campo

del conocimiento.

Debido a su elevada disponibilidad en el entorno y su alta actividad estrogénica
en respuestas especificas, tanto in vitro como in vivo (Colerangle & Roy 1997,
Steinmetz et al., 1997; Steinmetz et al., 1998; Markey et al., 2001), los efectos
adversos de BPA sobre la salud humana son verosimiles y esperados. De
hecho, se ha sugerido que la exposicibn a BPA, junto a otros disruptores
endocrinos, durante momentos criticos del desarrollo (por ejemplo la etapa
fetal), puede ser la causa subyacente de la creciente incidencia de infertilidad,
anomalias del tracto genitourinario o cancer de mama observados en las
poblaciones expuestas de Europa y Estados Unidos en los dltimos 50 afios
(Sharpe and Skakkebaek 1993; Skakkebaek et al. 1998; Mufioz de Toro et al.
2005; Sugiura-Ogasawara et al., 2005; Chapin et al., 2008; Padmanabhan et
al., 2008; Wolff et al., 2008).

[.3.1. Identificacion de las rutas de exposicién a BPA

Para la evaluacion del riesgo de exposicion a contaminantes ambientales, en el
hombre y en los demas seres vivos, es fundamental la identificacion de las
fuentes de exposicién, ademas del conocimiento de las rutas metabdlicas
empleadas para la eliminacién por parte del organismo. En el caso de BPA,
existen algunos estudios que investigaron el metabolismo y la degradacion
interna hasta la eliminacion corporal. Todos ellos comparten las caracteristicas

siguientes:
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1) Son estudios realizados sobre modelos experimentales con animales
(por razones éticas obvias), y excepcionalmente con voluntarios.
2) Estdn basados en la cinética tras exposicibn a dosis Unicas,

generalmente elevadas, del compuesto quimico a estudiar.

Sin embargo, la exposicion humana a BPA no ha sido estudiada hasta épocas
mas recientes. Hoy sabemos que esta ocurre de manera continuada, y a dosis
inferiores a las empleadas en estudios experimentales; procede, ademas de
varias fuentes, y tiene lugar de manera simultdnea con docenas de otros
compuestos con actividad disruptora endocrina. Por consiguiente, los estudios
en animales tras exposicion simple, Unica y aguda, se muestran insuficientes
de cara a determinar con precision el analisis de la evaluacién de riesgo a largo

plazo en el hombre.

Las vias por las cuales el hombre y los animales se exponen a BPA, afectan a
los niveles circulantes resultantes. Mientras algunos investigadores mantienen
que la via principal de exposicibon a BPA es la via oral (alimentacion)
representando el 99% de la exposicion total a BPA (European Commision’s
Scientific Committee on Food), y la Unica aplicable para la estimacién del
riesgo, otros sefialan rutas distintas de exposicion, como el agua, el aire o el
suelo, que también deberian ser tenidas en cuenta. La mayoria de los estudios
cuyo objetivo era la deteccion y cuantificacién de BPA en el medio ambiente, se
han centrado, por tanto, en la exposicion potencial a este compuesto
procedente de fuentes dietéticas. Asi, un nimero significativo de estudios se
han propuesto determinar niveles de BPA en alimentos, especialmente
aquellos almacenados en latas con revestimiento de resinas epoxi (Biles et al.,
1997; Yoshida et al., 2001; Goodson et al., 2002; Thomson et al., 2005;
Braunrath et al., 2005; Munguia-Lopez et al., 2005; Sajiki et al., 2007,
Yonekubo et al., 2008) Como ha quedado referido, otras posibles fuentes
potenciales de exposiciébn a BPA, como agua de bebida, aire y polvo, han sido
largamente desatendidas. De hecho, por ejemplo, BPA puede ser absorbido
por exposicion transdérmica mediante bafio en aguas contaminadas por BPA,

por via inhalatoria en atmosferas contaminadas (Kang et al., 2006) o durante
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los procesos de manipulacion de BPA y manufactura de sus derivados
(European Union, 2008).

[.3.1.1. Exposicion humana a BPA en aire y polvo

Se ha especulado mucho acerca de si la presencia de BPA en muestras
medioambientales tales como agua, tierra, etc., pueda proceder de su
vaporizacion, a pesar de su baja presion de vapor, lo que le permitiria ser
absorbido por las particulas aerotransportadas (Matsumoto et al., 2005). Sin
embargo, debido a las grandes cantidades de BPA producidas anualmente en
todo el mundo, es mas probable que la incorporacion del BPA a particulas del
aire, ocurra durante los procesos de produccién en las plantas de fabricacion
de BPA.

Los niveles de BPA en aire y polvo pueden servir como indicadores de los
niveles a los que esta expuesto el hombre en sus hogares. En una inspeccion
de 120 domicilios con el objetivo de identificar la presencia de compuestos
quimicos disruptores endocrinos, Rudel y cols. encontraron BPA en el 86% de
las muestras de polvo recogidas, con concentraciones en un rango de 0,2-17,6
Mg/g (Rudel et al., 2003). Otro estudio previo del mismo grupo (Rudel et al.,
2001) informa de la presencia de BPA en el 50% de las muestras de polvo
recogidas en residencias y oficinas, con un rango de concentracion de 0,25-
0,48 ug/g de polvo.

En un estudio realizado en aire de ambiente exterior urbano en Osaka (Japén),
se detectaron niveles medios de BPA de 0,51 ng/m® de aire, con una ligera
variacion estacional en los niveles de BPA, crecientes de otofio a invierno y
decrecientes de invierno a primavera (Matsumoto et al., 2005). Los niveles de
BPA detectados en ambiente exterior por Rudel y cols. en muestras de aire,
fueron de 208 ng/m? (Rudel et al., 2001).
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[.3.1.2. Exposicion a BPA desde filtraciones de vertederos, aguas

superficiales y lixiviacién de aguas residuales.

Varios estudios han identificado BPA en filtraciones de vertederos. Kawagoshi
y cols., utilizando un sistema analitico doble que emplea un analisis quimico
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) por una
parte, y un ensayo hibrido con levaduras por otra, encontraron varios
compuestos con actividad estrogénica y antiestrogénica en las aguas
subterraneas procedentes de un vertedero localizado en el Puerto de Osaka,
Japon (Kawagoshi et al., 2003). BPA fue identificado como el contribuyente
principal de la actividad estrogénica medida, con una contribucién estimada del
84% y con niveles detectados de 740 ng/mL. En un estudio similar realizado en
Alemania Occidental, la concentracion medida de BPA, procedente de
filtraciones sin depurar de un vertedero, fue de 3,61 mg/L (Coors et al., 2003).
Este grupo aleman comprobé que durante el tratamiento de filtrados sin
depurar y utilizando métodos similares a los utilizados en otros vertederos de
desperdicios en toda Europa, se elimina el 97% de la actividad estrogénica,
pero permanecen trazas de BPA (Coors et al., 2003). Los autores sugieren que
los niveles encontrados proceden de la degradacion de desperdicios plasticos
enterrados en el vertedero. Las filtraciones de los vertederos, por tanto, pueden

ser la fuente fundamental del BPA encontrado en el medio ambiente acuéatico.

Por otra parte, para comprobar la exposicion potencial a BPA en el agua de
bebida, se recogieron en Alemania muestras de agua procedentes del
tratamiento (lixiviacion) de aguas residuales, rios, arroyos y depdsitos de agua
potable (Kuch & Ballschmiter, 2001). Los autores emplearon para el analisis de
BPA y derivados, una reaccion previa de extraccion-derivatizacion, que
convierte algunos de los contaminantes en sus ésteres de pentafluorobenzoato,
seguida de analisis por CG-EM, lo que permite detectar BPA a concentraciones
por debajo de 20 pg/L (Kuch & Ballschmiter, 2001). En este estudio aleman, se
encontraron trazas de BPA en todas las muestras de rio, en un rango de
concentracion de 500 pg/L a 16 ng/L. Los niveles de BPA en agua potable
oscilaron entre 300 pg/L y 2 ng/L. También se detect6é BPA en aguas
superficiales de 38 diferentes localizaciones aleatoriamente distribuidas a
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través de Holanda (Belfroid et al., 2002). El 20% de las muestras recogidas
mostraron niveles detectables de BPA (nivel de deteccion: 11 ng/L) y 9 de las
localizaciones mostraron niveles superiores a 100 ng/L. Otro estudio encontrd
niveles detectables de BPA en el 41.2% de las muestras de agua procedentes
de 139 arroyos estudiados en 30 estados norteamericanos (Kolpin et al., 2002).
En este caso, el nivel medio de concentracion de BPA fue de 0,14 ug/L, con un
valor méximo de 12 pg/L.

En Espafia también se han realizado varios estudios, con el objetivo de
comprobar la exposicion potencial a BPA en muestras de agua procedentes de
vertidos de tratamiento de aguas residuales, rios y arroyos. Por ejemplo, en la
comunidad de Madrid se investigo la actividad estrogénica del agua de los rios
principales de la comunidad, entre ellos Tajo, Guadarrama, Henares, Jarama y
Lozoya, identificandose algunos de los compuestos quimicos responsables de
esta actividad, entre los cuales figuraba BPA. El rango de concentraciones
medidas para BPA fue realmente alto, entre 900-5650 ng/L (Aguayo et al.,
2004).

La distribucion de diferentes compuestos, disruptores endocrinos, a lo largo del
curso del rio LLobregat fue investigada por el equipo de Damia Barcelo
(Céspedes et al., 2005) mediante el analisis por CL-EM de 27 compuestos
disruptores endocrinos; entre ellos alquilfenoles (nonilfenol y octilfenol) y
alquilfenoles etoxiatos, bisphenol A, y ftalatos. El trabajo incluyd, ademas, la
medida de la actividad bioldgica resultante del efecto combinado de todos ellos,
evaluada con un bioensayo con levaduras (RYA). Este ensayo se basa en la
transcripcion del gen del receptor de estrogenos humano a levaduras, que se
activan con la presencia en el medio de compuestos capaces de unirse a este
receptor. Las concentraciones de los compuestos analizados fueron
incrementando a lo largo del curso del rio, al igual que la estrogenicidad
observada. Esta actividad (excluyendo del analisis la estrogenicidad asociada a
los compuestos presentes en la fraccion particulada) se debio
fundamentalmente a la presencia de alquilfenoles (Nonilfenol) y alquilfenoles

etoxiatos (NPEO1), asi como de BPA (aunque en menor medida).
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[.3.1.3. Exposicion a BPA procedente del plastico y del papel

En 1993, Krishnan y cols. encontraron que los medios de cultivo para el
mantenimiento de lineas celulares y levaduras esterilizados en autoclave en
frascos de cultivo de policarbonato, ocasionan la liberacion de una sustancia
que resulté tener propiedades estrogénicas (Krishnan et al., 1993). Usando
técnicas analiticas precisas (Resonancia Magnética Nuclear —RMN- y
espectrometria de masas), determinaron que los frascos de cultivo construidos
en policarbonato liberaban BPA cuando eran sometidos a autoclave para
esterilizacion. A raiz de este hallazgo, Krishnan y colaboradores alertaron a la
comunidad cientifica acerca del impacto de sus resultados en otros
experimentos que usaran medios de cultivo autoclavables en frascos de

policarbonato.

Estudios posteriores han examinado la liberacion de BPA desde otros
contenedores de policarbonato, como biberones de policarbonato, usando gran
variedad de métodos analiticos, que incluyen cromatografia liquida de alta
resolucion —HPLC- y CG-EM. Ademas, se ha investigado el efecto que el
lavado, el calentamiento o el cepillado de los mismos tendria sobre la liberacion
de BPA. De esta manera, Sun y colaboradores encontraron que se producia
liberacion de BPA desde frascos de policarbonato, s6lo en su primera
utilizacion (Sun et al.,, 2000), ya que durante usos subsiguientes, las
concentraciones de BPA estaban por debajo de los limites de deteccion.
Alternativamente, Brede y colegas encontraron que el lavado repetido en el
lavavajillas, el hervido en agua y el cepillado, ocasionaban liberacion de
mayores concentraciones de BPA en el agua (Brede et al., 2003). Maragou y
colaboradores reprodujeron, en un estudio reciente, las condiciones normales
de uso de los biberones, encontrando resultados similares, lo que confirma que
la temperatura es un factor crucial para la liberacion del mondmero desde el
policarbonato (Maragou et al., 2007). Varios estudios muy recientes han
confirmado igualmente que la migracion se ve favorecida a altas temperaturas
(Le et al., 2008; Cao & Corriveau 2008; Kubwabo et al., 2009). Esta liberacién
de BPA ha sido observada para biberones de policarbonato fabricados en

distintos paises y por compafias diferentes (Wong et al., 2005).
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Estos datos han permitido estimar la exposicion media a BPA procedente de la
dieta, en los primeros meses de vida, desde el nacimiento hasta los 3 meses
de edad, periodo en que los nifios se alimentan exclusivamente de alimentos
liquidos, estimandose que los recién nacidos estan expuestos a los niveles mas
altos de BPA (0.024 mg/Kg de peso corporal/dia), comparativamente con
respecto a los adultos, debido a su menor peso. A partir de los 3 meses de

edad, la exposicion dietética estimada baja a 0.015 mg/kg de peso corporal/dia.

Otros contenedores de policarbonato despiertan también interés por su
potencial para liberar BPA durante su uso, como es el caso de los recipientes
reutilizables de alimentos que, ademas, se exponen frecuentemente al calor.
Muchos de estos contenedores se adquieren para ser usados en el
microondas. A este respecto, Nerin y cols., estudiaron la composicion de un
recipiente de policarbonato para uso en microondas, encontrando en el plastico
una concentracion de BPA de 30 ug/g de plastico, con un nivel de migracion
potencial estimada de 6,5 pg/g de alimento (Nerin et al., 2003). Otro estudio,
con implicaciones potenciales sobre seguridad alimentaria, examiné los niveles
de BPA en laminas de plastico estirado, de cloruro de polivinilo, usadas en
paquetes de comida envasada (L6épez-Cervantes & Paseiro-Losada, 2003). El
estudio indico la presencia de BPA en 4 de las 5 muestras investigadas, con un
rango de 43-483 mg/kg de lamina. La migracién de BPA desde estos productos
fue probada en agua, &cido acético (3%) y aceite de oliva. En total, 3 de cada 5
laminas mostraron liberacién en agua y acido acético, mientras 4 de 5 liberaron
BPA en aceite de oliva, evidenciando su potencial para la contaminacién de

productos alimentarios.

Por otra parte, algunos estudios han advertido que una amplia variedad de
papeles y cartones en contacto con alimentos, son fuentes potenciales de
contaminacion con BPA, aunque la mayoria no han medido la tasa de
transferencia real sobre los alimentos en contacto con ellos. EI BPA es
generalmente utilizado en la produccion de tintas de impresion, lo que
condiciona que, por esta via, pase a formar parte del papel reciclado. Por tanto,

NO es una sorpresa su presencia en alimentos que han estado en contacto con
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papel o con contenedores de cartdn, fabricados con papel reciclado. En el
andlisis de 20 marcas de papel de cocina manufacturadas con pasta de papel
virgen, los extractos de papel no contenian BPA, a excepcion de una marca,
con 0,12 mg/kg. Por el contrario, los rollos de cocina fabricados con papel
reciclado, contenian niveles de BPA en un rango de concentracién de 0,55-24,1
mg/kg (Vinggaard et al., 2000). Otro grupo de investigacion examino 28
productos de papel en contacto con alimentos, encontrando que el 67% de las
muestras manufacturadas con papel reciclado contenian BPA en un rango de
0,19-26 mg/kg (Ozaki et al., 2004). En este estudio también los productos que
referian estar fabricados con papel virgen, 13/16, contenian niveles detectables
de BPA, aunque a concentraciones mucho menores (rango 0,034-0,36 mg/kg).
Por ultimo, nuestro grupo de trabajo realiz6 un estudio para investigar los
niveles de BPA en contenedores de papel y carton usados en comida rapida
para llevar (LOpez-Espinosa et al.,, 2007) procedentes de cuatro paises
europeos diferentes, Inglaterra, Holanda, Portugal y Espafia. En el extracto
obtenido con la parte del contenedor en contacto directo con la comida, se
detectd BPA en el 45% de las muestras estudiadas, con niveles mas altos en
las muestras de cartdbn que en las de papel (rango 0,05-1817,0 ng/g para
carton y 0,08-188,0 ng/g para papel).

[.3.1.4. Exposicion a BPA desde latas y envases de comida

Algunas latas de comida estan protegidas del 6xido y la corrosion mediante la
aplicacion de revestimientos internos de resinas epoxi. Muchas de estas
resinas son sintetizadas mediante un proceso de polimerizacion que consiste
en la condensacion de BPA con epiclorhidrina para constituir BPA diglicidil éter
(BADGE) (www.bisphenol-a.org). Cuando la polimerizacion no es completa,

puede quedar BPA libre en la resina epoxi, con el consiguiente potencial para
contaminar la comida almacenada. Igualmente, el proceso de autoclave
conducente a la esterilizacion, puede también favorecer la liberacion de BPA al

alimento.

Varios estudios han documentado condiciones que aumentan la liberacién y

migracion de BPA desde el revestimiento de las latas al alimento que
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contienen. Asi, se han realizado controles cuidadosos sobre la influencia del
tiempo transcurrido desde el envasado hasta el momento del consumo, o
tiempo de almacenaje, la temperatura de almacenaje y otros factores. Uno de
los primeros estudios realizados especificamente para describir y cuantificar el
contenido de BPA en latas de comida, fue realizado por nuestro grupo de
investigacion, detectandose niveles de BPA en un rango de 4-23 ug por lata
analizada (Brotons et al., 1995). Kang y colaboradores encontraron que la
temperatura utilizada en el proceso de esterilizacion de las latas tenia un efecto
significativo sobre la migracién de BPA, mayor que el tiempo de calentamiento
(Kang et al., 2003). Takao y colaboradores también describieron la influencia
de la temperatura sobre la liberacion de BPA desde resinas epoxi. Asi,
mientras se detectaron bajos niveles de BPA en agua almacenada en latas a
temperatura ambiente, cuando las latas fueron calentadas a 100°C -una
temperatura normal para realizar la conserva de comida enlatada-, las
concentraciones de BPA aumentaron entre 1,7 y 55,4 veces (media: 18,2
veces) (Takao et al., 2002). El aceite vegetal y las soluciones de cloruro sédico
utilizados en las latas de comida, también han mostrado un efecto significativo

sobre la liberacion de BPA (Lopez-Cervantes & Paseiro-Losada, 2003).

Cabe destacar que BPA puede migrar desde las tuberias de PVC al agua que
conducen, en condiciones de pH neutro y temperatura ambiente (Yamamoto &
Yasuhara, 1999). En estas circunstancias, BPA puede reaccionar con el cloro
residual, utilizado en el tratamiento del agua de bebida, dando lugar a los
derivados clorados de Bisfenol-A (Yamamoto & Yasuhara, 2002; Zafra et al.,
2003).

Muchos estudios han examinado los niveles de BPA procedentes de resinas
epoxi que revisten latas de alimentos especificos. Se ha detectado BPA en
comidas enlatadas para mascotas (Kang & Kondo, 2002), verduras (Brotons et
al., 1995; Yoshida et al., 2001; Goodson et al., 2002), pescado (Goodson et al.,
2002; Murguia-Lopez et al., 2005) o salsas (Sajiki et al., 2007). Los valores
encontrados en refrescos enlatados de supermercados canadienses estan en
un rango de 0,032-4,5 ug/L (Cao et al, 2009a).
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Wagner y Oehlmann (Wagner & Oehlmann, 2009) analizaron las marcas
comerciales de agua mineral embotellada disponibles (22 marcas envasadas
en cristal, plastico o tetra Pak) mediante un bioensayo in vitro con levaduras
(YES). Este ensayo detecto actividad estrogénica en el 60% de las muestras,
con un valor maximo de 75.2 ng/l equivalentes de estradiol. De ellas el 78%
correspondian a marcas embotelladas en PET (polietileno tereftalato) ademas
de las correspondientes en Tetra Pak. La migracion de compuestos tales como
BPA, alquilfenoles o ftalatos, del material plastico al agua, podria ser la
responsable de la estrogenicidad cuantificada, indicando que el consumo de

agua embotellada es una via de exposicion potencial a disruptores endocrinos.

La exposicion a BPA procedente de envases plasticos alimentarios quedo
recientemente confirmada en el estudio de Carwile y colaboradores (Carwile et
al., 2009).

La poblacion infantil estd igualmente expuesta al BPA, ya que ha sido
identificado y medido en férmulas infantiles (Biles et al., 1997; Kuo & Ding,
2004). Un estudio reciente ha encontrado niveles detectables de BPA en todos
los alimentos infantiles estudiados, concretamente preparados liquidos para
lactantes (Cao et al., 2008), con concentraciones en el rango de 2.27 ng/g a
10.2 ng/g. También se han analizado diversos alimentos infantiles envasados
en tarros de cristal con tapas de metal, encontrdndose BPA en 99 de las 122

muestras analizadas, con un valor maximo de 7.2 ng/g (Cao et al., 2009b).

[.3.1.5. Exposicion a BPA procedente de productos dentales

Varios composites, basados en resinas epoxi, se utilizan en Odontologia como
selladores preventivos, estructuras para protesis y modificadores dentales.
Desde los afios 60, el compuesto BPA-diglicidil metacrilato (Bis-GMA) se ha
utilizado en materiales para restauracion dental. Los precursores se
polimerizan in situ una vez que se han aplicado al diente, lo que puede
ocasionar que parte del material quede sin polimerizar, pudiendo liberarse BPA
y originando una via de exposicion significativa en el individuo (Olea et al.,
1996; Noda et al., 1999).

35



Bisfenol en poblacién infantil

En un estudio de 18 adultos voluntarios, Olea y cols., aplicaron un total
aproximado de 50 mg de sellador en 12 molares (Olea et al., 1996). Se recogi6
la saliva de los participantes 1 hora antes y 1 hora después del procedimiento,
encontrandose que todas las muestras contenian cantidades variables de BPA,
en un rango de 3,3 a 30,0 ug/mL de saliva. Otros estudios posteriores han
tratado de reproducir el estudio de Olea y colaboradores. Asi, Arenhold-
Bindselv y cols., aplicaron 38 mg de sellador sobre 4 molares en 8 voluntarios y
encontraron niveles detectables de BPA en saliva inmediatamente después de
la aplicacion del sellador (Arenhold-Bindselv et al.,, 1999). Sin embargo, no
detectaron BPA en ninguna de las muestras de saliva recogidas entre 1 y 24
horas después de la aplicacion. Por el contrario, Fung y cols., detectaron BPA
en saliva de pacientes a los que se aplicaron selladores dentales, entre 1 y 3
horas después de la aplicacion de los mismos (Fung et al.,, 2000), pero no
detectaron BPA pasados 1, 3 y 5 dias después del tratamiento. Zafra y cols.,
recogieron muestras de saliva de 8 pacientes sometidos a procedimientos
dentales con aplicacién de resinas comerciales, y encontraron BPA en todos
las muestras de saliva recogidas (Zafra et al., 2002), en un rango de 15,3 a
32,4 ng/ml. Sasaki y cols., determinaron mediante ELISA el contenido de BPA
en muestras de saliva de 21 pacientes tratados con cualquiera de las 9 resinas
dentales comercialmente disponibles (Sasaki et al., 2005), detectdndose BPA
en saliva, en un rango de varias decenas a 100 ng/ml, inmediatamente
después del tratamiento con resinas, aunque se demostré que los enjuagues

eliminaban los niveles medibles de BPA en las muestras de saliva posteriores.

[.3.2. Estudios sobre exposicion humana. Epidemiologia

Existe una extensa literatura sobre los efectos adversos de BPA en animales,
gue en los ultimos afos se ha centrado en la exposicion a bajas dosis. En
contraposicion, se han realizado muy pocos estudios epidemiolégicos sobre
exposicion humana a BPA. Algunos de ellos se han orientado hacia la
busqueda de fuentes de exposicion, mientras que otros, retrospectivos, han
intentado relacionar los niveles de BPA con algunas enfermedades y/o
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disfunciones en el hombre. En la mayoria de los casos se ha considerado la
exposicion global, procedente de la suma de todas las fuentes posibles. Seria
de sumo interés proceder a una investigacion mas dirigida, que permita
conocer el peso relativo de las vias de exposicion a BPA y sus posibles efectos

en salud.

[.3.2.1. Poblacion ocupacionalmente expuesta

La via principal de exposicion en poblacién ocupacionalmente expuesta es el
contacto dérmico y la inhalacién. La exposicién ocupacional a BPA ha sido
investigada por Hanaoka y cols., que disefiaron un protocolo epidemiolégico
transversal con 84 trabajadores en una planta de fabricacion de plastico en
Japén (Hanaoka et al.,, 2002). Cuarenta y dos de los trabajadores
seleccionados manipulaban BPA diglicil éter (BADGE) en la fabricacion, uso,
transporte, tratamiento o empaquetado de resinas epoxi, mientras que otros 42
no manipulaban BADGE. Las concentraciones medias de BPA en orina de los
primeros fueron significativamente mas elevadas (1,06 pmol/mol creatinina, p=
0.002) que en los segundos. Ademas, en los trabajadores expuestos se
describié una correlacion inversa, aunque estadisticamente no significativa
entre los niveles de BPA y los niveles de la hormona foliculo estimulante (FSH),
de modo que los trabajadores que manipulan resinas epoxi tenian niveles de
FSH inferiores a los controles. Aunque este estudio puede no ser extrapolable
a los niveles potenciales de BPA en poblacion general no ocupacionalmente
expuesta, si puede arrojar luz sobre los efectos potenciales y sutiles de la

exposicién a BPA en el hombre.

[.3.2.2. Poblacion general

Para estimar la exposicibn humana a BPA en poblacion general, podemos, por
un lado, medir la concentracion de esta sustancia en diferentes matrices
biologicas (sangre, orina, leche materna y en otros tejidos o fluidos), en un
momento determinado, o a lo largo del tiempo. Este proceso se conoce como
biomonitorizacion de la exposicion. Los investigadores pueden usar esta

informacion para estimar la cantidad total absorbida del compuesto (BPA) que
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reflejaria e incluiria todas las posibles fuentes de exposicion, sean éstas
conocidas o no. Pero también pueden determinar las cantidades de Bisfenol-A
aisladamente en diversas fuentes (comida, aire, agua, polvo, etc.), y sumarlas
para estimar la cantidad diaria absorbida. En general, se prefiere la estimacion
basada en la biomonitorizacion para calcular la cantidad total absorbida, ya que
se integran todas las fuentes de exposicién posibles, y no se requiere que
estas estén identificadas.

Thomsom y cols., usaron informacién disponible en la literatura para estimar la
exposicidon a estrégenos procedentes de la dieta, en subgrupos de poblacion de
Nueva Zelanda (Thomson et al., 2003). La literatura disponible permitié a estos
autores concluir que BPA era responsable de aproximadamente el 34% de la
exposicion estrogénica en la dieta de Nueva Zelanda, con dosis estimadas de
4,1-4,8 pg/dia.

Los programas de biomonitorizacion establecidos en algunos paises, estan
permitiendo conocer las concentraciones de compuestos quimicos que podrian
estar interfiriendo con la salud de sus ciudadanos. Asi, el programa establecido
en Estados Unidos (NHANES) ha permitido conocer la concentraciéon de BPA
total en muestras de orina de la poblacién general americana, datos que han
sido recientemente publicados (Calafat et al., 2008). En el ultimo informe
NHANES publicado, el 92,6% de la poblacion presentaba niveles detectables
de BPA vy, curiosamente, las concentraciones en orina de los nifios fueron
significativamente mayores que la de los adultos (4,5 pg/L vs 2,5 pg/L).
Igualmente, Becker y su grupo detectaron BPA en 599 de 600 muestras de
orina matinal, elegidas aleatoriamente entre 1800, de nifios de 3 a 14 afos
residentes en Alemania. La concentracion media fue de 2,7 ug /L.

En la dltima década, diversos grupos de investigacion han publicado los niveles
de BPA detectados, generalmente, en muestras de orina de poblaciones de
“conveniencia” (Ouchi & Watanabe 2002; Kim et al. 2003; Matsumoto et al.
2003; Arakawa et al. 2004; Fujimaki et al. 2004; Calafat et al. 2005; Liu et al.
2005; Volkel et al. 2005; Miyamoto & Kotake 2006; Yang et al. 2003, 2006;

Wolff et al. 2007). Estos datos reflejan algunas variaciones geograficas, que
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podrian deberse fundamentalmente al momento de coleccion de las muestras
biolégicas, al método analitico empleado para su cuantificacion, o al nUmero

de muestras incluidas (Calafat et al., 2008).

1.3.2.3. Poblacion infantil

Los niveles de sustancias quimicas en la sangre de las mujeres embarazadas,
pueden dar una idea de los productos a los que puede estar expuesto un
nonato, aunque los niveles reales en el feto pueden ser significativamente
diferentes de los niveles de la madre, en dependencia de la absorcion a través
de la placenta. Las medidas de la contaminacion en el liquido amnidtico
durante el embarazo, o en el cordon umbilical en el momento de nacer, son los
mejores indicadores de la contaminacion infantil. Junto a estos niveles en
sangre, los niveles de productos quimicos en la leche materna y en los
alimentos infantiles conforman los 3 indicadores béasicos de la exposicion en

este grupo de poblacion.

Los niveles de BPA descritos en sangre de mujeres embarazadas,
relativamente mayores que los encontrados en mujeres no embarazadas, junto
con los niveles encontrados en sangre de cordon umbilical y en plasma fetal,
nos indican que el BPA es capaz de atravesar la barrera placentaria
(Vandenberg et al., 2007). Schénfelder y colaboradores encontraron niveles de
BPA en plasma fetal por encima de 9,2 ug/L y de 105 pg/Kg en tejido
placentario (Schonfelder et al., 2002). De igual forma, otros estudios revelaron
concentraciones de BPA en sangre de corddn por encima de 4 pg/L (Todaka &
Mori, 2002; Tan & Mohd, 2003).

La especial susceptibilidad a los contaminantes ambientales en este grupo de
poblacién, deriva de sus especiales caracteristicas en relacion con cada una de
las etapas del desarrollo (Cohen et al., 2008). Asi, el crecimiento celular es
singularmente rapido en la etapa embrionaria, y el ritmo de los procesos de
crecimiento y desarrollo es relevante en el caso de los sistemas nervioso,

endocrino, reproductivo, e inmune (Bruckner, 2000). Diferentes estudios han
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advertido de las diferencias entre la infancia y la edad adulta en los patrones de

absorcion, metabolismo y excrecion de estos productos, en funcion de que:

a) Los nifios ingieren de tres a cuatro veces mas alimentos y agua que un
adulto, en relacion al peso corporal.

b) Las rutas metabdlicas en los nifios, particularmente en los primeros
meses de vida, son fisiolégicamente inmaduras, con lo que su capacidad

de detoxificacion es significativamente menor.

En la infancia, por tanto, pueden confluir una mayor absorcién de estas
sustancias, un procesamiento mas lento y una menor eliminacion: se ha
estimado que el 50% de la exposicion a pesticidas a lo largo de la vida tiene
lugar en los primeros 5 afos (Weiss et al., 2004). Por ello, los estudios sobre

adultos han de utilizarse con cautela para inferir sus resultados a la infancia.

Dos estudios se han dirigido a estimar niveles de exposicidbn en poblacion
infantil. ElI primero estudié 9 nifios, de entre 2 y 5 afios, y la exposicion
potencial en el hogar y en la guarderia a varios compuestos de sintesis, entre
ellos BPA (Wilson et al., 2003). Se detectaron niveles de BPA en muestras de
aire interior y exterior, polvo del suelo y tierra del area de juegos, asi como en
la comida infantil sélida y liquida utilizada en la guarderia y en el domicilio de
los nifios incluidos en el estudio. Basandose en estos datos, los autores
estimaron que los niveles medios de exposicién para los nifios era de 42,98
ng/kg/dia (Wilson et al., 2003). Un segundo estudio observacional realizado por
el mismo grupo de investigacidon, examiné la exposicion a BPA en 257 nifios en
edad preescolar (1,5-5 afos), verificando que BPA podia ser detectado en mas
del 50% de las muestras de aire interior, toallitas, y comidas solidas y liquidas
analizadas. Este estudio estim6 que el 99% de la exposicién a BPA del nifio en
edad preescolar procedia de la dieta, valordndose en un rango de 52-74
ng/kg/dia, mientras que la exposicibn a BPA procedente de la inhalacion se

valor6 en un rango de 0,24-0,41 ng/kg dia (Wilson et al., 2006).

En un estudio mas reciente, realizado sobre una muestra representativa de la

poblacién americana no institucionalizada (n=2517), las concentraciones de
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BPA en orina fueron significativamente mas altas en los nifios (mayores de 6
afos) y en los adolescentes, cuando se compararon con los niveles
encontrados en la poblacién adulta (nifios: 4,5 pg/L; adolescentes 3,0 ug/L;
adultos 2,5 ug/L) (Calafat et al., 2008).

Investigadores del mismo grupo (Calafat et al.,, 2009) determinaron la
concentracion de BPA libre y total (libre + conjugado) en la orina de 42 bebés
prematuros, ingresados en 2 Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales, y
qgue habian requerido, en distinto grado, la utilizacién de dispositivos de cloruro
de polivinilo (sondas, equipos para perfusion, etc). Los principales metabolitos
de BPA encontrados fueron las formas conjugadas, lo que habla de la
capacidad del bebé prematuro para metabolizar BPA. Las concentraciones
medias obtenidas (30,3 pg/L) estan incluso muy por encima de las
determinaciones realizadas en poblacion general, y fueron, ademas,
selectivamente méas altas en aquellos prematuros que habian requerido un
mayor uso de estos dispositivos (p<0,0001). Haran falta nuevas investigaciones

para determinar las fuentes especificas de exposicién de estos nifios a BPA.

1.3.3. Metabolismo del BPA. Modelos animales

Los estudios metabdlicos sobre compuestos de sintesis dependen de la ruta de
exposicibn al compuesto de interés, que puede ser tan diversa como la
administracion oral -directa o disuelta en agua-, la inyeccion intravenosa o
intraperitoneal, capsulas de liberacién lenta y bombas osmaticas, entre otros. A
este respecto, los estudios que han tenido por objeto investigar el metabolismo
de BPA se han centrado, fundamentalmente, en la administracion oral,
parenteral y subcutanea a animales de experimentacion, generalmente ratas y

ratones.

