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RESUMEN/ ABSTRACT




INTRODUCCION

Los Disruptores Endocrinos (DES) son sustancias exogenas que alteran una o mas
funciones del sistema endocrino y consecuentemente causan efectos adversos en la
salud de un organismo intacto o en su progenie. .

El presente trabajo se incluye en el proyecto titulado: “Disruptores endocrinos en
leche materna del Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada
(BLCHUG)”, que abarca el estudio de compuestos organicos persistentes y no
persistentes en muestras de leche materna, siendo los compuestos no persistentes los
seleccionados para este estudio.

Los contaminantes organicos no persistentes o “pseudopersistentes” acceden al
organismo a diario y de manera cotidiana, son rapidamente excretados y contribuyen de
igual manera a la dosis interna que los compuestos organicos persistentes. Entre los mas
relevantes para la salud publica se encuentran: bisfenoles (bisfenol A, F y S); parabenos
(MP, EP, PP y BP); y benzofenonas (BP-1 a BP-12 y 4-OH-BP).

La leche materna es el principal alimento en los bebes lactantes y, por tanto, la
principal via de exposicion a DEs por via alimentaria. En este contexto, es de critica
importancia el desarrollo de metodologias analiticas adecuadas que permitan evaluar la
exposicion de los bebes a diferentes DEs a través de la leche materna.

OBJETIVOS

El objetivo de este estudio ha sido la puesta a punto y validacion de una nueva
metodologia analitica que permita la cuantificacion simultanea de bisfenoles, parabenos
y benzofenonas en muestras de leche humana, que sea adecuada para su aplicacién en
estudios epidemiologicos.

MATERIAL Y METODOS

La poblacién reclutada son mujeres donantes del BLCHUG, a las que se les aplico
un cuestionario epidemioldgico disefiado expresamente para este estudio.

La técnica de extraccion seleccionada para llevar a cabo el tratamiento de muestra
fue la microextraccion dispersiva liquido liquido (DLLME). La cuantificacion se realizo6
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS).

RESULTADOS

El tratamiento de muestra desarrollado consta de las siguientes etapas: tratamiento
enzimatico (para determinar el contenido total de compuestos), precipitacion de
proteinas (para eliminar potenciales interferentes) y extraccion DLLME. Con objeto de
obtener un método lo mas sensible posible, se llevd a cabo la optimizaciéon de las
principales variables involucradas en la extraccion (naturaleza y volumen del disolvente
extractante y dispersante, tiempo de agitacion, pH de la muestra, y porcentaje de sales).
A continuacion se obtuvo la recta de calibracion del método desarrollado, obteniendo



una buena linealidad para todos los compuestos estudiados. Entonces se procedié a
validar el meétodo desarrollado. Los parametros analiticos obtenidos (limites de
cuantificacion y deteccion, rango dindmico lineal, linealidad, selectividad y exactitud)
indicaron que el método desarrollado era perfectamente adecuado para su aplicacion a
muestras de leche materna. Finalmente, el método se aplico a las primeras 15 muestras
de leche recolectadas para el proyecto. Todas las muestras dieron positivo para al menos
uno de los compuestos analizados. EI MP fue el compuesto més detectado en las
muestras de leche analizadas (11/15), seguido de la BP-3 (9/15), PP (6/15), EP (5/15),
BPA (4/15) y BP y BP-1 (1/15). No se detectaron BPS, BPF, BP-2, BP-6, BP-8 ni 4-
OHBP en ninguna de las muestras analizadas.

CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto y validado un nuevo método analitico, rapido, de bajo coste
y versatil mediante DLLME, para la determinacion de diferentes disruptores endocrinos
quimicos no persistentes (bisfenoles, parabenos y benzofenonas) en muestras de leche
materna humana. En base a los datos de biomonitorizacion obtenidos puede afirmarse
que la exposicién humana a disruptores endocrinos es méas que significativa, destacando
el contenido de MP, EP, PP, BP, asi como de BPA, BP-1 y BP-3 en leche materna.
Dado estos resultados, serian necesarias acciones legislativas y de concienciacion social
gue minimicen o eliminen esta exposicion.
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1.1. FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL SISTEMA ENDOCRINO

El sistema endocrino es un conjunto de 6rganos y tejidos del organismo humano
que regula numerosas funciones biologicas, entre ellas el desarrollo madurativo del
individuo, desde la etapa de gestacidn y crecimiento hasta la maduracion cognitiva y las
funciones reproductivas. Esta formado por glandulas y las hormonas segregadas por las
mismas.

Las hormonas son mensajeros quimicos, que interactlan con uno 0 varios
receptores celulares especificos, a través del torrente sanguineo, desencadenando
procesos bioquimicos, los cuales regulan todo lo relacionado con las funciones
bioldgicas del organismo.

Las hormonas pueden clasificarse en cuatro grupos quimicos: derivados de
aminoacidos, proteinas, esteroides y eicosanoides [1]. Ademas, también pueden
clasificarse dependiendo de su funcionamiento en: organizativas y activacionales.
Mientras que el primer tipo interviene fundamentalmente durante periodos criticos del
desarrollo del individuo, induciendo efectos permanentes, el segundo tipo causa sélo
cambios transitorios o respuestas rapidas, necesarias para el metabolismo en un instante
concreto.

1.2. DISRUPCION ENDOCRINA

Existe una evidencia creciente de que ciertas sustancias quimicas, a las que los
seres humanos estamos expuestos de forma habitual, pueden actuar como disruptores
endocrinos, es decir, son capaces de alterar la homeostasis normal del sistema
endocrino, causando un desequilibrio de estrogenos, andrégenos, progestinas, o las
hormonas tiroideas a través de diversos mecanismos de accion [2;3].

Existen muchas definiciones del concepto “Disruptor Endocrino”. La Organizacion
Mundial de la Salud lo define como “Sustancia exdgena o mezcla que altera una o mas
funciones del sistema endocrino y consecuentemente causa efectos adversos en la salud
de un organismo intacto o en su progenie” (Organizacion Mundial de la Salud,
WHO)[4].

De forma analoga, puede decirse que un DE potencial es aquella sustancia cuyas
caracteristicas lo hacen sospechoso de provocar una respuesta disruptora en un
organismo intacto [5].

Se han descritodiferentes mecanismos de accién en disrupcion endocrina [6], que
incluyen: mimetizar la accion de las hormonal naturales, bloquearla e impedir la unién
hormona-receptor, alterar el patron natural de sintesis y metabolismo hormonal e
incluso modificar la intensidad de la respuesta bioquimica desencadenada cuando
hormona y receptor se unen. Sin embargo, indiferentemente de su actuacion, sus efectos
pueden ser muy perjudiciales en un individuo, principalmente si éste se encuentra en
una fase critica de crecimiento y/o desarrollo. De hecho, las primeras etapas del
desarrollo (embrion, feto, lactancia) son especialmente vulnerables a la accién de los
DEs, incluso a bajas dosis de exposicion [7]. Ademas, el estudio de la disrupcion
endocrina se hace todavia mas complejo si tenemos en cuenta que la exposicion a DEs
puede estar relacionada con patologias con largos periodos de latencia, por lo que sus



efectos definitivos pueden no ser visibles hasta pasados muchos afios o incluso
manifestarse en las siguientes generaciones [8].

Actualmente existen infinidad de compuestos cuyo carécter disruptor esta
demostrado o, al menos, es sospechado. La Tabla 1 recoge algunas de las categorias de
sustancias mas estudiadas en los altimos afios en lo referente a disrupcion endocrina [9].

Tabla 1. Listado de DEs caracteristicos.

CATEGORIA DISRUPTORES ENDOCRINOS QUIMICOS
Alquilfenoles Octilfenoles Octilfenolesetoxilados
Nonilfenoles Nonilfenolesetoxilados
Bisfenoles Bisfenol A Bisfenol F
Bisfenol B Bisfenol S
Conservantes, MetilparabenEtilparaben n-Butilparaben
antifangicos y n-Propilparaben Isobutilparaben
antimicrobiano Isopropilparaben Triclosan
Triclocarban
Filtros ultravioleta Benzofenona-1 Etilhexilcinamato
Benzofenona-3 4-
4-hidroxi-benzofenona | metilbenzilidencanfor
Benzofenona-4 Benzylsalicilato
Homosalato
Ftalatos Dietilftalato Di-n-butilftalato
Dietilhexilftalato Dihexilftalato
Dipropylftalato Butilbenzilftalato
Hidrocarburos Antraceno Fenantreno
aromaticos Benzopireno Pireno
Medicamentos Etinil estradiol Dietilestilbestrol
Mestranol Tamoxifeno
Metales Pesados Arsénico Mercurio
Cadmio Plomo
Organohalogenados Dioxinas Policlorobifenilos
Furanos Polibromobifenilos
Pesticidas Atrazina Kepona
Benomyl Lindano
Carbaryl Metomil
Clordano Paration
Dicofol Pentaclorofenol
Endosulfano Toxafeno
Hexaclorobenceno Trifluralin
Iprodiona Vinclozolina

Entre las sustancias con potencial actividad disruptora endocrina encontramos
una gran cantidad de “compuestos quimicos emergentes”, cuya presencia en el medio
ambiente 0 sus posibles implicaciones para la salud humana, se han puesto muy
recientemente de manifiesto. Son compuestos de los cuales se sabe relativamente poco o



nada acerca de su presencia en los distintos compartimentos ambientales y en el ser
humano y que, por tanto, precisan investigacion [10,11]. Dentro de estos contaminantes
se incluyen pesticidas, productos quimicos industriales, productos farmaceuticos, y
productos de cuidado personal (PCP), la mayoria usados con mucha frecuencia en la
actualidad. Segun esto, el ser humano se encuentra expuesto a los DEs de continuada,
incluso desde la época fetal [12-15]. La problematica de la exposicion se agrava cuando
ésta se produce durante los inicios de la vida de un individuo, ya que existen ciertas
evidencias de que podria relacionarse con anomalias en la diferenciacién sexual,
problemas en el desarrollo neuroldgico y reproductivo, con el riesgo de desarrollo de
problemas reproductivos y cancer en el futuro [16]. En la Tabla 2, se presentan los
posibles efectos que producen los DEs en humanos, segun diferentes estudios analiticos
y epidemiologicos.

Tabla 2. Posibles efectos de los DEs en humanos.

MUJERES NINAS NINOS HOMBRES
Céancer de mama | Pubertad precoz Criptorquidia o no Céncer de
descenso testicular testiculos

Endometriosis Cancer vaginal

Muerte
embrionaria 'y
fetal

Malformaciones
en la
descendencia

Mayor incidencia de
canceres

Deformaciones en
drganos
reproductores

Problemas en el
desarrollo del
sistema nervioso
central

Bajo peso de
nacimiento

Hiperactividad
Problemas de
aprendizaje

Disminucion del
coeficiente de
inteligencia y de la
comprension lectora

Hipospadias

Reduccion del recuento
espermatico

Disminucién del nivel
de testosterona

Problemas en el
desarrollo del sistema
nervioso central

Bajo peso de
nacimiento

Hiperactividad
Problemas de
aprendizaje

Disminucion del
coeficiente de
inteligencia y de la
comprension lectora

Cancer de prostata

Reduccion del
recuento
espermatico

Reduccion de la
calidad del esperma

Disminucién del
nivel de
testosterona

Modificaciones de
concentraciones de
hormonas tiroideas

1.3. DISRUPTORES ENDOCRINOS QUIMICOS OBJETO DE ESTUDIO

El presente trabajo fin de master es parte de un proyecto de investigacion mas
amplio que lleva por titulo: “Disruptores endocrinos en leche materna del Banco de
Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada (BLCHUG)”. El proyecto
abarca el estudio de compuestos organicos persistentes y no persistentes, siendo el
grupo de no persistentes el seleccionado para este trabajo.



1.3.1. Compuestos organicos persistentes

Los Compuestos Organicos Persistentes (COPs) se definen como compuestos
orgénicos de origen natural o antropogénico que resisten a la degradacion fotolitica,
quimica y biologica [17]. Los COPs se caracterizan por una baja solubilidad en agua y
alta liposolubilidad, por lo que tienen a acumularse en los tejidos grasos de los
0rganismos Vvivos.

Existen muchos tipos de COPs, pero en el Convenio de Estocolmo de 2001 se
decidid incluir doce de estos compuestos en una lista, conocida como la docena sucia,
como los mas importantes debido a su gran toxicidad y uso. Estos son: aldrin, clordano,
dieldrin, endrin, heptacloro, hexaclorobenceno (HCB), mirex, toxafeno,
policlorobifenilos (PCBs), diclorodifeniltricloroetano (DDT), dioxinas y furanos.
Dentro de los efectos de estos compuestos en el ser humano se encuentra: disminucién
inmunitaria, disfunciones neuroldgicas, disfunciones reproductivas, alteraciones
hormonales, alteraciones del desarrollo, trastorno neuroconductuales y cancer [18-25].

1.3.2. Contaminantes organicos no persistentes

Algunos DEs pueden acumularse en el organismo por ser lipofilos y resistentes a
la degradacion, persistiendo generalmente en los tejidos grasos, mientras que otros
acceden al organismo a diario y de manera cotidiana, son rapidamente excretados
(pseudopersistentes) y contribuyen igualmente a la dosis interna. De entre los mas
relevantes para la salud puablica se encuentran: bisfenoles (bisfenol A, bisfenol F y
bisfenol S); parabenos y benzofenonas.

1.3.2.1. Bisfenoles (Bisfenol A, Bisfenol F y Bisfenol S)

Los bifenoles son compuestos aromaticos constituidos por dos anillos fendlicos
que se unen a través de un grupo puente. Entre ellos se encuentran el bisfenol A (BPA),
bisfenol F (BPF) y bisfenol S (BPS).

ElI BPA es uno de los compuestos con caracter disruptor mas utilizado en nuestros
dias, puesto que es el mondémero principal de gran parte de los plasticos que nos rodean
[5].En 1923 comenzd a producirse a escala industrial [26]pero no fue hasta 1957cuando
comenzo su produccion masiva [27]. Desde aquel entonces, cada afio la demanda de
BPA es mas elevada a nivel mundial [28].


https://es.wikipedia.org/wiki/Convención_de_Estocolmo
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Figura 1. Estructura del BPA, BPF y BPS

El BPA presenta multiples aplicaciones y su uso principal es la fabricacion de las
resinas epoxi, asi como para la obtencion de plasticos policarbonato, que poseen gran
estabilidad mecéanica y térmica, ademés de muy buena transparencia [29]. Otra de sus
aplicaciones industriales es su uso como retardante de llama.

Oftros

Médico y
cuidado de
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Figura 2. Principales aplicaciones del BPA.
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Figura 3. Distribucion de los usos del bisfenol A en Europa por sectores. (Demanda
global de policarbonato de 3.4 millones de toneladas en 2010)

Se han observado una serie de dianas y posibles mecanismos de accién del BPA
en el organismo humano, entre los que se incluyen los siguientes:

- Capacidad para unirse a los receptores hormonales estrogénicos vy
competir con los estrogenos naturales. [30-32].

- Interaccion con sistemas enzimaticos reguladores del balance hormonal
[33].

- Actividad antiandrogénica. EI BPA puede inhibir las respuestas asociadas
a hormonas androgénicas como la dihidrotetosterona (DHT) asociandose con los
receptores androgénicos y evitando asi la union DHT-receptor [34].

Se ha relacionado a este compuesto con diferentes anomalias y problemas de
salud, como son: dafios sobre la capacidad y el desarrollo reproductivos de las especies
[35, 36], numerosas anomalias neuroendocrinas [37]; alteraciones fisioldgicas y
estructurales del cerebro [38].Ademas se le relaciona con la inhibicionde los fenotipos
masculinos y de la espermatogénesis [39] y el incremento en la masa del tejido uterino y
endometrio.

La principal via de exposicion al BPA es la alimentaria [40]. Se ha demostrado
que uno de los principales medios de exposicidn a este compuesto es a través de las
envases de policarbonato [41]. Asi,ha quedado demostrado que la concentracion de
BPA en orina puede incrementar en un 66% después de la toma de sustancias
almacenadas en este tipo de envases [42].

La temperatura, el pH, el tiempo de contacto entre el alimento y el envase, la
cantidad de revestimiento del mismo, asi como las condiciones de fabricacién y
procesamiento del recipiente van a favorecer la absorcion de BPA por los alimentos [43,
44].



Debemos de tener en cuenta que existen otras fuentes de exposicion a BPA, de las
cuales la poblacion no es consciente. Una de estas fuentes es el polvo. El registro méas
elevado se encuentra en entornos de trabajo como laboratorios [45] y oficinas [46],
debido al tipo de materiales usados en estos lugares. Otra fuente de exposicion a BPA es
el contacto dérmico con papel térmico (cajeros de centros comerciales y similares),
debido a la presencia de BPA en los componentes del mismo [47].

El BPA se usa en la polimerizaciéon de los empastes dentales de composite, asi
como en algunos Utiles médicos, como sondas nasogastricas y respiradores automaticos.
Se han realizado estudios como el de Calafat y colaboradores, en los que queda
demostrado el riesgo de exposicion a BPA tras un tratamiento médico en el que se
usaban los citados materiales [48].

La creciente preocupacion sobre la capacidad disruptora endocrina del BPA y sus
posibles efectos en la salud humana ha resultado en la busqueda de sustitutos para este
compuesto. Dentro de estos sustitutos se encuentran analogos estructurales como el BPS
y BPF, bisfenoles como el BPA, y que por tanto podrian tener efectos fisioldgicos
parecidos al BPA en el organismo.

El BPS se usa en una gran variedad de aplicaciones industriales. Se utiliza como
monomero en polimeros sintéticos como la polietersulfona (PES) y polisulfona (PSU).
El PES ha reemplazado a los policarbonatos basados en BPA en los biberones de
plastico. Ademas el BPS se usa también en papeles térmicos, carton reciclado para
alimentos y en pegamentos de secado rapido. Por su parte, el BPF se usa en una gran
variedad de productos de consumo como barnices, lacas, adhesivos, y empaquetados de
comida. A pesar de que el BPS y BPF fueron creados para sustituir al BPA y asi evitar
los efectos dafiinos del mismo, numerosos estudios afirman que BPS y BPF son tan
activos hormonalmente como el BPA y por tanto son capaces de actuar como
disruptores endocrinos [49]

1.3.2.2. Parabenos

Los parabenos (PBs) conforman el grupo de homologos de ésteres del &cido p-
hidroxibenzoico. Estos compuestos son sélidos inodoros, blanquecinos, relativamente
solubles en agua e hidroliticamente estables [50].
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Figura 4.Estructura Parabenos.

La utilidad principal de los PBs es la de conservantes en las industrias alimentaria,
cosmética y farmacéutica [51]. Aunque la capacidad antimicrobiana de los parabenos es



mayor cuanto mayor es su cadena alquilica, su solubilidaden agua decrece de forma
notable.

Figura 5. Principales usos y aplicaciones de los parabenos
Por ser los mas empleados a nivel industrial, los parabenos seleccionados para su

estudio en este trabajo son: metilparabeno (MP), etilparabeno (EP)propilparabeno (PP)
y butilparabeno (BP).En la Figura 6, se muestran las estructuras de estos compuestos.
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Figura 6. Estructura quimica de los parabenos objeto de estudio



A finales de los afios 90 comenz6 la investigacionsobre el caracter disruptor de
estos compuestos [52]. Hoy en dia numerosos estudios han obtenido importantes
conclusiones que avalan la inclusion de los PBs dentro del grupo de DEs. En concreto,
estudios in vitro han evidenciado una serie de efectos sobre la salud derivados de la
exposicion a estos contaminantes:

- Competencia con los estrdgenos naturales. La longitud de la cadena
alquilica juega un papel importante en este comportamiento, siendo el BP el que mayor
estrogenicidad posee [53, 54].

- Proliferacion tumoral. Hay estudios que han demostrado que estos
compuestos provocan la proliferacién de las células MCF-7 [55].

- Interacciones con los sistemas enzimaticos de regulacién del balance
hormonal. La aplicacion cutanea de PBs provoca una disfuncion de las enzimas
sulfotransferasas de la piel, por lo cual el estradiol, una vez que se une a los receptores y
desencadena la repuesta endocrina, no puede transportarse y salir de estos tejidos [56].

- Actividad antiandrogénica. EI MPB, PPB y BPB son capaces de
disminuir la produccion bioquimica de testosterona [52].

1.3.2.3. Benzofenonas

Las benzofenonas (BPs) son una familia de compuestos empleados en la industria
como filtros de la radiacion ultravioleta. Las mas utilizados son las denominados desde
benzofenona 1 (BP-1) a benzofenona 12(BP-12), aunque existen otras menos habituales
como la 2-hidroxibenzofenona(2-OHBP), la 3-hidroxibenzofenona (3-OHBP) y la 4-
hidroxibenzofenona (4-OHBP), con una menor aplicacion industrial.
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Figura 7. Estructura de las benzofenonas.

Desde un punto de vista fisico-quimico, se trata de cetonas arométicas con olor a
rosa. Su naturaleza quimica las hace especialmente eficaces en la absorcion de luz
ultravioleta (A: 280 - 400 nm), ya que son capaces de absorberla y disiparla en forma de
calor. De esta propiedad deriva su aplicacion industrial como filtros solares.
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Figura 8. Principales aplicaciones de las benzofenonas




En la Figura 9 se muestran la estructura de las benzofenonas estudiadas en el
presente trabajo.
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Figura 9. Estructura de las benzofenonas objeto de estudio

Estos compuestos, aunque raramente producen reacciones alérgicas o irritaciones
y aparentemente son carentes de toxicidad, son capaces de bioacumularse en los
organismos vivos [57-60]. Desde mediados de los afios 90 diferentes estudios han
demostrado el carécter disruptor de estos compuestos, evidenciando los siguientes
efectos derivados de la exposicion a los mismos:

-Competencia con los estrogenos naturales. El trabajo desarrollado por Molina-
Molina y colaboradores[61], demuestra que las BPs son capaces de unirse a receptores
estrogenicos y desencadenar la respuesta asociada a dicha unién. En este mismo estudio
se demostré que estos compuestoseran capaces de desplazar el estradiol unido a su
receptor.