[.3.3.1. Digestion y excrecion

Varios estudios han determinado que el higado juega un papel esencial en la

metabolizacion de BPA in vivo. La glucuronizacion es una ruta metabdlica
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hepatica utilizada para eliminar distintos compuestos tanto endégenos como
exdgenos. La poblacion adulta metaboliza BPA via hepética mediante
glucuronizacién y sulfonacion. Por esta razén, BPA-glucurénido ha resultado
ser, en numerosos estudios, el metabolito principal, tanto en animales como en
el hombre, presentando una baja o nula actividad estrogénica en varios
ensayos in vitro (Yokota et al., 1999). BPA puede resultar también conjugado
en el higado a BPA-sulfato, metabolito que carece igualmente de actividad
estrogénica (Shimizu et al., 2002), sin embargo no existen todavia suficientes
estudios sistematicos que hayan determinado la proporcion de BPA que es

metabolizado a BPA-glucurénido y BPA-sulfato (Vandenberg et al., 2007).
Algunos estudios han sugerido diferencias de género en la concentracion de
los dos metabolitos principales de BPA en orina, con niveles superiores de

BPA-sulfato en las mujeres y de BPA-glucuronido en los hombres (Kim et al.,
2003).
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Ademas de estas rutas de metabolizacion, otros autores han descrito rutas
alternativas, probablemente activas cuando la glucuronizacibn no puede
funcionar eficientemente. Yoshihara y colaboradores describen una ruta
hepatica alternativa que produce un metabolito del BPA con mayor actividad
estrogénica que BPA, el MBP, 4-metil-2,4-bis (p-hidroxifenil) pent-1-eno,
(Yoshihara et al., 2004). Las rutas de metabolizacién para destoxificacion de
compuestos quimicos son muy diferentes en el feto y neonato en comparacion
con los adultos, en los que la actividad de las enzimas responsables de la

glucuronizacion es mucho menor (Pacifici et al., 1993).

Estudios farmaco-cinéticos han puesto de manifiesto que no todo el BPA es
conjugado en el higado; varios estudios han examinado la absorcion y el
metabolismo del BPA en el intestino y en el colon. La existencia de
glucuronidasas en el tracto digestivo ha sido descrita por varios autores (que
ademas ponen de manifiesto el incremento de los niveles desde la infancia a la
edad adulta) (Mykkanen et al., 1997), lo que significa que BPA-conjugado
podria ser desconjugado y activado en el tracto digestivo de la poblacién infantil
durante el proceso digestivo, dando lugar a BPA nuevamente libre que puede

ser absorbido por el colon (Mykkanen et al., 1997; Inoue et al., 2003).

Por otra parte, en el intestino también tiene lugar glucuronizacién de BPA. La
adicion de BPA a la mucosa intestinal en modelos experimentales in vitro, es
seguida de absorcion y transporte hacia la serosa, no existiendo diferencias
significativas en este transporte entre las cinco partes o porciones del intestino
estudiadas (Inoue et al., 2003). La aparicion de BPA en la serosa resulta
acelerada cuando se aplican dosis altas de BPA (100 pM). El nivel de BPA-
glucurénido depositado en la cara mucosa, y transportado a la cara serosa
aumenta con el tiempo de incubacion. Sin embargo, en el intestino delgado, la
mayor cantidad de BPA-glucurdnido fue secretado en la cara mucosa, pero en
el colon, la secrecion fue mayor en la cara serosa, |0 que sugiere que mientras
el intestino proximal puede proteger contra la ingestion de BPA, el colon puede

favorecer su absorcion.
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Kurebayashi y colaboradores estudiaron el metabolismo y la excrecion de BPA
en ratas sometidas a dosis Unicas de 0.10 mg de BPA marcado por kilogramo
de peso corporal, a través de exposicion tanto oral como intravenosa
(Kurebayashi et al., 2003). Estas dosis relativamente bajas fueron elegidas
para evitar la saturacion de los mecanismos metabdlicos y excretores
responsables de la eliminacién del BPA del organismo. Con estas dosis, la
administracion intravenosa y oral conducen a una excrecion en orina del 8,4 y
6,3% de la radioactividad administrada, respectivamente, en las 24 horas
siguientes al tratamiento, y la excrecion fecal fue del 77,6 y 81,6% de la dosis
administrada, respectivamente. Los niveles fueron mas altos durante las
primeras 6 horas y ligeramente mas altos en animales expuestos a traves de
via intravenosa. De esta forma, los investigadores concluyen que la cinética de
eliminaciéon de BPA es similar e independiente de la ruta de de exposicion
(administracién intravenosa y oral), y que la excrecion fecal es la principal via

de eliminacién de BPA.

En otro estudio se examinaron ratas prefiadas a las que se les habia
administrado via oral y subcutanea una baja dosis de BPA (25 microgramos/kg)
(Zalko et al., 2003). 24 horas después de la administracion se detectaron
niveles de BPA en sangre con un valor medio de 2,2 ng/ml, el 85% del mismo

asociado a la fraccién plasmatica.

Por razones éticas, no hay muchos estudios donde se haya investigado las
rutas de metabolizacion de BPA en el hombre. Volkel y colaboradores
administraron 25 pg/persona a 6 voluntarios, y midieron BPA libre y conjugado
en orina y sangre de los voluntarios (Volkel et al., 2005). En hombres, el 85%
de la dosis aplicada de BPA se recuperd en orina después de 5 horas, la
mayoria en forma de BPA-glucurénido. En mujeres, se recuperd el 75% del
BPA, igualmente como BPA-glucurénido y en el mismo periodo de tiempo. Esto
parece indicar potenciales diferencias de género en el metabolismo del BPA,

sugeridas por otros estudios previos (Kim et al., 2003; Calafat et al., 2005).

Con anterioridad, el mismo grupo de investigacion habia realizado otro estudio
metabdlico administrando 5 mg de BPA a cada uno de los voluntarios
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participantes (54-90 pg/kg de peso corporal). La eliminacion de BPA se
completd a las 24 horas posteriores a la administracion (Volkel et al., 2002). En
el hombre, el BPA es absorbido rapidamente desde el tracto gastrointestinal,
conjugado con &cido glucurénico a BPA-glucurnénido en el higado, y
rapidamente filtrado desde la sangre por el rifidn para excretarse por la orina.
Esta ruta metabdlica difiere de la rata, donde gran cantidad de BPA-glucurénido

es transportado a la bilis y entra en el sistema digestivo (Yokota et al., 1999).

Algunos estudios han indicado que los microsomas humanos no parecen tan
capacitados para la glucuronizacion del BPA como los microsomas de rata, lo
que diferenciaria la cinética metabdlica de BPA en el hombre respecto a la de
otros mamiferos (Elsby et al., 2001). Sin embargo, Pritchett y cols., predicen
gue cuando los resultados metabdlicos medidos en hepatocitos aislados son
extrapolados a todo el higado, la capacidad hepética para la glucuronizacion
de BPA es mas alta en humanos que en roedores (Pritchett et al., 2002). El
metabolismo del BPA parece diferir también, entre roedores y humanos, en la
tasa de aclaramiento de BPA, el proceso de glucuronizacién intestinal o la tasa

de excrecion (Teeguarden et al., 2005).

Se piensa que el BPA se liga a proteinas de transporte del plasma en roedores,
monos y humanos (Revisado en Teeguarden et al., 2005). Dado que la
farmacocinética resulta afectada por la unién a la proteina, la respuesta
potencial del BPA en cualquier tejido, incluidos tejidos diana a estrégenos,
podria resultar alterada. Serdn necesarias nuevas investigaciones para

responder a estos aspectos con precision.

l.4. MEDIDA DE LA EXPOSICION A BPA. REVISION BIBLIOGRAFICA DE
LA LITERATURA RECIENTE

En la seccion que se presenta a continuacion, se resumen los estudios cuya
finalidad ha sido la medicion de la exposicibn humana a BPA, a través de la
determinacién de niveles de BPA en tejidos y fluidos humanos. También se
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revisan los efectos en salud humana en los pocos estudios disponibles que,
retrospectivamente, investigan la relacidbn entre exposicion a BPA y
enfermedad.

[.4.1. Niveles de BPA en tejidos y fluidos humanos

Debido a la baja persistencia ambiental del BPA, y gracias a que la mayor parte
del compuesto se excreta con facilidad y gran rapidez, la comunidad cientifica
habia considerado poco relevante la exposicion a BPA. Por esta razon, hasta
hace poco, muchos cientificos creian que la forma activa del BPA no se podria
encontrar en tejidos o fluidos bioldgicos y, por tanto, no podrian detectarse
niveles significativos en grupos de poblacién mas susceptibles, como los nifios,
especialmente durante el embarazo y la primera infancia. Sin embargo,
estudios realizados en Alemania y Japon, ya mencionados, han confirmado
recientemente que los niflos estan expuestos a BPA antes del nacimiento
(Takada et al., 1999; Schonfelder et al., 2002) y que este compuesto puede

atravesar la placenta (Uchida et al., 2002).

Es evidente que estas determinaciones han sido realizadas en algunos paises
desarrollados. La contaminacion por BPA en habitantes de paises poco

desarrollados, permanece adn sin estudiar.

1.4.1.1. Suero, sangre y fluidos asociados al embarazo

Las técnicas usadas para medir BPA en suero humano han incluido
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM), cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), previa derivatizacién quimica seguida de
espectrometria de masas, y técnicas de ELISA, todas con rango de sensibilidad
para BPA (en suero) de 0,01-0,5 ng/ml.

Debido a las bajas concentraciones de este compuesto, observadas en las
distintas matrices biolégicas analizadas, son necesarias metodologias precisas
para poder cuantificarlas. Este requisito se cumple en las técnicas basadas en
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espectrometria de masas, ya que la deteccion es altamente selectiva, siendo
ademas, los Limites de Deteccion (LOD) y de Cuantificacion (LOQ)
suficientemente bajos para determinar BPA y sus metabolitos. Ademas, en el
caso de la Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas (CG/EM), la
separacion cromatografica es muy reproducible. Si se compara la CG/EM con
la Cromatografia Liquida con Espectrometria de Masas en tandem (CL/EM-
EM), una ventaja de esta ultima es el alto rendimiento, debido a la ausencia del
paso de derivatizacion para generar derivados volatiles de BPA. En cuanto a la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), los equipos que disponen
de detector electroquimico tienen la sensibilidad necesaria, y la incorporacion
de detectores culométricos en serie afiade, ademds, una alta selectividad.
Cuando se usan detectores de fluorescencia, pueden producirse interferencias
con otros compuestos fluorescentes, ademas de reducirse la selectividad, al

ser necesaria la excitacion de BPA.

Desde 1999 (Sajiki, 1999), mas de una docena de estudios, utilizando técnicas
analiticas distintas, han medido concentraciones de BPA libre, no conjugado,
en suero y otras muestras humanas, encontrando valores que van desde 0,2-
20 ng/ml de sangre, a mas de 100 ng/g de tejido placentario. Estos estudios
han examinado sangre, tanto de hombres como mujeres, de distintos paises y

con diferentes rangos de edad (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Rangos de concentracion de BPA en distintas muestras humanas

MUESTRA CONCENTRACION ESTUDIO
Cordén umbilical 1,6 ng/ml Takada et al., 1999
Sangre (poblacién sana) 0,32 ng/ml Inoue et al., 2000
Sangre (varones) 1,49 + 0,11 ng/ml Takeuchi &Tsutsumi, 2002
Sangre (mujeres) 0,64 + 0,10 ng/ml Takeuchi &Tsutsumi, 2002

Sangre (mujeres con sind. de

o . - 1,04 + 0,10 ng/ml Takeuchi &Tsutsumi, 2002
poliquistosis ovarica)
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Fluidos foliculares
(fertilizacion in vitro)

Sangre (primeros meses
del embarazo

Fluido amniético

Sangre materna (Ultimo
trimestre
del embarazo)

Corddén umbilical

Placenta

Fluido amniético

Sangre materna

Sangre materna (mujeres
embarazadas)

Corddén umbilical

Sangre (varén estéril)

Cordoén umbilical

Sangre (mujeres

premenopausicas)

Sangre (mujeres con

hiperplasia endometrial)

Sangre (mujeres)

Sangre (mujeres sanas)

Sangre (mujeres con
aborto rcurrente)

Sangre (varones y mujeres)

Sangre (varones y mujeres)

Sangre (mujeres
embarazadas)

Sangre (cordén umbilical)

2,4+ 0,8 ng/ml

15+ 1,2 ng/ml

8,3 + 8,9 ng/ml

3,1 ng/ml (mediana)
0,3-18,9 ng/ml

2,3 ng/ml (mediana)
0,2-9,2 ng/ml

12,7 ng/g (mediana)
1,0-104,9 ng/g

0,26 ng/ml (mediana)

2,24 ng/ml (mediana)

0,46 £ 0,20 ng/ml

0,62 £ 0,13 ng/ml

0,46 + 0,20 ng/ml

4 ng/ml

2,5+1,5ng/ml

2,9+ 2,0 ng/ml

1,17 £ 0,09 ng/ml

0,77 + 0,38 ng/ml

5,23 + 2,59 ng/ml

0,5 ng/ml

0,71 + 0,29 ng/ml

ND-66,48 pg/ml

ND-8,86 pg/ml

Ikezuki et al., 2002

Ikezuki et al., 2002

Ikezuki et al., 2002

Schonfelder et al., 2002

Schonfelder et al., 2002

Schonfelder et al., 2002

Yamada et al., 2002

Yamada et al., 2002

Kuroda et al., 2003

Kuroda et al., 2003

Kuroda et al., 2003

Tan & Mohd, 2003

Hiroi et al., 2004

Hiroi et al., 2004

Takeuchi et al., 2004

Sugiura-Ogasawara et al.,
2005

Sugiura-Ogasawara et al.,
2005

Volkel et al., 2005

Fukata et al., 2006

Lee et al., 2008

Lee et al., 2008
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Sangre (mujeres sanas y con

endometriosis) 2,91 + 1,74 pg/ml Cobellis et al., 2009

Sangre (varones y mujeres 2,84 pg/ml He et al., 2009

ND: No detectable

La observacién detallada de este conjunto de datos sugiere que la
determinacion de BPA en suero humano requiere métodos sensibles con
limites de deteccion por debajo de 1 ng/ml. De hecho, estudios mas antiguos a
los mencionados no consiguieron detectar BPA en muestras de suero humano,
por utilizar métodos de deteccibn mucho menos sensibles que los mas actuales
(Inoue, 2000). Ademas, este nivel de sensibilidad en el método ve reforzado su

interés por el hecho de que:

1) los niveles circulantes de BPA no conjugado, biolégicamente activo,
en sangre de animales de experimentacion expuestos de forma puntual a bajas
dosis, se encuentran en el rango de concentracion de picogramos a

nanogramos por mililitro (Zalko et al., 2003), y

2) se ha demostrado una respuesta a la accion de BPA, en cultivos
celulares, en rango de concentracién de picogramos a nanogramos por mililitro
(Welshons et al., 2006).

Varios estudios han examinado los niveles de BPA en suero de mujeres
embarazadas, sangre de corddén umbilical y plasma fetal (Schonfelder et al.,
2002; Ikezuki et al., 2002; Yamada et al., 2002; Tan & Ali Mohd, 2003). Otros
investigadores han medido niveles de BPA en tejido placentario y liquido
amniético (Schonfelder et al., 2002; Yamada et al., 2002; lkezuki et al., 2002;
Engel et al.,, 2006; Takeda et al.,, 2009). Los resultados de todos ellos son
particularmente interesantes, ya que resaltan los altos niveles de BPA durante
el embarazo y confirman que el BPA traspasa la barrera placentaria materno-

fetal.

En un trabajo publicado por Ikezuki y colaboradores, donde se analizaban

muestras de suero de mujeres embarazadas, encontraron niveles medios de

49



Bisfenol en poblacién infantil

BPA de 1,4-2,4 ng/ml, mientras que el liquido amniético de fetos de 15 a 18
semanas mostro niveles medios por encima de 8,3 ng/ml, pero estos niveles
caian a una media de 1,1 ng/ml al final del embarazo (Ikezuki et al., 2002). Los
autores de este estudio proponen que el BPA puede acumularse en épocas
fetales tempranas, debido a menor aclaramiento metabdlico de BPA. También
se postula que los menores niveles en la gestacion tardia son debidos a la
ingestion de grandes cantidades de liquido amniotico por parte del feto, que
permiten al BPA convertirse en BPA conjugado, por accion del higado fetal. Sin

embargo, la evidencia sobre esta hipotesis es todavia insuficiente.

Los cambios metabdlicos asociados con el embarazo, podrian causar
alteraciones en el metabolismo y excrecion de BPA. Takahashi y Oishi
estudiaron la metabolizacion y excrecion de BPA tras la administracion oral de
1g de BPA/kg a ratas embarazadas en el dia 18 de gestacion (Takahashi &
Oishi, 2000). Se detectd BPA en la sangre materna dentro de los primeros diez
minutos siguientes a la administracion de la dosis (2,89 ug/g), alcanzando el
pico maximo a los 20 minutos (14,7 pg/g), y disminuyendo gradualmente a lo
largo de un periodo de 10 horas. También se detect6 BPA en el feto a los 10
minutos tras la dosis (2,00 pg/g), y la concentracibn maxima se alcanzé a los
20 minutos (9,22 ug/g), cuantificAndose después niveles gradualmente
menores. La concentracién después de 6 horas desde la exposicion fue del 5%
del nivel maximo detectado. Este estudio muestra que la absorcién de BPA por
la madre y el feto es rapida, y que la placenta no bloquea la transferencia del

compuesto.

Zalko y colaboradores han demostrado que dosis mucho mas bajas (25 pg/kg)
pueden cruzar también la barrera placentaria (Zalko et al., 2003). 24 horas
después de la administracion, el balance en el feto muestra un 4% de la
radioactividad administrada, con un valor medio de 3,7 ng/g. La placenta
mantiene el 0,55% del BPA administrado (3,14 ng/g) y el liguido amniotico
contiene el 0,34% (4,85 ng/ml). Un estudio adicional en hembras de raton
embarazadas, a las que se administraron 100 mg/kg en el dia 17 de embarazo,
determind que el BPA puede ser detectado en suero, higado, cerebro, Gtero y

testiculo a los 30 minutos de la administracion (Uchida et al., 2002).
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1.4.1.2. Leche materna

Otra via potencial de exposicion a BPA es a través de la leche materna. Debido
a que el BPA es un compuesto ligeramente lipofilico, puede eliminarse a través
de la grasa en la leche materna. Asi, Sun y colaboradores encontraron BPA en
la leche materna de la totalidad de poblacion examinada (23 madres sanas), en
un rango de concentracion de 0,28 a 0,97 ng/mL y con una concentracion
media de 0.61 ng/mL (Sun et al., 2004). En un estudio similar, Ye y
colaboradores detectaron BPA libre en el 60% de las muestras analizadas y
BPA total (incluyendo BPA libre y BPA conjugado) en el 90% de las muestras,
con un valor medio de 1,9 ng/mL (Ye et al., 2006).

Otro estudio de interés midié concentraciones de BPA en calostro humano,
leche producida durante los 3 primeros dias después del nacimiento (Kuruto-
Niwa et al., 2007). Esta leche materna, se caracteriza por tener alto contenido
en anticuerpos, carbohidratos y proteinas, y bajo contenido de grasa. El estudio
examind 101 muestras, detectando BPA en un rango de valores de 1-7 ng/mly
con una concentracion media de 3,41 ng/mL. Las diferencias encontradas entre
los valores detectados en la leche materna recolectada después de una
semana tras el nacimiento, y los valores obtenidos en la leche recogida en la
primeras horas post-parto, pudieran deberse a diferencias en el método
analitico empleado para el andlisis. Los autores emplearon técnicas analiticas
diferentes: HPLC con detector de fluorescencia en el primer caso y ELISA en el
segundo, aunque es mas probable que cambios producidos en la
metabolizacion del BPA sean los causantes de la disminucion de los niveles de

compuesto con el transcurso del periodo de lactancia.

1.4.1.3. Orina

Desde el estudio de Brock y colaboradores (Brock et al., 2001), numerosos
estudios han medido BPA en orina humana de diversos colectivos,
fundamentalmente de adultos, en paises igualmente diversos. Algunos de ellos

han quedado referidos en anteriores apartados de esta memoria (Hanaoka et
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al., 2002; Kim et al., 2003; Arakawa et al., 2004; Fujimaki et al., 2004, Liu et al.,
2005; Matsumoto et al., 2005; Vdlkel et al., 2005; Fukata et al., 2006; Miyamoto
& Kotake, 2006; Yang et al., 2003 y 2006; Lang et al., 2008).

La mayor parte del BPA en orina estd en forma conjugada, como BPA-
glucuréonido o BPA-sulfato. Es por ello que la mayoria de los estudios que
determinan niveles de BPA en orina usan tratamientos enziméticos previos,
tales como incubacion con glucuronidasa y/o sulfatasa, expresando finalmente
los resultados como BPA total (la suma de BPA libre/no conjugado mas BPA
conjugado) en orina. Otros estudios también examinan orina sin procesar,
donde determinan solamente niveles de BPA libre. Por encima de los detalles
técnicos, todos estos estudios confirman la alta exposicion humana a BPA,
como ya se ha comentado en los estudios descriptivos de BPA en otros fluidos
biologicos (sangre, leche, placenta, etc.). Los valores de BPA en orina suelen
corregirse con las cifras de aclaramiento de creatinina, para tener en cuenta las

diferencias de volumen de orina emitido en la miccion.

Conociendo los niveles de BPA en orina, se pueden estimar, mediante
extrapolacion, los niveles de exposicion diaria a BPA. Asi, Ouichi y Watanabe,
usando muestras de la primera orina de la mafiana en mujeres, estimaron que
la absorcion diaria de BPA era de 0,6-71,4 pg/dia (Ouichi & Watanabe, 2002).
Aungue estos valores son solo estimaciones de los niveles de exposicion,

proporcionan datos utiles para la evaluacién del riesgo humano.

El estudio realizado en Jap6én por Matsumoto y colaboradores, estimé que los
niveles de BPA en estudiantes universitarios podrian ser de mas de 10 ug/g de
creatinina, y que una fuente significativa de exposicion a BPA serian las latas
gue contienen café y bebidas con té que consumian los sujetos participantes
(Matsumoto et al., 2003). Sin embargo, los niveles de exposicion a BPA
estarian decreciendo, debido a las modificaciones adoptadas en los procesos

de enlatado.

Los estudios recientes ya mencionados, conducidos por el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC-Centers for Disease Control) en Estados
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Unidos, han detectado BPA en el 95% de poblacion adulta americana (estudio
basado en una poblacién de referencia constituida por 394 adultos (Calafat et
al., 2005)). En estos estudios se han encontrado niveles medios de BPA en
muestras de orina de hombres y mujeres de 1,63 y 1,2 ng/ml, respectivamente.
Los niveles encontrados en rango, valores medios y mediana, son muy
similares a los descritos en muestras de sangre humana. Otro estudio realizado
en 90 chicas jovenes obtuvo resultados similares, detectando BPA en el 94%
de las muestras (Wolff et al., 2007).

Seguramente debido a la facilidad de obtencion de la muestra, y teniendo en
cuenta las rutas de eliminacion de BPA en humanos, la determinacion de BPA
en orina esta siendo utilizada por los investigadores para la evaluacién de
muestras de poblacion cada vez mas numerosas (Calafat et al., 2008;
Mahalingaiah et al., 2008; Volkel et al., 2008; He et al., 2009; Hong et al., 2009;
Yang et al., 2009).

De patrticular interés son los muy recientes estudios que han medido BPA en
orina de distintos colectivos infantiles. Las concentraciones encontradas se

muestran en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Concentraciones de BPA encontradas en orina de diferentes

colectivos infantiles.

MUESTRA NIVEL ESTUDIO

Deteccion: 94 %

Orina (90 nifias. Edad 6-9 afios) GM BPA total: 2,0 pglL

Wolff et al., 2007

o 0 .
Orina (35 nifios. Edad aprox. 6 meses) GMDE%?A(\:?(I)(:QII' 9354/;’19 L Teltelbzaouong ci el
. i o Deteccion: >86% Yamano et al.,

SIS (@l fireses, Skl & 12 fhios) GM BPA total: 2,66 pg/g creatinina 2008
o 0

Orina (600 nifios/as. Edad 3-14 afios) GMDBESZC?(I)?QII' %97/39 L Becl;%rogt al.,
o 0

Orina (42 prematros UCI neonatal) MeDd?;e;gzr-]é?)gg u/; L Cala;gtogt el

GM: Media geométrica
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1.4.1.4. Semen y liquido folicular

Un nuimero limitado de estudios han examinado niveles de BPA en otros fluidos
corporales, tales como liquido folicular (Ikezuki et al., 2002) y semen (Inoue et
al., 2002; Katayama et al., 2003). Los niveles de BPA medidos en liquido
folicular muestran un valor medio de 2,0 ng/ml (lkezuki et al., 2002). Sin
embargo, estas determinaciones se han realizado en liquido folicular de
mujeres sometidas a procedimientos de fertilizacion in vitro (FIV), por lo que no
son representativos de la poblacion general; ademas, se desconoce si el nivel
de BPA detectado en liquido folicular durante el proceso de la FIV, constituye
un biomarcador de exposicion y efecto, jugando un papel causal en fertilidad
femenina. Los niveles de BPA en liquido folicular tendrian un interés particular,
dado que se ha comprobado que la administracion de bajas dosis de BPA por
via oral a ratones adultos, causan anomalias en la division celular y aneuploidia

en oocitos (Hunt et al., 2003).

Los niveles de BPA también se han examinado en el semen, y varian de
manera significativa segun el método analitico empleado. Asi, cuando se utiliza
un doble sistema de deteccion mediante ELISA o cromatografia HPLC con
espectrometria de masas (limites de deteccion: 0,5 y 2,0 ng/mL,
respectivamente) para cuantificar niveles de BPA, y se comparan los resultados
obtenidos, se comprueba que mientras la técnica ELISA detecta valores
medios de 5,1 ng/ml, la cromatografia-espectrometria no detect6 BPA en
ninguna de las muestras analizadas (Inoue et al., 2002). Los autores sugieren
gue los resultados de la ELISA podrian ser imprecisos debido a interacciones
no especificas con anticuerpos anti-BPA. En otro estudio, Katayama vy
colaboradores tampoco detectaron BPA en ninguna de las muestras recogidas
de 57 hombres donantes de semen, en una clinica de FIV empleando una
digestién previa de las muestras con proteinasa K, seguido de HPLC con
electroforesis capilar (limite de deteccion 1 pg/mL) (Katayama et al. 2003). A la
vista de los resultados, y considerando la sensibilidad de los ensayos usados,
parece poco probable que BPA pueda detectarse en muestras de semen

humano.
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I.4.2. Factores asociados a la exposicion a BPA

Algunos trabajos de investigacion han tratado de buscar factores
condicionantes de la exposicion a BPA. Asi, algunos autores han encontrado
concentraciones séricas de BPA significativamente mas altas en los hombres
qgue en las mujeres (Takeuchi & Tsutsumi, 2002), aunque otros trabajos no han
llegado a las mismas conclusiones: un estudio coreano realizado entre
individuos adultos, se disefidé con el objetivo de buscar posibles diferencias de
género en los niveles de BPA en muestras de orina (Kim et al., 2003). El
estudio no encontré diferencia notable entre sexos, ya que los niveles medios
de BPA total para hombres y mujeres fueron de 2,82 y 2,76 ng/ml,
respectivamente. Es interesante, sin embargo, destacar que los hombres
tenian valores significativamente mas altos de BPA-glucurénido (2,34 frente a
0,49 ng/ml).

Tres estudios recientes, 2 de ellos realizados en Estados Unidos, y un tercero
en China, han determinado BPA en orina, y han estudiado los factores
asociados a los niveles encontrados. Calafat y colaboradores detectaron BPA
en el 92,6% de la poblacion (n=2517), con concentraciones significativamente
mayores para mujeres respecto a hombres y para nifios respecto a
adolescentes y adultos, detectando diferencias, también significativas,
atendiendo a determinados factores demograficos como raza o clase social
(menores niveles en mejicanos que en blancos y negros no hispanos, y
mayores en el grupo de renta familiar mas baja) (Calafat et al., 2008). Estos
datos sugieren que tanto etnicidad como clase social, podrian ser factores que
condicionan la exposicion a BPA. Mahalingaiah y colaboradores, en varias
muestras obtenidas de 82 individuos, detectan BPA en una concentracion
media de 1,20 pg/L (rango de 0,4 a 42,6 ug/L). En este estudio, edad, sexo e
indice de masa corporal, no resultaron factores predictores de la concentracion
obtenida (Mahalingaiah et al., 2008). En el tercer estudio, realizado en China
sobre 952 sujetos de ambos sexos no ocupacionalmente expuestos, He y
colaboradores encontraron mayores concentraciones en sangre y orina en las

mujeres y en los sujetos fumadores (He et al., 2009).
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1.4.3. Asociacion entre exposicion a BPA y enfermedad en humanos

Algunos estudios han descrito la relacion existente entre los niveles de BPA en
sangre y el sindrome de ovarios poliquisticos, lo que podria estar relacionado,
a su vez, con los niveles circulantes de hormonas esteroideas, por ejemplo,
testosterona (Takeuchi & Tsutsumi 2002; Takeuchi et al.,, 2004). Takeuchi &
Tsutsumi encontraron un incremento significativo de los niveles de BPA en
suero de mujeres con sindrome de ovario poliquistico (PCOS). Los autores
argumentaron que los mayores niveles de BPA podrian deberse a que las
mujeres con PCOS tienen mayores niveles de testosterona que mujeres
control, sugiriendo que las diferencias en los niveles de BPA estarian

relacionadas con los niveles de andrégenos.

También se ha descrito la asociacion entre obesidad y exposicion a BPA, de
forma que las mujeres obesas con y sin sindrome de ovarios poliquisticos
presentan niveles de BPA séricos significativamente mas altos que las mujeres
normales, no obesas (Takeuchi et al., 2004). La presencia de BPA en sangre
ha sido relacionada con el aborto recurrente (Sugiura-Ogassawara et al., 2005)
de forma que las mujeres con historia de 3 o0 mas abortos consecutivos en el
primer trimestre, tenian niveles de BPA 3 veces mayores que mujeres nuliparas
sin antecedentes de aborto. También se ha relacionado la presencia de BPA en
suero con la incidencia de hiperplasia de endometrio, un trastorno uterino
relacionado con la exposicion a estrogenos (Hiroi et al., 2004). El estudio, que
compara los niveles de BPA en la sangre de mujeres con diferentes patologias
ginecologicas (mujeres normales, mujeres con hiperplasia endometrial benigna
y mujeres con hiperplasia endometrial compleja, potencialmente maligna)
describe que las mujeres con hiperplasia endometrial compleja presentaban los

niveles de BPA en sangre mas bajos que el resto de las mujeres analizadas.

Hasta la fecha tan solo se han publicado dos estudios epidemioldgicos
transversales con suficiente tamafio muestral (n=1455 y 250), cuyo objetivo
haya sido el estudio de la asociacion entre exposicion a BPA y efectos en la
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salud de poblacién humana. El primero, utiliza las muestras y la informacién
obtenida de la encuesta de nutricion y salud americana (NHANES CDC, 2007a
y 2007b), que incluye la biomonitorizacion de la exposiciéon a un gran numero
de contaminantes medioambientales. Un tercio de los participantes (n=1455),
adultos aleatoriamente seleccionados, proporcionaron una muestra de orina
que fue utilizada para el analisis de BPA total (libre y conjugado). El estudio
estadistico de los resultados reveld que altas concentraciones de BPA se
asociaban positivamente con la prevalencia de diabetes y problemas
cardiovasculares, asi como con toxicidad hepatica, reflejada en mayores
niveles de las enzimas y-glutamil-transferasa y fosfatasa alcalina (Lang et al.,
2008).

El segundo studio (Braun et al., 2009), relaciona los niveles de BPA en orina
durante el embarazo de 249 madres, con la conducta de sus hijos, evaluada a
los 2 afios de edad mediante las escalas BASC-2 (Behavioral Assessment
System for Children) y Parent Rating Scale for preschoolers (Reynolds &
Kamphaus, 2002). El estudio concluye que existe una relacion entre mayor
exposicion prenatal a BPA (niveles més altos en la orina de la madre durante el
embarazo) y alteraciones del comportamiento en sus hijos a los 2 afos de
edad, mas notables aun en las nifias. El comportamiento alterado se etiqueto,

segun la evaluaciéon del BASC-2, como hiperactividad.

Los resultados de los estudios realizados no solo muestran relacion de los
niveles de BPA con enfermedades o alteraciones que tienen que ver con su
condicion de xenoestrégeno. EI mencionado estudio de Braun y colaboradores
relaciona BPA con alteraciones del comportamiento, y otro estudio del mismo
afio (Meeker et al., 2009), confiere al BPA efectos antitiroideos. En el estudio
de Meeker, sobre muestras de orina y suero tomadas de forma simultanea a
167 hombres reclutados en una clinica de infertilidad, se advierte una relacion
entre valores altos de BPA en orina con elevados niveles de FSH, junto a bajos
niveles de inhibina B, ambas condiciones predictoras de baja calidad
espermatica. Pero, adicionalmente, los investigadores encuentraron una

relacion inversa entre niveles altos de BPA en orina y niveles séricos de TSH,
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relacion ya sugerida en un estudio anterior, realizado en anfibios (rana toro)
(Kaneko et al., 2008).

Seran necesarias nuevas investigaciones, que permitan no solo conocer los
niveles de exposicion a BPA en la poblacién, sino también determinar fuentes
de BPA no identificadas, asi como todo lo concerniente a posibles diferencias
en el metabolismo del BPA entre poblaciones, categorizando por grupos de
edad y género, y susceptibilidad. Desgraciadamente, las limitaciones de los
estudios epidemiolégicos comentados (disefio, tamafio muestral, etc.) impiden
establecer una relacion inequivoca de causalidad entre exposicion a BPA y
enfermedad.

[.5. SUMARIO

En la ultima década, numerosos estudios han tratado de monitorizar los niveles
de exposicibn a BPA en el hombre, utilizando para ello distintas matrices
biolégicas: sangre (suero y plasma), leche materna, liquido amniotico y tejido
placentario, orina y otros fluidos, con niveles en rango de ng/mL o ng/g de
tejido, y han concluido que la mayoria de la poblacion esta expuesta a BPA. De
particular interés son los niveles que se han encontrado en sangre de mujeres
embarazadas, sangre fetal, cordon umbilical, placenta y liquido amniético.
Debido a la alta sensibilidad del feto en desarrollo a la exposicion a
compuestos que se comportan como hormonas y otros compuestos quimicos,

los niveles detectados son especialmente preocupantes.

Se ha propuesto que los xenoestrégenos tales como el BPA, pueden jugar un
papel tanto en canceres del aparato reproductor (testiculo, préstata, mama,
Gtero, ovario, etc.), como en problemas de fertiidad (bajo recuento
espermatico, descenso de la calidad del esperma) y otras alteraciones
relacionadas con las hormonas. En este momento, solo unos pocos estudios
han explorado las relaciones entre los niveles de BPA y cuestiones de salud
humana. Sin embargo, estos datos limitados justifican nuevos estudios para
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establecer conexiones firmes entre la exposicion al BPA y enfermedades
humanas. Actualmente se cree que los niveles de BPA varian entre hombres y
mujeres, y/o con varios sindromes o enfermedades relacionadas con las
hormonas, incluyendo sindrome de ovarios poliquisticos y obesidad, los cuales
han sido inducidos en animales de experimentacion mediante exposicion a
bajas dosis de BPA.