-Actividad antiandrogénica. Existen diversos trabajos de investigacion queponen
de manifiesto la capacidad de las BPs para inhibir la actividad propia de la
dihidrotestosterona[62].

-Proliferacion de células tumorales. Ha quedado demostrado que las BPs
favorecen el desarrollo de colonias celulares cancerosas como las MCF-7 [62].



1.4. LECHE MATERNA

La leche materna constituye el principal alimento en los bebes lactantes y, por
tanto, la principal via de exposicion a sustancias quimicas por via alimentaria [50, 63-
66]. De hecho, se estima que es un buen biomarcador de la exposicion del lactante y ha
sido ampliamente usada en estudios de biomonitorizacion ya que el muestreo es no
invasivo y los volumenes disponibles de muestra son relativamente grandes [67].

Como se ha mencionado a lo largo de la Introduccién, la exposicion a DEs,
aungue sea en bajas dosis, es critica en las fases de crecimiento y desarrollo del
individuo. Por ello, es de extrema importancia el estudio de estos compuestos en los
grupos de mayor vulnerabilidad como son fetos, bebes lactantes y nifilos menores de 5
afios [68], pudiendo a estos provocarles efectos irreversibles, debido a la susceptibilidad
del cerebro y otros 6rganos a los estrogenos durante este periodo [69].
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Figura 10. Grupos mas vulnerables a los DEs

Para poder valorar de forma adecuada la transmision de DEs a traves de la leche
materna, asi como sus implicaciones sobre la salud, es importante considerar tanto la
intensidad de la contaminacién como la duracién de la lactancia [70-72]. La leche de la
mujer es un medio de excrecidon de compuestos [73;74].

1.4.1. Composicion de la leche materna

Se ha demostrado que la dieta de la madre lactante es fundamental, pues su
alimentacion y estado nutricional influye sobre la calidad y cantidad de leche segregada.
De modo que el estado nutricional previo al embarazo, durante el mismo y el de la
lactancia, constituye toda una secuencia nutricional [75]. Es bien conocido que el



consumo frecuente de alcohol, cafeina, nicotina, marihuana y los habitos tabaquicos
afectan negativamente a la produccion, volumen, composicién y eyeccion de la leche
humana [76-79].

De entre los componentes de la leche, podemos subrayar la importancia de las
proteinas, lipidos y oligosacaridos.

- Proteinas

El contenido proteico de la leche varia dependiendo del estado de lactancia de la
madre. Durante la lactancia temprana oscila entre 1.4 y 1.69/100mL, entre 0.8 y
1.09/100mL durante los 3-4 primeros meses de lactancia y entre 0.7 y 0.89/100mL
después de 6 meses de lactancia [80;81].

La composicion proteica de la leche materna se suele determinar a través de la
composicion en aminoacidos [82].La taurina, el &cido glutdmico y la glutamina son los
aminoacidos libres méas abundantes en la leche materna, comprendiendo casi el 50% del
total de los aminoacidos libres [83-86]. Existe una distribucién anormal para estos
aminoacidos, por lo que podria considerarse como huella dactilar de cada leche materna.

De entre las funciones de los aminoacidos destacan 2: participaren la digestion,
aumentando la absorcidn de nutrientes, e incrementar la funcion del sistema inmune del
bebé contra bacterias patdgenas, virus y levaduras [87].

- Lipidos

Los lipidos son el segundo componente mas abundante en la leche materna. Los
triglicéridos representan aproximadamente el 98% del contenido total de lipidos en la
leche materna, por lo tanto se puede hablar del contenido total de triglicéridos como el
contenido total de grasas [88, 89]. Curiosamente, la etapa del calostro es la que tiene
menor contenido (2.0 g L), aumentando durante los 30 primeros dias de lactancia
hasta los 4.0 g L. Sin embargo, segtin avanza el periodo de lactancia el contenido en
triglicéridos varfa considerablemente entre 2.5y 459 L .

La principal funcion de los lipidos es proporcionar energia para el crecimiento y
desarrollo del bebé [90]. Estos &cidos grasos proceden de tres fuentes principales
[81,89, 92, 119, 121, 122]:

-Directamente de la dieta de la madre.
-Previamente almacenados o sintetizados en los tejidos maternos.
-Sintetizados en la glandula mamaria.

Estas tres fuentes deben ser equilibradas para asi poder mantener constante el
suministro de acidos grasos y aportar la energia al bebé de manera adecuada.

- Oligosacéaridos
Los oligosacaridos son el tercer componente mas abundante de la leche materna.

La composicion y cantidad de oligosacaridos en la leche materna varia entre mujeres y a
lo largo del periodo de lactancia [93;94]. EIl calostrocontiene 20-25 g/L de



oligosacaridos y a medida que avanza el periodo de lactancia, se produce una
disminucion del contenido en oligosacéaridos a 5-20 g/L. Los oligosacaridos encontrados
en la leche materna derivan generalmente de cinco monosacéridos, concretamente
glucosa, galactosa, fucosa, acido sialico y N-acetilglucosamina.

La presencia de oligosacaridos en la leche materna sirve para prevenir el acceso
de patogenos a las superficies mucosas del bebé y disminuir el riesgo de infecciones
virales, bacterianas y parasitas. Ademas, pueden modular las respuestas celulares
epiteliales e inmunes, reducir la activacion y la infiltracion de leucocitos, disminuir el
riesgo de enterocolitis necrosante y aportar acido sialico, que es un nutriente esencial
para el desarrollo cognitivo y del cerebro del nifio.

La Tabla 3, refleja la composicion media de una leche materna madura, que es
el tipo de leche usada en el presente trabajo.

Tabla 3. Composicion media de una leche madura.

Proteina 8

Grasa 41

Lactosa 70
Oligosacaridos 5-15
Numero oligosacaridos identificados +100
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como ya hemos especificado anteriormente, el presente trabajo fin de master se
incluye en un proyecto de investigacion mas amplio, cuya hipotesis principal es que la
leche materna puede ser un vehiculo para la excrecion de contaminantes con moderada
o alta lipofilicidad, a los que las personas estamos expuestas de forma diaria. Por tanto,
este medio podria ser una via de exposicion importante para el recién nacido en periodo
de lactancia.

Para este trabajo fin de master se han planteado los siguientes objetivos:

Objetivo general: puesta a punto de una metodologia analitica que permita la
cuantificacion simultanea de tres familias de DEs no persistentes (bisfenoles, parabenos
y benzofenonas) en muestras de leche humana, que sea adecuada para su aplicacion en
estudios epidemiolégicos.

Objetivos especificos:

- Poner a punto y validar una metodologia analitica para la cuantificacion
simultanea de tres bisfenoles (BPA, BPS y BPF), cuatro parabenos (MP, EP, PP
y BP) y seis benzofenonas (BP1, BP2, BP3, BP6, BP8 y 4-OHBP); en leche
materna de madres donantes del Banco de Leche del Complejo Hospitalario
Universitario de Granada (BLCHUG).

- Realizar un pilotaje que consistira en la aplicacion de la metodologia analitica
desarrollada a las primeras 15 muestras de leche reclutadas en el proyecto.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Descripcion del banco de leche del Complejo Hospitalario Universitario de
Granada (BLCHUG).

El Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada
(BLCHUG) comenz6 a funcionar durante el mes de Mayo de 2010. La labor de este
banco de leche consiste en recoger leche de madres donantes, procesarla, almacenarla y
dispensarla, con todas las garantias sanitarias, a los pacientes que la necesiten.

Ademas, el BLCHUG se encuentra en colaboracion con otros hospitales de la
comunidad de Andalucia como son: Hospital Materno Infantil de Mélaga, Hospital
Comarcal Santa Ana de Motril, Hospital Materno Infantil de Jaén y Hospital de
Torrecardenas de Almeria.

Los principales objetivos del BLCHUG son los siguientes:

- Ofrecer leche materna a todos los neonatos ingresados en la Unidad Neonatal
de este Centro que lo necesiten y cuyas madres no puedan proporcionarla ellas mismas
por algin motivo.

- Proporcionar leche donada a otros centros Hospitalarios proximos que atiendan
a neonatos que puedan necesitarla.

- Realizar tareas de promocién y apoyo a la lactancia materna entre personal
sanitario, madres con neonatos ingresados en la Unidad Neonatal del Hospital Materno
Infantil de Granada, madres con neonatos sanos en el &rea de hospitalizacion de
puérperas de este centro, y grupos sociales de apoyo a la lactancia materna.

3.2. Poblacion de estudio
La poblacién de estudio esta compuesta por mujeres inscritas en el BLCHUG.

Una vez que las nuevas donantes han realizado su inscripcion al BLCHUG,
reciben informacion tanto oral como escrita (tripticos, Anexo 1) sobre el objetivo del
estudio, asi como las caracteristicas del mismo, y se les invita a participar. En el caso de
que consientan formar parte del estudio, es en este momento, en que se les ofrece el
consentimiento informado (Anexo Il1). Una vez firmado el mismo, se les da todo el
material necesario para el proceso de extraccion de leche, en el que entre otros, se
incluye un triptico y un manual con todo el procedimiento (tripticos, Anexo Il1).

Tras la primera donacion de leche de la madre y superadas las diferentes pruebas
de calidad, nos ponemos en contacto con ellas telefonicamente. Tras una breve
presentacion, intentamos concertar una entrevista personal. Tanto la fecha como la hora
las eligen ellas, adaptandose el grupo al momento que ellas dispongan. En el caso de
que a las madres les sea imposible ir hasta el hospital, les ofrecemos la posibilidad de
hacer la entrevista de manera telefonica.



3.2.1. Criterios de inclusion y exclusion.

Tras lo descrito, ademés hemos fijado unos criterios de inclusion y exclusion para
el estudio.

Los criterios de inclusion de la poblacion de estudio son los siguientes:
- Tener habitos de vida saludables.

- Formalizar la inscripcion antes de los tres meses de lactancia, idealmente en el
primer mes.

- Comprometerse a realizar donaciones de muestra periddicas durante al menos 6
meses.

Criterios de exclusion:
- Mujeres con serologia positivas para VIH 1y 2, Hepatitis B y C o sifilis.

-Mujeres que tienen, ella o su pareja, practicas de riesgo para adquirir
infecciones de transmision sexual (no pareja estable, no utilizacién de preservativos,
posibilidad de infeccion a través de tatuajes o piercing en los Gltimos 6 meses,
acupuntura o pinchazo accidental en los Ultimos 6 meses, transfusiones sanguineas...)

- Mujeres que hayan sido trasplantadas en los Gltimos 6 meses.
- Mujeres que consumen tabaco o drogas.

- Mujeres con consumo excesivo de alcohol (mas de dos unidades al dia, no méas
de 20 gramos/dia) y/o de bebidas con cafeina (mas de tres unidades al dia, 30
gramos/dia).

Ademas de los criterios de inclusion y exclusion del BLCHUG, el presente
estudio tiene sus propios criterios de inclusién y exclusion, que son:

Criterios de inclusion del estudio:

- Prestar consentimiento informado firmado.
Criterios de exclusion del estudio:

- No cumplir alguno de los criterios anteriores

3.3. Cuestionario epidemioldgico

Con el objetivo de recolectar informacion acerca de las caracteristicas
sociodemogréficas, clinicas y de estilo de vida de las participantes, se les aplicé un
cuestionario epidemioldgico disefiado expresamente para este estudio.

El cuestionario tarda en completarse aproximadamente entre 20-25 minutos.
Cuando las entrevistas son personales se realizan en la sala del Hospital Materno
Infantil de Granada. Si son respondidas de forma telefonica, intentamos que se acorte un
poco



El cuestionario consta de dos partes (Anexo IV):

- La primera parte corresponde a las caracteristicas socio-demogréficas,
caracteristicas antropométricas, condiciones de salud, estilos de vida, aspectos
relacionados con la dieta y suplementos nutricionales y otros habitos dietéticos. Consta
de 65 preguntas.

- La segunda parte corresponde a un pequefio cuestionario de higiene personal y
cosmetica, referido a la madre en el Gltimo mes antes de la donacion. Consta de 29
preguntas.

3.4. Analisis quimico
3.4.1. Disolventes y reactivos

- Acetato de amonio, grado analitico

- Acetona, grado HPLC

- Acetonitrilo (ACN), grado HPLC

- Acetonitrilo, grado LC-MS

- Agua Mili-Q, obtenida con un equipo de purificacion Milli-Q Plus Advantage A10
(Millipore). Su resistividad, contralada automaticamente, nunca fue inferior a 18 MQ
cm.

- Agua, grado LC-MS

- Amoniaco (25%), grado LC-MS

- Clorobenceno(CIBz)

- Cloruro de sodio, grado analitico

- Enzima g-glucuronidasa/sulfatasa, HelixPomatia, 3-10° U g

- Etanol, grado HPLC

- Metanol (MeOH), grado HPLC

- Metanol, grado LC-MS

- Tetracloruro de carbono (TCC)

- Triclorometano (TCM)

3.4.2. Patrones quimicos

- Bisfenol A (BPA), CAS: 80-07-5; 4,4'-(propano-2,2-diil)difenol

- Bisfenol A deuterado(BPA-d;6), CAS: 96210-87-6

- Bisfenol S (BPS), 4,4’-sulfonil difenol; CAS: 80-09-1

- 4-Hidroxibenzofenona (4-OH-BP), CAS: 1137-42-4

- Benzofenona-1 (BP-1), CAS: 131-56-6; 2,4-dihidroxibenzofenona

- Benzofenona-2 (BP-2), CAS: 131-55-5; 2,2’ ,4,4’-tetrahidroxibenzofenona

- Benzofenona-3 (BP-3), CAS: 131-57-7; 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona

- Benzofenona-6 (BP-6), CAS: 131-54-4; 2,2’-dihidroxi-4,4’- dimetoxibenzofenona
- Benzofenona-8 (BP-8), CAS: 131-53-3; 2,2’-dihidroxi-4- metoxibenzofenona
- Benzofenonadeuterada (BP-d10), CAS: 22583-75-1

- Metilparabeno (MP), CAS: 99-76-3; 4-hidroxibenzoato de metilo

- Etilparabeno (EP), CAS: 120-47-8; 4-hidroxibenzoato de etilo

- Propilparabeno (PP), CAS: 94-13-3; 4-hidroxibenzoato de propilo

- Butilparabeno (BP), CAS: 94-26-8; 4-hidroxibenzoato de butilo

- Etilparabeno marcado con *C, (EP-3Cg), EC Number: 200- 662-2



A partir de estos patrones quimicos, todos ellos de pureza superior al 99%, se
prepararon disoluciones de 100 ng mL™"en MeOH y se conservaron en oscuridad a 4°C.
Estas fueron estables al menos durante cuatro meses. Las disoluciones de trabajo se
prepararon justo antes de su uso mediante dilucién con MeOH.

3.4.3. Material de laboratorio

- Agujas de 0,8 x 40 mm.

- Jeringas de 2 mL.

- Matraces aforados de diferentes capacidades.

- Micropipetas de 100, 250 y 1000 pL.

- Pesasustancias.

- Pipetas graduadas y aforadas de diferentes capacidades.

- Pipetas Pasteur.

- Tubos de centrifuga de fondo conico de 15 mL con tapon de caucho.
- Tubos de microcentrifuga de pléastico (Eppendorf) de 1,5y 2,0 mL.

- Vasos de precipitado de diferentes capacidades.

- Viales para cromatografo de liquidos de 2 mL de capacidad, provistos de insertos de
300 plL.

3.4.4. Instrumentos y aparatos

- Cromatografo de liquidos Agilent, modelo 1290, provisto de:

- Bomba cuaternaria de disolventes.
- Inyector automatico.
- Espectrometro de masas de triple quadrupoloAPI 4000, provisto de interfase de
ionizacion ESI de tipo ortogonal.
- Balanza analitica AND GX-400.
- Centrifuga Eppendorf, modeloCentrifuge 5810R
- pH-metro digital CRISON, modelo pH/mV-meter digit 501,provisto de electrodo
combinado de vidrio y Ag/AgCl.
- VortexYellowline, modelo TTS2.
- Incubador para tratamiento enziméatico,modelo SANYO MCO-20AICL.

Las condiciones usadas en el LC-MS/MS se recogen en el Anexo V.
3.4.5. Programas informaticos

-Software Analyst1.5.1. Tratamiento y toma de datos a partir del cromatdgrafo de
liquidos acoplado con un espectrometro de masas.

-Paquete de Microsoft® Office: Word® 2007, Excel® 2007 yPowerpoint® 2007. Parte
de Microsoft Office Enterprise 2007.Microsoft Corporation (2006).

-Software Statgraphics plus version 5.1 de tratamiento estadistico. Edicion profesional.
Copyright© 1994-2000. StatisticalGraphics Corp. Abril, 2002.



3.4.6. Tratamiento de muestra

En el tratamiento de muestra podemos diferenciar varias etapas que
comentaremos a continuacion, y que son: tratamiento enzimatico, precipitacion de
proteinas y extraccién mediante la técnica de microextraccion dispersiva liquido-liquido
(DLLME).

- Tratamiento enzimético. Consta de los siguientes pasos:

*Preparacion de la disolucion de la enzima. Se pesan 10 mg de enzima y se
afiaden 1,5 mL de acetato aménico 1M a pH=5.

*Tratamiento enzimatico de la muestra. Se toma 1 mL de leche, se coloca en un
vial de cromatografia y se afiaden 50 pL de la disolucion de la enzima. La
mezcla se agita y se incuba durante 24 horas a 37°C.

- Precipitacion de proteinas

Este paso va a permitir eliminar interferentes, facilitando la etapa de extraccion.
Para ello:

*Se toma 250 uL de muestra tratada enzimaticamente y se aflade 10 pL de la
disolucion de surrogates (BPA-dss, BP-dyo y EP-*Cs @ 1,25 pg mL™ cada uno,
50 ng mL™ en muestra).

*Se afiade 250 pL de acetona y se agita 30 segundos en vortex.
=Se centrifuga durante 15 minutos a 13000 r.p.m.

*Finalmente, se recoge el sobrenadante y se sitiia en un tubo de vidrio de 15 mL
de fondo conico, para llevar a cabo la etapa de extraccion.

- Microextraccion dispersiva liquido-liguido (DLLME)

El proceso a seguir es el siguiente:

=Se afiade al sobrenadante de la etapa anterior 10 mL de una disolucion acuosa
de cloruro sodico al 5% y pH=2.



Figural0. Conjunto de muestras a tratar. Inicio del procedimiento DLLME.

= Se inyecta 1.5 mL de la mezcla de agente extractante y dispersante (TCM-
acetona, 1:1 v/v). Este paso debe realizarse rapida y enérgicamente para permitir
que aparezcan microburbujasy se forme una dispersion.



Figurally 12. Imagen de la izquierda, momento previo a la inyeccion de la mezcla
con TCM-acetona. Imagen de la derecha, momento exacto de la inyeccion y
formacion de las microburbujas.

Figura 13.: Microburbujas y formacion de la dispersion



= Se agita manualmente durante 20 segundos y se centrifuga a 3200 rpm durante
5 minutos.

Figura 14. Separacion de las diferentes fases tras la centrifugacion.

= Se lleva a sequedad bajo corriente de N y se reconstituye con 80 pL de fase
movil (H,O:ACN, 70:30 v/v).

» Finalmente, se trasvasa a un vial cromatografico con inserto y 10 pL son
inyectados en el cromatdgrafo de liquidos.

3.5. PLAN DE TRABAJO

3.5.1. Etapas del desarrollo y distribucién de las tareas del equipo investigador.
3.5.1.1. Equipo de investigacion.

La captacion de donantes y los cuestionarios epidemioldgicos se llevaran a cabo en
la Unidad Neonatal del Complejo Hospitalario Universitario de Granada (CHUG). La
puesta a punto de la metodologia analitica y los andlisis de laboratorio se realizaran en
los laboratorios de la Unidad Cientifico tecnoldgica del Complejo Hospitalario
Universitario de Granada (ibs Granada).

- Captacion de donantes. Luz Maria Iribarne Duran (LMID), Manuela Pefia (MP)
y Laura Serrano (LS).

- Recogida de muestras. Luz Maria Iribarne Duran (LMID), Francisco Artacho
Cordon (FAC).

- Cuestionarios. Luz Maria Iribarne Duran (LMID).



- Puesta a punto de la metodologia analitica para la determinacion de compuestos
organicos persistentes (PCBs y pesticidas organoclorados). Inmaculada Jiménez
Diaz (1JD)y Luz Maria Iribarne Duran (LMID)

- Puesta a punto de la metodologia analitica para la determinacion de compuestos
organicos no persistentes (BPA, parabenos y benzofenonas). Fernando Vela
Soria (FVS) y Luz Maria Iribarne Duran (LMID).

- Procesamiento y anélisis de las muestras de leche. Luz Maria Iribarne Duran
(LMID), Francisco Artacho Cordon (FAC), Inmaculada Jiménez Diaz (1JD).

- Anadlisis estadistico y tratamiento de datos. Juan Pedro Arrebola Moreno
(JPAM), Nicolas Olea Serrano (NOS), Francisco Artacho Cordén (FAC) y Luz
Maria Iribarne Duran (LMID).

- Redaccion de manuscritos e informe final. Juan Pedro Arrebola Moreno
(JPAM), Nicolds Olea Serrano (NOS), Inmaculada Jiménez Diaz (1JD),
Francisco Artacho Cordon (FAC) y Luz Maria Iribarne Duran (LMID).