Lo cierto es que numerosos productos de consumo contienen y liberan BPA. El
contenido en BPA ha sido medido en contenedores de comida, resinas epoxi,
plasticos, biberones y selladores dentales, y las tasas de liberacion han sido
medidas desde muchos de esos productos bajo condiciones normales de uso.
BPA ha sido detectado en un amplio rango de alimentos envasados en latas
con resinas epoxi. Ademas, ha sido descrito como un contaminante habitual en
agua potable, agua de rio, aguas residuales, aire y particulas de polvo. En
conjunto, estos estudios indican que la exposicibn a BPA es generalizada, y
tiene su origen en muy variadas fuentes en el medio ambiente. Hay numerosos
estudios que han facilitado estimaciones de la exposicion actual a través de
productos de consumo. Estos estudios han servido para definir que la
exposicibn humana oscila entre <1 pg/kg/dia y 5 pg /kg/dia (0,325
mg/dia/adulto). Sin embargo, modelos toxicolégicos han sugerido que se
requiere una ingesta oral superior a 100 mg/kg/adulto para explicar los niveles
circulantes en humanos hasta ahora publicados. No obstante, el hallazgo de
BPA en la mayoria de los individuos demuestra que estos estan expuestos a
BPA de manera continua y a través de vias de exposicion diversas. En relacion
con los niveles medibles de BPA que se han detectado en sangre humana y
orina, Welshons y cols., sugieren dos cuestiones importantes a tener en

cuenta:

1) La exposicion a BPA debe ser mucho mayor de lo que se ha sugerido.

2) A largo plazo, la exposicién continua ocasionaria bioacumulacion de
BPA, lo que supone niveles de BPA que no estan representados por
ninguno de los actuales modelos de metabolismo de BPA propuestos,

basados en administraciones agudas y Unicas (Welshons, 2006).
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Los niveles de BPA medidos en suero humano, orina y otros tejidos, estan

dentro del rango descrito como causante de efectos en animales de laboratorio,

asi como en ensayos in vitro. Por lo tanto, es perfectamente plausible, e incluso

probable, que estos niveles sean biolégicamente activos en humanos, con

potencial obvio de causar enfermedades 0 disfunciones particulares.

Conocemos algunas iniciativas decididas, como la del Gobierno de Canada

(Health Canada, 2008), y en ambito mas local, la del Departamento de Salud

Publica del Estado de Massachusets (USA) y la del Centro de Investigacion y

Politica Ambiental del Estado de California (USA). Pero es necesaria una toma

de postura general por parte de Gobiernos y legisladores, encaminada a:

1)

2)

3)

4)

Facilitar informacion a los consumidores acerca de la existencia de
BPA y sus efectos potenciales, asi como de las fuentes de exposicién
mas cercanas y habituales.

Dictar normas que obliguen a fabricantes y proveedores a avisar de
la existencia del polimero en sus productos, fundamentalmente en
productos para alimentacién, e inexcusablemente, en productos para
nutricion y uso por parte de la poblacion infantil.

Incentivar la fabricacion alternativa de envases o productos que no lo
contengan.

Promover la investigacion en este campo. Caracterizar las vias de
exposicion y los niveles individuales de los contaminantes
ambientales mas habituales con efectos sobre la salud, permitira
monitorizar los niveles en la poblacion general en diversas zonas
geograficas. El estudio conjunto de la predisposicion genética, la
exposicion ambiental y la nutricion, junto con el contexto social,
familiar y los estilos de vida, permitiran identificar factores predictores
de riesgo para la salud, asi como desarrollar medidas preventivas

adecuadas.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La relacion existente entre exposicion a sustancias quimicas con actividad
hormonal (disruptores endocrinos-DE) a lo largo de la vida, especialmente en
periodos de susceptibilidad particular como el periodo pre y postnatal, y la
aparicion de patologias en la vida adulta, constituye un problema complejo y de
dificil enjuiciamiento. En primer lugar, porque la exposicion del ser humano a
DE puede ser tanto de caracter ocupacional como ambiental, en el sentido mas
amplio del término, y ocurre a través de multiples vias, incluyendo el agua, la
comida, el aire, el contacto con el suelo, o mediante el uso de productos de
aseo personal. Ademas, en algunos casos, la via de exposicién puede no ser
evidente —exposicién inadvertida-, o que limita la identificacion de la fuente y
se une a la dificultad de encontrar poblaciones totalmente libres de exposicion,
que sirvan de referencia. La evaluacion del riesgo de exposicion del nifio define
el ambito del conocimiento cientifico en el que se enmarca la investigacion

propuesta.

En segundo lugar, porque el establecimiento de una relacion de causalidad
entre exposicién a DE y enfermedad no es sencillo, a pesar de la demostracion
fehaciente de exposicion humana. También es cierto que la demostracion del
efecto de los DE sobre la salud se ha limitado al estudio de enfermedades
complejas, de causa multifactorial y con prolongados tiempos de latencia, en
las cuales la exposicidon a DE es un factor mas, no exclusivo ni excluyente, en

la etiologia de la enfermedad.

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion han permitido establecer un
protocolo de evaluacion de la exposicién a DE, que ha sido de utilidad en el

estudio de enfermedades de base hormonal, como el cancer de mama o
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algunas malformaciones congénitas (criptorquidia e hipospadias). Tanto la
medida de compuestos quimicos de forma individualizada, como la estimacion
de la actividad hormonal resultante en los extractos titulares, son dos formas
igualmente utiles de aproximacion a la estimacion de la exposicion. Mediante la
cuantificacion quimica de algunos residuos, es posible conocer el nivel de
exposicién, identificar los compuestos quimicos mas frecuentes en la poblaciéon
de estudio, incluidos los factores que la han condicionado, y establecer un

procedimiento de seguimiento de las fuentes de exposicion.

El presente estudio se enmarca dentro de los objetivos planteados en el
proyecto de investigacidn “Evaluacion de la exposicion a xenoestrogenos en
poblacion infantil de la provincia de Granada, e identificacion de factores
asociados a la exposicion” llevado a cabo por un grupo multidisciplinar de
clinicos, investigadores basicos y epidemidlogos de distintas instituciones,
financiado por la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia (Proyecto n°
202/04), por la Red de Excelencia del VI Programa Marco de la Unién Europea
“CASCADE” (Proyecto FOOD-CT-2003-506319), y por el proyecto europeo del
VI Programa Marco “CONTAMED” (Proyecto ENV-212502). La consecucién de
los objetivos del Proyecto pretende contribuir a la determinacion del grado de
exposicion y al esclarecimiento de las vias por las cuales esta exposicion
ocurre, para el compuesto quimico bisfenol-A y sus derivados clorados,

clasificados como disruptores endocrinos.

II.1. Hipébtesis

La poblacion infantil andaluza ha estado y estad expuesta a compuestos
qguimicos DE, principalmente a través de la alimentacion, pudiéndose acumular
estos compuestos en los tejidos corporales, dependiendo de su carga lipidica,
por lo que el muestreo de tejido adiposo y sangre pueden ser buenos
indicadores de exposicion humana. Ademas, las propiedades mismas de cada
uno de los contaminantes ambientales, en lo que se refiere a su lipofilicidad, asi
como las caracteristicas personales —edad, sexo, entorno, alimentacion,

patologia, entre otros- determinan la magnitud de la exposicion.
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[1.2. Objetivos

[1.2.1. Objetivo General:

- Caracterizar el grado de exposicion a compuestos quimicos con reconocido
caracter estrogénico, bisfenol-A y derivados clorados, en una muestra de la
poblacién infantil, de edad comprendida entre 1 y 14 afios, de la provincia de

Granada.

[1.2.2. Objetivos especificos:

- Describir el nivel de exposicion individual en la poblacion infantil, atendida en
el Servicio de Cirugia Pediatrica del Hospital Universitario “Virgen de las
Nieves” de Granada, mediante la caracterizacibn quimica en muestras

bioldgicas de suero y tejido adiposo

- Identificar los principales factores asociados a la exposicion a bisfenol-A y
derivados clorados en esta poblacion, analizando la asociacion de los
pardmetros de exposicibn determinados con las caracteristicas
sociodemogréficas, el estilo de vida, las condiciones de salud y los habitos

alimentarios.
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lll. MATERIAL Y METODOS

l1I.1. DISENO DEL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

[11.1.1. Tipo de estudio

Con el objeto de alcanzar los objetivos planteados, anteriormente descritos, se
disefié un estudio transversal descriptivo sobre una muestra de poblacion de
base hospitalaria que acudié al servicio de Cirugia Pediatrica del hospital de
referencia de la provincia de Granada, entre junio de 2004 y enero de 2006.

El estudio se llevé a cabo sobre una muestra de poblacién del area geografica
definida por el hospital de reclutamiento: el Hospital Universitario “Virgen de las
Nieves” de Granada (HUVN).

Inicialmente se realiz6 un estudio piloto, en el mismo hospital, sobre 25
pacientes, para comprobar la coordinacién entre el personal investigador, la
viabilidad de la metodologia y la obtencién de datos preliminares de la

poblacién, que permitieran una mejor planificacién del estudio.

111.1.2. Poblacién de referencia

Poblacién infantil de la provincia de Granada y parte de la provincia de Jaén,
correspondiente esta al municipio de Alcala la Real, ya que la poblacion de
este municipio de Jaén acude habitualmente al hospital en Granada, por

razones de proximidad geografica, comunicaciones y costumbre.
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111.1.3. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio elegible fue sujetos de ambos sexos de edad inferior a
14 afios que acude al servicio de Cirugia Pediatrica del Hospital Universitario
“Virgen de las Nieves”, procurando maxima representatividad de diferentes
grupos de edad, sexo y patologia de intervencién. La muestra de poblacién se
recogio teniendo en cuenta los criterios de inclusién establecidos, ademas de
acceder voluntariamente a participar en el estudio, firmando para ello el

consentimiento informado.

Como causas de inclusidn se establecieron las siguientes:
- Sujetos de ambos sexos
- Edad inferior a 14 afos
- Patologia susceptible de intervencion quirargica en el servicio de Cirugia
Pediatrica del Hospital Universitario “Virgen de las Nieves”

- Aceptacién a participar en el estudio

Como causas de exclusién se establecieron las siguientes:
- Recién nacidos prematuros, cuya intervencion fuera realizada en el periodo
neonatal
- Enfermedad neoplasica
- Sindromes polimalformativos

- Negativa a patrticipar en el estudio

l11.1.4. Tamaio muestral

Para la realizacion del estudio se seleccion6 una muestra de 125 nifios de
ambos sexos. Este tamafio muestral se establecié conforme a criterios de
factibilidad de captacion de sujetos en el servicio de Cirugia Pediatrica durante
el periodo de estudio establecido, y de operatividad economica y de tiempo
preciso para el procesamiento de los analisis quimicos y biolégicos, asi como

para construir modelos con un nimero razonable de variables predictoras.
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Debido al desconocimiento previo de los valores de exposicion de la poblacion
infantil, esta informacion no pudo ser utilizada en la estimacion del tamafio

muestral.

De los 120 nifios contactados, 14 padres o tutores no estuvieron de acuerdo en
participar en el estudio (11,7%), y 27 (21,6%) no pudieron ser finalmente
incluidos, por defecto de recogida de informacion o de la muestra de tejido
adiposo. La muestra final fue de 79 nifios (65,8%). Sin embargo, para las

determinaciones analiticas en sangre, la muestra final fue de 61 (50,8%).

111.1.5. Procedimiento de muestreo

El responsable del Servicio de Cirugia Pediatrica entregaba al investigador el
calendario de citas semanal con el listado de intervenciones de cirugia mayor
ambulatoria pediatrica programadas y las encuestas a cumplimentar. Al
padre/madre/tutor de cada paciente se le entregaba una hoja de presentacion
del proyecto (Ver Anexos) y eran informados de los objetivos y procedimiento
del estudio, solicitando su participacion. La colaboracién en el estudio
significaba responder al cuestionario, consentir que se obtuviera alguna
informacion de su historia clinica y acceder a que en la intervencion quirdrgica
se obtuvieran muestras de sangre y tejido adiposo. Si el padre/madre/tutor del
paciente no queria participar, se rellenaba la hoja de no respuesta, incluida en
la misma encuesta. Si accedia, se realizaba la encuesta durante la estancia del
paciente en el hospital. Al tratarse de cirugia mayor ambulatoria, de estancia
hospitalaria minima, con relativa frecuencia los responsables del paciente no
rellenaron la encuesta por marcharse del hospital antes de que el entrevistador

pudiera realizarla, lo que fue interpretado como rechazo a la participacion.

111.1.6. Variables de estudio

[11.1.6.1. Variable dependiente
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La variable dependiente viene determinada por el grado de exposicion a
Bisphenol A (BPA) y derivados clorados, de los individuos incluidos en el

estudio. Se define como:

- Valoraciéon de la exposicion mediante la caracterizacion quimica de las
muestras de suero y de tejido adiposo. En el acto operatorio, y
aprovechando la via para la anestesia, se obtuvo una muestra de sangre
de 10 ml, salvo que existiera alguna circunstancia o contraindicacién que
desaconsejara este procedimiento. Durante la intervencion se extrajo,
ademds, una muestra de aproximadamente 0,5 g de tejido adiposo,
procedente del tejido celular subcutaneo de las inmediaciones de la
herida quirdrgica. Ambas muestras se identificaban y se congelaban a —
80°C, almacenandose hasta el momento de su procesamiento. Tanto en
la muestra de grasa como en la muestra de sangre se realizd un analisis
quimico para la identificacion y cuantificacion de BPA y derivados
clorados, seleccionados por haber sido identificados como disruptores

endocrinos.

[11.1.6.2. Variables independientes

La informacion referente a factores asociados a la exposicion se obtuvo
mediante cuestionario epidemiolégico ad hoc, realizado en el curso de una
entrevista especifica a cada familia. Las entrevistas fueron realizadas por una
Gnica persona entrenada para tal fin, una vez obtenida, directamente de los
cirujanos, informacion acerca de los pacientes candidatos y de su disposicién a
participar en el estudio. El cuestionario utilizado, previamente validado en el
estudio piloto, busco informacion acerca de los factores que pudieran influir en
las concentraciones obtenidas de BPA, separando las fuentes de exposicion en

grupos diferentes segun su naturaleza.

El cuestionario (ver Anexo) estaba dividido en las siguientes secciones:

Hoja de no respuesta:
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Se recogia informacibn minima acerca de si habia sido informado
previamente sobre el estudio, y del motivo por el cual no queria participar.
Ademas, se recogid informacién acerca del sexo, edad y motivo de la

intervencion de estos sujetos.

Caracteristicas socio-demograficas del sujeto de estudio:
- Fecha de nacimiento
- Sexo
- Residencia actual, tiempo de residencia y proximidad a zonas agricolas y/o
industriales, asi como a invernaderos,
- Residencias a lo largo de la vida, tiempo vivido en cada una de ellas y
proximidad de éstas a zonas agricolas y/o industriales, asi como a
invernaderos.
- Segunda/s residencia/s, tiempo vivido en cada una y proximidad de éstas a

zonas agricolas y/o industriales, asi como a invernaderos.

Caracteristicas antropométricas del sujeto de estudio:
- Peso y talla, asi como superficie corporal e indice de masa corporal,
calculados a partir de los datos obtenidos de peso y talla.
- Existencia de pérdida importante de peso, por parte del paciente, en los

ultimos 12 meses.

Condiciones de salud del sujeto de estudio:
- Enfermedades padecidas y/o actuales
- Frecuencia de visita al dentista, nimero y tipo de empastes dentales, y
tiempo transcurrido desde que le implantaron el Gltimo empaste (meses)
- Consumo de medicamentos durante los ultimos 3 meses y especificamente

durante la Ultima semana, asi como la causa que les llevo a tomarlos.

Aspectos relacionados con la dieta del sujeto de estudio:
- Tipo y cantidad de agua ingerida diariamente, asi como el tipo de agua
usado para cocinar.
- Tipo y cantidad semanal ingerida de diversos grupos de alimentos (carne,
pescado, lacteos, vegetales, frutas y verduras)
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- Numero de latas de conserva ingeridas semanalmente.

- Variaciones en la dieta durante el tltimo afio.

Historia reproductiva de la madre:
- Numero de embarazos y de hijos
- Lugar que ocupa el sujeto de estudio (primipara o multipara)
- Problemas de salud de algun hijo al nacer.

- Tiempo de lactancia

Estilo de vida de los progenitores:
- Nivel de estudios del padre y de la madre.
- Actividad laboral del padre y de la madre.
- Ocupaciéon de los progenitores durante el embarazo de los sujetos de
estudio
- Habito tabaquico actual y pasado del padre y de la madre
- Consumo de alcohol, evaluado atendiendo al numero de bebidas

alcohdlicas ingeridas por semana.

Otras variables de los progenitores:

- Exposicién percibida a compuestos quimicos. Sepidié a los padres que
realizaran una estimaciéon del promedio de horas semanales durante las cuales
estaban en contacto con determinados productos quimicos, y el lugar donde

solia ocurrir dicha exposicion.

l11.2. METODOLOGIA QUIMICO-ANALITICA

[11.2.1. Obtencién y codificacion de las muestras de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo fueron obtenidas en quiréfano, durante la

intervencién quirdrgica. El peso aproximado de las muestras fue de 0,5 gramos.
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Los cirujanos extrajeron las muestras siguiendo el protocolo aprobado

previamente por el Comité de Etica del HUVN.

Las muestras de grasa fueron almacenadas en tubos de cristal y mantenidas a
una temperatura de -80°C hasta el momento de su procesado analitico. Cada
una de las muestras fue identificada siguiendo una codificacion numérica, con
el objeto de que fuera imposible relacionarlas con el sujeto de estudio durante

el andlisis quimico y/o estadistico, como parte del protocolo de anonimizacion.

[11.2.2 Obtencion y codificacion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante venopuncién cubital por
personal adiestrado para la extraccion de muestras biologicas. El volumen de
sangre extraida fue de 10 ml lo que aseguraba un volumen de suero suficiente

para la realizacion de toda la analitica necesaria en este estudio.

Tras la recoleccion, las muestras de sangre fueron centrifugadas para la
obtencién del suero que posteriormente fue transvasado a viales de
congelacion codificados y mantenidos a -80°C hasta su analisis. El volumen

aproximado de suero obtenido tras la centrifugacién fue de 4 ml.

[11.2.3 Preparacion, extraccion y derivatizacion quimica de las muestras de

tejido adiposo

Antes de efectuar el andlisis quimico de las muestras fue necesario someterlas
a un proceso de preparacion, extraccion y derivatizacion quimica, con el objeto
de aislar los compuestos quimicos de interés del resto de sustancias presentes

en las mismas.

Previamente a la extraccion, las muestras se descongelaron hasta temperatura
ambiente, en bafio de hielo. Para la extraccion de los compuestos a partir de

las muestras de tejido adiposo, se ha desarrollado una metodologia basada en
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el método validado en trabajos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion (Zafra et al., 2003; del Olmo et al., 2005; Ballesteros et al., 2006).

Para cada muestra, se siguio el protocolo que se detalla a continuacion:

Preparacion de la muestra:
- Se pesa entre 0,2-0,3 g de muestra de tejido adiposo previamente
descongelada.
- Se homogeniza la muestra con 6 ml de n-hexano empleando para ello un
homogenizador de piston.
- A continuacién se afiaden 2 ml de acetonitrilo a esta mezcla, y después de
agitar durante 3 min, el sobrenadante se separa y se lleva completamente a
sequedad en corriente de nitrégeno (extracto seco).
- Con anterioridad a la extraccion, las mustras de tejido adiposo se
fortificaron con 15 ml de una disolucion acuosa que contiene bisfenol F

(BPF), compuesto empleado como patrén interno.

Limpieza y preconcentracion de la muestra mediante cartuchos de extraccion
en fase sélida (SPE):
- Los cartuchos de SPE empleados fueron los AccuBONDII ODS-C18 (silica-
based bonded C18 cartridges, Agilent Technologies, Waldbron, Germany).
Se acondicionan previamente afadiéndoles 3 ml de dietiléter, 3 ml de
metanol y 3 ml de agua destilada, a una velocidad de 1-2 ml/min.
- Posteriormente se procede a la carga con la disolucién preparada
previamente por redisolucion del extracto seco con 15 ml de agua
desionizada. Se pasa a través del cartucho a un flujo de 1-2 ml/min.
- A continuacion los cartuchos se secan al vacio durante 20 min.
- Para eluir el BPA y sus derivados clorados, se afiaden a los cartuchos 3 ml
de una mezcla eluyente formada por dietiléter/metanol (9:1, v/v) a un flujo de
1 ml/min. Finalmente, el eluato es evaporado hasta sequedad bajo corriente

de nitrégeno.

Derivatizacion de la muestra:
Al eluato seco anterior se afiaden 120 ul de acetato de etilo y 30 ul de
BSTFA/TMCS [N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) y trimetilcloro
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silano (TMCS)] (1:1, v/v) en un vial de reaccion con objeto de reconstituir el
residuo obtenido y llevar a cabo la reaccién de derivatizacion. Estos tubos se
cierran y se calientan a 60 °C durante 30 min. Una vez que el proceso de
derivatizacion se ha completado se transfiere a un inserto, de 250 pl de
capacidad, situado en el interior de un vial de 2 ml. Finalmente, 2 ul de esta
mezcla es inyectada en el cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (CG-EM).

[11.2.4 Preparacion, extraccion y derivatizacion quimica de las muestras de

suero

[11.2.4.1 Extraccién liquido-liquido

Se toma una alicuota de 0.4 mL de suero y se mezcla con 0.6 mL de agua
desionizada. La mezcla se agita durante 1 min y posteriormente se le afiade 3
mL de acetonitrilo. Tras agitar durante 1 min, la capa liquida superior o

sobrenadante, se transfiere a un nuevo tubo.

[11.2.4.2 Extraccion en fase sdélida (SPE)

El extracto se lleva a sequedad, bajo corriente de nitrégeno y se reconstituye
afiadiendo de nuevo 3 ml de agua desionizada. El volumen resultante se pasa
a través de una columna/cartucho C-18 (Isolute C-18 cartridges) para limpiar de
posibles impurezas que pudieran interferir  posteriormente. Las
columna/cartucho C-18 se acondicionan previamente con 3 mL de dietil éter, 3
mL de metanol y 3 mL agua desionizada con un flujo de 1-2 mL/min. Una vez
acondicionadas, las columna/cartucho se secan mediante vacio durante 10

min.

Los analitos se eluyen de las columna/cartucho con 3 mL de una mezcla
formada por dietil eter/metanol (90:10 v/v) y se llevan a sequedad bajo corriente
de nitrégeno. El residuo se reconstituye con 150 yL de una mezcla formada por
metanol-agua (80:20 v/v), de los cuales 40 pL se inyectan en el cromatografo
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de liquido, acoplado en tandem con el espectrometro de masas (LC/MS/MS) y
20 pL se inyectan en el cromatdgrafo de liquido con detector de fluorescencia
(LC-FLD).

[11.2.5. Cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) para
muestras de tejido adiposo

Las determinaciones analiticas se llevaron a cabo en el Departamento de

Quimica Analitica de la Universidad de Granada.

Todos los reactivos empleados a lo largo del proceso de preparacion,
extraccion y derivatizacion fueron de la maxima pureza. El agua destilada se
obtuvo mediante el empleo de un sistema Millipore (18.2 MQ/cm) con Milli-Q
plus (Millipore, Bedford, USA). Todos los reactivos, metanol, hexano, etanol,
acetato de etilo, dietiléter y acetonitrilo, fueron suministrados por Panreac
(Barcelona, Espafa). Se analizaron para comprobar que no estaban
contaminados o contenian alguna traza de los compuestos objeto de estudio,
es decir, BPA y derivados clorados. Bisfenol-F (BPF) y BPA fueron adquiridos
en Sigma—Aldrich (Madrid, Espafia). Monocloro-, dicloro- y tricloro-bisfenol A
(BPACI, BPACI, y BPACI3) fueron sintetizados en el Departamento de Quimica
Analitica de la Universidad de Granada.

Se prepararon disoluciones estandar de cada uno de los compuestos
estudiados con una concentracién de 100 mg/L en n-hexano y se almacenaron
en tubos de vidrio opaco a 4 °C hasta que su uso fue requerido,
permaneciendo estables durante al menos tres meses. Estas disoluciones se
emplearon para fortificar las muestras de tejido adiposo problema. La mezcla
N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) y trimetilclorosilano (TMCS)
(99:1, vlv), suministrada por Supelco (Bellefonte, PA, USA), fue utilizada como

reactivo de silanizacion.
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[11.2.5.1. Método Cromatografico

Para el analisis quimico se empled un sistema CG-EM compuesto por un
cromatografo de gases serie 6890 Agilent (Agilent Technologies, Wilmington,
USA), equipado con inyector automatico que puede trabajar con/sin division de
flujo, modelo 7683, y acoplado un detector cuadrupolo serie 5976 (del Olmo et
al., 2005).

Se us6 una columna capilar, de silice, modelo ZB-5 MS Zebron (30 m x 0,25
mm, 0,25 um) de Phenomenex. Como gas portador se emple6 He (pureza
99,999%) a un flujo constante de 1 ml/min. La temperatura inicial del horno fue

120 °C. El programa de temperaturas para el horno se resume en la Tabla Ill.1.

Tabla lll.1 Programacion de temperaturas del cromatografo

Temp (°C) Rate (°C/min) Hold (min) Total (min)
120 - 2 2,0
230 30 2 7,7
270 40 6 14,7
300 90 5,6 21,04

El detector operd en modo full-scan de m/z 50 a 550 para las determinaciones
cualitativas y en modo SIM (selection ion-monitoring) para las determinaciones
cuantitativas. El espectrometro de masas se calibr6 diariamente utilizando
perfluorotributilamina (PFTBA) como estandar de calibracién. El software
HPCHEM fue usado para la adquisicion e integracion. El puerto de inyeccion
operd a 250 °C. Las muestras silanizadas fueron automaticamente inyectadas
en modo de splitless (sin divisor de flujo). La linea de transferencia del
cromatografo de gases al espectrometro de masas oper6 a 270 °C, y la fuente

de ionizacion a 250 °C. La energia de ionizacion fue de 70 eV. El tiempo de
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solvent delay usado para proteger al espectrometro de masas de la saturacion

fue de 4 min.

[11.2.5.2. Método del patron interno

Para identificar de forma cuantitativa los compuestos quimicos se sigui6 la
metodologia del patron interno. El patron interno utilizado fue BPF, ya que se
trata de una de las sustancias quimicas que mejor se adaptan al concepto de
patréon interno para la determinacion de los compuestos quimicos

seleccionados para este estudio, porque:

- Eluye proximo a los picos de interés, pero esta bien resuelto sin interferir
con ellos

- Es quimicamente similar a los analitos y no reacciona con ninguno de los
compuestos evaluados (BPA y derivados clorados) ni otros componentes de la
muestra

- Como cualquier estandar, esta disponible en forma pura (99%)

- Este compuesto se extrae eficientemente de las muestras de tejido adiposo
con una recuperacion media del 98,4%

La reproducibilidad para el patrén interno fue excelente y la curva de calibrado

tuvo un ajuste r? = 0,992.

111.2.5.3. Calibracién

Las curvas de calibracién se construyeron usando la relacion entre el area de
pico correspondiente del analito y la concentracion del mismo. Se prepararon
una serie de tubos, pesando 0,2 gramos de tejido adiposo libre de los analitos
(se comprobd previamente) y se fortifico el dia anterior al analisis
(aproximadamente 24 horas antes). Se prepararon cinco niveles de
concentracion por duplicado y se dejé secar al aire el volumen sobrenadante.
Se aplicd el procedimiento de tratamiento de muestra y el procedimiento de

derivatizacién previamente descrito y se inyectd en el GC-MS trabajando en
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modo SIM. La linealidad de las gréaficas de calibracion fueron calculadas de
acuerdo al Analytical Methods Comité (AMC, 1994).

La Tabla Ill.2 muestra los pardmetros que definen la curva de calibrado, junto

a los coeficientes de correlacion.

Tabla 1.2 Ecuacion de la recta y coeficientes de correlacion para cada uno

de los compuestos analizados en tejido adiposo

Compuesto Curva de calibrado r
BPA y =0,2933 + 0,0120x 0,9763
BPA CI y = 0,0453 + 0,0170x 0,9768
BPA Cl, y = 0,0331 + 0,0060x 0,9864
BPA Cl; y = 0,0467 + 0,0170x 0,9778
BPA Cl, y = 0,0081 + 0,0040x 0,9678

111.2.5.4. Validacion del método

La metodologia fue validada mediante estudios de recuperacion de muestras
fortificadas. La recuperacion de BPA y sus derivados clorados estuvo
comprendida entre el 91,3 y el 100,4%, con valores medios del 96,4% para
BPA, 94,4% para BPACI, del 97,3% para BPACI,, y del 96,7% para BPACIs.

[11.2.5.5. Limites de Deteccion y Cuantificacion

La determinacion de los limites de deteccién y cuantificacidon se realizé en base

a la definicién de McDougall (McDougall et al., 1980).

El limite de deteccion se define como un nimero expresado en unidades de
concentracion (o cantidad) que describe el nivel mas bajo de concentracién (o
cantidad) de un elemento que se puede determinar analiticamente (Long et al.,
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1983). También se define como la “concentracion neta minima detectable”
(equivalente al limite de deteccion), o como la concentracién (o cantidad) neta
verdadera de analito en el material sujeto a analisis que conducira a la
conclusién de que la concentracion (o cantidad) de analito en el material

analizado es mayor que la de un blanco.

El limite de cuantificacion es la concentracién minima que se puede determinar
con garantia en cuanto a su exactitud. A partir de este valor, se establece el
intervalo lineal que corresponde al rango de concentraciones para las que se
ha establecido su relacién con la respuesta instrumental y que, por tanto, dara
lugar al intervalo de trabajo en el que podemos trabajar cuantitativamente con
la técnica. Es la cantidad mas baja de analito que puede ser determinada con
precision aceptable. Se define como la concentracion correspondiente a una
sefial de magnitud igual al blanco mas tres veces la desviacion estandar del

blanco.

Los limites de deteccién y cuantificacibon para cada compuesto quimico

analizado se detallan en la Tabla I11.3.

Tabla lll.3 Limites de deteccién y cuantificacién de cada uno de los

compuestos analizados

Limite de Limite de
Compuesto deteccion cuantificacion
LD (ug/L) LQ (ng/L)
BPA 3,3 11,1
BPA ClI 3,2 10,9
BPA Cl, 2,5 8,3
BPA Cl; 3,2 10,7
BPA Cl, 3,9 13,0
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[11.2.5.6. Cuantificacion quimica en muestras de tejido adiposo

Las 79 muestras de tejido adiposo obtenidas se sometieron al proceso de
extraccion previamente descrito. Cada extracto seco se resuspendio en la
mezcla silanizante, y se llevd a cabo la reaccion de derivatizacion. Una vez
terminada la derivatizacion, se inyectaron 2 ul en el CG-EM en modo SIM para
determinar la concentracion de los compuestos de interés por interpolacion
sobre las curvas de calibracion del cociente entre el area de analito y el area
del patrén interno.
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Figura lll.1 Cromatograma de los compuestos analizados

[11.2.6. Cromatografia de liquido-espectometria de masas (CL-EM/EM) para
muestras de suero

[11.2.6.1. Método cromatografico

- Parametros del equipo CL/EM/EM
La identificaciébn y cuantificacion de BPA y derivados clorados (monocloro,
dicloro, y tricloro bisfenol A) en muestras de suero, se llevo a cabo usando un
cromatografo de liquidos, serie 1200, de Agilent Technologies, en tandem con
un espectrometro de masas triple-quadrupolo, de APl 2000 (PE SCIEX)
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equipado con una interfase de ionizacibn mediante electrospray (ESI),
trabajando a 500 °C.

La separacion cromatografica se realiz6 con una columna ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (caracteristicas: 50 mm x 4.6 mm, 1.8 pm). Los parametros
cromatograficos (composicion y flujo de la fase mévil), asi como los pardmetros
operativos de la interfase de ionizacion fueron optimizados. Las condiciones
Optimas de trabajo fueron las siguientes: elucién isocratica con la mezcla
formada por metanol y agua (80:20, v/v) como fase movil, a una presion
constante y un flujo de 0,4 mL-min-1. La interfase ESI oper6é en modo negativo.
Las condiciones del espectrometro de masas se optimizaron para cada
compuesto (ver Tabla Ill.4). El gas cortina se mantuvo a 45 L/h, el gas de las
fuentes idnicas 1y 2 a 60 y 50 L/h, respectivamente, y el gas de colision a 2
L/h. En la Tabla IIl.5 se reflejan, asi mismo, las transiciones registradas para

cada analito, los tiempos de retencion y los potenciales instrumentales.

Tabla Ill.4 Condiciones del espectrometro de masas para los compuestos de

interés

TR

Compuesto Q1 Q3 DP FP EP CE CXP (min)

227.1 212.3 -28 -400 -9 -40 -18
BPA 227.1 133.4 -28 -400 -9 -40 -18 —

CIBPA 261.1 182.5 =S -400 -10 -36 -27 2.17
BPACI, 295.1 244.5 -48 -400 -10 -29 -37 2.60
BPACI; 320.1 250.5 -42 -400 -11 -31 -34 3.32
BPACI, 365.1 314.5 -54 -330 -9 -18 -17 4.33

DP: Potencial de desagrupacién; FP: Potencial de focalizacién; EP: Entrada de potencial; CE: Energia de colision;

CXP: Potencial de salida de la célula de colision; TR: Tiempo de retencion.

- Pardmetros del equipo CL con detector de FLuorescencia (CC/DFL)
La identificacion y cuantificacion cromatografica de BPA en muestras de suero,
se llevé también a cabo usando un cromatégrafo de liquidos, serie 1200, de

86



Material y métodos

Agilent Technologies, utilizando una columna C-18 (XBridge C18 Column) de
las siguientes caracteristicas: 150 mmx4.6 mm i.d., 5 ym de tamafo de
particula). El detector de fluorescencia trabajé a unas longitudes de onda de
excitacion y emision de 228 nm y 300 nm, respectivamente. Tanto los estandar
como las muestras se separaron mediante elucién isocratica, utilizando como
fase movil la mezcla formada por 70% de metanol (solvente A) y 30% de agua
(solvente B). El flujo se establecié en 0,8 mL-min-1 y el volumen de inyeccién
fue de 20 uL. La temperatura de la columna se mantuvo a 40 °C. El tiempo total
del analisis cromatografico fue de 10 min con un tiempo de post-

acondicionamiento de 5 min.

Como patron interno se utilizo Bisfenol F (BPF), y las curvas de calibracion se
construyeron usando la relacion entre el area de pico correspondiente al analito

y la concentracion del mismo.

- Pardmetros analiticos
Los parametros analiticos calculados fueron los siguientes: pendiente y
ordenada en el origen, coeficiente de determinacién, rango dinamico lineal
(LDR) y precision determinada como desviacion estandar relativa (RSD); el
limite de deteccion (LD) oscilé6 en el rango 1,3 a 7,8 pg-L™* y el limite de
cuantificacion (LQ) entre 4,3 y 26,1 pg-L™, cuando se realiz6 la identificacién y
cuantificacion de BPA y derivados clorados (monocloro, dicloro, tricloro y
tetracloro bisfenol A) en muestras de suero, usando un cromatografo de
liquidos en tAndem con un espectrometro de masas triple-quadrupolo. El limite
de deteccién (LD) fue de 5,9 pg-L™* y el de cuantificacién de 19,5 pg-L™ cuando

se us6 un cromatografo de liquidos con detector de fluorescencia (Tabla Il1.5).

111.2.6.2. Calibracién

La Tabla 1ll.5 muestra los pardmetros de la curva de calibrado y los

correspondientes coeficientes de correlacion.

Tabla Ill.5 Ecuacion de la recta y coeficientes de correlacion para cada uno de

los compuestos analizados en suero
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Compuesto Curva de calibrado r
BPA y =-910,7 + 240,4x 0,9865
BPACI y = 832,0 + 302,3x 0,9815
BPACI, y =-3611,4 + 1162,4x 0,9994
BPACI; y = 3307,7 + 1529,0x 0,9899
BPACI, y =1538,4 + 561,47x 0,9855

[11.2.6.3. Validacion del método

La metodologia fue validada mediante estudios de recuperacion de muestras
fortificada. La recuperacion de BPA y sus derivados clorados estuvo
comprendida entre el 60,0 y el 110,0%.

[11.2.6.4. Limites de deteccidon y cuantificacion

Los limites de deteccidn y cuantificacién se detallan en la Tabla III.6.

Tabla 1ll.6 Limites de deteccion y cuantificacién de cada uno de los

compuestos analizados (LC/MS/MS)

Limite de Limite de
Compuesto deteccidn cuantificacion
LD (ug/L) LQ (ng/L)
BPA 6,7 22,2
BPA CI 7,8 26,1
BPA ClI, 1,3 4,3
BPA Cl; 57 19,1
BPA Cl, 6,9 23,1
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[11.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo usando el programa
informatico SPSS v18.00 (SPSS, Chicago, IL, USA) y el programa R v2.10.1.

Para el estudio de las concentraciones de los compuestos medidos, cuando un
dato de concentracion cromatografica estaba situado por debajo del limite de
deteccion (LD), este era sustituido por un nimero aleatorio comprendido entre

0y el limite de deteccidn para ese compuesto.

Dada la distribuciéon no normal, todas las variables de los resultados analiticos
se transformaron en su logaritmo neperiano, con el objeto de aproximar lo mas

posible la distribucién de los resultados a la normalidad.

En el analisis bivariante, para evaluar las diferencias de concentraciones de los
compuestos quimicos investigados entre los diferentes grupos, se usaron las
pruebas no paramétricas de Mann-Whitney, de Kruskal Wallis y correlacion de

Spearman.

Para llevar a cabo el analisis de regresion multivariante se uso la técnica paso
a paso hacia atras, introduciendo primero todas las variables consideradas
como importantes en el modelo (aquellas que habian resultado con
significacién estadistica en el analisis bivariante y las consideradas de interés
en otros estudios epidemiolégicos similares) y eliminando progresivamente las
gue carecian de significacion estadistica. A su vez, se estudio la existencia de
posibles interacciones entre variables que pudieran influir sobre el modelo final.
Todas las variables que aparecen en este analisis se estudiaron previamente

mediante andlisis bivariante, aunque algunas de ellas fueron agrupadas en un
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namero menor de categorias para mejorar la interpretacion de los resultados

del anélisis.

Todas las variables susceptibles de relacion con la concentracion de BPA,
obtenidas a partir del cuestionario epidemiolégico e historia clinica, se
describen a continuaciébn. También se recogen las variables referentes al
andlisis quimico y biologico. En el capitulo de andlisis estadistico que se
muestra en el apartado de resultados de esta Tesis Doctoral, sélo se recogen
las variables que se consideraron relevantes sobre la concentracion de BPA,
tanto por los datos obtenidos en la revision bibliografica realizada para este
trabajo, como por el andlisis estadistico de los resultados realizado en el
presente estudio; por eso, algunas variables recogidas en el cuestionario

epidemioldgico no aparecen reflejadas en dicho analisis.

[11.3.1. Variables referentes a las caracteristicas sociodemograficas

- Edad: variable continua calculada como afios cumplidos hasta la fecha de
la intervencion. Para el andlisis multivariante, esta variable se centrd por su

valor medio con el objeto de mejorar la interpretacion de resultados.

- Sexo: variable dicotomica (nifio/nifia).

- Motivo de la intervencion quirdrgica: esta variable se recodifico en las

siguientes categorias: Hernia inguinal, Hidrocele y Otros.

- Nivel de estudios de los progenitores: esta variable se categorizd en: sin

estudios/primaria incompleta, estudios primaros, estudios secundarios/superior.

- Actividad laboral de los progenitores: se recodificO en forma de variables
dicotomicas (si/no) que explicaban el hecho de haber trabajado o no durante, al
menos 10 afios de su vida, en alguna actividad relacionada con cada una de
las cuatro categorias profesionales establecidas como potencialmente

relacionadas con exposicion a compuestos quimicos medioambientales.
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Debido a la naturaleza de esta remodificacion, un mismo sujeto puede estar

incluido en mas de una categoria “si” de estas variables.

- Proximidad de la residencia habitual a tres zonas de exposicion potencial a
compuestos quimicos medioambientales (agricultura, invernaderos, e industria:
Esta variable se recodificé de dos formas:

. Variable dicotomica (si/no): en funcién de haber declarado residir 0 no
cerca de cada una de las zonas de exposicion, considerandose que un
sujeto reside cerca de una zona cuando lo hace a una distancia inferior a
6 Km. Variable categoérica, en la que la distancia a zonas de exposicion
potencial se recodificé en las siguientes categorias: menos de 100

metros, entre 100 y 1000 metros, mas de 1000 metros.

- Actividad laboral de los progenitores durante el embarazo del sujeto de
estudio: se recogié en forma de dos variables:
. Actividad laboral de la madre, variable categédrica recodificada en las
siguientes categorias: ama de casa, actividad agricola, otros.
Actividad laboral del padre, variable categérica recodificada en las
siguientes categorias: construccion, actividad agricola, otros.

- Exposicion percibida a compuestos quimicos: se recogié, en forma de
variables dicotébmicas (si/no), si los sujetos consideraban estar o no expuestos
durante, al menos tres horas semanales, a cada uno de los productos quimicos

considerados como fuente potencial de exposicion.

[11.3.2. Variables referentes a las caracteristicas antropométricas

- Indice de Masa Corporal (IMC): variable continua calculada como el peso
(kilogramos) dividido entre la altura (metros) elevada al cuadrado. Para el
analisis multivariante, esta variable se centré por su valor medio, es decir, a
cada valor de IMC se le resto 27 Kg/m2, con objeto de facilitar la interpretacion
de resultados. Debido a que la variable IMC en nifios es dependiente tanto de
la edad del individuo como del sexo, de manera especial durante los primeros
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afos de vida, consideramos esta variable como IMC segun percentil, calculada
en funcion de las curvas de crecimiento espafiolas para nifios y nifias entre 0 y
16 afos. Esta variable fue categorizada por encima y por debajo del percentil
85 (< percentil 85 y = percentil 85) (Carrascosa et al., 2004).

[11.3.3. Variables referentes a la historia reproductiva de la madre

- Nomero de hijos: variable continua que indica el nUmero de hijos que la

mujer tiene en el momento de la intervencion.

- Numero de meses de lactancia: variable continua, se expres6é como la

media de los meses de lactancia para todos sus hijos.

- Hijo o hija con algun problema de salud al nacer: se recogié de forma
dicotomica (si/no), si alguno de sus hijos habia tenido algin problema de salud

en el momento del nacimiento.

- Uso de anticonceptivos orales (AO): variable dicotomica (si/no), en funcién

de si la mujer habia usado AO alguna vez en su vida.

[11.3.4. Variables referentes al estilo de vida de los padres

- Habito tabaquico: se recogio en forma de dos variables:
. Habito tabaquico actual, variable dicotomica (fumador/no fumador).

. Habito tabaquico pasado (no fumador/exfumador).

- Consumo de agua: variable continua que expresa el nimero de vasos de

agua ingeridos diariamente.

- Consumo de alimentos: se recogié en forma de variables categoricas el
consumo de diversos grupos de alimentos, dependiendo del grupo la

informacion se recogié en tres tipos de variables:
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. Consumo habitual de un grupo de alimentos: variable dicotémica (si/no).
El concepto de sujeto consumidor habitual se describe, para cada grupo
de alimentos, en el andlisis descriptivo del capitulo de Resultados.

. Frecuencia de consumo: variable categorica, se recoge la frecuencia
semanal de consumo de un tipo de alimentos. Las diferentes categorias
para cada grupo se explican en el andlisis descriptivo del capitulo de
Resultados.

. Tipo de alimento consumido: variable categorica, se usaba cuando,
dentro de un mismo grupo de alimentos, interesaba discriminar entre
varias categorias diferentes. Igual que en las anteriores, las diversas
categorias usadas para cada grupo de alimentos se detallan en el analisis

descriptivo del capitulo de Resultados.

[11.3.5. Variables del andlisis quimico

- Concentracion de cada uno de los compuestos analizados en el tejido
adiposo: variable cuantitativa continua expresada en ng/gramo de tejido (ng/g
tejido), obtenida para: BPA y BPACIx (BPACI, BPACI,, BPACI3, BPACI,).

- Concentracion de cada uno de los compuestos analizados en suero:
variable cuantitativa continua expresada en ng/mililitro de suero (ng/ml),
obtenida para: BPA y BPACIx (BPACI, BPACI,, BPACI; BPACI).

93



Bisfenol A en poblacion infantil

94



V. RESULTADOS

95



96



Resultados

IV. RESULTADOS

IV.1. PARTICIPACION, CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

IV. 1.1. Participacién

Durante el periodo de reclutamiento y recogida de informacion, mayo de 2005 a
enero de 2006, se identificaron un total de 120 pacientes susceptibles de
participar en el estudio. De este conjunto, un total de 14 personas (11,7%)
rechazaron participar. A todos los participantes se les solicité su consentimiento
informado. Para 27 (22,5%) pacientes, la informacion obtenida fue incompleta,
ya que en 16 casos no se realiz6 la encuesta epidemioldgica antes del alta del
paciente, y en 11 casos la muestra de grasa no se obtuvo o fue insuficiente. Se
recogié una muestra de grasa para 79 sujetos y muestra de suero para 61
sujetos. La muestra final est4 formada por 79 (65,8%) o 61 (50,8%) sujetos,
atendiendo a la muestra biol6gica seleccionada, tal y como se recoge en la
Tabla IV.1.

Tabla IV.1 Distribucion de los sujetos seleccionados y no seleccionados

n %
Poblacién elegible 120 100,00
Rechazaron participar 14 11,67
Informacion o muestra incompleta 27 22,50
Poblacion final muestra grasa 79 65,83
Poblacién final muestra suero 61 50,80
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Las caracteristicas de los sujetos participantes en el estudio, en comparacion
con los sujetos no participantes, se resumen en la Tabla IV.2. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos participantes y los
que quedaron excluidos, para algunas variables de las que se disponia
informacion, como edad, indice de masa corporal (IMC) y tipo de intervencién
quirurgica. Sin embargo, si que existieron diferencias significativas en cuanto a
la variable género, ya que hubo una sobre-representacion de los varones en la
muestra final, para aquellos sujetos que proporcionaron muestra de tejido

adiposo.

Tabla IV.2 Caracteristicas de los sujetos participantes y no participantes

Seleccionados seleccl\ilgnados p
Total sujetos — n (%) 79 (66) 41 (34)
Edad (afios) — media £ DS 4,26 (£ 2,60) 5,09 (= 3,00) 0.215
Sexo - n (%) 0.048
Nifios 60 (76) 24 (59)
Nifias 19 (24) 17 (41)
IMC (Kg/m,) - media+SD* 17,01 (£ 3,42) 16,23 (+ 2,76) 0.386
Motivo de la intervencion - n (%) 0.246
Hernia inguinal 42 (53) 27 (26)
Hidrocele 17 (22) 2(5)
Otros 20 (25) 12 (29)
Localizacion de la patologia - n (%) 0.344
Abdomen 51 (65) 30 (73)
Urogenital 22 (28) 6 (15)
Otros 6 (8) 5(12)

DS: Desviacion estandar
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En los apartados siguientes se presenta el analisis descriptivo de las
principales caracteristicas de la poblacion de estudio, conforme a criterios
antropometricos, sociodemograficos, ocupacionales, estado de salud y de
estilos de vida, recogidos mediante cuestionario epidemiologico disefiado ad

hoc para este estudio (Anexo ).

IV.1.2. Caracteristicas fisicas y demogréficas de la poblacion de estudio

IV.1.2.1. Edad en el momento de inclusién en el estudio

La edad media de los sujetos de estudio en el momento de la intervencion y
entrevista fue de 4,26 = 2,60 afos, con un rango desde pocos meses hasta los
12 afos de edad (Tabla IV.3). Como se puede observar en el histograma de la
Figura IV.1, la distribucidn de esta variable se aproxima a la normalidad. En los
andlisis estadisticos posteriores, esta variable fue tratada como variable
continua expresada en afos, bien como variable categérica, la poblacion en

distintos grupos de edad o terciles.

Tabla IV.3 Edad (afios). Medidas de tendencia central

Media Mediana DS IC 95%

Total 4,26 3,92 2,60 3,68 4,84

DS: Desviacién estandar; IC: Intervalo de confianza
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Figura IV.1 Histograma de edad en el momento de la entrevista

IV.1.2.2. Sexo

La Tabla IV.4 muestra la distribucién por género del conjunto de la poblacién de
estudio. Entre los participantes incluidos, se puede observar una sobre-
representacion de la poblacion masculina, con un porcentaje del 75%, similar a
la distribucion por sexo entre la poblacion infantil tratada en el Servicio de
Cirugia Pediatrica mediante cirugia de alta precoz, donde han sido

seleccionados los sujetos de estudio.

Tabla IV.4 Distribucién por sexos de la poblacion de estudio

n %
Niflos 60 75,9
Nifas 19 24,1
Poblacién final 79 100,0
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IV.1.2.3. Indice de Masa Corporal (IMC)

Los pacientes seleccionados fueron pesados y medidos en el momento del
ingreso hospitalario, para el célculo del indice de Masa Corporal (IMC). Este
indice se calcula dividiendo el peso del sujeto, en Kg, entre la talla, en metros,
al cuadrado (Kg/m2), y representa, en cierto modo, el contenido en grasa
corporal del sujeto. En la tabla siguiente (Tabla IV.5) se muestran las medidas
de tendencia central de esta variable. El valos medio del IMC fue de 16,14
Kg/m2, con un rango de 7,94 — 25,00. Tanto el valor medio como la mediana
estan dentro de la normalidad para individuos en el rango de edad de nuestra
poblacion de estudio, segun la OMS (WHO, 1995).

Tabla IV.5 IMC (Kg/m2). Medidas de tendencia central

Media Mediana DS IC 95%

Total 16,14 15,93 2,71 15,56 16,73

DS: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza

En el estudio estadistico posterior, esta variable se categoriz6 en 2 grupos: por
encima y por debajo del percentil 85. Como muestra el histograma, (Figura

IV.2), esta variable presentd una distribucion normal.
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FiguralVv.2  Histograma de IMC
IV.1.2.4. Localizacién de la muestra de grasa
La muestra de grasa fue extraida del paniculo adiposo contiguo a la zona de la
incision quirdrgica. Esta variable, segun la localizacién, fue codificada en 3

categorias, como muestra la Tabla IV.6.

Tabla IV.6 Procedencia anatomica de la muestra de tejido adiposo

n %
Urogenital 22 27,8
Abdomen 51 64,6
Otros 6 7,6
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IV.1.2.5. Area de residencia

Otra de las variables recogidas en la encuesta epidemioldgica fue el municipio
de residencia habitual de los sujetos de estudio. Una vez conocido el municipio
se comprobd, mediante la informacion disponible en el Instituto Nacional de
Estadistica (INE), el numero total de habitantes de cada uno de ellos y se
clasifico esta variable en tres categorias: “residencia urbana”, “residencia
semiurbana” y ‘“residencia rural’”, en funcion del numero de habitantes

empadronados en el mismo:
- Urbano: més de 10.000 habitantes
- Semiurbano: entre 5.000 y 10.000 habitantes

- Rural: menos de 5.000 habitantes

La Tabla IV.7 muestra la distribucién de frecuencias de la poblacion de estudio

en funcion del lugar de residencia en el momento de la intervencién quirdrgica.

Tabla IV.7 Distribucion de la poblacién segun el tipo de municipio

n %
Urbano 47 59,5
Semiurbano 9 11,4
Rural 23 29,1

Debido al escaso numero de nifios residentes en ambientes semiurbanos
(n=9), para los andlisis estadisticos posteriores, la variable “residencia” se
clasifico en “rural” y “urbana” (rural <10.00 habitantes, urbana =10.000
habitantes), incluyendo la categoria semiurbana dentro de la urbana. La
mayoria de la poblacién declard, por tanto, residir en grandes nucleos, tanto

urbanos como semiurbanos.
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Por otro lado, se ha considerado como variable de interés la existencia de mas
de una residencia, habitual o esporadica, a lo largo de su vida. Los resultados,
en la Tabla IV.8, muestran que la poblacion de estudio es muy estable y con
poca movilidad, ya que el 79,7% permanece, desde el nacimiento, en la

residencia declarada en el momento de la entrevista.

Tabla IV.8 ¢Ha tenido otra residencia a lo largo de su vida?

n %
No 63 79,7
Si 15 19,0

IV.1.3. Caracteristicas relacionadas con la salud

IV.1.3.1. Motivo de la intervencién quirurgica

La distribucion de la poblacién con respecto al diagndstico que motiva la
intervencidn quirdrgica, queda reflejada en la Figura IV.3. Como se muestra en
la imagen, la patologia predominante es inguino-escrotal, fundamentalmente
debido al elevado porcentaje de sujetos intervenidos de hernia inguinal (53%) e
hidrocele (22%).

Hernia
Umbilical
6%

Nefropatia
2%

Criptorquidia
2%

Figura IV.3  Distribucion de la poblacion seleccionada por patologia
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IV.1.3.2. Patologia previa

El cuestionario recab6 también informacion acerca de las condiciones de salud
de los sujetos de estudio. En la Tabla V.9 quedan reflejadas las principales
patologias investigadas, asi como los datos pertenecientes a las mismas. Un
34,4% de los sujetos manifestaron haber padecido alguna afeccién cutanea y

un 19%, algun tipo de alergia.

Tabla IV.9 Principales patologias padecidas

n %
Afectacion cutanea No 52 65,8
Si 24 30,4
NS/NC 3 3,8
Estrefimiento No 57 72,2
Si 19 24,1
NS/NC 3 3,8
Alergia No 59 74,7
Si 15 19,0
NS/NC 5 6,3
Asma No 68 86,1
Si 6 7,6
NS/NC 5 6,3
Afeccion tracto urinario No 68 86,1
Si 6 7,6
NS/NC 5 6,3

NS/NC: No sabe/No contesta
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IV.1.3.3. Antecedentes odontoldgicos

El cuestionario epidemiologico recabd informacion sobre algunos aspectos
relacionados con la salud de los sujetos, como antecedentes odontolégicos y

consumo de medicamentos.

Los antecedentes odontolégicos se exploraron en el cuestionariocon con 2
preguntas, que se desarrollan a continuacion. En primer lugar, la existencia de
obturacion de caries mediante empastes, se registr6 como variable dicotomica,
tanto respecto a su existencia como al tipo de material utilizado, como recoge
la Tabla IV.10.

Tabla IV.10 Le han puesto alguna vez un empaste o sellador?

n %
Empastes No 64 81,0
Si 13 16,5
NS/NC 2 2,5
Amalgama No 70 88,6
Si 7 8,9
NS/NC 2 2,5
Composite No 69 87,3
Si 8 10,2
NS/NC 2 2,5

NS/NC: No sabe/No contesta

Ademas, se dispone de la informacion sobre la distribucion de las medidas de
tendencia central respecto al niumero de empastes de distintos tipos (Tabla
V.11).
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Tabla V.11 Numero de empastes. Medidas de tendencia central

Media Mediana DS IC 95%
Amalgama 0,34 0,00 1,26 0,05 0,62
Composite 0,31 0,00 1,15 0,05 0,57
Total empastes 0,65 0,00 1,83 0,23 1,06

DS: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.1.3.4. Consumo de medicamentos

Se valoré el consumo de medicamentos por parte de los sujetos incluidos en 2
intervalos de tiempo: ultimos 3 meses y la semana previa a la intervencion
quirdrgica. ElI consumo en los ultimos 3 meses queda reflejado en la Tabla

IV.12. El 82,3% habia consumido algiin medicamento durante este periodo.

Tabla IV.12 Ha consumido medicamentos durante los ultimos 3 meses?

n %
No 12 15,2
Si 65 82,3
NS/NC 2 2,5

NS/NC: No sabe/No contesta

La distribucion respecto al consumo de medicamentos, referido aqui a los 7
dias anteriores al ingreso, se muestra en la Tabla 1V.13. En este apartado se
incluyé también el consumo de vitaminas, minerales o suplementos

vitaminicos.
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Tabla IV.13 Ha consumido medicamentos, vitaminas o minerales

durante los 7 dias anteriores al ingreso?

n %
No 49 62,0
Si 28 35,4
NS/NC 2 2,5

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.4. Caracteristicas de los progenitores

Se describe a continuacién la informacion obtenida sobre aquellas
caracteristicas de los padres de los participantes que pudieran ser de interés
para la identificacion de los factores relacionados con la exposicion a BPA en la

poblacién de estudio.

IV.1.4.1. Nivel de estudios de los progenitores

El nivel de estudios de los progenitores se clasificé en 3 categorias: estudios
primarios, secundarios (formacion profesional y/o bachillerato) y superiores,
cuya distribucién de frecuencias se recoge en la Tabla 1V.14. Atendiendo al
nivel de escolaridad, observamos que, tanto entre las madres como entre los
padres, el nivel escolar es bajo, ya que un 48,7% de las madres y un 66,7% de
los padres, o0 no tiene estudios o tan solo tiene estudios primarios. La categoria
“estudios universitarios” resultd minoritaria, con unos porcentajes del 18% vy
13%.

Tabla IV.14 Nivel de estudios de los padres

Madre Padre

Sin estudios/incompleto 9 11,8 12 16,0
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Estudios primarios 28 36,8 38 50,7
FP/Bachiller 25 32,9 15 20,0
Estudios universitarios 14 18,4 10 13,3

FP: Formacion profesional

IV.1.4.2. Actividad laboral de los padres durante el embarazo

Esta variable es de gran interés, dada la posibilidad e importancia de de la
exposicion materno-infantil a compuestos hormonalmente activos durante la
etapa intrauterina. La variedad de actividades laborales declaradas, tanto del
padre como de la madre, durante el embarazo de cada sujeto de estudio, se
recodific6 en 5 categorias profesionales, mostradas en la Tabla V.15,
atendiendo a criterios de mayor representatividad o relevancia frente a la

posibilidad de exposicion a BPA.

Tabla IV.15 Ocupacion de los progenitores durante el embarazo

Madre Padre
n % n %
Agricola 2 (2,6) 12 16,0
Ama de casa 39 (50,6) - -
Industrial 5 (6,5) 31 41,3
Administrativo 13 (16,9) 8 10,7
Otros 18 (23,4) 24 32,0

La mayoria de las madres (50.6%) no desempafaron un trabajo distinto al
doméstico durante el embarazo del sujeto de estudio, y ningan padre tenia
como actividad principal esta ocupacion. De las madres que trabajaban fuera

del hogar, sélo 2 (2,6%) de ellas declararon desarrollar un trabajo agricola,
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frente al 16,0% de los padres, y s6lo 5 (6,5%) de ellas realizaban actividades
en algun tipo de industria. Sin embargo, este Ultimo porcentaje se eleva al

41,3% para el caso de los padres.

IV.1.4.3. Habito tabaquico de los progenitores

En cuanto al consumo de tabaco en el momento de la entrevista, la Tabla IV.16
muestra la distribucion de frecuencias y porcentajes de esta variable en los
progenitores de los sujetos. Mas de la mitad de las madres no fumaba,
mientras que si lo hacia el mismo porcentaje de los padres. En el andlisis
estadistico posteriore, esta variable se valoré teniendo en cuenta a los padres,
tanto de manera aislada (padre o madre fumador) como conjunta (alguno de

los dos fumador).

Tabla IV.16 Habito tabaquico actual de los progenitores

Madre Padre Madre o Padre
n % n % n %
No fuma 45 57,0 39 49,4 24 30,4
Si fuma 32 40,5 38 50,6 52 65,8
NS/NC 2 2,5 2 2,5 3 3.8

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.4.4. Consumo de alcohol por los progenitores

Las medidas de tendencia central para el consumo de bebidas alcohdlicas por
los progenitores, calculado semanalmente, se resumen en la Tabla IV.17. Para
obtener esta informacion se pregunté a los padres el nUmero de vasos de
cerveza, vino o licores consumidos a la semana, que fueron transformados en

volumen semanal total consumido, expresado en litros.
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Tabla IV.17 Consumo de alcohol de los progenitores (litros). Medidas de

tendencia central

Media DS Mediana Minimo  Maximo
Cerveza 0,8 2,0 0,0 0,0 14,0
Madre Vino 0,5 1,3 0,0 0,0 7,0
Licor 0,1 0,5 0,0 0,0 3,0
Cerveza 3,9 6,6 1,0 0,0 42,0
Padre Vino 1.4 3,0 0,0 0,0 15,0
Licor 0,4 1,0 0,0 0,0 5,0

DS: Desviacion estandar

IV.1.4.5. Historia reproductiva de la madre

El cuestionario realizado recogié informacion referida a diversos aspectos
relacionados con los antecedentes obstétricos de las madres y la eventual

patologia neonatal de los sujetos.

La tabla Tabla IV.18 recoge las medidas de tendencia central referidas a las 3
variables: namero de hijos, nimero total de embarazos y lugar que ocupa el

sujeto de estudio entre sus hermanos.

Tabla IV.18 Numero de hijos y embarazos de la madre, y lugar que ocupa

el sujeto en la relacion de hermanos. Medidas de tendencia central

Media Mediana DS IC 95%
N° hijos 2,03 2,00 1,00 1,80 2,25
Embarazos 2,09 2,00 0,98 1,87 2,32
Posicién que ocupa 1,82 2,00 0,93 1,61 2,03

DS: Desviacion estandar
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La variable “condicion de primogénito del sujeto” se clasificd en relacion con el
nacimiento del sujeto de estudio como primer nacido vivo. En los demas casos,

el sujeto se clasific6 como “no primogénito”. (Tabla IV.19)

Tabla IV.19 Condicion de primogénito del sujeto

n %
Primogénito 33 41,8
No primogénito 44 55,7
NS/NC 2 2,5

NS/NC: No sabe/No contesta

La Tabla 1V.20 muestra los datos recogidos respecto a la existencia o no de
alguna anomalia neonatal en el sujeto de estudio, recodificada como variable

dicotdmica.

Tabla IV.20 Hijo o hija con problemas de salud al nacer

n %
No 64 75,3
Si 18 21,2
NS/NC 3 3,5

NS/NC: No sabe/No contesta

Un 21,2% de las madres considerd algun tipo de incidencia en el periodo
neonatal en sus hijos, atendiendo como tal alguna de las siguientes:
Prematuridad (n=10), Placenta baja (n=1), Sufrimiento fetal (n=1), Angioma

(n=1), Paralisis cerebral (n=1), Derrame cerebral (n=1), Tumor maligno (n=1),
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Bajo peso (n=1), o Ictericia (n=1). Las anomalias neonatales detectadas se
agruparon en 3 categorias, mostradas en la Figura IV.4. Los sujetos
prematuros y de bajo peso sumaron un 12,7%. El resto, minoritarios, se

agruparon en “otros”

Otros

Prematuridad

Ningun problema

Figura V.4  Tipo de problema de salud al nacer

Para el caso especifico de antecedentes de aborto, la distribucion de

frecuencias queda recogida en la Tabla IV.21.

Tabla IV.21 Antecedentes de aborto de la madre

n %
No 66 83,5
Si 9 11,4
NS/NC 4 51

NS/NC: No sabe/No contesta

Dentro de la historia reproductiva de las madres de los sujetos de estudio, el
cuestionario recogia informacién sobre lactancia, en tanto que se trata de una
de las vias principales de exposicion de los lactantes a los contaminantes

bioacumulados por sus madres a lo largo de la vida. El 84,8% de las madres
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alimentaron durante algun tiempo a sus hijos lactantes al pecho, tal y como

queda reflejado en la Tabla IV.22.

Tabla IV.22 Sujetos alimentados al pecho

n %
No 8 10,1
Si 67 84,8
NS/NC 4 5,1

NS/NC: No sabe/No contesta

La duracion media de la lactancia materna queda reflejada en la Tabla V.23,

expresada en nimero de meses.

Tabla IV.23 Duracion de la lactancia (meses)

Media Mediana DS IC 95%

Meses de lactancia 6,61 4,00 8,44 4,66 8,57

DS: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.1.5. Caracteristicas relacionadas con la dieta

A continuacion se muestran los datos obtenidos en el analisis de la encuesta,
en lo referente a habitos alimentarios, expresando el consumo de cada grupo
de alimentos como: frecuencia diaria, semanal y mensual (diariamente,
veces/semana, veces/mes y/o nunca). De forma sucesiva se presentan los

resultados correspondientes a distintos grupos de alimentos considerados.
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IV.1.5.1. Consumo de agua

Las medidas de tendendencia central para el consumo diario de agua

(expresado en litros), se muestran en la Tabla IV.24.

Tabla V.24 Cantidad diaria de agua ingerida (litros)

Media Mediana DS IC 95%

Cantidad de agua 0,90 0,75 0,62 0,75 1,05

DS: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza

La Tabla IV.25 muestra los datos referidos al tipo de agua consumida por los

sujetos de estudio.

Tabla IV.25 Tipo de agua consumida

n %
Agua no embotellada 35 44 3
Agua embotellada 30 38,0
Ambas 12 15,2
NS/NC 2 2,5

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.2. Consumo de pescado

En cuanto a la ingesta de pescado, la frecuencia semanal de consumo
obtenida en el cuestionario se recodificO en las categorias reflejadas en la
Tabla IV.26.
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Tabla IV.26 Frecuencia de consumo de pescado

n %
Una vez por semana 0 menos* 31 39,2
Mas de una vez a la semana 42 53,2
NS/NC 6 7,6

* Esta categoria incluye también a aquellos sujetos que declararon no consumir pescado.
NS/NC: No sabe/No contesta

La Tabla IV.27 muestra la distribucion de los sujetos en funcion del tipo de
pescado consumido: azul, blanco o cualquiera de los 2, indistintamente. Solo el
7,6% de los sujetos consumia exclusivamente pescado azul, pero resulta
notable el alto porcentaje de la poblacion de estudio que incluye el pescado en

su dieta de manera habitual.

Tabla IV.27 Tipo de pescado consumido de forma mayoritaria

n %
Pescado azul 6 7,6
Pescado blanco 33 41,8
Indistintamente 31 39,2
NS/NC 6 11,4

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.3. Consumo de carne

Los patrones de frecuencia de consumo de carne se recodificaron en las

categorias mostradas en la Tabla 1V.28.
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Tabla IV.28 Frecuencia de consumo de carnes

n %
2 0 menos veces por semana 11 13,9
Mas de 2 veces por semana 60 75,9
NS/NC 8 10,1

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.4. Consumo de fiambres y embutidos

La Tabla 1V.29 recoge los datos referidos a la frecuencia de consumo de
fiambres y embutidos en forma de variable dicotdbmica, reflejado como consumo

diario.

Tabla IV.29 Frecuencia de consumo de fiambres y embutidos

n %
Todos los dias 48 60,8
No consume todos los dias 25 31,6
NS/NC 6 7,6

NS/NC: No sabe/No contesta

El consumo de fiambres y embutidos también se recalificé atendiendo al tipo,

segun las categorias que muestra la Tabla IV.30.

Tabla IV.30 Tipo de fiambres y embutidos consumidos

n %
Embutido 9 11,4
Fiambre 27 34,2
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Ambos 29 36,7

NS/NC 14 17,7
NS/NC: No sabe/No contesta

Estos datos, unidos a los obtenidos en relacion al consumo de carne, y
teniendo en cuenta las recomendaciones nutricionales para este grupo de
alimentos, sittan a nuestra poblacién de estudio como consumidores de
excesiva cantidad de productos carnicos, como en el resto de Espafia, donde

cada vez estd mas extendido este mal habito dietético.

IV.1.5.5. Consumo de grasas

En relaciéon a la ingesta de grasas, se recabaron datos de forma independiente
acerca del consumo de aceites vegetales, y de mantequilla y margarina. La
poblacién de estudio declar6 consumir aceite de oliva como aceite vegetal
mayoritaritario, y mantequilla/margarina de forma modererada. Respecto al tipo

de aceite vegetal consumido, los datos quedan reflejados en la Tabla IV.31.

Tabla V.31 Tipo de aceite consumido de forma mayoritaria

n %
Aceite de oliva 60 75,9
Otros aceites vegetales 3 3,8
Indistintamente 6 7,6
NS/NC 10 12,7

NS/NC: No sabe/No contesta

La Tabla 1V.32 muestra los datos referidos a la opcion de consumo de los

sujetos de estudio.
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Tabla V.32 Consumo de mantequilla o margarina

n
Nunca 30
Mantequilla 18
Margarina 22
Indistintamente 1
NS/NC 8

NS/NC: No sabe/No contesta

%

38,0

22,8

27,8
1,3

10,1

La frecuencia de consumo queda reflejada en la Tabla 1V.33.

Tabla IV.33 Frecuencia de consumo de mantequilla o margarina

Nunca

Una vez por semana
3-4 veces por semana
Una o mas veces al dia

NS/NC
NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.6. Consumo de lacteos

30

18

12

11

%

38,0
22,8
10,1
15,2

13,9

En el caso de la leche y productos derivados, se recogié informacion sobre la

frecuencia de consumo de leche, asi como frecuencia y tipo de queso

consumido.

Con el objeto de facilitar la posibilidad de inclusion del consumo de leche en los

modelos multivariantes, la frecuencia de consumo de leche fue recodificada en
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una variable dicotémica, la cual indicaba si el sujeto era consumidor habitual de
leche o no, definiéndose como consumidor habitual todo aquel que, en la
pregunta n° 87 del cuestionario epidemioldgico, respondidé que consumia leche,

independientemente de la cantidad. Los datos recogidos se muestran en la

Tabla 1V.34.

Tabla IV.34 Frecuencia de consumo de leche

Todos los dias

No toma

NS/NC
NS/NC: No sabe/No contesta

La frecuencia de consumo de queso se valoro en tres categorias (Tabla IV.35).
El elevado porcentaje de individuos que declararon no consumo habitual de

queso (20,3%) se situé entre los menores de un afo, al no estar introducido

este alimento en este grupo de edad.

Tabla IV.35 Frecuencia de consumo de queso

No consumo habitual

2 veces por semana 0 menos
Mas de 2 veces por semana
Todos los dias

NS/NC
NS/NC: No sabe/No contesta

16

18

27

13

%

20,3
22,8
34,2
16,5

6,3
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La distribucion de la poblacion de estudio en cuanto al tipo de queso

consumido de forma mayoritaria, se refleja en la Tabla IV.36.