- Disefio, redaccién, coordinacién y gestién. Juan Pedro Arrebola Moreno
(JPAM), Nicolas Olea Serrano (NOS),Manuela Pefia (MP) Francisco Artacho
Cordén (FAC) y Luz Maria Iribarne Duran (LMID).

3.5.1.2. Relacion de investigadores del estudio:

A. Departamento de Radiologia y Medicina Fisica y Centro de Investigacién Biomédica
de la Universidad de Granada(UGR).: Luz Maria Iribarne Duran (LMID), Francisco
Artacho Corddn (FAC), Nicolas Olea Serrano (NOS)*

B. Unidad Cientifico tecnoldgica del Complejo Hospitalario Universitario de Granada
(ibs Granada): Inmaculada Jiménez Diaz (1JD), Fernando Vela Soria (FVS), Luz Maria
Iribarne Duran (LMID), Francisco Artacho Cordén (FAC)

C. Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada: Manuela Pefia
(MP) y Laura Serrano (LS).

D. Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada: Juan Pedro Arrebola Moreno
(JPAM), Inmaculada Jiménez Diaz (1JD), Fernando Vela Soria (FVS), Luz Maria
Iribarne Durdn (LMID), Francisco Artacho Cordén (FAC) y Nicolads Olea Serrano
(NOS)*

* Son ademas miembros del CIBER de Epidemiologia y Salud Publica CIBERESP



3.5.2. Etapas del desarrollo del proyecto. Cronograma.

Tabla 4. Cronograma

ACTIVIDAD/ PERSONAS 1° ANUALIDAD | 2° ANUALIDAD | 3° ANUALIDAD
TAREA INVOLUCRADAS | 1° 20 B2 1° 2° 3° 1° 2° 38
Captacion de | (LMID), (MP) vy

donantes (LS)

Recogida de
muestras

(LMID) y (FAC)

Cuestionarios

(LMID)

Puesta a punto de
la
metodologiapara
compuestos
organicos
persistentes

(1ID) y (LMID)

Puesta a punto de
la metodologia de
compuestos
organicos no
persistentes

(FVS) y (LMID)

Procesamiento y
analisis de las
muestras de leche

(LMID), (FAC) vy
(1ID)

Analisis
estadistico y
tratamiento de
datos

(JPAM),  (NOS),
(FAC) y (LMID)

Redaccién de
manuscritos e

(JPAM),  (NOS),
(1ID),(FAC) y

informe final (LMID)
Disefio, (JPAM), (NOS),
redaccion, (MP)(FAC) y
coordinacion  y | (LMID)

gestion




CAPITULO IV. RESULTADOS




4.1 Optimizacién de las condiciones de la extraccion DLLME

Con el objeto de obtener un método lo mas sensible posible, se llevo a cabo la
optimizacion de los principales parametros involucrados en la etapa de extraccion.

4.1.1.Naturaleza de los disolventes extractante y dispersante

Uno de los factores mas influyentes en la DLLME es la naturaleza de los
disolventes extractante y dispersante. Se ensayaron distintas mezclas de volumen final
2.0 mL, compuestas por 1.0 mL de diferentes disolventes dispersantes (ACN, MeOH,
etanol, y acetona) y 1.0 mL de diferentes disolventes extractantes (TCC, TCM y CIBz).
La mayor respuesta para todos los compuestos correspondio a la mezcla acetona-TCM,
que fue por tanto la seleccionada para el resto de experimentos.

4.1.2.Volumen de los disolventes extractante y dispersante

Una vez seleccionada la mezcla binaria de disolventes extractante-dispersante, se
optimiz6 el volumen de ambos. Para ello se testaron voliumenes de acetona
comprendidos entre 0.5y 3.5 mL (0.5, 1.0, 2.0 y 3.5) y volimenes de TCM entre 0.15y
0.75 mL (0.15, 0.25, 0.50 y 0.75). Los valores encontrados como Optimos fueron 0.5
mL de acetona y 0.75 mL de TCM.

4.1.3. Tiempo de extraccion, pH de la muestra y adicion de sales

En primer lugar se evalud el efecto del tiempo de extraccion, definido como el
periodo durante el cual la muestra es agitada tras la adicion de la mezcla binaria
dispersante-extractante, antes de llevar a cabo la centrifugacion. Se ensayaron tiempos
de extraccién entre 10 y 120 segundos (10, 20, 30, 50, 75, 100 y 120), obteniendo la
mayor respuesta para todos los compuestos con el valor de 20 segundos.

A continuacién se estudio el efecto que el pH de la muestra ejercia en la
extraccion. Para ello, se testaron valores de pH comprendidos entre 2y 6 (2, 3, 4,5y 6),
siendo el valor de pH 2 el encontrado como 6ptimo.

Finalmente se evalu6 el efecto de la adicion de sal, concretamente NaCl. Se
estudiaron valores de NaCl comprendidos entre el 0 y 10 % (0, 2.5, 5 y 10), siendo 10
% la concentracion con la cual se obtuvo la mayor respuesta para todos los compuestos.

En la Tabla 5, se resumen los parametros 6ptimos de la extraccion DLLME.

Tabla 5. Parametros éptimos de la extraccion DLLME.

Condiciones optimas

Agente Agente Tiempo de pHdela | Adicion de sales
Extractante | Dispersante extraccion (Seg) muestra (%)
(mL) (mL) : i
TCM Acetona
(0.5) (0.75) 20 i .




4.2 Obtencion de la curva de calibracion

Para la obtencidn de las curvas de calibracion de los DEs estudiados, se empleo el
modelo de regresion lineal univariante por minimos cuadrados, que implica que existe
una relacion lineal entre la sefial analitica medida (S) y la concentracion del compuesto
(C). Esta relacion es del tipo S = a + bC, donde a es la ordenada en el origen y b es la
pendiente.

Las curvas de calibracion se construyeron empleando como sefial analitica el
cociente de las areas de pico correspondientes al analito y el patrén interno (surrogate),
y representando dicha sefial frente a la concentracion del analito. Para el establecimiento
de la funcion de calibrado, se preparé una curva de 10 niveles de concentracion (0.5,
1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 y 100.0 ng/mL), con 3 réplicas por cada nivel.
En la Tabla 6, se recogen los parametros de calibracion obtenidos.

Tabla 6. Parametros analiticos y estadisticos del calibrado

Compuesto | a s, |boomLy?| s | RO | (| o) | (gD
BPA 0.0043 0.0151 0.0318 3.22 E-04 99.5 0.2 0.7 0.7-100
BPS 0.0337 0.0524 0.0870 1.11 E-03 99.2 0.1 0.4 0.4-100
BPF 0.0012 0.0043 0.0091 9.23 E-05 99.6 0.1 0.5 0.5-100
MP 0.0168 0.0176 0.0392 3.75 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100
EP 0.0072 0.0082 0.0184 1.76 E-04 99.4 0.1 0.5 0.5-100
PP 0.0197 0.0117 0.0250 2.5 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100
BP 0.0084 0.0064 0.0154 1.37 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100
BP-1 0.0648 0.0655 0.1269 1.39 E-04 99.4 0.1 0.4 0.4-100
BP-2 0.0283 0.0160 0.0314 3.41 E-04 99.4 0.2 0.7 0.7-100
BP-3 0.0131 0.0075 0.0147 1.60 E-04 99.4 0.2 0.6 0.6-100
BP-6 0.0022 0.0105 0.0266 2.25 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100
BP-8 0.0009 0.0055 0.0137 1.18 E-04 99.6 0.2 0.6 0.6-100

4-OH-BP 0.0246 0.1163 0.2921 2.47 E-03 99.7 0.1 0.3 0.3-100

a, ordenada en el origen; S,, desviacidn estandar de la ordenada en el origen; b, pendiente; S, desviacién estandar de
la pendiente; R?, coeficiente de determinacién; LOD,limite de deteccion; LOQ, limite de cuantificacién; RDL, rango
dinamico lineal.

4.3 Validacion del método analitico

La validacion del método analitico se llevé a cabo siguiendo las recomendaciones
de la “Guia de validacion para métodos bioanaliticos” propuesta por la Agencia de
Medicamentos y Alimentos (FDA) [125] Los parametros de validacion evaluados
fueron: sensibilidad, los limites de cuantificacion y deteccion, el rango dinamico lineal,
la linealidad, la selectividad y la exactitud.

-Sensibilidad. Limites de deteccion y cuantificacion

La sensibilidad del método es un aspecto muy importante a la hora de validar un
método. Dos pardmetros fundamentales que deben examinarse son el limite de
deteccidon (LOD) vy el limite de cuantificacién (LOQ) para asi determinar si un analito
estd presente en la muestra o no. Se define LOD como la cantidad minima de analito
detectable en la muestra, mientras que LOQ es la cantidad minima de analito que




podriamos cuantificar con un nivel de confianza determinado. En las Tabla 6, se recogen
los valores obtenidos de LOD y LOQ para cada compuesto.

-Rango dindmico lineal y linealidad

El rango dindmico lineal (RDL) se define como el intervalo de concentraciones
comprendido entre el limite de cuantificacion de dicho método y el limite superior del
intervalo de concentraciones en el que se ha aplicado el método. En la Tabla 6, se
muestran los valores para cada compuesto estudiado.

La linealidad de las curvas de calibracion en el rango de trabajo seleccionado, se
estimé a partir de los coeficientes de determinacién (% R?). Los valores de R?
comprendidos entre el 99.2 y 99.7% hacen concluir que existe una buena linealidad
dentro del rango establecido para el analisis.

-Selectividad

Para la determinacion de la especificidad del método se compararon los
cromatogramasun muestra blanca con el correspondiente a una muestra de leche
dopada, sin encontrar interferencias de sustancias enddgenas a los tiempos de retencion
de los analitos.

-Exactitud: veracidad y precision

Para evaluar la veracidad, se llevo a cabo un estudio de recuperacion con muestras
dopadas, a tres niveles de concentracion (1, 40 y 80 ng/mL), empleando para ello
muestras de leche que no contuvieran los compuestos objeto de estudio o cuyas
concentraciones estuvieran por debajo de los LODs del método. Las muestras fueron
analizadas empleando el procedimiento desarrollado y la concentracion de cada analito
en la muestra se determind por interpolacion a la curva de calibracion. Los valores de
recuperacion se obtuvieron por comparacién con las cantidades de analito conocidas
que fueron afadidas previamente a las muestras. LasTablas7 y 8, muestra los valores de
recuperacion obtenidos.

Para evaluar la precisién del método, se estudié la reproducibilidad del mismo.
Para ello, se realizaron tres réplicas de los andlisis llevados a cabo en el estudio de
recuperacion, repitiendo el procedimiento durante 6 dias. La Tabla 7muestra los valores
obtenidos para la precision, expresada como desviacion estandar relativa (DER).