Tabla V.36 Tipo de queso consumido

n %
N o consumo habitual 16 20,3
Fresco 18 22,8
Curado/semicurado 23 29,1
Indistintamente 18 22,8
NS/NC 5 6,3

NS/NC: No sabe/No contesta

Teniendo en cuenta las recomendaciones de ingesta diaria para este grupo de
edad, de 2-3 raciones diarias de productos lacteos en general, y considerando
los resultados de la ingesta de queso junto al consumo de leche, podemos
afirmar que la mayoria de nuestra poblacion se ajusta a la ingesta

recomendada.

IV.1.5.7. Consumo de legumbres

En relacion con el consumo de legumbres, el 74,6% de los nifios resultaron ser
consumidores de legumbres al menos 2 veces por semana, lo que se ajusta a
las recomendaciones de ingesta para este grupo de alimentos, cifradas en 2-3

raciones semanales.

Tabla IV.37 Frecuencia de consumo de legumbres

n %
Una vez por semana 0 menos 13 16,5
2 veces por semana 25 31,6

121



Bisfenol A en poblacion infantil

Mas de 2 veces por semana 34 43,0

NS/NC 7 8,9
NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.8. Consumo de verduras

En las Tablas IV.38 y 39 se muestran los resultados para la frecuencia de

consumo de de verduras, cocinadas y crudas.

Tabla IV.38 Frecuencia de consumo de verduras crudas

n %
Una vez por semana 0 menos 29 36,7
2 veces por semana 5 6,3
Mas de 2 veces por semana 39 49,4
NS/NC 6 7,6

NS/NC: No sabe/No contesta

Tabla IV.39 Frecuencia de consumo de verduras cocinadas

n %
Una vez por semana 0 menos 25 31,6
2 veces por semana 14 17,7
Mas de 2 veces por semana 33 41,8
NS/NC 7 8,9

NS/NC: No sabe/No contesta

Las recomendaciones en la infancia para este grupo de alimentos se cifran en

250-300 gramos diarios, es decir, 2 0 mas raciones diarias, y preferentemente
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alguna de ellas en crudo. Aunque la informacién facilitada por la encuesta no
permite conocer la ingesta diaria, por las cifras semanales podemos afirmar
que, en general, nuesta poblacion de estudio no se ajustaria a la ingesta

recomendada.

IV.1.5.9. Consumo de fruta

La Tabla IV.40 refleja los datos para este grupo de alimentos. El 75,9% de los
sujetos consume fruta mas de 2 veces a la semana; sin embargo, teniendo en
cuenta las recomendaciones de consumo diario, y las limitaciones de la
informacion facilitada por el cuestionario utilizado, nuestra poblacion de estudio

estaria por debajo de lo recomendado para nifios en crecimiento.

Tabla IV.40 Frecuencia de consumo de fruta

n %
Una vez por semana 0 menos 8 10,1
2 veces por semana 5 6,3
Mas de 2 veces por semana 60 75,9
NS/NC 6 7,6

NS/NC: No sabe/No contesta

IV.1.5.10. Consumo de huevos

En la Tabla 1V.41 se detalla el patrén de frecuencia de consumo semanal de

huevos en nuestra poblacion de estudio.

Tabla IV.41 Frecuencia de consumo de huevos

n %

Una vez por semana 0 menos 30 38,0
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2 veces por semana 26 32,9
Mas de 2 veces por semana 17 21,5
NS/NC 6 7,6

NS/NC: No sabe/No contesta

Un consumo de 3-4 huevos por semana es el recomendado en etapas de
crecimiento, fundamentalmente como fuente alternativa a las proteinas de la
carne. Segun los datos obtenidos, la mayor parte de la poblacién de estudio se
ajusta a la ingesta recomendada.
IV.1.5.11. Consumo de cereales

La tabla Tabla IV.42 recoge el patron de frecuencia del consumo diario de pan.

Tabla V.42 Frecuencia de consumo de pan

n %
Una vez o menos al dia 34 43,0
Mas de 1 vez al dia 37 46,8
NS/NC 8 10,1

NS/NC: No sabe/No contesta

La distribucion de los sujetos de estudio en torno a la frecuencia de consumo

de pasta, se detalla en la Tabla IV.43.

Tabla IV.43 Frecuencia de consumo de pasta

n %
Una vez por semana 0 menos 56 70,9
Mas de una vez por semana 17 21,5
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NS/NC 6 7,6
NS/NC: No sabe/No contesta

Se recomienda, en etapas de crecimiento, la ingesta de pan en todas las
comidas del dia, y de pasta alimenticia una vez a la semana. Con los datos de
la encuesta epidemioldgica referidos a la ingesta de pan y pasta, nuestra
poblacion de estudio parece ajustarse a la ingesta recomendada de cereales.

IV.1.5.12. Consumo de comida enlatada

En cuanto al consumo de comida enlatada, su inclusién en la encuesta fué
debida al frecuente uso de resinas epoxi, potencialmente liberadoras de BPA,
en el recubrimiento interno de las latas. La Tabla 1V.44 muestra la distribucién

de esta variable dicotémica.

Tabla IV.44 Consumo habitual de comida enlatada

n %
No 36 45,6
Si 37 46,8
NS/NC 6 7,6

NS/NC: No sabe/No contesta

La Tabla V.45 muestra la distribucidén respecto al consumo semanal.

Tabla IV.45 Cantidad semanal de latas consumidas

n %
0 36 45,6
0-1 20 25,3
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=1 17 21,5

NS/NC 6 7,6
NS/NC: No sabe/No contesta

Para concluir, y a la vista de los resultados obtenidos en el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos, y que han sido recogidos en las tablas
anteriormente detalladas, se puede deducir que los habitos nutricionales de la
poblacién de estudio siguen las pautas de la dieta habitual de la region, y se

pueden considerar proximas a las recomendaciones de la dieta mediterranea.

IV.2. ESTIMACION DE LA EXPOSICION A BPA Y DERIVADOS CLORADOS

Utilizando la metodologia cromatografica descrita en el apartado
correspondiente de la seccion de material y métodos, se procedid a la
determinacién de la concentracion de residuo de los compuestos de interés en

las muestras disponibles de tejido adiposo y suero.

IV.2.1. Estimacion de la exposicion a BPA y derivados clorados en

muestras de grasa

Se presentan a continuacion los datos estadisticos sobre la frecuencia y la
concentracion de los compuestos de interés, medidos en muestras de tejido

adiposo de los participantes incluidos en el estudio (n = 79).

En la Tabla IV.46 se muestran los porcentajes por encima y por debajo del
limite de deteccion (LD) para cada compuesto quimico. Por cuestiones de
namero de muestras y de significacion estadistica, para el estudio de los
factores de riesgo asociados a la exposicion, se seleccionaron compuestos que
se encontraban por encima del limite de deteccidn en, al menos, el 25% de las

muestras.
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Tabla IV.46 Frecuencia de deteccion para cada compuesto en muestras de

grasa

Compuesto >LD <LD %>LD
BPA 48 31 60,8
BPACI 70 9 88,6
BPA ClI, 79 0 100,0
BPA Cl3 18 61 22,8
BPA Cly 8 71 10,1
> BP Cly 79 0 100,0

LD: Limite de deteccion; > BP Cly: Sumatoria de todos los compuestos clorados

En la Tabla IV.47 se indican los datos referidos a la concentracion de cada uno

de los compuestos encontrados.

Tabla IV.47 Concentraciones de los compuestos de interés tejido adiposo

(ng/gramo de tejido)

Skew- =i Kurto- 212
Compuesto GM GSD Skew- . Kurto-  Min Max

ness is .

ness sis

BPA 14,61 2,18 1,11 1,41 0,67 1,96 2,90 96,60
BPA CI 6,18 1,71 1,22 1,33 0,57 1,76 2,56 25,24
BPA Cl, 9,88 1,79 0,76 1,31 0,79 1,71 2,27 34,36
BPA Cl3 4,40 1,47 1,38 1,71 0,22 2,82 2,51 8,10
BPA Cly 4,06 1,37 7,33 2,12 83,71 4,40 3,07 8,34
> BF Cl, 24,97 0,24 063 1,31 1,62 1,71 3,08 139,52

GM: Media geométrica. GSD: Desviacion estandar geométrica. EE: Error estandar. Y BPA Cl,: Sumatoria de todos los
compuestos clorados
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La totalidad de las muestras contenia al menos uno de los compuestos
seleccionados en concentracion detectable. La distribucion de frecuencias de la
poblacién de estudio, en funcién de la concentracion de los compuestos

seleccionados en las muestras de grasa, se muestra en la Figura IV.5.

| ] T T T
BPA BPA-CI BPA-CIZ BPA-CI3 BPA-Cl4

Figura IV.5 Concentracion de los compuestos seleccionados en las
muestras de grasa (ng/gramo de tejido)

IV.2.2. Estimacion de la exposicion a BPA y derivados clorados en

muestras de suero

Se presentan a continuacion los datos estadisticos sobre la frecuencia y la
concentracion de los compuestos medidos en muestras de suero de los

participantes incluidos en el estudio (n = 61). Del total de muestras de suero
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colectadas, solo 53 de ellas se pudieron asociar a informacion obtenida

mediante cuestionario epidemiolégico.

En la Tabla 1V.48 se muestran los porcentajes de muestras de suero por
encima y por debajo del limite de deteccion (LD) para cada compuesto quimico.
Por cuestiones de numero de muestras y de significacion estadistica, para el
estudio de los factores de riesgo asociados a la exposicion, se seleccionaron
compuestos que se encontraban por encima del limite de deteccion en, al
menos, el 25% de las muestras. Siguiendo este criterio, los compuestos

seleccionados para el estudio fueron los siguientes:

Tabla IV.48 Frecuencia de deteccion para cada compuesto en muestras de

suero
Compuesto >LD <LD %>LD
BPA 53 0 100
BPA CL 53 0 100
BPA CL; 53 0 100
BPA CL3 53 0 100
BPA CL4 27 26 50,9
> BF Cl 53 0 100

LD: Limite de deteccion. Y BPA Cly: Sumatoria de todos los compuestos clorados

En la Tabla V.49 se relacionan los datos referidos a la concentracién de cada

uno de los compuestos encontrados.
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Tabla IV.49 Concentraciones de los compuestos de interés en suero

(ng/ml)
Compuesto GM GSD i‘;es\'; SE:N— Kl;ir;o- KlIJE'rEo— Min Max
ness sis
BPA 58,46 7,78 0,12 0,33 -1,87 0,64 4 1275
BPA ClI 142,31 10,48 -0,20 0,33 -1,86 0,64 5 2445
BPA Cl; 193,33 10,34 -0,09 0,33 -1,82 0,64 7 2509
BPA Cl3 58,90 13,93 -0,07 0,33 -1,80 0,64 1 1740
BPA Cly 48,76 3,95 -2,26 0,45 4,37 0,87 0 251
>BF Cly 403,54 10,89 -0,06 0,33 -1,85 0,64 16 6907

GM: Media geométrica. GSD: Desviacion estandar geométrica. EE: Error estandar. Y BPA Cly: Sumatoria de todos los
compuestos clorados

La totalidad de las muestras contenia al menos uno de los compuestos
seleccionados en concentracion detectable. La distribucién de frecuencias de la
poblacion de estudio, en funcion de la cantidad de residuos detectados en las
muestras de grasa, se muestra en la Figura IV.6.
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Figura IV.6 Concentracion logaritmicade los compuestos

seleccionados en las muestras de suero (ng/ml)

IV.3 CONCENTRACIONES DE BPA Y RELACION CON LAS VARIABLES
PREDICTORAS DE EXPOSICION

En este apartado se describen las concentraciones encontradas de bisfenol A
en las muestras de tejido adiposo y suero, asi como los analisis bivariante y
multivariante de los posibles factores de exposicion asociados a dichas

concentraciones.

IvV.3.1. Edad

Esta variable se ha calculado como el nimero de afios cumplidos en la fecha

de intervencion o toma de muestras. Se aprecia una correlacion negativa entre
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la edad de los sujetos reclutados y las concentraciones de BPA, es decir, una
disminucién de los niveles de BPA, tanto en tejdo adiposo como en suero, con
la edad de los sujetos (coeficientes de Spearman: -0.060 y -0,257), pero las
diferencias no fueron en ningun caso estadisticamente significativas, aunque

en el caso de las muestras de suero se acercaran a la significacion.

Tabla IV.50 Relacién entre concentraciones de BPA y edad

n C. Spearman p
T. adiposo 48 -0,060 0,687
Suero 52 -0,257 0,066

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

IV.3.2. Género

No se aprecié tampoco una relacidn estadisticamente significativa entre los
sujetos reclutados, estratificando por sexo y las concentraciones de BPA
encontradas en las muestras de tejido adiposo y suero (p=0,404 y 0,602
respectivamente). Sin embargo, en ambas matrices bioldgicas se aprecio que
las nifias presentaban valores mas elevados del contaminante, mas evidente
en muestras de suero, con una media geométrica de 92,06 ng/ml, frente a los
51,18 ng/ml de la poblacion masculina. Los detalles del analisis de regresion

lineal se muestran en la Tabla IV.51.

Tabla IV.51 Relacién entre concentraciones de BPA y género

n GM GSD IC 95% p
Nifias 13 16,83 2,46 9,77 29,01
T. adiposo 0,404
Nifios 35 13,86 2,09 10,75 17,85
Niflas 12 92,06 7,21 26,23 323,08
Suero 0,602
Nifios 41 51,18 7,98 26,57 98,61

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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Los niveles de BPA encontrados en las muestras de tejido adiposo fueron
mayores entre las nifias que entre los nifios, pero las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.

IV.3.3. indice de masa corporal (IMC)

No se encontré6 correlacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de BPA en tejido adiposo y suero y el IMC; sin embargo, en
ambas matrices se observa una disminucion de los niveles de BPA a mayor
IMC de los sujetos (coeficiente de Spearman= -0,222 y — 0,082). Los resultados
del andlisis de regresion lineal entre las dos variables se presentan en la

iError! No se encuentra el origen de la referencia..

Tabla IV.52 Relaciéon entre concentraciones de BPA e IMC

n C. Spearman P
T. adiposo 48 -0,222 0,129
Suero 52 -0,082 0,563

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

Cuando la poblacién de estudio se categorizé por encima y por debajo del
percentil 85 de IMC, se mantuvo la tendencia descrita con la variable en
continuo para el caso de muestras de tejido adiposo, es decir los individuos por
encima del percentil 85 presentaron mayores valores de BPA, sin embargo no
ocurrio lo mismo en las muestras de suero ya que a mayor IMC, menores

concentraciones del contaminante, como puede apreciarse en la Tabla IV. 53.

Tabla IV.53 Relacion entre concentraciones de BPA y categorias de la
variable IMC
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n GM GSD IC 95% p

Tejido Percentil <85 35 14,08 2,16 10,80 18,35

: 0,728
Adiposo

Percentil >85 13 16,13 2,28 9,79 26,57
Percentil <85 41 64,52 8,12 33,32 124,95

Suero 0,341
Percentil >85 11 49,77 6,94 13,54 182,94

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.4. Localizacién de la muestra de grasa

No se encontr0 una correlacidbn estadisticamente significativa entre las
concentraciones de BPA en tejido adiposo y la procedencia anatémica de la
muestra grasa, indicando que la distribucion de BPA es homogénea, no

presentando su bioacumulacién ninguna preferencia corporal.

Tabla V.54  Relacion entre concentraciones de BPA y lugar de extraccion

de la muestra de grasa

n GM GSD IC 95% p

Urogenital 12 11,50 2,15 7,08 18,68

T. adiposo Abdomen 33 16,17 2,15 12,32 21,22 0,368
Otros 3 12,43 2,92 0,86 178,74
Urogenital 15 99,89 8,70 30,15 330,97

Suero Abdomen 35 43,03 7,25 21,79 84,97 0,375

Otros 3 143,29 9,24 0,57 35882,74

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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IV.3.5. Area de residencia

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran las
medias geométricas de las concentraciones de BPA estratificando por area de
residencia para la poblacién de estudio y ambas muestras biolégicas. La
poblacion urbana presentd, en ambas matrices, menores concentraciones de

BPA, pero en ninguno de los casos de manera estadisticamente significativa.

Tabla IV.55 Relacién entre concentraciones de BPA y area de residencia

n GM GSD IC 95% p
T Urbano 28 13,98 2,16 10,37 18,85

g 0,859
adiposo Rural 20 1552 2,25 10,62 22,68
Urbano 34 57,17 7,52 28,28 115,57

Suero 0,840
Rural 18 69,20 861 23,72 201,85

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.6. Permanencia en la residencia actual

Se ha considerado como variable de interés la existencia de mas de una
residencia, habitual o esporadica, a lo largo de su vida, lo que se ha manejado
en el andlisis bivariante como permanencia en la residencia habitual. Como se
comentd anteriormente, nuestra poblacién de estudio es muy estable y con
poca movilidad, ya que el 79,7% permanece desde el nacimiento en la
residencia declarada en el momento de la entrevista. Los resultados mostrados
en la Tabla IV.56 no indican ninguna relacibn de esta variable con las

concentraciones del contaminante.

Tabla IV.56 Relacién entre concentraciones de BPA y permanencia en la

residencia actual

n GM GSD IC 95% p

T. Adiposo  Siempre 39 13,55 2,27 10,39 17,68 0,165
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Otrares. 8 19,70 1,67 12,84 30,21

Siempre 40 58,07 7,70 30,23 111,53
Suero 0,982
Otrares. 11 58,76 8,33 14,14 244,19

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.7. Residencia habitual cercana a industria

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se refleja la
variacion de las concentraciones de BPA en la poblacién de estudio segun la
cercania de la residencia habitual a zonas de exposicion potencial (areas
industriales). Los datos obtenidos indican que los sujetos incluidos no parecen
estar mas expuestos a BPA dependiendo de la proximidad de su residencia a

potenciales areas de exposicion.

Tabla IV.57 Relacion entre concentraciones de BPA y cercania de la

residencia a industria

n GM GSD IC 95% P
No 29 15,17 2,29 11,06 20,81
T. Adiposo _ 0,768
Si 18 13,34 2,06 9,32 19,09
No 31 53,23 7,16 25,85 109,61
Suero _ 0,678
Si 20 66,88 8,86 24,09 185,68

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.8. Motivo de intervencioén

Las patologias predominantes fueron las hernias inguinales (53%) e hidrocele
(22%), que se consideraron de manera conjunta en el andlisis bivariante frente
a otras patologias diferentes. Cabe destacar que las muestras de suero de
individuos intervenidos en la categoria “otras patologias” presentaron valores

muy superiores de BPA, con una media geométrica de 149,43 ng/ml, frente a
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los 43,09 ng/ml en los intervenidos por hernia o hidrocele; diferencias muy

cercanas a la significacion estadistica (p: 0,06).

Tabla IV.58 Relacién entre concentraciones de BPA 'y

Tejido Hernia/Hidrocele

adiposo  Otros

Hernia/Hidrocele

Suero
Otros

13

motivo de la intervencion

GM

15,34
12,96
43,09

149,43

GSD

2,23
2,11
7,37

7,39

IC 95% p
11,61 20,28

0,480
8,43 19,92
22,75 81,63

0,060
44,61 500,52

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.9. Condiciones de salud previas

El cuestionario recab6 también informacion acerca de las condiciones de salud

de los sujetos de estudio. Se han seleccionado aquellas condiciones presentes

en un mayor numero de individuos, esto es, alergia, afectacion del tracto

urinario, estrefiimiento o enfermedades cutaneas. Su relacidon con los niveles

de BPA encontrados se expone en las tablas siguientes:

Tabla IV.59 Relacion entre concentraciones de BPA y antecedentes de

No
T. Adiposo

Si

No
Suero

Si

35

11

37

11

alergia
GM GSD
14,53 2,30
15,76 1,76
51,99 8,00
89,42 7,72

IC 95% P
10,91 19,35

0,867
10,78 23,03
22,99 104,00

0,264
22,66 352,83

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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Tabla IV.60 Relacion entre concentraciones de BPA y padecimiento de

alteraciones del tracto urinario

n GM GSD IC 95% p
No 41 14,90 2,25 11,54 19,23
T. Adiposo 0,503
Si 6 11,66 1,84 6,17 22,06
No 46 54,34 7,67 29,67 99,52
Suero 0,147
Si 4 133,50 11,27 2,83 6303,02

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.61 Relacion entre concentraciones de BPA y padecimiento de

estreflimiento

n GM
No 33 14,82
T. Adiposo
Si 14 13,59
No 34 99,77
Suero
Si 16 18,71

GSD

2,27
2,04
7,59

5,25

IC 95% p
11,07 19,83
0,935
8,99 20,54
49,18 202,41
0,008
7,73 4526

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.62 Relacion entre concentraciones de BPA y padecimiento de

enfermedades cutaneas

n GM
No 32 14,71
T. Adiposo
Si 15 13,89
No 31 48,38
Suero
Si 19 79,38

GSD

2,07
2,51
8,08

7,55

IC 95% P
11,31 19,13

0,882
834 2312
2248 104,10

0,263
20,96 210,31

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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Ninguna de las condiciones de salud consideradas presenté una asociacion
significativa con la concentraciéon da BPA encontrada en las dos matrices

bioldgicas investigadas en este estudio.

IV.3.10. Antecedentes odontologicos: empastes dentales y composites

Se estudio la relacion entre la concentracion de BPA encontrada y la presencia
de obturacion de caries mediante empastes o selladores, considerando
ademas el tipo de material utilizado. Los datos obtenidos indican que los
sujetos incluidos no estan mas expuestos a BPA en funcién de tener o no

empastes dentales.

Tabla V.63  Relacion entre concentraciones de BPA y empastes dentales

n GM GSD IC 95% p
No 41 15,24 2,09 12,08 19,24
T. Adiposo 0,208
Si 6 9,99 2,89 3,28 30,40
No 38 69,77 8,10 35,07 138,79
Suero 0,183
Si 11 25,81 5,97 7,77 85,72

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Cuando se considero el material utilizado, y concretamente para el caso de los
composites, como solo 8 sujetos declararon tenerlos, la variable se considerd
de manera continua. El andlisis estadistico no mostrd una relacién
estadisticamente significativa, sin embargo los individuos con composites
presentaban mayores niveles de BPA en tejido adiposo (coeficiente de
Spearman= 0,116), comportamiento que no se observd en las muestras de
suero de los individuos de estudio. Hay que destacar que esta diferencia se

mantiene cuando se controla por otras variables en el analisis multivariante.
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Tabla IV.64 Relacion entre concentraciones de BPA vy utilizacién de

empastes de composite

n C. Spearman p
T. adiposo 47 0,116 0,439
Suero 46 -0,065 0,667

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

IV.3.11. Consumo de medicamentos

El consumo de medicamentos y/o complejos vitaminicos por parte de los
sujetos, como posible via de exposicion a BPA, se valoré en dos intervalos de
tiempo: ultimos tres meses y la semana previa a la intervencién. En ninguno de
los dos intervalos considerados se aprecié relacion con las concentraciones de

BPA encontradas.

Tabla IV.65 Relacion entre concentraciones de BPA y uso de

medicamentos (Ultimos 3 meses)

n GM GSD IC 95% p
No 7 12,28 2,33 5,60 26,89
T. Adiposo 0,550
Si 40 14,86 2,18 11,57 19,08
No 6 33,57 9,96 3,14 358,90
Suero 0,570
Si 44 62,97 7,73 33,82 117,26

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.66 Relacion entre concentraciones de BPA y uso de

medicamentos (semana previa)

n GM GSD IC 95% p

T. Adiposo No 28 14,25 2,22 10,46 19,41 0,991
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Si 19

No 28
Suero

Si 22

14,72
87,73

34,78

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

2,20
8,13

6,89

IV.3.12. Nivel de estudios de los progenitores

10,07
38,93

14,78

21,53
197,71

81,87

0,151

El nivel de estudios de los progenitores se ha considerado teniendo en cuenta

los estudios de la madre y el padre de manera independiente, o considerando

el nivel de estudios mas alto de alguno de los miembros de la pareja. Esta

variable se ha considerado por estar relacionada de manera directa con la

clase social de los individuos, condicion relacionada en la bibliografia con una

exposicion diferencial a BPA. Asi, mayor clase social, y por ende estudios

superiores, se relacionan de manera inversamente proporcional a los niveles

de BPA detectados.

Tabla IV.67 Relacién entre concentraciones de BPA y nivel de estudios de

n
Primaria 22
Telldo e Bachiller 16
adiposo
Universitario/a 9
Primaria 24
Suero FP/Bachiller 14
Universitario/a 11

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

la madre

GM GSD
16,76 2,17
11,03 2,18
16,22 2,17
45,37 8,13
79,13 7,50
82,41 8,45

IC 95%
11,88 23,64
7,28 16,71
8,96 29,39
18,73 109,91
24,72 253,29
19,65 345,60

0,240

0,906
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Tabla IV.68 Relacién entre concentraciones de BPA y nivel de estudios del

padre
n GM GSD IC 95% p
Primaria 30 13,36 2,25 9,86 18,10
Zj:;do‘lo FP/Bachiller 10 14,78 209 873 2504 0,359
Universitario/a 7 19,51 2,14 9,67 39,38
Primaria 33 66,97 8,25 31,68 141,56
Suero  FP/Bachiller 9 69.83 7,87 14,30 340,94 0,730
Universitario/a 7 32,30 7,22 519 201,02

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.69 Relacion entre concentraciones de BPA y nivel de estudios

mas alto entre los progenitores

n GM GSD IC 95% p
Primaria 18 1566 2,26 10,45 23,47
Tejido .
) FP/Bachiller 19 11,96 212 832 1720 0,320
adiposo
Universitario/a 10 17,86 2,20 10,15 31,42
Primaria 21 57,20 853 21,56 151,79
Suero  FP/Bachiller 15 52,58 7,48 17,26 160,22 0,747

Universitario/a 13 79,39 825 22,19 284,12

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.13. Actividad laboral de los progenitores

Las concentraciones de BPA conforme a la actividad laboral desarrollada por

la madre durante el embarazo del individuo, se reflejan en la Tabla V.70, y en
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la Tabla IV.71, la actividad laboral desarrollada por el padre durante el mismo

periodo, respectivamente.

Tabla IV.70 Relacion entre concentraciones de BPA y actividad laboral de

n
Administrativo 9
el Ama de casa 24
adiposo
Otros 14
Administrativo 7
Suero Ama de casa 27
Otros 16

la madre

GM GSD
13,09 2,31
15,48 2,19
13,66 2,22
156,76 7,71
30,01 6,55
102,46 7,78

IC 95%
6,88 24,93
11,11 21,57
8,62 21,64

23,71 1036,64

14,27 63,10

34,35 305,61

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

0,841

0,122

Tabla IV.71 Relacion entre concentraciones de BPA y actividad laboral del

n
Industrial 18
Teiido  Agministrativo 3
adiposo
Otros 26
Industrial 19
Suero Administrativo 5
Otros 25

padre
GM GSD
14,95 1,95
9,36 1,76
14,82 2,42
50,14 8,55
100,24 6,01
54,40 8,16

IC 95%
10,73 20,83
2,30 38,15
10,37 21,18

17,82 141,08
10,81 929,14

22,88 129,38

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

0,583

0,974

La actividad de ambos progenitores (madre y padre) no parece estar

relacionada con las concentraciones de BPA observadas en tejido adiposo o en

suero, presentando las menores concentraciones de BPA las muestras de
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suero de aquellos nifios cuyas madres habian realizado como actividad
principal durante el embarazo las tareas del hogar (GM= 30,01 ng/ml), y las
muestras de tejido adiposo de los padres que habian trabajado como

administrativos (GM=9,36 ng/g tejido adiposo).

IV.3.14. Habito tabaquico de los progenitores

En las Tablas IV.72 y IV.73 se muestra la distribucion de las concentraciones
en tejido adiposo y suero de BPA en funcion del habito tabaquico, para madres

y padres, respectivamente.

Tabla IV.72 Relacion entre concentraciones de BPA y habito tabaquico de

la madre
n GM GSD IC 95% p
Tejido  Nofumadora 28 13,24 223 9,70 18,09
. 0,324
AdiposO  r\;madora 19 16,41 214 11,38 23,65
No fumadora 26 80,93 7,80 35,29 185,59
Suero 0,322

Fumadora 24 41,00 7,72 17,30 97,18

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.73 Relacién entre concentraciones de BPA y habito tabaquico del

padre
n GM GSD IC 95% p

Tejido No fumador 25 14,17 2,24 10,16 19,75

i 0,647
AdIposO £\ mador 22 14,76 2,18 10,44 20,86
No fumador 21 19,02 4,86 9,26 39,06

Suero 0,002
Fumador 29 131,58 7,38 61,53 281,36

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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Si analizamos el habito tabaquico, las Tablas IV.72 y IV.73 muestran los
diferentes niveles de BPA en tejido adiposo dependiendo de si la madre o el
padre del sujeto habia sido fumador o no durante algin periodo de la vida. A
este respecto, se observaron diferencias no estadisticamente significativas en
el grupo de nifios con mayores valores aquellos que tenian madres fumadoras.
Por el contrario, entre los sujetos cuyos padres eran fumadores, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en las muestras de suero, diferencia
gue no se mantiene en el analisis multivariante posterior. Este hecho hace
pensar que los resultados del analisis bivariante en este punto podrian estar
sesgados por la influencia de otras variables, como por ejemplo, nimero de

cigarrillos o duracion de este habito.

También se consider6 la distribucion de las concentraciones de BPA en tejido
adiposo y suero en funcion de que fuera fumador uno de los miembros de la

pareja. La significacion estadistica se mantuvo entre los padres fumadores.

Tabla IV.74 Relacion entre concentraciones de BPA y condicién de fumador

de alguno de los progenitores

n GM GSD IC 95% p
No 14 13,22 2,21 8,36 20,90
T. Adiposo 0,443
Si 33 14,99 2,20 11,33 19,85
No 11 14,06 4,03 5,51 35,84
Suero 0,022
Si 38 83,25 7,80 42,38 163,53

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.15. Consumo de alcohol por los progenitores

Las Tablas IV.75 y IV.76 muestran la relacion entre las concentraciones de
BPA y el consumo de alcohol. No se aprecian correlaciones estadisticamente

significativas entre las madres o padres de los sujetos de estudio.
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Tabla IV.75 Relacién entre concentraciones de BPA y consumo de alcohol

Cerveza
Tejido _
i Vino
adiposo
Licores
Cerveza
Suero Vino
Licores

B: Coeficiente de Sperman

por la madre

47
47
47
49
49

49

C. Spearman

-0,013
0,133
-0,099
-0,171
0,017

-0,137

0,933
0,373
0,510
0,240
0,907

0,348

Tabla IV.76 Relacién entre concentraciones de BPA y consumo de alcohol

Cerveza
Tejido .
i Vino
adiposo
Licores
Cerveza
Suero Vino
Licores

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

por el padre

46
46
46
48
48

48

C. Spearman

0,031
0,012
-0,072
0,043
0,075

-0,056

IV.3.16. Condicion de primogeénito del sujeto de estudio

0,837
0,935
0,636
0,771
0,613

0,705

En la poblacion de estudio se aprecia una correlacion positiva, pero

estadisticamente no significativa, entre condicibn de primogénito vy

la

concentracion de BPA en tejido adiposo, con una media geométrica de 16,84
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ng/g de tejido, frente a los 13,13 ng/g de tejido en los sujetos sin esta
condicién. Sin embargo, este comportamiento no se aprecid en las
concentraciones de BPA obtenidas en las muestras de suero de los mismos

individuos.

Tabla IV.77 Relacién entre concentraciones de BPA y condicion de

primogénito del sujeto

n GM  GSD IC 95% p
Tejido  Primogénito 18 16,84 2,13 1157 24,52

: 0,364
AdIposO N4 primogénito 29 13,13 223 968 17,80
Primogénito 18 5543 8,18 19,49 157,63

Suero 0,808
No primogénito 32 60,13 7,89 28,56 126,61

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

El lugar que ocupa el sujeto de estudio entre sus hermanos fue una de las
variables que, en el andlisis multivariante posterior, se mantuvo con una
significacién estadistica de p: 0,1, a pesar de que, como se puede apreciar en
la Tabla IV.78, no mostrara una significacién estadistica en el analisis

bivariante,

Tabla IV.78 Relacion entre concentraciones de BPA y lugar que ocupa el

sujeto etre los hermanos

n C. Spearman p
T. adiposo 47 -0,128 0,392
Suero 50 0,147 0,308

C. Spearman: Coeficiente de Spearman
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IV.3.17. NUmero de embarazos y de hijos

Otra manera de cuantificar la carga xenobiotica transferida por la madre al hijo
durante el embarazo, ha sido, tradicionalmente, considerar el numero de
embarazos. Esta variable es similar a la anterior, pero considerada de manera
cuantitativa, ya que mas embarazos significarian un mayor orden de
nacimiento. En las Tablas IV.78 y IV.79 se aprecia una correlacion negativa,
aunque estadisticamente no significativa, entre el nimero de embarazos o de
hijos y las concentraciones de BPA en tejido adiposo. Esta tendencia no se

mantiene en las muestras de suero.

Tabla IV.79 Relacion entre concentraciones de BPA y niumero de

embarazos de la madre

n C. Spearman p
T. adiposo 47 -0,012 0,938
Suero 49 0,050 0,734

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

Tabla IV.80 Relacion entre concentraciones de BPA y numero de hijos de la

madre
n C. Spearman p
T. adiposo 47 -0,029 0,844
Suero 50 0,091 0,530

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

IV.3.18. Hijos con problemas de salud al nacer

En cuanto al hecho de haber tenido un hijo con algun problema de salud al

nacer, no se observa relacion con las concentraciones de BPA en tejido
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adiposo o suero (Tabla 1V.81), aunque si concentraciones de BPA ligeramente

superiores en ambas matrices bioldgicas.

Tabla V.81 Relacion entre concentraciones de BPA y existencia de hijos

con algun problema al nacer

n GM GSD IC 95% p
No 37 14,18 2,00 11,25 17,86
T. Adiposo 0,805
Si 10 15,46 3,02 7,02 34,07
No 37 56,89 7,74 28,65 112,16
Suero 0,707
Si 13 63,55 8,75 17,14 235,65

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.18.1. Prematuridad (entre los sujetos de estudio)

La condicion de prematuro entre los sujetos de estudio, no se relacioné con las

concentraciones de BPA encontradas en las muestras biol6gicas analizadas.

Tabla IV.82 Relacion entre concentraciones de BPA y prematuridad

n GM GSD IC 95% p
No 41 14,93 2,07 11,87 18,77
T. Adiposo 0,930
Si 5 13,94 3,34 3,12 62,21
No 41 64,65 7,89 33,68 124,10
Suero 0,756
Si 8 45,18 8,26 7,73 263,90

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.18.2. Abortos previos de la madre del sujeto de estudio

Tampoco se relacionaron las concentraciones de BPA con la existencia de
abortos previos por parte de la madre del sujeto de estudio, variable

relacionada en la literatura cientifica con la presencia de este contaminante.
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Tabla IV.83 Relacion entre concentraciones de BPA y antecedentes de

aborto en la madre

n GM GSD IC 95% p
No 42 14,15 2,05 11,32 17,69
T. Adiposo 0,918
Si 5 17,14 3,79 3,28 89,62
No 44 58,32 7,85 31,17 109,11
Suero 0,644
Si 5 39,28 9,27 2,48 623,25

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.18.3. Lactancia materna

Una de las posibles vias de exposicibn a contaminantes ambientales de
naturaleza lipofilica es la transferencia madre-hijo a través de la leche materna.
La relacion entre las concentraciones de BPA en muestras de tejido adiposo y
suero en los sujetos de estudio, y el haber sido amamantado, se observa en la
Tabla 1V.84.

Tabla IV.84 Relacion entre concentraciones de BPA y alimentacion del

sujeto al pecho

n GM GSD IC 95% p
No 4 12,98 1,82 5,00 33,69
T. Adiposo 0,834
Si 43 14,59 2,24 11,39 18,69
No 5 47,63 10,59 2,54 892,47
Suero 0,856
Si 44 57,05 7,77 30,59 106,40

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

No se aprecio ninguna relacion estadisticamente significativa entre sujetos
alimentados al pecho, y las concentraciones de BPA encontradas en las
muestras de tejido adiposo y suero. Sin embargo, en ambas matrices
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biolégicas se aprecidé que los nifios lactantes presentaban valores mas

elevados del contaminante.

IV.3.19. Tipo de agua consumida de forma habitual

A continuacién se muestran las concentraciones de BPA obtenidas en el
analisis bivariante y multivariante en lo referente a los habitos alimentarios de la

poblacion de estudio.

La Tabla IV.85 muestra la relacion entre las concentraciones de BPA y el
consumo de agua para los sujetos de estudio, no observando ninguna
correlacion estadisticamente significativa; sin embargo, los individuos que
consumian agua embotellada presentaron mayores niveles de BPA tanto en las
muestras de grasa como en las de suero. Hay que destacar que esta diferencia
se mantiene y alcanza significacién estadistica cuando se controla por otras

variables en el andlisis multivariante.

Tabla IV.85 Relacién entre concentraciones de BPA y tipo de agua

consumida
n GM GSD IC 95% D
Tejido Del grifo 22 1345 2,18 9,51 19,01
: 0,502
adiposo gy potellada* 25 1538 222 11,06 21,39
Del grifo 24 38,66 7,12 16,87 88,59
Suero 0,186
Embotellada* 26 8544 821 3650 200,01

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
* Embotellada: consumo mayoritario de este tipo de agua

IV.3.20. Consumo de pescado

La Tabla V.86 muestra las diferencias de medias geométricas de BPA en tejido
adiposo y en suero en funcién del tipo de pescado consumido de forma

mayoritaria, entre los sujetos que declararon consumirlo de forma habitual.
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Respecto a las muestras de tejido adiposo, aquellos nifios que consumen
pescado blanco presentan concentraciones mayores de BPA, mientras que los
gue comen principalmente pescado azul son los que menos cantidad de BPA
han bioacumulado en su tejido adiposo, con un valor p préximo a la
significacion  estadistica. En suero, se encuentraron diferencias
estadisticamente significativas en relacion a esta variable (p: 0,022), con un
patron de distribucién de las concentraciones diferente al obtenido en tejido
adiposo, teniendo mayores concentraciones de BPA aquellos individuos con

consumo indistinto de ambos tipos de pescado.

Tabla V.86 Relacion entre concentraciones de BPA vy tipo de pescado

consumido
n GM GSD IC 95% p
Pescado azul 5 8,20 1,57 4,69 14,32
Tejido
i Pescado blanco 19 15,91 2,51 10,21 24,80 0,108
adiposo

Indistintamente 20 14,60 1,75 11,25 18,95
Pescado azul 4 6,16 1,21 4,52 8,39
Suero Pescado blanco 20 61,71 7,59 23,90 159,36 0,022

Indistintamente 23 89,87 7,95 36,66 220,27

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Si se estudia la frecuencia de consumo de pescado, no se observan diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de BPA ni en tejido

adiposo ni en suero.

Tabla IV.87 Relacién entre concentraciones de BPA y frercuencia de

consumo de pescado

n GM  GSD IC 95% P

Tejido <1 vez/semana 20 15,84 2,20 10,95 22,92 0,565
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adiposo > 1 vez/semana 26 139 219 10,17 19,16

< 1 vez/semana 21 55,65 7,71 21,96 141,06
Suero 0,442
> 1 vez/semana 28 64,99 8,20 28,74 146,97

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.21. Consumo de carne

En cuanto al estudio de la relacion de las concentraciones de BPA con el
consumo de carne, no se observan diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la frecuencia semanal de consumo de dicho alimento, tanto para

tejido adiposo como para suero (Tabla IV.88).

Tabla IV.88 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de carne

n GM GSD IC 95% p

Tejido <2 vez/semana 6 1961 279 667 57,64 0546
AdIposO 5 5 vezisemana 39 1445 2,09 11,38 18,37

< 2 vez/semana 5 37,24 10,96 1,91 727,64
Suero 0,410
> 2 vez/semana 43 67,14 7,72 35,79 125,96

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.22. Consumo de fiambres o embutidos

El estudio de la relacién de las concentraciones de BPA con el consumo de
embutidos y fiambre, queda reflejado en la Tabla 1V.89. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al consumo habitual de

dichos alimentos, tanto para tejido adiposo como para suero.
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Tabla IV.89 Relacién entre concentraciones de BPA y consumo diario de

fiambres
n GM GSD IC 95% p
No 29 14,18 2,05 10,78 18,64
T. Adiposo 0,759
Si 17 15,77 2,45 9,96 24,98
No 29 55,22 8,08 24,94 122,26
Suero 0,654
Si 20 69,94 7,82 26,70 183,18

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Si categorizamos la poblacién en funcion del tipo de fiambre consumido de
forma habitual, se aprecian niveles de BPA inferiores en las personas no
consumidoras habituales de carne de fiambres y/o embutidos, en las muestras
de tejido adiposo, no siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 1V.90). El patrén de distribucion de las concentraciones de BPA en suero

es totalmente diferente al obtenido en tejido adiposo.

Tabla IV.90 Relacién entre concentraciones de BPA vy tipo de fiambre

consumido
n GM GSD IC 95% p
No toma 5 8,26 1,45 5,22 13,05
Tejido Embutido 7 15,27 2,88 5,74 40,62
] 0,118
adiposo  iampre 15 1937 1,89 1363 2753
Ambos 18 13,85 2,28 9,19 20,85
No toma 3 146,38 11,77 0,32 66875,55
Embutido 8 28,29 7,22 5,42 147,75
Suero 0,406
Fiambre 15 90,76 7,18 30,46 270,45
Ambos 22 49,13 8,32 19,20 125,67

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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IV.3.23. Consumo de grasas

En relacion a la ingesta de grasas, nuestra poblacion de estudio declard
consumir aceite de oliva como aceite vegetal mayoritario, Yy
mantequilla/margarina de forma moderada (al menos una vez por semana). La
relacion de estas dos variables con los niveles de BPA se muestra en las
Tablas V.91 1V.92, respectivamente. Los individuos que consumian
preferentemente aceite de oliva tienen mayores niveles de BPA, tanto en tejido
adiposo como en suero, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas, probablemente debido al escaso numero de individuos en el

grupo que gastaban cualquier tipo de aceite.

Tabla V.91 Relacion entre concentraciones de BPA vy tipo de aceite

n GM  GSD IC 95% P
Teiido  Aceite de oliva 37 1518 2,15 11,76 19,60
. 0,252
adiposo ¢ jaiquiera 5 935 204 385 22,68
Aceite de oliva 39 8401 772 4331 162,94
Suero 0,161
Cualquiera 6 30,07 7,30 3,73 242,32

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.92 Relacion entre concentraciones de BPA y consumo de

mantequilla o margarina

n GM GSD IC 95% p
No 19 12,32 2,16 8,49 17,87
T. adiposo 0,193
Si 23 17,63 2,06 12,89 24,12
No 19 68,03 8,09 24,83 186,37
Suero 0,845
Si 24 75,50 7,73 31,83 179,08

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza
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En la Tabla IV.93 se muestran las concentraciones de BPA en tejido adiposo y
suero en funcién del patrén de consumo habitual de mantequilla y/o margarina.

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla IV.93 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de mantequilla o margarina

n GM GSD IC 95% p
Nunca 19 12,32 216 8.49 17,87
Tejido 1 vez/semana 11 14,97 2,04 9,27 24,17
: 0,378
AdiposO 3 4/semana 6 16,16 1,82 8,60 30,36
1 < /dia 6 2597 2,28 10,91 61,81
Nunca 19 68,03 8,09 24 83 186,37
1 vez/semana 14 46,59 8,10 13,92 155,91
Suero 0,745
3-4/semana 6 107,89 9,68 9,97 1167,93
1 < /dia 7 54,45 7,63 8,31 356,63

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.24. Consumo de leche

Como la poblacion infantil es consumidora habitual de leche, esta variable se
consideré de manera continua, teniendo en cuenta el numero de vasos de
leche consumidos diariamente. En la Tabla 1V.94 se encuentran las
correlaciones entre esta variable y los niveles de BPA en tejido adiposo
(coeficiente de Spearman:-0,089, p=0,551) y suero (coeficiente de Spearman:-
0,144, p=0,339).

Tabla IV.94 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de leche
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n C. Spearman p
T. adiposo 47 -0,089 0,551
Suero 46 -0,144 0,339

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

IV.3.25. Consumo de queso

Considerando el consumo de queso como variable dicotomica (si consume/no
consume), se encuentran niveles significativamente mayores dentro del grupo
de nifios que consumen queso de forma habitual, con respecto a los no
consumidores (p=0,048), en las muestras de tejido adiposo. En las muestras de
suero se observa el fenbmeno opuesto, siendo los que no consumen queso, los
gue presentan concentraciones mayores de BPA, aunque estas diferencias no

alcanzaron la significacion estadistica.

Tabla IV.95 Relacién entre concentraciones de BPA y consumo habitual de

queso
n GM GSD IC 95% p
No 37 12,92 2,06 10,15 16,45
T. Adiposo 0,048
Si 9 25,40 2,24 13,64 47,28
No 41 70,87 8,19 36,49 137,63
Suero 0,208
Si 8 27,76 5,55 6,63 116,33

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Si estudiamos la variedad de queso consumida, en tejido adiposo se
encuentran concentraciones de BPA superiores en los sujetos que consumian
habitualmente  queso  curado/semicurado, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0,033). En las muestras de suero los sujetos

gueso fresco o cualquier tipo de variedad presentaron las mayores
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concentraciones, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Tabla IV.96 Relacion entre concentraciones de BPA y tipo de queso

consumido
n GM GSD IC 95% p
No toma 10 9,38 1,92 5,88 14,97
Tejido Fresco 12 13,68 1,88 9,16 20,42
] 0,033
adiposo  \rado/semi 14 2424 206 1597 36,80
Indistintamente 10 12,64 2,35 6,86 23,31
No toma 10 49,33 10,36 9,26 262,67
Fresco 9 106,79 5,76 27,79 410,33
Suero 0,279
Curado/Semi 17 33,12 6,66 12,49 87,79

Indistintamente 13 107,08 9,07 28,24 405,98

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.26. Frecuencia de consumo de legumbres

La distribucion de las concentraciones de BPA en funcion de la frecuencia
semanal de consumo de legumbres, alimentos que generalmente se
comercializan envasados en plastico, queda recogida en la Tabla IV.97, tanto
para tejido adiposo como para suero. No se observo ninguna relacion entre

esta variable y las concentraciones de BPA determinadas.

Tabla IV.97 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de legumbres

n GM  GSD IC 95% P

Tejido <1 vez/semana 10 16,30 1,95 10,10 26,30 0,446
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AdIposo 3 yeces/semana 17
>2 veces/semana 19
<1 vez/semana 10
Suero 2 veces/semana 14

>2 veces/semana 24

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

12,26
16,50
101,87
44,23

63,67

2,18
2,32
8,76
6,65

8,64

IV.3.27. Frecuencia de consumo de verduras

8,21
11,01
21,57
14,82

25,62

18,30
24,75
481,20
132,06

158,23

0,659

La distribucién de las concentraciones de BPA en funciéon de la frecuencia

semanal de consumo de verduras, tanto cocinadas como crudas, queda

recogida en las Tablas IV.98 y 1V.99, para tejido adiposo y para suero. No se

observo ninguna relacion entre estas variables y las concentraciones de BPA

determinadas.

Tabla V.98 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de verduras cocinadas

<1 vez/semana 16
Tejido
) 2 veces/semana 7
Adiposo
>2 veces/semana 22
<1 vez/semana 16
Suero 2 veces/semana 10

>2 veces/semana 22

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

GM

12,87
15,67
16,07
56,31
33,34

74,93

GSD

2,60
2,36
1,91
8,37
6,01

8,39

IC 95%
7,74 21,41
7,08 34,71
12,06 21,40
18,15 174,72
9,24 120,25
29,18 192,39

0,595

0,560

Tabla IV.99 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de verduras crudas
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n GM GSD IC 95% p

Tejido <1 vez/semana 23 12,86 2,30 8,96 18,45 0,240
AdiposO 55 yecesisemana 23 16,91 2,04 12,42 23,02

<1 vez/semana 21 33,82 6,76 14,17 80,71
Suero 0,063
>2 veces/semana 28 94,43 8,07 42,03 212,15

GM: Media geométrica; GSD: Desviacidon geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.28. Frecuencia de consumo de fruta

En cuanto al estudio de la relacion de las concentraciones de BPA con el
consumo de fruta, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la frecuencia semanal de consumo de dicho alimento, tanto para

tejido adiposo como para suero (Tabla 1V.100).

Tabla IV.100 Relacién entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de fruta

n GM GSD IC 95% p

Tejido <1 vez/semana 8 1614 226 815 31,98 0543
AdIposO 55 vec/semana 38 1447 219 1119 1871

<1 vez/semana 6 68,12 9,37 6,51 713,26
Suero 0,795
>2 vec./semana 43 59,86 7,85 31,75 112,83

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.29. Frecuencia de consumo de huevos

Respecto a la frecuencia semanal de consumo de huevos, no se observa
relacion entre dicha variable y las concentraciones de BPA, ni en las muestras

de tejido adiposo ni en las de suero.
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Tabla IV.101 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

n
<1 vez/semana 20
Tejido

) 2 veces/semana 15

Adiposo
>2 veces/semana 11
<1 vez/semana 19
Suero 2 veces/semana 18

>2 veces/semana 12

consumo de huevos

GM

15,90
17,31
10,33
42,09
85,61

65,19

GSD

2,08
2,18
2,27
7,50
8,47

8,06

IC 95%
11,28 22,43
11,24 26,66
5,95 17,93
15,93 111,20
29,59 247,70
17,32 245,43

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.30. Frecuencia de consumo de pan

0,314

0,577

El estudio de la relacién de las concentraciones de BPA con la frecuencia de

consumo de pan, se muestra en la Tabla IV.102. No se observan diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a la frecuencia semanal de consumo

de dicho alimento en la poblacién de estudio, tanto para tejido adiposo como

para suero.

Tabla IV.102 Relacién entre concentraciones de BPA y frecuencia de

n
Tejido <1 vez/dia 21
AdIposo -1 yez/dia 24
<1 vez/dia 18

Suero
>1 vez/dia 28

consumo de pan

GM

16,11
13,73
105,35

45,49

GSD

2,20
2,22
7,17

7,72

IC 95%
11,25 23,08
9,80 19,22
39,57 20,49
20,60 100,46

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

0,601

0,083
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IV.3.31. Frecuencia de consumo de pasta

La distribucion de las concentraciones de BPA en funcion de la frecuencia

semanal de consumo de pasta, queda recogida en Tabla IV.103, para tejido

adiposo, y para suero. No se observd ninguna relacion entre esta variable y las

concentraciones de BPA determinadas.

Tabla IV.103 Relacion entre concentraciones de BPA y frecuencia de

consumo de pasta

n GM GSD

Tejido <1 vez/semana 38 15,34 2,28

Adiposo

<1 vez/semana 37 61,69 7,44

Suero

>2 veces/semana 12 58,18 10,01

>2 veces/semana 8 12,24 1,72

IC 95%
11,70 20,09
7,79 19,23

31,60 120,43

13,46 251,50

GM: Media geométrica; GSD: Desviacidon geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.32. Consumo habitual de comida enlatada

0,562

0,701

Considerando el consumo de comida enlatada como variable dicotomica (si

/no), se encuentran niveles mayores dentro del grupo de nifios que la

consumen de forma habitual con respecto a los no consumidores, tanto en las

muestras de tejido adiposo como en las de suero, pero en ambas matrices con

diferencias no estadisticamente significativas.

Tabla IV.104 Relacién entre concentraciones de BPA y consumo de comida

enlatada
n GM GSD
No 25 13,13 2,21
T. Adiposo
Si 21 16,94 2,14
Suero No 20 39,83 7,87

IC 95%

9,46 18,20
11,98 23,95

15,17 104,58

0,221

0,324
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Si 29 81,42 7,68 37,49 176,86

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Si la variable “comida enlatada” se estudia en funcidn de la frecuencia de
consumo, tampoco se encuentra relacion con las concentraciones de BPA

determinadas.

Tabla IV.105 Relacion entre concentraciones de BPA y cantidad de latas

consumidas
n GM GSD IC 95% p
Nunca 25 13,13 2,21 9,46 18,20
Tejido
) 1 lata/semana 12 20,73 2,16 12,73 33,77 0,086
Adiposo
21 lata/semana 9 12,94 2,02 7,53 22,22
Nunca 20 39,83 7,87 15,17 104,58
Suero 1 lata/semana 16 78,54 8,92 24,47 252,02 0,588
21 lata/semana 13 85,12 6,87 26,56 272,81

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.3.33. Concentraciones de BPA en tejido adiposo y variables

predictoras. Andlisis multivariante

Con objeto de encontrar las variables independientes que expliquen de forma
global las concentraciones de BPA en tejido adiposo de la poblacion de
estudio, se realiz6 un analisis de regresion lineal multivariante de los factores
predictores asociados a las concentraciones logaritmicas de BPA, incluyendo
en el modelo variables independientes relacionadas y variables que, aunque no
estuvieran asociadas, la literatura cientifica habia indicado algun tipo de

relacion. Los resultados del mismo se muestran en la Tabla I1V.106.

163



Bisfenol A en poblacion infantil

Tabla IV.106 Modelo de regresion lineal multivariante para BPA

(r* = 0,576)
B EE p
(Intercept) -0,58 0,83 0,486
Edad -0,01 0,04 0,763
IMC 0,13 0,04 0,001
Consume pescado blanco 1,01 0,30 0,002
Consume fiambres o embutidos 1,19 0,28 <0,001
N° empastes de composite 0,49 0,24 0,047
N° vasos de agua -0,55 0,14 <0,001
Lugar entre los hermanos -0,20 0,12 0,100

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo final explica un 57,6% de la variabilidad de los niveles de BPA en
tejido adiposo. Los principales factores que se relacionaron positivamente con
los niveles de BPA fueron IMC, consumo de pescado blanco, consumo de
fiambres o embutidos y nimero de empastes de composite. Los factores que
influyeron negativamente sobre las concentraciones fueron el nimero de vasos

de agua y lugar que ocupa el sujeto de estudio entre sus hermanos.

IV.3.34. Concentraciones de BPA en suero y variables predictoras.

Analisis multivariante

Con el mismo objetivo que en las muestras de tejido adiposo, y siguiendo el
mismo modelo estadistico, se realiz6 un analisis de regresion lineal

multivariante de los factores predictores asociados a las concentraciones
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logaritmicas de BPA en las muestras de suero de los sujetos de estudio. Los

resultados del mismo se muestran en la Tabla IV.107.

Tabla IV.107 Modelo de regresion lineal multivariante para BPA

(r* = 0,180)
B EE p
(Intercept) -1,80 2,21 0,420
Edad 0,06 0,11 0,566
IMC 0,20 0,11 0,082
Consume pescado blanco 2,48 1,02 0,020

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo explicd una variabilidad del 18,0% y los principales factores que
influyeron sobre los niveles séricos de BPA encontrados fueron, en esta matriz,

IMC y consumo de pescado blanco, ambos de manera positiva.

Si se comparan los dos modelos obtenidos, se puede apreciar que factores
predictores asociados a las concentraciones logaritmicas de BPA en las
muestras de suero y en las muestras de tejido adiposo, son diferentes, y
nuestra aproximacion ha sido capaz de explicar un mayor porcentaje en las

muestras de grasa.

IV.4. CONCENTRACIONES DE DERIVADOS CLORADOS DE BPA Y
RELACION CON LAS VARIABLES PREDICTORAS DE EXPOSICION

En este apartado se expone el analisis, tanto bivariante como multivariante, de

las concentraciones de derivados clorados de BPA, en relacion con las
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variables predictoras de exposicion. Con el animo de reducir la extension de la
exposicién de resultados de esta memoria, se exponen, en este caso y para
cada uno de los derivados, soOlo aquellas relaciones que resultaron
estadisticamente significativas en alguna de las muestras analizadas (tejido

adiposo o suero).

IV.4.1. Concentraciones de BPA monoclorado (BPACI) y variables

predictoras. Estudio bivariante

IV.4.1.1. Padecimiento de alteraciones del tracto urinario

En la poblacién de estudio no se aprecia asociacion estadisticamente
significativa entre las concentraciones séricas y en tejido adiposo del derivado

monoclorado de BPA, y padecimiento de alteraciones del tracto urinario.

Tabla IV.108 Relacion entre concentraciones de BPACI y alteraciones del

tracto urinario

n GM GSD IC 95% p
No 62 6,23 1,71 5,44 7,14
T. Adiposo 0,089
Si 5 7,30 1,83 3,44 15,49
No 46 131,82 10,74 65,13 266,78
Suero 0,115
Si 4 342,56 8,79 10,79 10879,38

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.1.2. Habito tabaquico de los progenitores

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las muestras de

suero de los hijos de padres fumadores (Tabla 1V.109), diferencia que se
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mantiene en el analisis bivariante cuando se considera si alguno de los dos
progenitores era fumador (Tabla 1V.110). Sin embargo, esta significacion
desaparece en el analisis multivariante posterior. Este hecho hace pensar que
los resultados del andlisis bivariante en este punto podrian estar sesgados por
la influencia de otras variables, como por ejemplo, numero de cigarrillos o

duraciéon de este habito.

Tabla IV.109 Relacion entre concentraciones de BPACI y habito tabaquico

del padre
n GM GSD IC 95% p
Tejido No fumador 25 6,16 1,80 5,03 7,53
) 0,668
AdIposO  £\mador 33 6,29 1,65 5,26 7,52
No fumador 21 40,68 6,56 17,27 95,80
Suero 0,001
Fumador 29 352,32 9,62 148,90 833,63

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

Tabla IV.110 Relacion entre concentraciones de BPACI y condicion de

fumador de alguno de los progenitores

n GM GSD IC 95% p
No 20 5,28 1,77 4,04 6,89
T. Adiposo 0,063
Si 48 6,67 1,69 5,73 7,76
No 11 33,31 4,97 11,35 97,76
Suero 0,039
Si 38 203,37 10,93 92,66 446,37

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.1.3. Concentraciones de BPA monoclorado (BPACI) en tejido adiposo

y variables predictoras. Analisis multivariante
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Con objeto de encontrar las variables independientes que expliquen de forma
global las concentraciones de BPACI en tejido adiposo de la poblacion de
estudio, se realiz6 un analisis de regresion lineal multivariante de los factores
predictores asociados a las concentraciones logaritmicas de BPA, incluyendo
en el modelo variables independientes relacionadas y variables, que aunque no
estuvieran asociadas, la literatura cientifica habia indicado algun tipo de

relacion. La Tabla IV.111 muestra el resultado del analisis.

Tabla IV.111 Modelo de regresion lineal multivariante para BPA-CI

(r* = 0,226)

(Intercept)

Edad

IMC

Estudios primarios o sin estudios
Consumo mayoritario de pescado blanco
N° de vasos de leche diarios

Consumo de huevos inferior a 2/semana

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo explicé una variabilidad del 22,6%. Los principales factores que
influyeron positivamente sobre los niveles de BPACI fueron IMC, bajo nivel

educativo, consumo de pescado blanco y consumo de leche. ElI consumo de

1,42
-0,01
0,01
0,27
0,39
0,35

-0,33

EE

0,49
0,02
0,02
0,13
0,23
0,17

0,13

huevos se relaciond negativamente con los niveles de BPACI.

IV.4.1.4. Concentraciones de BPA monoclorado (BPACI) en suero y

variables predictoras. Analisis multivariante

0,003
0,922
0,910
0,045
0,100
0,042

0,018
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La Tabla IV.114 muestra el resultado del andlisis de regresion lineal

multivariante de los factores predictores de las concentraciones de BPA-CI en

suero.
Tabla IV.112 Modelo de regresion lineal multivariante para BPACI
(r* = 0,258)
B EE p
(Intercept) -2,58 2,42 0,293
Edad 0,05 0,12 0,670
IMC 0,32 0,13 0,016
Madre fumadora -1,35 0,64 0,041
Consumo de pescado blanco 3,04 1,12 0,009

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo explic6 una variabilidad del 25.8%. Los principales factores que
influyeron positivamente sobre los niveles de BPA-CI fueron IMC y consumo de
pescado blanco. En el modelo, el habito tabaquico materno se relacioné

negativamente con las concentraciones de BPA-CI.

IV.4.2. Concentraciones de BPA diclorado (BPACI;) y variables

predictoras. Estudio bivariante

IV.4.2.1. Alteraciones del tracto urinario

De nuevo, en la poblacion de estudio se aprecia una correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre las concentraciones del derivado diclorado
de BPA, en muestras de suero de los individuos con alteraciones del tracto
urinario, con una media geométrica de 492,87 ng/ml, frente a los 178,28 ng/mi

de los sujetos sin esta condicion. Sin embargo este comportamiento no se
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aprecio en las concentraciones de BPACI, obtenidas en las muestras de tejido

adiposo de los mismos individuos.

Tabla IV.113 Relacion entre concentraciones de BPACI, y alteraciones del

tracto urinario

n GM GSD IC 95% p
No 70 10,25 1,75 0,96 11,72
T. Adiposo 0,737
Si 6 8,20 1,59 5,06 13,31
No 46 178,28 10,86 87,0 362,00
Suero 0,033
Si 4 491,87 6,53 24,84 9741,36

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.2.2. Padecimiento de estrefiimiento

También se observa una correlacién negativa y estadisticamente significativa
entre las concentraciones del derivado diclorado de BPA en muestras de suero
de los individuos con estrefiimiento, comportamiento no apreciado en las
concentraciones de BPACI, obtenidas en las muestras de tejido adiposo de los

mismos individuos.

Tabla IV.114 Relacién entre concentraciones de BPACI; y padecimiento de

estrefimiento

n GM GSD IC 95% p
No 57 4,05 1,42 3,30 4,97
T. Adiposo 0,737
Si 19 5,56 1,60 1,73 17,92
No 34 110,80 14,12 43,99 279,10
Suero 0,033
Si 16 15,80 8,56 5,03 49,62

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.2.3. Consumo de alcohol por la madre
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Al Estudiar el consumo de alcohol entre las madres de los sujetos de estudio,
encontramos una correlacién positiva entre los niveles de BPACI, en tejido
adiposo y el numero de vasos de cerveza ingeridos semanalmente (p=0,019)
(Tabla IV.115).

Tabla IV.115 Relacién entre concentraciones de BPACI, y consumo de

alcohol por la madre

n C. Spearman p
Cerveza 76 0,268 0,019
Tejido )
i Vino 76 -0,108 0,354
adiposo
Licores 76 0,124 0,285
Cerveza 49 -0,127 0,385
Suero Vino 49 -0,04 0,979
Licores 49 -0,112 0,442

C. Spearman: Coeficiente de Spearman

IV.4.2.4. Concentraciones de BPA diclorado (BPACI,) en tejido adiposo y

variables predictoras. Andlisis multivariante
La Tabla I1V.116 muestra el resultado del analisis de regresion lineal
multivariante de los factores predictores de las concentraciones de BPACI; en

muestras de tejido adiposo.

Tabla IV.116 Modelo de regresion lineal multivariante para BPACI,

(r* = 0,232)
B EE p
(Intercept) 1,45 0,43 <0,001
Edad 0,07 0,03 0,014
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IMC 0,03 0,02 0,210
Consume agua embotellada 0,21 0,12 0,080
Consumo de cerveza (madre) 0,08 0,03 0,009
Consumo de huevos<2/sem 0,34 0,14 0,018

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo explic6 una variabilidad del 23.2%. Los principales factores que
influyeron positivamente sobre los niveles de BPACI, fueron la edad, consumo
de agua embotellada, consumo materno de cerveza y consumo de huevos. En
el modelo, el consumo de huevos se relaciond inversamente con las

concentraciones de BPACI,.

IV.4.2.5. Concentraciones de BPA diclorado (BPACI,) en suero y variables

predictoras. Andlisis multivariante
La Tabla IV.117 muestra el resultado del andlisis de regresiéon lineal
multivariante de los factores predictores de las concentraciones de BPACI2 en

muestras de suero.

Tabla IV.117 Modelo de regresion lineal multivariante para BPACI,

(r* = 0,247)
B EE p
(Intercept) 2,12 2,31 0,364
Edad 0,12 0,11 0,317
IMC 0,14 0,13 0,261
Ocupacion de la madre (hogar) -1,54 0,63 0,019
Madre o padre fumador 1,32 0,75 0,087

B: Coeficiente de regresion lineal; EE: Error estandar

El modelo explico una variabilidad del 24,7%. El habito tabaquico de los

progenitores se relaciond positivamente con los niveles séricos de BPACI,,
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mientras que la dedicacion materna a las labores de casa como actividad
laboral principal durante el embarazo, se relacioné negativamente con dichas

concentraciones.

IV.4.3. Concentraciones de BPA triclorado (BPACI3) y variables

predictoras. Estudio bivariante

IV.4.3.1. Padecimiento de alteraciones del tracto urinario

También se aprecia una correlacion positiva y estadisticamente significativa
entre las concentraciones del derivado triclorado de BPA en muestras de suero
de los individuos con alteraciones del tracto urinario, con una media geométrica

de 187,06 ng/ml, frente a los 53,78 ng/ml de los sujetos sin esta condicion.

Tabla IV.118 Relacion entre concentraciones de BPACI; y padecimiento de

alteraciones del tracto urinario

n GM GSD IC 95% p
No 16 4,36 1,47 3,55 5,36
T. Adiposo -
Si 1 - - - -
No 34 53,78 14,28 24,41 118,45
Suero 0,019
Si 16 187,06 11,46 3,86 9061,25

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.3.2 Habito tabaquico del padre

En el caso del derivado triclorado de BPA, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las muestras de suero de los hijos de padres
fumadores (Tabla 1V.119). Sin embargo esta significacion desaparece en el

analisis multivariante posterior.

Tabla IV.119 Relacién entre concentraciones de BPACI; y habito tabaquico

del padre
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Tejido No fumador
Adiposo Fumador
No fumador
Suero
Fumador

11

21

29

GM

4,16
4,35
14,99

161,10

GSD

1,36

1,53

9,08

12,25

IC 95%
3,01 5,77
3,26 580
5,49 40,90
62,12 417,82

GM: Media geométrica; GSD: Desviacion geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

IV.4.3.3. Tipo de pescado consumido con mayor frecuencia

0,546

0,002

La Tabla 1V.120 muestra las diferencias de medias geométricas de BPACI; en

tejido adiposo y en suero en funcién del tipo de pescado consumido de forma

mayoritaria, entre los sujetos que declararon consumirlo de forma habitual.

Respecto a las muestras de suero, aquellos individuos con consumo indistinto

de ambos tipos de pescado presentan concentraciones mayores de BPACI3,

mientras que los que comen principalmente pescado azul son los que muestran

menores concentracions de BPACI; siendo esta diferencia estadisticamente

significativa.

Tabla IV.120 Relacién entre concentraciones de BPACI; y tipo de pescado

Pescado azul
Tejido
adiposo

Pescado blanco

Indistintamente

Pescado azul

Suero Pescado blanco

Indistintamente

20

23

consumido
GM GSD
3,74 1,22
4,11 1,55
5,08 1,43
3,31 1,49
63,45 13,74
106,19 13,18

IC 95%

0,61
2,94
3,25

1,76

18,61

34,82

22,90
5,75
7,94
6,21

216,28

323,89

GM: Media geométrica; GSD: Desviacién geométrica estandar; IC: Intervalo de confianza

0,627

0,046
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V. DISCUSION

Puesto que la exposicion de la poblacion infanti a BPA y sus derivados
clorados, reconocidos mimetizadotes hormonales, es generalizada y afecta a la
totalidad de los individuos investigados, los hallazgos presentados en esta
Tesis Doctoral confirman la hipotesis de trabajo. La exposicion parece haberse
producido, principalmente, a través de la alimentacion, distribuyéndose los
BPAs por el torrente sanguineo y acumulandose en los compartimentos
tisulares en funcion de su contenido graso. La opcion elegida de evaluar la
exposicion tanto en sangre/suero como en tejido adiposo, se muestra como
una excelente alternativa, mas apropiada que la desarrollada en otros estudios
que se limitan a un sola matriz biolégica y no tienen en consideracion la mayor

o menor lipofilicidad de estos compuestos quimicos.

Nuestros propios resultados también indican que los nifios de la serie
investigada han estado y estdn expuestos, durante periodos criticos de su
desarrollo, a mezclas complejas de compuestos contaminantes, potencialmente
adversos para el desarrollo reproductivo y neuroconductual, dado su caracter
hormonal y antihormonal, y a las interacciones con las hormonas enddgenas y

sus receptores nucleares.

En principio, para estimar la exposicion humana a BPAs, se podrian haber
monitorizado los niveles de estos compuestos mediante la medida directa de
sus residuos en muy diferentes matrices biolégicas -sangre, orina, leche
materna y en otros tejidos o fluidos- y en un momento determinado en la vida
del individuo. En este trabajo de tesis doctoral se disefidé un protocolo de
trabajo que nos permitio estimar la concentracion de BPAs en muestras de

tejido adiposo y de suero, aproximacion que cubre la mayor parte de las
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posibles fuentes de exposicidn, aunque ocurra por vias no conocidas, y abarca
un grupo importante de isomeros y derivados. Se trata, pues, de un estudio
pionero, ya que a la determinacion de BPA, se une la deteccion y cuantificacion

de los derivados clorados de BPA en ambas matrices biologicas.