Tabla 7, Valores obtenidos para la precision (BPA, BPS, BPF, MP, EP, PP y BP)

Gomplieste Concentracion Concentracion Reclperadol(e6)
Dopada® (ng/mL) | Encontrada (ng/mL)
1 1.0 (13.0) 100.6
BPA 40 39.6 (5.0) 99.0
80 78.8 (6.7) 98.5
1 1.1 (14.8) 110.4
BPS 40 39.6 (10.6) 98.9
80 82.8(7.3) 103.6
1 0.9 (13.4) 94.6
BPF 40 38.2(9.2) 95.4
80 77.8 (8.6) 97.2
1 1.0 (19.6) 101.9
MP 40 44.8 (8.3) 111.9
80 88.6(12.6) 110.8
1 0.9 (11.9) 90.2
EP 40 39.2 (8.9) 97.9
80 84.0 (6.3) 105.0
1 0.9 (14.4) 93.9
PP 40 43.4 (7.5) 108.5
80 87.9 (6.2) 109.8
1 1.1(12.1) 107.6
BP 40 39.1(7.9) 97.8
80 83.7 (11.4) 104.6

*Media de 18 determinaciones




Tabla 8. Valores obtenidos para la precision (BP-1, BP-2, BP-3, BP-6, BP-8 y 4-

OHBP)
Concentracion Concentracion
Compuesto Dopada® (ng/mL) | Encontrada (ng/mL) Recuperado (%)

1 1.0 (13.9) 95.8
BP1 40 42.9 (6.3) 107.2
80 79.7 (12.1) 99.6
1 1.0 (14.7) 96.5

BP2
40 41.4 (6.9) 103.5
80 77.8 (7.8) 97.3
1 1.0 (10.3) 95.4
BP3 40 39.9 (5.3) 99.7
80 74.5 (10.8) 93.1
1 1.0 (10.6) 99.4
BP6 40 41.8 (12.3) 104.6
80 80.7 (5.4) 100.8
1 1.0 (10.4) 97.8
BP8 40 40.5 (12.3) 101.3
80 78.2 (5.4) 97.7
1 0.9 (4.4) 86.2
4-OHBP 40 40.2 (4.3) 100.4
80 79.7 (5.1) 99.6

*Media de 18 determinaciones

4.4 Aplicacion del método analitico

El método desarrolladofue aplicado para determinar la cantidad total de BPA, 4
parabenes y 6 benzofenonas en 15 muestras de leche materna. Todas las muestras se

analizaron por triplicado.

Para asegurar la calidad de los resultados, las extracciones se hicieron en tandas
de 8, incluyendo cada tanda 1 blanco metodologico (agua Milli-Q tratada de igual forma
que una muestra) y 1 control de calidad (muestra de leche, analizada previamente, y con
niveles de BPA, BPS, BPF, parabenos y benzofenonas por debajo de los LOD del
método y dopada con los compuestos objeto de estudio a una concentracion final de 10

ng/mL). En la tabla 9, se muestran los resultados obtenidos.




Tabla 9. Resultado de la aplicacion del método a 15 muestras de leche materna.

Concentracién ng/mL?

Muestra| BPA MP EP PP BP BP-1 BP-3

A ND 10.4 ND 0.7 ND ND 1.5
B ND ND 5.3 ND ND ND 0.7
C 1.9 2.3 ND ND ND ND 1.1
D ND 2.5 ND ND D ND ND
E ND 18.3 6.8 D ND ND 1.0
F ND 7.5 D D ND ND ND
G D 5.3 ND D ND ND ND
H ND 5.2 ND D ND ND D
I ND ND ND ND ND ND ND
J 2.3 ND ND ND ND 0.6 D
K ND 6.0 D ND ND ND 1.4
L ND D D ND ND ND ND
M ND ND ND ND ND ND D
N ND 1.9 ND ND ND ND ND
@) D 18.6 ND 3.8 ND ND 1.0

% Media de tres determinadiones; ND,no detectado (<LOD); D,detectado(>LOD y <LOQ).

A continuacién, pasamos a discutir la tabla 9, donde se muestran los siguientes
resultados:

En cuanto a la familia de los bisfenoles, el BPA fue detectado en 4/15(26.7%) de
las muestras analizadas y cuantificado en el 13.3% de las mismas, en un rango de
concentraciones entre 1.9-2.3 ng/mL. Sin embargo, el BPF y BPS no fueron detectados
en ninguna de las muestras analizadas.

Respecto a la familia de los parabenos, podemos apreciar que todos los
compuestos que hemos analizado, han sido detectados, 100% (15/15), en mayor o
menor proporcién. EI MP fue detectado en 11/15 (73.3%) de las muestras analizadas y
cuantificado en el 66.7% de las mismas, en un rango de concentraciones entre 1.9-18.6
ng/mL. El EP fue detectado en 5/15 (33.3%) de las muestras analizadas y cuantificado
en el 13.3 % de las mismas, en un rango de concentraciones entre 5.3-6.8 ng/mL. El PP
fue detectado en 6/15 (40.0%) de las muestras analizadas y cuantificado en el 13.3 % de
las mismas, en un rango de concentraciones que se disponen entre 0.7-3.8 ng/mL. EI BP
fue detectado en 1/15 (6.7%) de las muestras analizadas.

Para la familia de las benzofenonas, la BP-1 fue detectada en el 6.7% de las
muestras analizadas (1/15) a una concentracion de 0.6 ng/mL. La BP-3 fue detectada en
el 60.0% de las muestras analizadas (9/15) y cuantificado en el 40.0 % de las mismas,
en un rango de concentraciones entre 0.7-1.5 ng/mL. No se encontraron BP-2, BP-6,
BP-8 ni 4-OH-BP en ninguna de las muestras analizadas.



4.5. Descripcion de la poblacién de estudio

Nuestra poblacion consta de 15 mujeres, de las cuales 14 (93.3%) son espafiolas
y una (6.6%) marroqui. Del total de la poblacion 6 (40%) de las madres viven en
Granada y el resto se dividen con un 6.7 % de la poblacién, entre las zonas de Baza,
Iznalloz, Padul, Armilla, Atarfe y Huetor VVega, respectivamente.

Las profesiones de estas mujeres son muy variadas y en ninguno de los casos el
oficio se repite en la poblacion. En cuanto, a su estado de pareja, 15/15 (100%) tenian
en el momento de la entrevista, pareja estable. Dentro de la poblacion estudiada, 12/15
(80%) de las madres no presentaba ningln tipo de patologia diagnosticada, excepto las
3 (20%) restantes, que presentaban una psoriiasis, una hipertension y una enfermedad
celiaca. La distribucion de los Hospitales en los que nacieron los nifios de las mujeres
donantes de leche, fueron las siguientes: 6 (40%) en el Hospital Materno Infantil, 6
(40%) en el Hospital Clinico San Cecilio, 1 (6.7) en el Hospital Comarcal de Baza, 1
(6.7) en la Clinica Inmaculada y 1 (6.7) en el Hospital Nuestra Sefiora de la Salud. En la
Tabla 10, se muestran las frecuencias de localizacion, profesiones, estabilidad
emocional, patologias diagnosticadas y hospitales donde han nacido los hijos de las
madres donantes de la leche materna.

Tabla 10. Tabla de frecuencias sobre la localizacion, profesiones, pareja, patologias y
hospital.

Localizacién Profesores Pareja estable . Patglog|a Hospital nacimiento
diagnosticada bebe
Granada | 6(40%) Abogada | 1(6.7%) | Si | 15(100%) | Si | 3 (20%) '\I"ni;er:trl‘lo 6 (40%)
1(6.7%) ﬁgg:‘é 16.7%) | No | 0(0%) No | 12(30%) Clinico 6 (40%)
Iznalloz | 1(6.7%) Comercial 1(6.7%) Co;l i;cal 1(6.7%)
Clinica
0, 0, 0,
Padul 1(6.7%) | Desempleada | 1(6.7%) Inmaculada 1(6.7%)
Hspt. Ntra.
Armilla | 1(6.7%) Educadora 1(6.7%) Sefiorade la | 1(6.7%)
Salud
Atarfe 1(6.7%) Enfermera 1(6.7%)
Huetor o aor o
Vega 1(6.7%) Informatica 1(6.7%)
Ing. Industrial | 1(6.7%)
Limpiadora 1(6.7%)
Pediatra 1(6.7%)
Peluquera 1(6.7%)
Profesora 1(6.7%)
15 15 15 15 15

Las edades de las mujeres que forman parte de nuestro estudio estan
comprendidas los 28-42 afios, con una mediana de 33 afios y las edades de gestacion se
sitlan en torno a un rango entre 27-41. Un total de las madres, 12 (80%) tuvierona sus
hijos durante afio 2014 y los 3 (20%) restantes en 2015. El rango de semanas de
gestacion estaba comprendido entre de 27-41 semanas, con una mediana de 38 semanas




de gestacion y una desviacion tipica de 3.54. El rango del peso de los nifios al nacer fue
de entre 840- 3950 Kg, con una mediana igual a 3044 Kg de peso Yy una desviacion
tipica de 727.224.El indice de masa corporal de nuestra poblacion tiene una mediana
igual a 38.8 kg/altura. Con un rango entre 29.19-62.43. Un dato de gran importancia, es
que 4/ 13 (26.7%) de las madres son multiparas, y solamente una (6.7%) de ellas tiene
2 hijos previos y las 3 (20%) restantes tienen un Gnico hijo previo.

Tabla 11. Frecuencias sobre la edad de la madre, IMC, edad gestacional, peso
del beber al nacer y la presencia de hijos anteriores.

LW R IMC Edad gestacional FEED D] SBIDEl Hijos anteriores
madre nacer
28 (1323% ) 29.19 1 (10.0%) 27 1 (6.7%) 840 1 (6.7%) 0 11 (73.3%)
30 1(6.7%) | 31.48 1 (10.0%) 35 1 (6.7%) 2600 2 (13.3%) 1 3 (20.0%)
32 (1323% ) 31.88 1 (10.0%) 36 2 (13.3%) 2690 1 (6.7%) 2 1 (6.7%)
33 (332% ) 36.09 1 (10.0%) 37 1 (6.7%) 2950 1 (6.7%)
35 (1323% ) 38.24 1 (10.0%) 38 3 (20.0%) 2970 1 (6.7%)
36 1(6.7%) | 39.39 1 (10.0%) 39 2 (13.3%) 3100 1 (6.7%)
38 1(6.7%) | 42.35 1 (10.0%) 40 2 (13.3%) 3260 1 (6.7%)
42 1(6.7%) | 49.14 1 (10.0%) 41 3 (20.0%) 3280 1 (6.7%)
49.38 1 (10.0%) 3300 1 (6.7%)
62.43 1 (10.0%) 3380 1 (6.7%)
3460 1 (6.7%)
3530 1 (6.7%)
3750 1 (6.7%)
3950 1 (6.7%)
Total 15 Total 10 Total 15 Total 15 Total 15

De las 15 madres reclutadas hasta el momento, 3 (20%) atn no han respondido al
cuestionario. Por lo que, tenemos una pérdida del 20% de los datos. En cuanto al nivel
de estudios de las madres, 12 (80%) de las madres presentaban estudios universitarios y sélo 1
de ellas estudios secundarios (6.7%). En cuanto al nivel de estudios de sus parejas, 7
(53.8) tenian estudios universitarios, 5(38.5%) estudios secundarios y 1 (7.7) estudios
primarios. Respecto al estilo de vida, 4 de las 15 madres (26.7%) consumian 1 café al
dia y 3 de las 15 (20.0%) eran fumadoras (1 una vez al mes, 1 una vez al mes y 1
cigarrillo al dia). Y solamente 1 (6.7) de ellas, tiene una dieta vegetariana.