Los datos resultantes sobre la exposicién a BPA y sus derivados clorados son
dificilmente comparables con otros estudios, debido a que son muy pocos los
trabajos donde se hayan realizado medidas de exposicion a este grupo de
compuestos quimicos en las dos matrices biologicas. En el caso particular del
tejido adiposo y BPA y sus derivados clorados, tan solo existe el antecedente
del trabajo realizado por nuestro grupo de investigacion en una muestra de
poblacién adulta femenina (Fernandez et al., 2007a). No obstante las
diferencias de edad -la poblacion infantil elegida tiene una edad media de 4
afos de edad y se distribuye en un rango que va desde tan solo pocos meses a
los 11,08 afios y la poblacién femenina adulta tenia una edad media de 59,7-
las dos poblaciones corresponden a la misma area geografica, y los periodos
de reclutamiento son proximos entre si. Algunas observaciones referentes a

ambos estudios, dignas de mencion, se comentan en los siguientes parrafos.

Al igual que se ha subrayado en numerosos estudios de investigacion sobre
exposicién a BPA en poblacién infantil, utilizando distintas matrices biolégicas,
el residuo de BPA fue mas frecuentemente detectado en las muestras de tejido
adiposo de la poblacién infantil que en las muestras de tejido adiposo de
poblacién adulta (61% vs 55%). Ademas, la concentracion media de BPA fue
cuatro veces mayor entre los nifios cuando se compard con los resultados
obtenidos en las mujeres adultas (14,61 + 3,59 vs 3,16 + 4,11 ng/g de tejido
adiposo). Por otra parte, los derivados clorados de BPA, considerando la
sumatoria ZBPACIy, siguieron un patrén similar al residuo de BPA, apareciendo
en el 100% de las muestras infantiles analizadas frente al 80% de las muestras
de la poblacién adulta. También, la concentracion media de BPACI, fue mayor
en la poblacion infantil (9,88 vs 3,05 ng/g de tejido adiposo). Por ultimo, el
derivado tetraclorado BPACI;, que no fue detectado en ninguna de las
muestras de tejido adiposo procedentes de poblacion adulta, se encontré en el
10% de las muestras de grasas procedentes de nifios.
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En los ultimos cinco afios se ha producido un aumento espectacular de las
publicaciones cientificas que ponen de manifiesto la exposicibn a BPA de
diferentes poblaciones alrededor del mundo (Arakawa et al., 2004; Calafat et
al., 2005, 2008; Fujimaki et al., 2004; Kim et al., 2003; Liu et al., 2005;
Matsumoto et al., 2003; Miyamoto & Kotake 2006; Ouchi & Watanabe 2002;
Volkel et al., 2005; Wolff et al., 2007; Yang et al., 2003, 2006, Benachour &
Aris, 2009). La mayor parte de los trabajos publicados se han centrado en
describir los niveles de BPA en sangre, o bien de sus metabolitos en orina,
como una forma indirecta de estimar la exposiciobn derivada de diferentes
fuentes y soslayar el problema de la contaminacion interna en la manipulacién
de las muestras. Asi, por ejemplo Sun y colaboradores encontraron BPA en
muestras de leche humana de mujeres sanas, en el rango de 0,28-0,97 ng/ml
(Sun et al., 2004), mientras que la concentracion media publicada por el grupo
de Ye se situaba en 1,9 ng/ml, estando el 90% de la poblacién estudiada
expuesta a BPA libre y/o conjugado (Ye et al., 2006). La concentracion descrita
en calostro por Kuruto-Niwa fue incluso mayor (3,41 + 0,01 ng/ml), a pesar de
gue el calostro es menos rico en grasa que la leche madura (Kuruto-Niwa et al.,
2007). El residuo de BPA también ha sido descrito en muestras de placenta,
con un valor medio de 11,2 ng/g de tejido y un valor maximo de 104,9 ng/g de
tejido, sensiblemente superior a los 4,4 + 0,64 ng/ml encontrados en las
muestras de suero de las mismas mujeres (Schonfelder et al., 2002).
Recientemente, Padmanabhan describié el residuo de BPA en muestras de
suero de mujeres embarazadas en el rango 0,5-22,3 ng/ml (Padmanabhan et
al., 2008). Por ultimo, un valor maximo de 66,48 ng/ml fue encontrado en

muestras sanguineas de mujeres coreanas embarazadas (Lee et al., 2008).

Los valores medios del residuo de BPA descritos en este trabajo de tesis
doctoral, utilizando muestras de suero, son ligeramente superiores a los
descritos en la bibliografia consultada, ya que se alcanzan los 58,46 + 7,78
ng/ml y el rango se sitia entre 4 y 1275 ng por ml de suero. Tomados en
conjunto, todos estos estudios sugieren que la exposicion humana a BPA es
generalizada, aunque los datos revelan algunas diferencias sustanciales, tanto

geograficas como de edad y de género, que es necesario discultir.
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Lo cierto es que establecer comparaciones entre los niveles de BPA descritos
en las publicaciones referidas y en el presente trabajo, no esta exento de
dificultad. Esto es debido, fundamentalmente, a la existencia de numerosas
variables particulares de cada protocolo de estudio que podrian influir en los
resultados obtenidos. Entre estas, habria que resaltar: i) la naturaleza de matriz
biologica donde se realiza el andlisis (orina, suero/sangre, tejido adiposo), ii) la
hora de coleccion de la misma, critica en el caso de las muestras de orina
[entre las 10.00 y 17.00 hr. (Volkel et al., 2005) o antes del desayuno (Yang et
al., 2003)]; iii)) el método analitico utilizado [colorimetria (Ouchi & Watanabe,
2002), dilucion isotépica—espectrometria de masas en tandem (Volkel et al.,
2005), o fluorescencia (Yang et al., 2003)]; iv) los limites de deteccion
establecidos; y v) los métodos de correccion empleados para la expresion de
los resultados (ajuste por creatinina en el caso de las muestras de orina,

expresion por contenido de lipidos en el caso de tejido adiposo).

Por otra parte, regulaciones particulares establecidas en los paises donde se
realizaron los estudios en cuanto al uso de BPA y limites ocupacionales de
exposiciéon, podrian también determinar la exposicion y, por ende, los rangos
de concentraciones de BPA encontradas. Asi, en paises como Canada, que
han regulado el uso de BPA en productos destinados a poblacién infantil,
desaconsejando el uso de biberones de policarbonato, podrian encontrase
menores concentraciones de BPA circulante en los nifios monitorizados, como

consecuencia de las medidas preventivas implementadas.

Como se ha comentado, existe una amplia variedad de técnicas para la
cuantificacion y analisis de BPA y sus metabolitos, por lo que no es facil definir
una unica metodologia de referencia. Por esta razén, el método de extraccion y
analisis de las muestras bioldgicas utilizada en esta tesis doctoral fue elegido
entre las técnicas disponibles y validado en estudios previos que confirmaron la
sensibilidad, precision y reproducibilidad de la técnica (Fernandez et al., 2007a;
Olea et al., 2008). De hecho, debido a las bajas concentraciones de estos
compuestos observadas en las distintas matrices bioldgicas, son necesarias

metodologias sensibles para su cuantificacién, y obligan a tratar con cautela los
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resultados de trabajos en los que la mayor parte de las muestras analizadas se

presentan como no detectables, o por debajo de los limites de cuantificacion.

Los requisitos de sensibilidad y especificidad se cumplen en las técnicas
basadas en espectrometria de masas (EM), ya que la deteccion es altamente
selectiva, siendo ademas, los Limites de Deteccién (LOD) y de Cuantificaciéon
(LOQ) suficientemente bajos para determinar BPA y sus metabolitos. Ademas,
en el caso de la Cromatografia de Gases con EM (CG/EM), utilizada para
muestras complejas y heterogéneas como es el tejido adiposo, la separacion
cromatografica es francamente reproducible. Si se compara la técnica de
CG/EM con la Cromatografia Liquida con Espectrometria de Masas en tAndem
(CL/IEM-EM), una ventaja de esta ultima es el alto rendimiento, debido a la
ausencia del paso de derivatizacion para generar derivados volatiles de BPA.
En cuanto a Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), hay que
destacar, que los equipos que disponen de detector electroquimico, tienen la
sensibilidad necesaria, y con la incorporacion de detectores culométricos en
serie, se obtiene también una alta selectividad. No obstante, cuando se usa un
detector de fluorescencia, pueden producirse interferencias con otros
compuestos fluorescentes, ademas de reducirse la selectividad al ser necesaria
la excitaciébn de BPA. Por ultimo, también se puede determinar BPA mediante
el uso de ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas, en tests tipo ELISA
(Kodaira et al., 2000; Ohkuma et al., 2002; Nishi et al., 2003,), que, aunque son
baratos y sencillos de utilizar, parecen no ser recomendables para cuantificar el
residuo de BPA (Fukata et al., 2006), ya que es posible que se produzcan
fendbmenos de reactividad cruzada con otros componentes de la muestras y se
sobreestime la concentracion del residuo. En nuestro estudio, las muestras de
tejido adiposo fueron analizadas usando SPE y determinando y cuantificando
los analitos, tras la reaccién de derivatizacion, mediante GC/MS. Por su parte,
las muestras de suero se analizaron mediante cromatografia liquida en tandem,
con detector electroquimico de alta sensibilidad. En ambos casos se trata de

metodologias con suficiente grado de confianza y reproducibilidad.

Al igual que ocurre con la variabilidad metodoldgica, los niveles de BPA en la
poblacién general han sido investigados en una serie de trabajos con series de
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individuos muy heterogéneas. Asi, por ejemplo, en una submuestra no
representativa de la poblacion general, procedente de la encuesta nacional de
salud y nutricibn americana (NHANES Ill), que incluia hombres y mujeres de
edades comprendidas entre los 20 y 59 afios de edad, Calafat y colaboradores
describieron que la concentracion geométrica media de BPA, entre los sujetos
estudiados era de 1,33 pg/L (Calafat et al., 2005). La publicacion posterior del
mismo grupo, incluyendo un nimero mayor de individuos representativos de
poblacién general americana, con un amplio rango de edad, sexo y raza,
procedentes también de NHANES (NHANES, 2003-2004), confirmé que mas
del 90% de los participantes tenian niveles detectables de BPA (libre y/o
conjugado) en las muestras de orina analizadas (Calafat et al., 2008). Entre los
sujetos examinados, las mujeres presentaron niveles de BPA significativamente
mayores que los varones (p = 0,043) (Calafat et al., 2008). Estas diferencias
podrian reflejar no solo desigualdades en la forma de exposicion, sino también
rutas metabdlicas y farmacocinéticas especificas segun géneros. Sin embargo
la relevancia de esta observacion aun no se conoce. En el estudio descrito en
esta tesis doctoral también se ha puesto de manifiesto que las nifias
presentaban mayores concentraciones de BPA, tanto en muestras de tejido
adiposo como de suero, con una media geométrica de 92,06 ng/ml en suero,
frente a los 51,18 ng/ml de la poblacion masculina. Sin embargo,
probablemente debido al pequefio numero de sujetos, no se alcanzé la
significaciébn estadistica en la comparacion. Esta situacion tampoco es
infrecuente, de hecho, Yamano y colaboradores tampoco encontraron
diferencias significativas debidas al sexo de los escolares japoneses
estudiados, a pesar de que la poblacion investigada alcanzé los cuatrocientos

individuos (Yamano et al., 2008).

No es frecuente que se encuentren diferencias de forma sistematica en los
niveles de BPA en funcion del género (Kim et al., 2003; Takeuchi & Tsutsumi
2002; Yang et al., 2006). Kim y colaboradores encontraron concentraciones de
BPA en orina de poblacion adulta coreana (n=30) similares, tanto en hombres
(2,82 £ 0,73 ug/L) como en mujeres (2,76 + 0,54 pg/L), aunque los hombres
tenian niveles significativamente mayores de BPA-glucurénido que las mujeres

(p < 0,01), donde el metabolito predominante fue el BPA-sulfato (Kim et al.,
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2003). Tampoco se encontraron diferencias de género en otro estudio de
exposiciéon a BPA llevado a cabo en poblacion coreana (n=160) por Yang y
colaboradores (Yang et al., 2006). Yang habia descrito previamente (2003) una
concentracion de BPA media de 9,54 ug/L entre los 73 sujetos investigados (34
hombres y 39 mujeres). La concentracion media de BPA descrita por Ouchi &
Watanabe (2002) entre 48 mujeres japonesas, fue de 1,2 ug/L, con un rango de
0,2-19,1 pg/L.

El trabajo basado en la encuesta NHANES también describe una mayor
prevalencia del residuo de BPA y sus metabolitos en la orina de los nifios
analizados. El estudio NHANES establece unos criterios estrictos de inclusion
gue solo permiten el reclutamiento de poblacién mayor de 6 afios de edad. Aun
asi, se describe que los individuos con edades comprendidas entre los 6 y los
11 afios tienen concentraciones de BPA significativamente mayores que los
individuos adolescentes (12-19 afios de edad) y estos, a su vez,
concentraciones mayores que la encontradas en poblacion adulta. Los valores
medios de BPA total (libre mas conjugado) fueron de 4,5 pg/L en nifios, 3,0
Hg/L en adolescentes, 2, 5 pg/L en poblacién adulta, respectivamente (Calafat
et al., 2008). Por su parte, Wolff y colaboradores describieron una
concentracion media de BPA de 2,0 pg/L entre nifias de 6 a 8 afos de edad
(Wolff et al., 2007), y Liu y colaboradores confirmaron que las concentraciones
de BPA son mas altas en los nifios que en los adolescentes o en los adultos
(Liu et al., 2005).

En el estudio descrito en esta tesis doctoral también se ha puesto de manifiesto
que los sujetos de menor edad presentaban mayores concentraciones de BPA
tanto en muestras de tejido adiposo como de suero, apreciandose una
correlacion negativa entre la edad de los sujetos reclutados y las
concentraciones de BPA, es decir una disminucion de los niveles de BPA, tanto
en tejido adiposo como en suero, conforme aumenta la edad de los sujetos
(coeficientes de Spearman: -0.060 y -0,257). De nuevo, debido al pequefio
namero de sujetos, las diferencias no fueron, en ningun caso, estadisticamente
significativas, aunque en el caso particular de las medidas en muestras de

suero se acercara a la significacion (p = 0,066).
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También sobrepeso y obesidad podrian influir sobre el acumulo en el tejido
graso de los contaminantes lipofilicos. De hecho, asi se ha sugerido para los
compuestos organicos persistentes (Cerrillo et al., 2006). Por esta razon es
interesante la observacion de Wolff y colaboradores para la presencia y
concentracion de BPA en orinas de niflas de 6 a 9 afios de edad. Las
concentraciones de BPA total (libre y conjugado) encontradas en la orina de
estas niflas con un IMC < percentil 85, fueron superiores a las halladas entre
las del grupo con IMC > percentil 85 (Wolff et al., 2007), situacién que es
aparentemente paraddjica, puesto que el sobrepeso se acompafiaria de una
menor excrecién de BPA. No obstante, hay que resaltar que las medidas en
orina reflejan los niveles de exposicion inmediata, pero no los niveles internos
del contaminante. En nuestro estudio, hemos podido constatar este mismo
hecho, ya que que en ambas matrices biolégicas investigadas se presenta una
disminucién de los niveles de BPA con un incremento de IMC de los sujetos
(coeficiente de Spearman= -0,222 y -0,082, para grasa Yy suero,
respectivamente). Ademas, cuando la poblacién de estudio se categorizé por
encima y por debajo del percentil 85 de IMC, no se alcanzé la significaciéon
estadistica para la comparacion. Por ultimo, ni Yamano ni Calafat encontraron
asociacion alguna entre el IMC de los nifios estudiados en sus series y las
concentraciones de BPA medidas (Yamano et al., 2008, Calafat et al., 2008).
Queda por resolver el comportamiento aparentemente diferente que BPA y sus
derivados clorados tendran en cuanto a persistencia en los tejidos corporales y

vias de metabolizacion.

Mas recientemente, de nuevo Calafat y colaboradores han publicado los
niveles de exposicion a BPA en poblacion infantil (n= 54) procedente de dos
unidades de cuidados intensivos neonatales. La concentracion geométrica
media de BPA encontrada en los prematuros fue un orden de magnitud mayor
(30,3 ug/L) que la descrita para la poblacién general adulta (2,6 pg/L), incluso
mayor que la descrita en poblacion infantil (6-11 afios de edad) (3,7 pg/L) y casi
el doble que la concentracion del percentil 95 entre esta misma poblacion (16,0
Mg/L), segun datos procedentes de NHANES (2003-2004) (Calafat et al.,
2008). En el andlisis no ajustado, la concentracion media total de BPA fue
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ademas un orden de magnitud mayor entre los prematuros con 25-27 semanas
de edad que entre los que tenian 28-34 semanas, lo que los autores atribuyen
en parte al tratamiento médico recibido por los recién nacidos. Ademas, el
tiempo de estancia en la unidad neonatal, o el método de alimentacion de los
nifos (lecha materna vs. leche artificial) no parece estar relacionada con los
valores de BPA, aunque la informacion disponible sobre edad gestacional,
estancia media en la UCI y alimentacion, no fue completa para todos los
sujetos incluidos en el estudio (Calafat et al., 2008). La mayoria de los
compuestos encontrados en la orina de los prematuros correspondia a los
metabolitos principales de BPA, es decir, a sus formas conjugadas glucurénica
y sulfénica, lo que revela que la capacidad de metabolizar compuestos
exdgenos esta ya instaurada en algun grado en los primeros momentos de la
vida. Todos estos datos, junto con los encontrados en este trabajo de tesis
doctoral, sugieren que la exposicién a BPA en la poblacion infantil es bastante
mayor que la descrita entre individuos adultos y, por tanto, motivo de la mayor
preocupacion (Chapin et al., 2008; National Toxicology Program-NTP, 2008).

Las concentraciones mas elevadas de BPA encontradas en niflos de la
poblacion general, cuando se comparan con los adultos, podrian ser explicadas
porque los sistemas biologicos de detoxificacion en los nifios tienen unas
caracteristicas especificas que van cambiando en cada una de las etapas de
su desarrollo (Cohen et al., 2008), y que condicionan un metabolismo mas lento
y, €n consecuencia, una mayor permanencia de los xenobibticos en sangre.
Las rutas metabdlicas en los nifios, especialmente en los primeros meses de
vida, son fisiolégicamente inmaduras, con lo que la capacidad de detoxificacién
y excrecion de compuestos quimicos exdégenos al organismo es inferior a
aguélla en adultos. Al mismo tiempo, desde la primera infancia hasta la
pubertad se producen cambios en el tamafio, estructura y funcion de su
organismo, que lo van preparando para un manejo mas eficaz de los
contaminantes, al la vez que determinan ventanas de especial susceptibilidad

dependiente de la maduracion de los 6rganos, aparatos y sistemas corporales.

A la susceptibilidad particular del nifio se unen, durante la gestacion, la infancia

y la adolescencia, una gran variedad de factores sociales y psicosociales que
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determinan la exposicion a contaminantes, asi como los efectos en salud
derivados de dicha exposicion. Los procesos de crecimiento y desarrollo se
producen a un ritmo particularmente relevante en el caso de los sistemas
nervioso, endocrino, reproductivo e inmune (Bruckner, 2000). Ademas, los
nifos estan proporcionalmente mas expuestos que los adultos a los
contaminantes ambientales: los nifios beben mas agua, ingieren mas alimentos
e inhalan mas aire en relacion a su peso corporal. Mayores concentraciones de
BPA en nifios, respecto a adolescentes y adultos, han sido también
evidenciadas para otros contaminantes ambientales como, por ejemplo, los
contaminantes no persistentes, ftalatos y pesticidas organofosforados (CDC,
2005).

En resumen, la mayor frecuencia y concentracion de BPA y metabolitos
descrita en poblacion infantil podria ser una consecuencia de los patrones
especificos de absorcion, distribucién, metabolismo o excrecién de estos
compuestos, asi como de: a) diferencias en las vias de exposicion, por ejemplo
en el uso o consumo de productos o de alimentos que contienen BPA; b)
diferencias en el volumen de distribuciébn y/o en el secuestro de BPA en

diferentes compartimentos corporales.

El andlisis de los mecanismos de detoxificacion de compuestos fendlicos, como
BPA, en el hombre, han revelado una actividad enzimatica significativamente
menor en niflos que en adultos (Strassburg et al., 2002). Aunque, casi de
manera inmediata tras el nacimiento, algunas de las enzimas hepaticas
implicadas en los procesos de metabolizacién fase Il, como por ejemplo UDP-
glucuronosiltransferasas, pueden activarse incluso en niflos prematuros (Blake
et al., 2005), estos mecanismos de glucuronizacion no funcionan de manera
tan eficaz como lo hacen en individuos adultos hasta que se alcanzan los
primeros afos de vida (de Wildt et al., 1999). Se sabe que la farmacocinética
de farmacos y compuestos quimicos en fetos y neonatos difiere de la que tiene
lugar durante la primera infancia o en la edad adulta, debido a que existe una
expresion diferencial de las enzimas implicadas en estos procesos de
metabolizacién, fundamentalmente las glucoronosiltransferasas, cuya actividad

es dependiente de la edad. De hecho estas enzimas participan en la
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metabolizacion hepéatica de BPA en el adulto (Strassburg et al.,, 2002;
Welshons et al., 2006).

Las mayores concentraciones de BPA y metabolitos encontrados en los nifios
podrian deberse, también, a diferencias en el volumen de distribucion y/o en su
secuestro dentro de los diferentes compartimentos corporales (Nunez et al.,
2001, Mahalingaiah et al., 2008). En este sentido, en este trabajo de tesis
doctoral no se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de BPA en tejido adiposo y la procedencia anatomica de la
muestra grasa, indicando que la distribucibn de BPA es homogénea, no
presentando su bioacumulacién ninguna preferencia corporal. A pesar de que
la metabolizacion de BPA en el hombre tiene lugar en pocas horas (vida media:
~ 6 hr) tras la exposicidn, mediante su conjugacion principal a monoglucurénido
(Pottenger et al.,, 2000; Volkel et al., 2002), una fraccibn del mismo es
absorbida y distribuida en diferentes tejidos y 6rganos, pudiéndose almacenar
en el tejido adiposo, tal y como se pone de manifiesto en este trabajo de tesis
doctoral y en otros previos de nuestro grupo de investigacion (Fernandez et al.,
2007a; Olea et al., 2008). También se ha descrito su presencia en tejido
placentario (Schonfelder et al., 2002; Takeda et al., 2009), al igual que en
liqguido amniotico (Yamada et al., 2002, lkezuki et al., 2002) o leche materna
(Sun et al., 2004; Ye et al., 2006; Kuruto-Niwa et al., 2007). Este hecho es de
enormes consecuencias ya que sitla la exposicion a BPA y sus derivados
clorados en un plano muy similar a la exposicion interna continua que se

produce con otros contaminantes ambientales mas lipofilicos, como los COPs.

En el caso de los contaminantes ambientales lipofilicos, las principales vias de
exposicion de los recién nacidos son a través de la placenta durante el
embarazo y a través de la leche materna en los primeros meses de vida. Este
seria también el caso de las vias de exposicion de los derivados clorados de
BPA, dado su caracter mas hidrofébico, pero se desconoce en qué medida
estas vias determinan la exposicion a compuestos menos liposolubles como el
BPA. Mahalingaiah y colaboradores compararon la concentracion de BPA en
orina de mujeres antes y durante el embarazo, describiendo un incremento no

significativo del 33% en la concentracion durante la gestacion, cuando se
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compara con los niveles previos al embarazo. La presencia de BPA en mujeres
embarazadas también ha sido evidenciada por otros autores que han utilizado
muestras de orina o0 de suero para la monitorizacion de las participantes
(Padmanabhan et al., 2008; Schonfelder et al., 2002; Wolff et al., 2008; Ye et
al., 2008). Durante el embarazo, se producen numerosos cambios fisiologicos
en la mujer que pueden afectar a la distribucién, metabolismo y eliminacion de
contaminantes ambientales, lo que podria contribuir a las variaciones en las
medidas de exposicion observados (Mahalingaiah et al., 2008). Por otra parte,
la transferencia madre-hijo de compuestos fendlicos parece estar asegurada,
ya que algunos estudios han descrito la presencia de BPA en muestras de
placenta (concentracion media de BPA de 11,2 ng/g de tejido), liquido
amniético (concentracion media de BPA de 8,3 ng/ml), y sangre de cordon
umbilical (concentracibn media de BPA de 4,4 mg/ml) (Engel et al., 2006;
Ikezuki et al., 2002; Schonfelder et al., 2002; Yamada et al., 2002; Lee et al.,
2008).

Tras el nacimiento, los nifios vuelven a estar expuestos a BPA bien a través de
la leche materna que contenga este residuo y/o de la leche maternizada
contaminada por BPA. De hecho, algunos autores han descrito la presencia de
BPA en muestras de calostro y leche materna madura (Ye et al., 2006; Kuruto-
Niwa et al., 2007), lo que sugiere que una de las principales vias de exposicion
a BPA en los primeros meses de vida sea a través de la lactancia natural (Kuo
& Ding, 2004; Wong et al., 2005). En nuestra poblacién, sin embargo, no
hemos encontrado relacién entre el residuo de BPA y el hecho de haber sido
amamantado, aunque en ambas matrices biolégicas se apreciaron valores mas
elevados del contaminante entre los niflos con lactancia natural. Ademas, el
lugar que ocupa el sujeto de estudio entre sus hermanos fue una de las
variables que se mantuvo en el andlisis multivariante, con una significacion
estadistica interesante (p= 0,1), lo que sugiere que el lugar ordinal del nifio
entre sus hermanos es un factor de riesgo para mayor exposicién, ya que el
nifio nacido en primer lugar recibe la carga bioacumulada por la madre durante
su vida previa al embarazo. Este patron de exposicion ya ha sido referido para

otros compuestos con cierta capacidad de bioacumulacion.
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Estudios recientes han encontrado niveles detectables de BPA en todos los
alimentos infantiles estudiados, concretamente preparados liquidos para
lactantes (Cao et al., 2008b), con concentraciones en el rango de 2,27 ng/g a
10,2 ng/g. También se han analizado diversos alimentos infantiles envasados
en tarros de cristal con tapas de metal, encostrandose BPA en 99 de las 122
muestras analizadas, con un valor maximo de 7.2 ng/g (Cao et al., 2009b). En
otro trabajo realizado en Taiwan, donde se analizan muestras de leche infantil
de férmula en polvo, se detectd BPA en 5 de las 6 muestras estudiadas, con
valores dentro del rango 45 a 113 ng/g (Kuo et al., 2004). La leche
maternizada, y cualquier liquido incluido en la alimentacion, puede resultar
contaminado por el uso de biberones de policarbonato (Quitmeyer & Roberts
2007), o por la contaminacién de los alimentos con BPA migrado de envases
alimentarios fabricados con plastico o con papel y cartéon reciclado (Lopez-
Espinosa et al., 2007; Carwile et al., 2009).

BPA también puede migrar de los envases plasticos y del revestimiento interno
de las latas al alimento (Brotons et al., 1995). La migracién se ve favorecida a
elevadas temperaturas (Le et al., 2008), asi como en condiciones acidas y
basicas, lo que puede ocurrir en determinadas etapas del proceso de
fabricacion. La ubiquidad de los contenedores de plastico hace que la
exposicién a este compuesto y a sus derivados clorados sea practicamente
universal en los paises desarrollados. Cabe destacar, por otra parte, que BPA
puede migrar también desde las tuberias de PVC al agua que conducen, en
condiciones de pH neutro y temperatura ambiente (Yamamoto et al., 1999). En
estas circunstancias, BPA puede reaccionar con el cloro residual, utilizado en el
tratamiento del agua de bebida, dando lugar a los derivados clorados de
bisfenol-A (Yamamoto et al., 2002; Zafra et al.,, 2003). A este respecto, la
explicacion mas plausible a la contaminacién por derivados clorados de BPA de
las muestras analizadas, podria encontrarse en la utilizacibn de agua -
potabilizada con cloro- ya que en condiciones de pH basico y a temperatura
ambiente, BPA puede reaccionar espontaneamente con el cloro residual,
dando lugar a los derivados clorados de BPA (Yamamoto et al., 2002; Zafra et
al., 2003).
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En definitiva, si atendemos a los datos disponibles en la bibliografia cientifica,
la principal fuente de exposicion a BPA, tanto en poblacion infantil como adulta,
sera a través de la dieta (Wilson et al., 2007), aunque otras vias de exposicion
como el aire, el polvo y el agua -incluyendo el contacto dérmico durante el
bafio- no deben ser descartadas (NTP, 2008; Vandenberg et al., 2007).
Ademas de la transferencia de contaminantes medioambientales madre-hijo, la
contaminacion generalizada a BPA en el medioambiente y en la cadena
alimentaria, hace que los nifios de la poblacion general resulten expuestos de
manera inadvertida, tanto a BPA como a sus derivados clorados,

especialmente a través de la dieta.

La ingesta, que se presume es la principal via de exposicion a BPA (Kang et
al., 2006; Vandenberg et al., 2007), resultaria en una mayor concentracion a
BPA en las muestras colectadas durante el dia, comparada con las muestras
colectadas por la tarde o antes del desayuno. Sin embargo, en los nifios y en
los adolescentes, las concentraciones de BPA (media geométrica) no varia en
funcion del momento de coleccion de la muestra (Calafat et al., 2008). Estas
observaciones podrian reflejar también variabilidad en la exposicibn como
consecuencia de distintos factores ademas de la dieta, por ejemplo, diferencias
en estilo de vida, o uso de productos que contienen BPA. Para confirmar este
hecho, Mahalingaiah y colaboradores supusieron que las concentraciones de
BPA en muestras de orina procedentes de parejas seria mas similar que entre
individuos que no compartian casa, dieta y estilos de vida, comprobando una
moderadamente buena relacidén entre los niveles de BPA presentes en ambos

miembros de la pareja (Mahalingaiah et al., 2008).

Al analizar la informacion referente al habito tabaquico de los padres de los
sujetos incluidos en el estudio, se observé que los nifios con mayores
concentraciones de BPA en suero, fueron aquellos que tenian padres
fumadores, respecto a los de progenitores no fumadores (p= 0,002). Esta
diferencia no se mantuvo en el analisis multivariante posterior. Sin embargo,
Lakind & Naiman encontraron, recientemente, una relacion inversa Yy
estadisticamente significativa entre los niveles de BPA en orina y el habito

tabaquico (p= 0,011), aunque esta asociacion no era dosis dependiente, es
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decir, no se mantenia cuando el analisis se realizaba en funcioén del nimero de

cigarros por dia (Lakind & Naiman, 2010).

En este trabajo de tesis doctoral no hemos encontrado fuertes asociaciones
entre las concentraciones tisulares (sangre y/o grasa) de BPA y factores como
edad, género, o IMC, sin embargo las relaciones halladas nos animan a
proseguir estudiando la hipétesis de trabajo planteada, bien aumentando el
tamafo de la muestra, o siguiendo a la poblacién de estudio en el tiempo para
poder establecer si se manifiestan determinados problemas en salud entre la

poblacion mas expuesta.

A pesar del interés por conocer las fuentes de exposiciéon a BPA en el nifio, lo
cierto es que muy pocos estudios han abordado este tema con la profundidad y
garantia suficientes. De acuerdo a los resultados descritos en esta tesis
doctoral, la exposicién de los nifios de nuestra serie parece estar asociada a
factores especificos de la dieta. Asi, el consumo de pescado blanco y de
embutidos se ha relacionado con mayores niveles de BPA en las muestras de
tejido adiposo de la muestra seleccionada, mientras que aquellos que
declararon un mayor uso de agua mineral embotellada presentaron valores
menores de estos contaminantes. Ambas observaciones son del mayor interés
y permiten especular sobre la forma en que la contaminacién del pescado y del
agua de bebida, puede haber ocurrido. Hay pocos trabajos que hayan descrito
la relacion ente habitos de dieta y concentraciones de BPA, pero
recientemente, Lakind & Naiman han identificado, como predictores principales
de exposicion, el consumo de comida preparada y empaquetada, alimentos
enlatados, asi como de bebidas enlatadas y/o embotelladas (Lakind & Naiman,
2010).

A este respecto, Wagner & Oelmann (2009) publicaban recientemente que la
exposicion a xenoestrogenos era mayor entre los consumidores de agua
mineral embotellada en botellas de plastico PET que entre aquellos que
preferian agua mineral embotellada en contenedores de cristal. Los
responsables de la estrogenicidad en las botellas de plastico eran
principalmente ftalatos y alquilfenoles, y en menor grado BPA. En este sentido,
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es conveniente recordar que la exposicion a derivados clorados de BPA puede
verse favorecida por el consumo de agua del grifo si se dan las condiciones de
pH béasico, ya que en estas circunstancias, BPA puede reaccionar
espontaneamente con el cloro residual, presente en el agua desinfectada con
cloro o liberado de las tuberias de PVC (Yamamoto & Yasuhara 1999) dando
lugar a los derivados clorados de BPA (Yamamoto et al., 2002; Zafra et al.,
2003). De esta manera, en nuestra serie, la exposicion a los derivados clorados
de BPA habria ocurrido a través del agua de consumo, cuando esta es de la
red publica —especialmente la de Granada, cuyo pH medio de 8.3 la hace mas
que apropiada para la formacién de estas especies moleculares-. Los nifios
que refieren consumo de agua embotellada estarian, de alguna manera,

protegidos.

La agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) permite el uso de BPA
como mondémero base o como aditivo en la fabricacion de contenedores
plasticos o materiales disefiados para el contacto con los alimentos,
permitiendo un nivel de residuo maximo de 0.05 mg/kg peso/dia (Muncke,
2009). De esta manera, BPA se puede encontrar como componente de los
plasticos empleados para envolver y preservar comida fresca o envasada,
pudiendo contribuir a su contaminacion por este compuesto quimico. Las
diferencias en habitos dietéticos de los diferentes paises son conocidas y
caracterizadas, y deberian tenerse en cuenta a la hora de estimar la exposicion
a BPA y derivados clorados vehiculizada por la dieta (Slimani et al., 2002). La
dieta propia del sur de Espafia se caracteriza por el alto contenido de articulos
frescos, como verduras, fruta, y/o pescados, ademas de carnes y embutidos, y
una baja ingesta de alimentos y bebidas enlatadas, o que podria implicar un
menor aporte del contaminante vehiculizado por alimentos contaminados
(Mariscal et al., 2009). No obstante, la asociacion entre exposicion a BPA y
consumo de embutidos, bien merece prestarle atencién y establecer un

seguimiento riguroso de esta fuente no conocida hasta el momento.

La mayoria de los pocos estudios de exposicion infantil a BPA concluyen que la
dieta es la fuente principal de contaminacion para esta poblacion. Asi, el
estudio llevado a cabo por Wilson y colaboradores entre 257 preescolares de
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edades comprendidas entre 1,5 y 5 aflos de edad con el objetivo de investigar
la exposicion de los mismos a contaminantes orgénicos persistentes (COPSs) en
la guarderia y en la casa, indico que la dieta de los nifios suponia hasta un 99%
de la exposicion total a BPA (Wilson et al. 2007). Los investigadores
encontraron este contaminante en todas las muestras analizadas, tanto de aire

interior como exterior, tierra y alimentos sélidos y liquidos.

En 2002, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) determind
como Limite Especifico de Migracion (SML) 3 mg de BPA por Kg de alimento
(3ppm), para la proteccion de los consumidores en la Unidn Europea. En 2006,
la ingesta diaria tolerable (TDI) para BPA se establecié en 0,05 mg/Kg de peso
corporal, tanto en la Unién Europea como en Estados Unidos, mientras que
Canada establecié una ingesta diaria tolerable provisional (pTDI) inferior,
concretamente de 0,025 mg/Kg de peso corporal. Estas regulaciones
responden a la frecuencia con la que se han publicado informes que refieren la
presencia de BPAs en los alimentos. De hecho, BPA se ha cuantificado en
muy diversos productos alimentarios, por ejemplo, en latas de comida de
distintos paises (Biles et al., 1997; Yoshida et al., 2001; Goodson et al., 2002;
Thomson et al., 2005; Braunrath et al., 2005; Munguia-L6pez et al, 2005; Sajiki
et al., 2007; Yonekubo et al., 2008), habiéndose encontrado niveles tan altos
como 422 ng/g en jamén cocido (Goodson et al., 2002), 842 ng/g en salsas
(Sajiki et al., 2007), 102,7 ng/g en pescado (Munguia-Lépez et al., 2005) o 95,3
ng/g en verduras (Yoshida et al., 2001). Los valores encontrados en latas de
refrescos de supermercados canadienses estan en el rango de 0,032 a 4,5
pg/L (Cao et al., 2009a).

Con caracter regulador, se ha estimado la dosis diaria de exposicion a BPA
proveniente de la fuente alimentaria y bebida. De forma notable, la estimacion
mas alta entre la poblacion general, corresponde a nifios, obteniéndose
valores que van desde 0,043 a 14,7 uyg BPA/Kg peso/dia (FDA, 1996;
European Union, 2003; Wilson et al., 2003; Miyamoto et al., 2006; EFSA, 2006;
Wilson et al., 2007; Chapin et al., 2008). Asi mismo, los valores estimados a
partir de la ultima encuesta NHANES (2005/2006) revelan también la mayor

exposicién para la poblacién de entre 6 y 11 afios, situdandose en un valor
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medio de 51,3 ng/kg-dia (Lakind & Naiman, 2010). Desafortunadamente, no
existen estimaciones en la encuesta americana para nifios de edades inferiores
que cubrieran el rango de edades de la poblacion considerada en este trabajo
de Tesis Doctoral, por lo que no es posible utilizar esos datos como referencia
en este trabajo, pero orientan hacia el hecho de una mayor exposicion para

ninos de menor edad.

Como se ha comentado anteriormente, Calafat y colaboradores también han
mostrado que una de las principales fuentes de exposicion a BPA podrian ser
algunos materiales o dispositivos médicos, lo que explicaria que recién nacidos
prematuros ingresados en unidades de cuidados intensivos, tengan
concentraciones de BPA hasta un orden de magnitud mayor que cualquier otra
poblacion estudiada en los Estados Unidos (Calafat et al., 2009). En este
sentido, cabe destacar que las muestras de suero de individuos intervenidos de
otras patologias distintas a hernias inguinales e hidrocele, presentaron valores
muy superiores de BPA, con una media geométrica de 149,43 ng/ml, frente a
los 43,09 ng/ml entre los primeros (p = 0,06). Esta observacion sugiere que el
motivo de la intervencion podria estar relacionado con una mayor exposicion a
este contaminante, y que la patologia motivo de ingreso estuviera asociada a
procedimientos médicos especificos 0 estancias hospitalarias mas
prolongadas, que habrian aumentado los niveles séricos de BPA en esta
poblacion, fendmeno que deberia ser estudiado con mas detenimiento y en una

serie mas amplia de individuos.

Nuestro grupo de investigacion fue pionero en la deteccion de BPA en
muestras de saliva colectadas después de tratamientos dentales con productos
basados en BPA o BPA metacrilato (Olea et al., 1996; Pulgar et al., 2006; Zafra
et al.,, 2003), trabajos que han confirmado posteriormente otros grupos de
investigaciéon. Asi por ejemplo, Joskow y colaboradores midieron los niveles de
BPA en saliva de sujetos a los que se les pusieron selladores dentales de
diferentes marcas comerciales en una Unica muestra tomada tras el
tratamiento. Los investigadores comprobaron que algunas de ellas implicaban
aumentos significativos de los niveles de BPA respecto a otras, concretamente

50 veces mas de BPA después del tratamiento con Delton (Joskow et al. 2006).
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En cualquier caso, los niveles descritos por Joskow fueron mucho menores que
los encontrados por nuestro grupo de investigacion (Olea et al.,, 1996). En
nuestro caso, las muestras de saliva se colectaron durante la hora completa
gue siguio al tratamiento, indicando que las medidas puntuales de muestras de
saliva, procedimiento seguido por varios grupos de investigacion, podrian

subestimar los niveles reales de exposicion a BPA.

Otro trabajo que corrobora la exposicion a BPA a través de diferentes
procedimientos médicos es el publicado por Murakami y colaboradores
(Murakami et al., 2007). El suero de pacientes sometidos a hemodidlisis, asi
como el material empleado en este proceso, fue analizado para determinar los
niveles de BPA. Los resultados mostraban mayores concentraciones de BPA
dependiendo de la composicion del dializador empleado, asi como que los
niveles de BPA aumentaban significativamente en suero tras la sesiones de
dialisis, y se asociaban significativamente con una funcién renal mas
deteriorada (Murakami et al., 2007).

En este trabajo de tesis doctoral, una de las variables predictivas consideradas
ha sido el numero de composites o selladores de los nifios participantes. A
pesar del pequefio tamafio muestral que presentaba esta caracteristica, los
niveles de BPA encontrados se relacionaban significativamente con la
presencia de selladores dentales, en el andlisis multivariante, corroborando los
resultados descritos por nuestro grupo de investigacion en otros grupos de

poblacion.

Aunque la bioacumulacién de compuestos persistentes organohalogenados en
tejido adiposo esta bien documentada en nuestras series de poblacion (Cerrillo
et al., 2006; Fernandez et al., 2007a; Lopez-Espinosa et al., 2008), son muy
pocos los estudios que han descrito la bioacumulacién de BPA y sus derivados
clorados en esta matriz biolégica. En este sentido, NUfiez y colaboradores
(Nunez et al.,, 2001) encontraron concentraciones de BPA en todas las
muestras de tejido analizadas procedentes de ratas expuestas de manera
cronica a BPA (dosis repetidas de BPA), aunque este compuesto se encontré
preferentemente en tejido adiposo marrén. En otro estudio, ratas prefiadas
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fueron expuestas a una dosis Unica, pero alta, de BPA, y transcurridos tan solo
40 min, este contaminante pudo detectarse tanto en los fetos como en la
sangre de la madre con concentraciones comparativamente mayores en los
fetos respecto a la de las madres expuestas (Takahashi & Oishi, 2000),
sugiriendo que el feto podria actuar como reservorio de este contaminante
quimico. Otros autores también han demostrado que BPA atraviesa sin
problemas la barrera placentaria aunque para ello debe estar desconjugado
(Uchida et al., 2002; Ikezuki et al., 2002; Lee et al., 2008).

BPA no es considerado un compuesto quimico persistente, sin embargo los
datos obtenidos parecen indicar que la exposicién cronica y continuada del
mismo ralentizaria su metabolizacion y eliminacion (Teeguarden et al., 2005).
El logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua de BPA (Kow) se ha
estimado en el rango de 2,2-3,82 (NTP, 2008), lo que indica que este
compuesto tiene ciertas caracteristicas lipofilicas y, potencialmente, podria
acumularse en grasa o en tejidos con mayor contenido lipidico (Stahlhut et al.,
2009). El grupo de investigacion liderado por Shanna Swan se planteaba
recientemente el objetivo de comprobar si, efectivamente, la hipétesis
mantenida por la mayoria de los investigadores en BPA tenia fundamentos
sélidos; esto es, comprobar si BPA es rapidamente excretado una vez alcanza
el organismo, y si la via principal de exposicion a BPA del ser humano es el
consumo de alimentos contaminados por este compuesto. De forma notable, el
tiempo de ayuno mantenido por los sujetos reclutados, se asociaba tan solo
minimamente con los niveles de BPA encontrados en las muestras de orina
procedentes de la poblacién general entrevistada en la encuesta NHANES
(2003-2004) (Stahlhut et al., 2009). Este hallazgo podria justificarse segun los
autores por varias razones: i) BPA tendria una vida media mayor de la descrita,
favoreciendo su acumulacién en compartimentos corporales con un tiempo de
eliminacibn mas largo, ii) la exposicion a BPA procedente de otras vias,
ademas de la dieta, seria mayor de lo esperado, o iii) ambas causas -vida
media y vias no dietaria de exposicion- estarian contribuyendo a las mayores
concentraciones de BPA encontradas respecto a las esperadas. Los resultados
encontrados en esta Tesis Doctoral avalan los argumentos propuestos por
Stahlhut y colaboradores, ya que el BPA acumulado en tejidos grasos actuaria
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de reservorio para su liberacion lenta y paulatina, pudiendo, teéricamente,
producir un dafio celular y tisular local y contribuir a la exposicion interna de

forma permanente.

Estas observaciones, unidas a nuestros propios datos de exposicion
(Fernandez et al., 2007a; Olea et al., 2008) corroboran que una porcion del
BPA que entra en el organismo pueda distribuirse en compartimentos
especificos de almacenamiento del cuerpo humano. El hecho de encontrar
tanto BPA como derivados clorados en el tejido adiposo y en el suero de
poblacion infantil, tiene una relevancia especial. Estudios en animales de
experimentacion han puesto de manifiesto que BPA afecta tanto al
metabolismo de la glucosa como al metabolismo lipidico, asi como a la
adipogénesis de los adipocitos (Alonso-Magdalena et al. 2006). Las
concentraciones medias de BPA descritas en poblacion adulta por Fernandez y
colaboradores (8,1 ng/ g de grasa para BPA y derivados clorados) son mucho
mayores que las necesarias para reducir la produccion de adiponectina en
explantes de tejido adiposo humano o en células de grasa en cultivo (Hugo et
al., 2008). Ademas, BPA a dosis medioambientalmente relevantes inhibe la
liberacibn de adiponectinas importantes implicadas en la proteccién de las
secuelas derivadas del sindrome metabdlico, ya que bajos niveles de
adiponectinas se han asociado de manera consistente con resistencia a la
insulina 'y con procesos antiinflamatorios, ambos mecanismos con
consecuencias notables sobre la salud humana (Hugo et al., 2008). Estos
hechos ratifican los resultados encontrados por Lang y colaboradores, que
mostraban que altas concentraciones de BPA estan asociadas con una mayor
prevalencia de diabetes, enfermedades cardiovasculares y toxicidad hepatica
en poblacion adulta (Lang et al. 2008). Los nuevos datos de la encuesta
NHANES 2005/2006 han proporcionado la oportunidad de replicar de manera
independiente los resultados de Lang y colaboradores. Asi, las mismas
asociaciones han sido observadas por Melzer y colaboradores, analizando los
datos de exposicion a BPA de la muestra transversal NHANES 2005/2006 y los
datos conjuntos NHANES 2003/2004 y 2005/2006, encontrando las mismas
relaciones, excepto en el caso de diabetes en la muestra 2005/2006, que no

alcanzd la significacion estadistica (Melzer et al., 2010).
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El momento del ciclo vital en que ocurre la exposicion a contaminantes
medioambientales que se comportan como hormonas- disruptores endocrinos-
es crucial para determinar el efecto posterior. Los estudios experimentales
realizados con animales adultos requieren de dosis bastante mas altas para
inducir una respuesta que las dosis necesarias para producir un efecto si se
trata de embriones o animales en las primeras fases de desarrollo (Vandenberg
et al., 2009). La exposicidon intrauterina a xenoestrogenos se ha relacionado
con anomalias en diferentes 6rganos diana observadas bastante tiempo
después de producirse la exposicién e, incluso, con efectos de organizacion
permanente en tejidos u 6rganos implicados en la maduracién sexual y funcion
reproductiva en el individuo adulto (vom Saal & Moyer, 1985; Markey et al.,
2005; Mufioz del Toro et al., 2005).

En definitiva, este trabajo de Tesis Doctoral describe la presencia de BPA y
derivados clorados en dos matrices biolégicas -suero y tejido adiposo- de una
poblacién infantil que acude a un centro hospitalario, con una edad media de 4
afos de edad y un rango de edades comprendidas entre tan solo pocos meses
y 11,08 afios. La acumulacibn de estos contaminantes ambientales,
caracterizados por su actividad estrogénica, antiandrogénica, asi como
disruptora de la funcién tiroidea y B pancreatica, a concentraciones en el orden
de las asociadas a efectos en salud evidentes en animales expuestos,
demanda una revision urgente de las medidas legislativas en vigor,
especialmente en poblaciones de susceptibilidad particular, como es la
infancia. Nuestros datos, ademas, podran servir como referencia para
identificar tendencias temporales en la exposicion infanti a estos
contaminantes, confirmando si, al igual que en la poblacion americana, se esta
produciendo una disminucion de los niveles ambientales de BPA (Melzer et al.,

2010) como consecuencia de ciertas medidas preventivas de la exposicion.

Estudios epidemiolégicos y de biomonitorizacion poblacional deberian ser
instaurados de manera rutinaria para poder analizar el riesgo para la salud
asociado con la exposicion a BPA, especialmente durante periodos criticos del

desarrollo, lo que ayudaria a las distintas partes interesadas -politicos,
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profesionales sanitarios, consumidores- a la toma de decisiones en medidas
reguladoras, en cuanto a la calidad y los riesgos, de esta exposicion infantil
(Myers et al., 2009).
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VI. CONCLUSIONES

La discusion de los resultados, a la luz de la evidencia cientifica disponible
referente a la exposicion infantil a bisfenol-A y sus derivados clorados, nos

permite enunciar las siguientes conclusiones:

1.

Los nifilos estudiados estan y han estado expuestos, durante periodos
criticos de su desarrollo, a mezclas complejas de compuestos
contaminantes, potencialmente adversos para el desarrollo
reproductivo y neuro-conductual. La exposicion a BPA y sus derivados
clorados afecta a la totalidad de los individuos investigados, los cuales
presentan uno o mas de un residuo en sangre y/o tejido adiposo. El
residuo de BPA fue mas frecuentemente detectado en las muestras de
tejido adiposo infantil que en el mismo tejido de poblacion adulta de la
misma procedencia geografica (61 vs 55%). Ademas, su concentracion
media fue cuatro veces en los nifios que en las mujeres adultas. Por su
parte, los derivados clorados de BPA aparecen en el 100% de las
muestras infantiles analizadas, frente al 80% de las muestras de la

poblacién adulta, y su concentracion media también fue mayor.

2.

No se han encontrado fuertes asociaciones estadisticas entre las
concentraciones tisulares -sangre y/o grasa- de BPA y posibles
factores predictores como edad, género o IMC. Sin embargo, se ha
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puesto de manifiesto que: i) los sujetos de menor edad presentan
mayores concentraciones de BPA, tanto en muestras de tejido adiposo
como de suero; ii) las nifias tienen mayores concentraciones de BPA,
destacando la diferencia advertida en la matriz sérica, con una media
geométrica de 92,06 ng/ml en suero, frente a los 51,18 ng/ml de la
poblacion masculina; y iii) que en ambas matrices biolégicas se
produce una disminucion de los niveles de BPA con el incremento de

IMC de los sujetos.

3.

Los residuos de BPA vy sus derivados clorados presentan patrones de
distribucion distintos en las dos matrices biolégicas estudiadas, lo que,
a su vez, determina que los factores predictivos en ambas matrices
sean diferentes. Asi, el lugar ordinal que ocupa el sujeto de estudio
entre sus hermanos, es predictor de los niveles de BPA en las
muestras de tejido adiposo, lo que sugiere la transferencia madre-hijo
para un compuesto que es potencialmente bioacumulable. Ademas, los
niveles de BPA se asocian, de forma estadisticamente significativa, con
el tratamiento odontolégico con selladores dentales, corroborando
resultados previos de nuestro grupo de investigacion que consideran la
resinas epoxi usadas en la practica odontolégica, una fuente de
exposicion sanitaria al BPA.

4.

La via alimentaria se confirma como una de las principales formas de
exposicién a BPA en la poblacion infantil. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la exposicidn se asocia con ciertos factores de la dieta, entre
los que destacan el consumo de pescado blanco y de embutidos. Por
otra parte, el consumo de agua embotellada se presenta como un
factor protector de la exposicion cuando se compara con el consumo

de agua de la red de abastecimiento, lo que sugiere un papel
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importante a la cloracion del agua como origen de las especies

halogenadas del BPA.

5.

No se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de BPA en tejido adiposo y la procedencia anatomica
de la muestra grasa, sugiriendo que la distribucion de BPA no es
dependiente de ningun tejido graso en particular. Ademas, las muestras
de suero de nifios intervenidos de otras patologias distintas a hernias
inguinales e hidrocele, presentaron valores superiores de BPA,
estadisticamente distintos (media 149,43 ng/ml vs 43,09 ng/ml). Esta
observacion sugiere, que el motivo de la intervencion esta relacionado
con una mayor exposicion a este contaminante, o bien que los
procedimientos médicos particulares y la estancia hospitalaria mas
prolongada condicionan una mayor exposicion en el medio sanitario.
Este fendmeno deberia ser estudiado con mas detenimiento, en una
serie mas amplia de individuos, con objeto de actuar preventivamente,
evitando una exposicion cuya responsabilidad recae sobre el propio

sanitario.
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Anexo

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Hospital:

Servicio:

Identificacion:

Cadigo:

Entrevistador:
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se le invita a participar en un estudio descriptivo sobre salud y factores ambientales.
La participacion es totalmente voluntaria.

Algunas preguntas podrian ser un poco dificiles de contestar pero le pedimos que
conteste tan precisamente como le sea posible.

La informacion que usted da se mantendra en completa confidencialidad y su nombre
no sera registrado junto con sus respuestas.

Es importante para los resultados del proyecto, que participe en la medida que le sea
posible, por eso le rogamos su colaboracion.

Lugar:

Fecha: / /

Firma del participante:

NO RESPUESTA:

Dirigido a quienes por diversos motivos no desean participar en el estudio.
¢, Ha sido previamente informado del estudio?

Si: No.

Motivo de no participacion:

No quiere: NS/NC:

Encuestador:

248



Anexo

A. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DEL PACIENTE (NIN@)

1. ;Cuando nacio?

Dia, mes, afo: / /19 Edad*:

2. Sexo*:

3. ¢Dénde vive?

Localidad: Cédigo postal: Teléfono:

4. ¢ Cuéanto tiempo llevan viviendo en ese lugar? Afos

5. ¢ Esta su residencia proxima a un lugar con invernaderos?

1. Si
0. No (Irala pregunta 7)
-9. NS/NC (ir a la pregunta 7)

6. (A qué distancia? Metros

7. ¢ Esta su residencia proxima a una zona con actividad agricola?

1. Si
0. No (Ir ala pregunta 9)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 9)

8. ¢ A qué distancia? Metros

9. ¢ Esta su residencia proxima a una zona con alguna actividad industrial?

1. Si
0. No (Irala pregunta 12)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 12)

10. (Qué tipo de actividad industrial? (garaje, papelera,...)

11. ¢ A qué distancia? Metros

12. (En qué lugares han vivido a lo largo de su vida?

Localidad Provincia CP: ) .
Tiempo:.......... an
oS

Localidad Provincia CP: Tiempo........... afnos

Localidad Provincia CP: Tiempo........... afnos

13. ¢ Desde que naci6 su hij@ ha vivido cerca de un lugar con invernaderos?

1. Si
0. No (Ir a la pregunta 16)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 16)
14. ;A qué distancia metros
15. ¢, Desde que nacié su hij@ durante cuanto tiempo vivié alli? afos
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16. ¢ Estaba su residencia préxima a una zona con actividad agricola?

1. Si
0. No (Irala pregunta 19)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 18)

17. ¢ A qué distancia? Metros

18. ¢ Estaba su residencia pr6xima a una zona con alguna actividad industrial?

1. Si
0. No (Ir ala pregunta 23)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 23)

19. (Qué tipo de actividad industrial?

20. ¢ A qué distancia? Metros

21. ¢Desde que naci6 su hij@ durante cuanto tiempo vivié alli? ARos

22. ¢Pasan parte del afio viviendo cerca de invernaderos, zona agricola o zona
con actividad industrial?

1. Si
0. No (Irala pregunta 27)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 27)

23. ¢, Qué tipo de actividad?

1. Invernaderos (Ir a pregunta 26)
2.  Zona agricola (Ir a pregunta 26)
3. Actividad industrial

24. ¢ Qué tipo de actividad industrial?

25. ¢ Cuanto tiempo pasan alli? (P.e. el verano,...) meses

26. ¢ A qué distancia se encuentra su segunda residencia de alguno de estos

lugares? Metros
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27. ¢Podria indicar las ocupaciones en las que ha
trabajado mas de 12 meses? (esta pregunta es para ambos

progenitores)

29. ¢ Cuanto tiempo
se dedic6 a ellas?

1.

2.

meses

meses

meses

meses

meses

28. ¢ Podria decir cudl era la ocupacién de la madre mientras estaba embarazada

de su hij@?

29. ;Y ladel padre en aqguel momento?

Por favor indique si estuvo personalmente en contacto con alguno de los

siguientes productos en su trabajo, en su hogar, realizando labores agricolas o de
j[ardineria, etc (pregunta 32), y si es asi, ¢donde? (pregunta 33) y ¢durante cuantas

horas semanales (pregunta 34)?

30. Exposicién

31. Lugar 32. Tiempo

1. Humos del plastico 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 40 Horas
2. Productos de limpieza 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0

(incluidos desinfectantes) Horas
3. Disolventes orgénicos 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 40 Horas
4. Pinturas 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 40 Horas
5. Tinta de imprenta 1.Si |O.Noj1T|2H|3C]| 40 Horas
6. Tintes y pigmentos 1.Si |O.Noj1T|2H|3C]| 40 Horas
7. Cola 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 40 Horas
8. Herbicidas 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 40 Horas
9. Funguicidas 1.Si |O.NoJ1T|[2H|3.C| 4.0 Horas
10. Acaricidas 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 4.0 Horas
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11. Insecticidas 1.Si |O.NojJ1T|2H|3.C| 40 Horas
12. Productos quimicos fotograficos 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0 Horas
13. Metales pesados (Pb, Hg, Cd) 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0 Horas
14. Otros metales ( Fe, Zn, Al) 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0 Horas
15. Humos de soldar 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 4.0 Horas
16. Humos de fabrica 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0 Horas
17. Humos de tubo de escape 1.Si |O.NoJ1T|2H|3.C| 4.0
(diesel, gasolina) Horas
18. Anestésicos 1.Si |O.Noj1T|2H|3C| 40 Horas
19. Citostéticos y antibiéticos 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 4.0 Horas
20. Grano, papel, y polvo textil 1.Si |O.Noj1T|2H|3.C| 4.0 Horas
21. Otros productos quimicos 1.Si |O.NoJ1T|2H]|3.C| 4.0 Horas
-9. NS/NC -9. NS/NC -9. NS/NC

T = Trabajo; H = Hogar; C = Labores agricolas o de

ardineria; O = Otros

33. ¢ Cual es su categoria profesional?

Fuerzas armadas

Direccién de empresas y de
administraciones publicas

Técnicos y profesionales cientificos e
intelectuales

Técnicos y profesionales de apoyo
Empleados de tipo administrativo
Trabajadores de los servicios de
restauracion, personales proteccion,
vendedores de los comercios
Trabajadores cualificados en la
agricultura y en la pesca

Artesanos y trabajadores cualificados
de las industrias manufactureras, la
construccion y la mineria
Operadores de instalaciones y
madquinaria y montadores
Trabajadores no cualificados

NS/NC

34. ¢ Cual es la categoria profesional de
su cényuge?

0.
1.

Fuerzas armadas

Direccion de empresas y de
administraciones publicas

Técnicos y profesionales cientificos e
intelectuales

Técnicos y profesionales de apoyo
Empleados de tipo administrativo
Trabajadores de los servicios de
restauracion, personales proteccion,
vendedores de los comercios
Trabajadores cualificados en la
agricultura y en la pesca

Artesanos y trabajadores cualificados
de las industrias manufactureras, la
construccion y la mineria
Operadores de instalaciones y
maquinaria y montadores
Trabajadores no cualificados

NS/NC
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35. ¢ Qué estudios tiene usted? 36. ¢ Qué estudios tiene su cényuge?
1. No sabe leer ni escribir 1. No sabe leer ni escribir
2. Primaria incompleta 2. Primaria incompleta
3. Primaria 3. Primaria
4. Formacion profesional o Bachiller 4. Formacion profesional o Bachiller
5. Diplomado 5. Diplomado
6. Licenciatura 6. Licenciatura
7. Postgrado (doctor, master,...) 7. Postgrado (doctor, master,...)
-9. NS/NC -9. NS/NC

B. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DEL PACIENTE (NIN@)

37. ¢Cuanto mide? cm

38. ¢ Cuanto pesa? kg

39. ¢Cree que ha perdido peso en los ultimos 12 meses?

1. Si
0. No (Ir ala pregunta 43)
-9. NS/NC (ir ala pregunta 43)

40. ¢Cuanto?

1. Menos de 4 kilos
2. Entre 4-6 kilos

3. Mas de 6 kilos
-9. NS/NC

41. ;Cudl cree que ha sido la causa de la pérdida de peso?

253




Bisfenol A en poblacion infantil

C. CONDICIONES DE SALUD DEL PACIENTE (NIN@)

42. ¢Hatenido alguna de las enfermedad? (MARCAR LO QUE PROCEDA)
(En caso de respuesta negativa ir a la pregunta 45)

1. Hipertension 1.Si 0. No -9. NS/NC
2. Artritis 1.Si 0. No -9. NS/NC
3. Alergias 1.Si 0. No -9. NS/NC
4. Diabetes 1.Si 0. No -9. NS/NC
5. Ulcera gastrointestinal 1. Si 0. No -9. NS/NC
6. Cataratas 1.Si 0. No -9. NS/NC
7. Afeccion cutanea 1.Si 0. No -9. NS/NC
8. Embolia 1. Si 0. No -9. NS/NC
9. Afeccion cardiaca 1.Si 0. No -9. NS/NC
10. Asma 1.Si 0. No -9. NS/NC
11. Afeccion tracto urinario 1.Si 0. No -9. NS/NC
12. Estrefiimiento 1.Si 0. No -9. NS/NC
13. Varices 1.Si 0. No -9. NS/NC
14. Bronquitis cronica 1.Si 0. No -9. NS/NC
15. Hipercolesterolemia 1.Si 0. No -9. NS/NC
16. Depresion, Ansiedad 1.Si 0. No -9. NS/NC
17. Otras: (especificar cual) 1.Si 0. No -9. NS/NC
43. ¢Vasu hij@ al dentista?, Con qué frecuencia?

1. Nisiquiera 1 vez al afio

2. lvezalafio

3. 1vezcada 6 meses

4. Més de 1 vez cada 6 meses
44. ;Le han puesto alguna vez un empaste, sellador?

1. Si

0. No (Ir a la pregunta 49)

-9. NS/NC (Ir a la pregunta 49)
45. Si contesto Si, por favor especifique:
Tipo/Color Amalgama Composite

se

NUmero de empastes,

lladores
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46. ¢ Cuando le pusieron el empaste,sellador? edades

47. ¢Ha consumido algun medicamento durante los 3 ultimos meses?

1. Si
0. No (Ir a la pregunta 53)
-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 53)

Si contesto Si, por favor especifique:

48. Nombre de la medicacion: 51. Para qué enfermedad:

49. ¢Ha consumido medicamentos, vitaminas o minerales en los 7 dias
anteriores al ingreso?

1. Si

0. No (Ir a la pregunta 55)

-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 55)

50. ¢,Cuales?

D. HISTORIA REPRODUCTIVA DE LA MADRE

51. ¢ Tiene usted hij@s ademas de este?

1. Si

0. No (Ir ala pregunta 53)
-9.  NS/NC (Ir ala pregunta 53)

52. En caso afirmativo, ¢ Cuantos hij@s?

53. ¢ Cuantos embarazos ha tenido?

54. ¢ Cual es el lugar que ocupa este hij@?
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55. ¢Han tenido sus hij@s algun problema de salud al nacer?

1. Si
0. No (Iralapregunta 70 las mujeresy a la 72 los hombres)
-9.  NS/NC (Ir ala pregunta 70 las mujeres y a la 72 los hombres)

56. En caso afirmativo, ¢ podria especificar de qué tipo?

57. ¢ Ha amamantado a sus hij@s?

1. Si
0. No (Iralapregunta59)
-9. NS/NC (Ir a la pregunta 59)

58. En caso afirmativo, ¢ Cuantos meses de promedio (sumar los meses

por cada hijo) ? meses

D. ESTILOS DE VIDA

59. ¢ Fuma usted y/o su marido actualmente?

1. Si
0. No (Ir ala pregunta 61)
-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 61)

60. En caso afirmativo, ¢con qué frecuencia?

Muy pocas veces (1 cigarrillo al mes)
Ocasionalmente (1-3 cigarrillos semanales)
Moderadamente (2-4 cigarrillos diarios)
Mucho (més de 10 cigarrillos diarios)

w0 PR

61. ¢Han fumado con anterioridad?

1. Si
0.  Nunca (Ir a la pregunta 63)
-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 63)

62. En caso afirmativo, ¢Con qué frecuencia fumaba en el pasado?

Muy pocas veces (1 cigarrillo al mes)
Ocasionalmente (1-3 cigarrillos semanales)
Moderadamente (2-4 cigarrillos diarios)

4. Mucho (més de 10 cigarrillos diarios)

wn e

¢Podria decirme qué cantidad de las bebidas siguientes suelen consumir a

la semana?
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63. Cerveza
n° bebidas a la semana (1 tubo = 1 bebida)
-9. NS/NC

64. Vino

n° bebidas a la semana (1 vaso = 1 bebida)
-9. NS/NC

65. Licores
n° bebidas a la semana (1 cubata = 3 bebidas)
-9. NS/NC

E. ASPECTOS RELACIONADQOS CON LA DIETA

66. ¢ Qué tipo de agua beben?

1.  Agua no embotellada

2. Agua embotellada (Ir a la pregunta 81)
3.  Ambas

-9. NS/NC (Ir a la pregunta 82)

67. ¢ Qué tipo de agua no embotellada?

1. Del grifo

2. De un pozo

3. De manantial/fuente
4, De lluvia

68. ¢ Qué agua embotellada?

69. ¢ Cuanta agua bebe? vasos/dia

70. ¢ Qué tipo de agua utiliza para cocinar?

1.  Agua no embotellada

2. Agua embotellada (Ir a la pregunta 85)
3. Ambas

-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 86)

83. ¢ Qué tipo de agua no embotellada?

Del grifo
De un pozo
De manantial/fuente

P w N PR

De lluvia
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84. ¢ Qué agua mineral?

85. ¢ Con qué frecuencia semanal come pescado y marisco?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana
-9. NS/INC

ok~ w0bdPRE

86. ¢ Qué tipo de pescado consume mas frecuentemente?

1. Pescado azul

Pescado blanco
3. Indistintamente
-9. NS/NC

87. ¢, Con qué frecuencia consume productos lacteos? (no queso)

1. Nunca

2. Dos veces por semana 0 menos
3. Mas de dos veces por semana
4.  Todos los dias

-9.  NS/NC

88. ¢Qué tipo de leche consume?

1. Entera
Semidesnatada

3. Desnatada

-9. NS/NC

89. ¢ Cuanta leche toma al dia?

vasos/dia

90. ¢Con qué frecuencia come queso?

1. Nunca

2. Dos veces por semana 0 menos
3. Mas de dos veces por semana
4.  Todos los dias

-9.  NS/NC
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91.

¢Qué tipo de queso consume mas frecuentemente?

1. Fresco

2. Curado/Semicurado
3. Indistintamente

-9.  NS/NC

92.

¢Con qué frecuencia consume embutidos y fiambres?

Nunca

Dos veces por semana 0 menos
Mas de dos veces por semana
Todos los dias

-9. NS/NC

Ao nNE

93.

¢, Qué consume con mayor frecuencia?

1. Embutido
2. Fiambre

94.

¢ Con qué frecuencia come carne?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

a s wDd e

Mas de dos veces por semana
-9. NSINC

95.

¢ Qué tipo de carne consume mas frecuentemente?

Pollo

Cerdo

Vacuno

Ovino
Indistintamente
Otros

-9. NS/NC

o g s wh e

96.

¢ Con qué grasa cocina habitualmente?

1.  Aceite de oliva

2. Otros aceites vegetales
3. Grasa animal

4, Indistintamente

-9. NS/NC
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97. ¢ Consume mantequilla y/o margarina?

1. Mantequilla
2. Margarina

3. Indistintamente
4. Nunca
-9. NS/NC

98. ¢Con que frecuencia consume mantequilla y/o margarina?

Nunca

Una vez por semana
Tres-cuatro veces por semana
Una vez al dia

Mas de una vez al dia

-9. NS/NC

a s~ wDd e

99. ¢ Con qué frecuencia come legumbres? (lentejas, garbanzos,....)

1. Nunca

2. Menos de una vez por semana
3. Una vez por semana

4. Dos veces por semana

5. Mas de dos veces por semana

-9.  NS/NC

100. ¢, Con qué frecuencia come verduras cocinadas?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana
-9. NS/INC

a bk~ wbd e

101. ¢Con qué frecuencia come vegetales crudos?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

a bk~ wbdPRE

Mas de dos veces por semana
-9. NS/INC
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102. ¢ Con qué frecuencia come fruta?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana
-9. NS/NC

a b~ wn e

103. ¢ Con qué frecuencia come huevos? (fritos, en tortilla, cocidos...)

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana
-9. NS/NC

N

104. ¢ Con qué frecuencia come pan?

Nunca

Una vez por semana
Tres-cuatro veces por semana
Una vez al dia

Mas de una vez al dia

-9. NS/NC

a s wDd e

105. ¢ Con qué frecuencia consume pastas? (macarrones, espaguetis,...)

Nunca

Una vez por semana
Tres-cuatro veces por semana
Una vez al dia

ok~ wn PR

Mas de una vez al dia
-9. NS/NC

106. ¢ Consume comida enlatada?

1. Si
0. No (Ir ala pregunta 109)
-9.  NS/NC (Ir a la pregunta 109)

107. En caso de respuesta afirmativa, ¢ Cuantas latas de conserva consumen en su casa a la semana?

latas/semana
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108. ¢ Ha variado su dieta considerablemente en los ultimos doce meses?

1. Si
0. No (pasar ala pregunta 111)
-9.  NS/NC (pasar a la pregunta 111)

109. En caso afirmativo, indicar en qué medida:

110. ¢, Come comida ecologica?
1. Si
0. No (fin)
9. NS/NC (fin)

111. En caso afirmativo ¢ Qué proporcién de su dieta proviene de alimentos

ecologicos?
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INFORMACION QUE DEBERA RECOGERSE DE LAS HISTORIAS CLINICAS

Identificacion:

ler Apellido:

2° Apellido:

Nombre:

Servicio donde esté ingresado
Cirugia general 11 Cirugia digestiva [1 Cirugia vascular 1 Cirugia mama ]
Traumatologia [1 Otros ']

NUmero de Historia:

Diagnostico
principal:
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