Tabla 12. Frecuencias sobre niveles de estudio (madre-pareja), consumo de
cafeina, habitos tabaquicos y dieta vegetariana.

Nivel de estudios de la Nivel de estudios de la Consumo de Consumo de . .
madre pareja cafeina tabaco e

Universidad 12 Universidad ! Si 4 Si 3 Si .

(80%) (53.8%) (26.7%) (20.0%) (6.7%)

. 1 . 5 11 12 14

Secundaria (6.7%) Secundaria (38.5%) No (73.3%) No (80%) No (93.3%)
Primaria 0 Primaria L
(0%) (7.7%)

13 13 15 15 15

Total (100%) Total (100%) Total (100%) Total (100%) Total (100%)




CAPITULO V. DISCUSION




En el presente trabajo de investigacion se ha puesto de manifiesto la relevancia
de la exposicién humana a contaminantes no persistentes con actividad disruptora
endocrina, a los que la mayor parte de la poblacion suele estar expuesta de forma diaria.
Este hecho podria suponer un problema relevante para la Salud Publica, sobre todo en
los colectivos mas vulnerables, como los lactantes.

En nuestro trabajo hemos desarrollado una metodologia rapida, econémica,
fiable y sensible para la cuantificacion simultanea de varias familias de compuestos con
potencial actividad disruptora hormonal (bisfenoles, parabenos y benzofenonas). La
seleccion de estos compuestos se realizd en base a su prevalencia reportada en la
poblacién general [95], asi como sus efectos potenciales sobre la salud, demostrados
tanto en estudios experimentales como en disefios epidemiologicos.

Otros grupos de investigacion han desarrollado previamente metodologias para
el analisis de bisfenoles, parabenos y benzofenonas en leche materna. Los tratamientos
de muestra usados abarcan desde técnicas clasicas como la extraccion liquido-liquido
(LLE) [96] y extraccion en fase solida (SPE) [97], hasta técnicas de microextraccion
mas recientes como extraccion con ultrasonidos [98], extraccion por sorcion en barra
agitadora (Stir bar sorptive extraction, SBSE) [99], extraccion con adsorbentes
dispersivos [100] y extraccién con membrana agitada [101]. Las citadas metodologias
presentan ciertas limitaciones comparada con la desarrollada en este trabajo, como un
mayor tiempo de procesamiento de muestra y un coste mas elevado.

En la Tabla 13 se comparan los limites de deteccion, grado de positividad y
rango de concentraciones halladas, de los métodos mas sensibles encontrados en
bibliografia para el analisis de bisfenoles, parabenos y benzofenonas en leche materna. .
En dicha tabla se observa que los limites de deteccion del método desarrollado son
similares a los de estos métodos. Con respecto a las concentraciones de contaminantes
encontradas, indistintamente de la técnica empleada, éstas se encuentran en el rango de
las pocos ng/mL.



Tabla 13. Comparacion de resultados, de los compuestos objetos de estudio en
leche materna, con diferentes técnicas (DLLME y SBSE)

DLLME (presente Absorbentes dispersivos Ultrasonidos Membrana Agitada
Compuesto trabajo) SBSE [98] [99] [100] [101]
LD | Positivos I LD | Positivos I LD Positivos I LD | Positivos U LD | Positivos i
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
4/15 1.9- 8/10 3.16- 6/10 0.6- 8/10 0.6-
Zlie 02 | o67%) | 23 | %2 | (8ow) | 108 | °® | ©ow) | 138 | %? | (80%) | 210 ND ND
11/15 1.9- 5/10 0.8- 9/10 0.4- 9/10 1.26- 8/10 0.9-
LAlp 0.1 (73.3%) | 186 0.1 (50%) 7.8 0.03 (90%) 35 | 02 (90%) 163 | 02 (80%) 11.3
5/15 5.3- 8/10 0.7- 9/10 0.2- 9/10 0.97- 6/10 0.5-
=7 01 (33.3%) 6.8 0.1 (80%) 15.0 0.03 (90%) 34 | 01 (90%) 181 | 91 (60%) 13.2
6/15 0.7- 9/10 0.7- 9/10 0.1- 8/10 1.02- 9/10 0.5-
P 0.1 (40.0%) 38 0.1 (90%) 41.2 0.03 (90%) 75 | 01 (80%) 126 | 01 (90%) 37.0
5/10 0.7- 9/10 0.2- 9/10 1.17- 8/10 0.6-
Ea 0.1 ND ND ) 0L 1 ooy | 134 | %% | o) | 13 | %2 | (90w | 121 | %% | @ow) | 113
1/15 6/10 0.8- 8/10 0.2- 9/10
BP-1 0.1 (6.7%) D 0.2 (60%) 15 0.03 (80%) 13 0.1 (90%) 0.61 ND ND
9/15 0.7- 9/10 0.9- 9/10 0.9- 9/10 4.7-
B 02 1 600w) |15 | %1 | ow) | 96 | %% | (o) | 174 | %2 | (900) | 157 -
1/10 4/10
BP-6 0.1 ND ND 0.2 (10%) D 0.03 ND ND 0.1 (40%) D -
2/10 6/10 0.31-
BP-8 0.2 ND ND 0.1 (20%) D 0.02 ND ND 0.1 (60%) 39 -
7/10 7.7- 9/10 0.4- 4/10
4-OHBP 0.1 ND ND 0.1 (70%) 10.2 0.03 (90%) 58 0.1 (40%) 0.73 -

Es de interés comparar los niveles de contaminantes en leche materna con los
niveles reportados en otras matrices biologicas. La presencia de BPA ha sido
confirmada en otras matrices como placenta, suero u orina (Tabla 14), en unos rangos
de deteccion que suelen oscilar entre el 27 y el 40%. Con respecto a BPF y BPS, al
igual que en nuestro trabajo, no se han reportado niveles positivos de estos compuestos
en otras matrices humanas. Con respecto a los parabenos, igual que ocurre con la leche
materna, el MP es el compuesto detectado con mayor frecuencia. Cabe destacar que,
respecto al que el PP, se detectd en un 40% de nuestras muestras, presentd un rango de
concentracion muy amplio (0.7- 30 ng/ml). Esta variabilidad es de interés debido a que
implica una gran desigualdad en los niveles de exposicion de la poblacion. Con respecto
al grupo de benzofenonas, cabe destacar que aunque en leche materna no se han
detectado ni la BP-2 ni la 4-OHBP, estas fueron encontradas en el 100% de las muestras
de un estudio llevado a cabo en orina [102]. Esto podria deberse a la mayor tendencia de
estos compuestos a ser excretados por la orina en lugar de bioacumularse, debido a su
mayor polaridad.

Segun lo anteriormente mencionado, podemos concluir que la leche materna
muestra un comportamiento similar a otras matrices con contenido graso parecido en
relacién a la acumulacion de téxicos con moderada lipofilia. Por tanto, esta matriz
puede ser considerada como una fuente de excrecion de los mismos para la madre y asi
mismo una fuente de exposicidn para el bebé lactante.




Tabla 14. Comparacion de resultados, de los compuestos objetos de estudio en
diferentes matrices (Placenta, leche maternay orina)

Compuesto Placenta Leche Materna Orina
[50] (presenta trabajo) [102]
1.2-15.4 4/15 1.9-2.3 3/10 4.3-12
0,
A 20/50 (40%) ng/g (26.7%) ng/ml (30%) ng/ml
BPF ND ND ND ND ND ND
BPS ND ND ND ND ND ND
0.1-8.7 11/15 1.9-18.6 10/10 30-353
0,
il 49/50 (98%) ng/g (73.3%) ng/ml (100%) ng/ml
0.2-1.8 5/15 5.3-6.8 7110 1.1-199
0,
= 33/50 (66%) ng/g (33.3%) ng/ml (70%) ng/ml
PP 26/50 0.2-0.8 6/15 0.7-38 10/10 2.3-94
(68%) ng/g (40.0%) ng/ml (100%) ng/ml
7/50 0.2-1.6 5/10 1.1-24.1
E12 (16%) nglg ND ND (50%) ng/ml
0.2-0.9 10/10 1.0-2.9
o 0,
4-OHBP 29/50 (58%) nglg ND ND (100%) ng/m
1/15 10/10 1.9-22
Bl ND ND (6.7%) D (100%) | ng/ml
10/10 0.8-8.8
BP-2 ND ND ND ND (100%) ng/m
9/15 0.7-1.5 10/10 0.8-17
B ND ND (60.0%) | ng/ml | (100%) | ng/ml
6/50 0.2-1.0
BP-6 (12%) nglg ND ND ND ND

-PERSPECTIVAS FUTURAS

Como se ha indicado anteriormente, este trabajo se incluye dentro de un proyecto
mas amplio, cuya duracion estimada es de tres afios. Los objetivos que se perseguiran a
partir de ahora son:

Reclutar el mayor nimero de madres posible

Aplicar la metodologia desarrollada en el presente trabajo a todas las

muestras de leche disponibles

Poner a punto y validar una metodologia analitica adecuada para la
determinacion de compuestos organicos persistentes (OCPs y PCBs) en
muestras de leche materna y aplicar la metodologia a todas las muestras de

leche disponibles

Llevar a cabo los pertinentes analisis estadisticos para establecer los

predictores de exposicion a los compuestos objeto de estudio




CAPITULO VI. CONCLUSIONES




Las conclusiones de la presente Memoria de Trabajo Fin de Master son las
siguientes:

1. Se ha desarrollado un nuevo método analitico para la determinacion del
contenido total de diferentes disruptores endocrinos quimicos no persistentes
(bisfenoles, parabenos y benzofenonas) en muestras de leche materna humana.
Todos los pardmetros involucrados en el proceso de extraccion se han optimizado
con el objetivo de conseguir un método lo mas sensible posible.

2. Se ha validado el método desarrollado. Los parametros obtenidos (limites de
cuantificacion y deteccion, rango dindmico lineal, linealidad, selectividad y
exactitud) indican que este método es perfectamente adecuado para su aplicacion
a muestras de leche materna.

3. Se ha aplicado la metodologia desarrollada a 15 muestras de leche materna
donadas por voluntarias del BLCHUG.

4. Los datos de biomonitorizacidn obtenidos indican que la exposicion humana a
disruptores endocrinos es significativa, destacando el contenido de MP, EP, PP,
BP, asi como de BPA, BP-1y BP-3 en leche materna. Por tanto, serian necesarias
acciones legislativas y de concienciacion social que minimicen o eliminen esta
exposicion.
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ANEXOI

| siokanco G Sitema Santano Publico o Andaluoa

v COMSEIERIA DEIGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCALES

HOJA INFORMATIVA PARA LA VOLUNTARIA

|

Titulo del proyecto: Cuantificacion de compuestos persistentes y no persistentes en leche
‘ materna del Banco de Leche Humana de Hospital Virgen de las Nieves de Granada y
| estimacion de factores productores de la exposicion

Objetivo: Identificar compuestos persistentes y no persistentes en Leche Humana,

Metodologia:

Se recogeran  muestras mensuales de leche de las voluntarias, extraidas con sacaleches
eléctrico o de forma manual. La voluntaria extraerd la leche en su domicilio en botes
proporcionados al efecto, tras la extraccion serdan congelados y trasladados al Hospital
Materno Infantil en un plazo no superior a 15 dias. Se realizara andlisis mensual de la leche
entregada por la voluntaria. Se realizara encuesta con datos personales y habitos de vida.

Beneficios esperados: Conocer el perfil de compuestos organoclorados y parabenos de la
leche materna y posibles influencias por variables epidemiolédgicas y habitos de vida. Conocer
potenciales cambios en este contenido a lo largo de la etapa de lactancia.

Incomodidades y riesgos derivados del estudio: al proceder a la extraccion de las muestras
la voluntaria podrian manifestar sintomas dolor o malestar local etc... en zona mamaria. No
se espera ningGn otro riesgo o incomodidad.

Posibles acontecimientos adversos: no se esperan.

Caracter voluntario de su participacion: la participacion es voluntaria asi como la
posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por ello se altere la
relacion participante-investigador. Las muestras de leche obtenidas solo se utilizardn para los
fines especificos de este estudio.

Personas que tendran acceso a los datos: los datos seran tratados segln establece la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Los
investigadores de este estudio garantizan la confidencialidad de los datos. Cada voluntario
contard con una clave de identificacion y solo tendran acceso a sus datos los résponsables del
mismo: Dra. Luz Iribarne, Dr. Francisco Artacho, Dra. Manuela Pena Caballero, Dr. Hurtado
Suazo Dra. Laura Serrano, Dra. Inmaculada Jiménez Diaz, Dra. Estefania Martin Alvarez, Dr.
Nicolas Olea, Dr. |P Arrebola. Todos mantendran una confidencialidad absoluta.

Modo de compensacion: Los resultados del analisis de la leche de estudio, si se consideran
relevantes para la salud de la voluntaria o de su hijo se comunicaran y se facilitaran los
medios necesarios para su solucion. Cualquier aspecto que establezca dudas y preguntas
para el participante, podra consultarse antes, durante y después del estudio a los
organizadores del mismo (teléfonos 958 020083; 6709418 57).

|
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ANEXO II
/ E,‘)(\ Bibanco del Sitema Sanitanc Rublico de *r“_ g
ANEXQ Honsezria DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES ' "

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de las muestras, siempre que no se hayan agotado
o gliminado y no se encuentren ananimizadas

1.3. Informacion relacionada con las muestras

5i lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacion sobre los proyectos de: investigacion en los que se utilicen las muestras
donadas. st éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco. en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los analisis. El Biobanco
mantiene un registro detallado del lugar de realizacion de los analisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmilirles dicha informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras adicionales, o
proporcionarle |a informacion relevante para su salud, salvo quée haya solicitado que |as muestras sean anonimizadas

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacion
La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren anonimizadas.

Lus dalos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomeédica,

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de
Proteccion de Datos, cuya titularidad corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién cbrresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos personales, reconocidos en la citada Ley
Orgariica 15/18999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley Para ello, debera dirigirse a la Direccion General de Asislencia
Sahfitaria de! Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, num. 18, de Sevilla

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, padra revocar o relirar, en cualquier momento, el consentimiento prestado
Para ello, debera dingirse al Biobanco, pudiendo solicitar 1a eliminacion o la anonimizacion de las muestras

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacion relativa a analisis genéticos
Salvo gue usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consenlimienlo, se podran realizar analisis geneticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los dalos genéticos que se abtengan a partir del analisis de las
muestras donadas, asli como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos analisis. segun los términos en que exprese
su voluntad en el apartado 2.3

Si no desea recibir dicha informacion 'y esta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
biologicos, se informara a un familiar 0 a un representante. La comunicacion se imitara exclusivamente a los datos necesarios para
evitar tal perjuicio

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anterormente en este documento, si decide donar dichas muestras debera firmar
el consentimiento informado para la donacion.

4
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7| Bebacode Sima Sentan o de Andauce
e CONSEIERIA DE (GUALDAD, SALUD Y POLTICAS SOCALES .

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

DEL/DE L ONANTE ¥ DE SUREPRESENTANTE (éste ullimo salo an £aso de incapacidad delide ia donants)

Apellldos y nombre dellde la Donante: . S

DNITNIE: . . veens ecsassavassaaaesss DARERN camessnss
Apellidos y nombre dellde |a representante legal:

DNI/ NIE: .

FPROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFCRMACION Y/O CONSENTIMIENTO

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras biologicas al Biobanco:
Apellidos y nombre Fecha  Firma

CONSENTIMIENTO

Yo, D./Dna: ... ! . . declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de lnformacuon del que se me ha enlregado un e]emplar

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biologicas de .. i
al Biobanco y sobre la posible realizacion de analisis genéticas sobre las mismas. He podido hacer pregumas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicada, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado

Dichas muestras son
-Excedentes del procedimiento medico-quirirgico  asistencia al que va a somelerse o se ha sometido

- Tomadas mediante el procedimiento expreso... ... ...
Asimismo. consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma
Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o
_ Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).
Deseo  establecer  restricciones respeclo al uso de la muestra, para que no sea ulilizada en

Autorizo que se pueda contactar conmigo postenormenle Sl NO
En caso afirmativo, por favor, indique el medio de hacerlo:..

FECE

Autorizo recibir informacion sobre dalos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta infermacion)
Margue lo que proceda: | SI NO

Se que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento,

En a de de A
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lp en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo Fdo.

5
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/ \ " Fnbance del Sstema Santana PUblico o8 Andaca

cvunu: CONSEJERIADE IGUALDAD, SALUDY POLITICAS SOCIALES vifia

CONSENTIMIENTO INFORMADQ PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Pliblico de Andalucia.

DATOS DEL/DE LADONANTE v DE SU REPRESENTANTE (esie ullmo solo an caso gencapacidad del/de la donanle)
Apellidos y nombre dellde la Donante: -
DNI/NIE: .. .. .. o ! NUHSA
Apellidos y nombre del/de la representante Iegal
DNI I NIE:
PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN'EL PROCESO DE INFORMACIONYIO CONSENTIMIENTO
Los sigmenles profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacion de muestras biologicas al Biobanco:
Apellidos y nombre Fecha Firma
OMSENTIMIENTC
Yo, D !Dna T LT LT o L o AR declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion del que se me ha emregado un e;emplar

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biologicas de..
al Biobanco y sobre |a posible realizacion de analisis genéticos sobre las mismas. He podldo hacer preguntas sobre la informacion
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado

Dichas muestras son
-Excedentes del procedimiento médico-guirtirgico asistencia al que va a somelerse o se ha sometido

- Tomadas mediante el pfocedlmlento expreso

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a |as mueésltras

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:
Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o
Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).

Deseo  establecer restricciones réspecto  al  uso de la  muestra, para que no sea ulilizada en
Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: Si ‘ NO
En caso afirmativo, por favor, indigue el medio de hacerlo,,.................................
Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si sollcita que las muestras sean
anonimizadas. no podra recibir esta informacion)

Marqgue lo que proceda: S| NO

Seé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

‘

En a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(solo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo Fdo

(¢}
Iijemplar para Documentacion Clinica
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ANEXO Il

Banco de leche humana. Hospital Virgen de las Nieves. Granada

INFORMACION SOBRE: TECNICAS DE EXTRACCION,
CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LA LECHE DONADA.

El material para la extraccién, conservacion y transporte, de la leche que usted va a

donar, se le facilitard en la Unidad Neonatal.

Rogamos lea detenidamente y ponga en prictica, las siguientes instrucciones, para que

la leche llegue al Banco en perfectas condiciones para su uso.

EXTRACCION.

Para favorecer la extraccién de la leche se recomienda estar en un ambiente relajado y
tranquilo, tener cerca a su bebé o alglin objeto que le recuerde a él, utilice musica,

desconecte el movil. .

Es muy importante preparar el pecho para facilitar la extraccién, provocando el reflejo

de bajada o eyeccion lictea. Para ello se pueden

N 7 seguir tres pasos
i 3
\ ‘1— \ \\}"‘l. Masajear.- Oprimir firmemente el pecho hacia la
‘ L \ caja tordcica, usando un movimiento circular con los
X ~" _ ( dedos en un mismo punto, sin deslizar, éstos sobre
- N
l“_"‘ ‘\ la piel. Seguidamente cambiar hacia otra zona del

n ' pecho.

Frotar.- el pecho cuidadosamente desde la parte superior hacia el pezén,

en forma de cosquilleo.

M Derecha Mano lzquierda

&y e
4%

LT S (R Aot b moinipailie woe

Telf: 958 02 00 83
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Banco de leche humana. Hospital Virgen de las Nieves. Granada

Sacudir.- ambos pechos suavemente inclindndose hacia delante.

El proceso de extraccién ha de ser limpio, para evitar la contaminacién de la leche.

Por favor, tenga en cuenta estos consejos:

Lavado exhaustivo de manos y ufias antes de cada extraccion.

= No es necesario el lavado del pecho antes del proceso, con la ducha diaria
es suficiente.

= No tocarse el cabello, ni otros objetos una vez lavadas las manos.

= Usar mascarilla en caso de infecciéon respiratoria.

Para poder extraerse la leche le facilitaremos, si no dispone de ello, un sacaleches
eléctrico que simula lo que hace el bebé, cuando toma el pecho, succionando el
pez6n y parte de la areola. Las instrucciones de uso son las siguientes:
1. Conectar las partes del extractor .
2. Para comenzar, poner el control de aspiracién en el nivel mas bajo.
3. Colocar el embudo del extractor en el pecho, asegurandose que selle bien.
4. Encender el extractor. Primero hard como un  masaje.

Subir progresivamente el nivel de aspiracion.

=)

Utilizar el extractor en cada pecho por un espacio de 10 615 minutos.

6. Puede extraerse leche en la U. Neonatal o en su domicilio.

Si la extraccion se realiza en la U. Neonatal, se entregarid la leche
recién extraida y debidamente etiquetada al personal del servicio.

Si la extraccion se realiza en su domicilio, deberd utilizar los envases que se les
administra para ese fin, etiquetarlos y tras poner la fecha, congelarlos (ver
apartado de CONSERVACION) y entregarlos en la U. Neonatal en un plazo
maximo de 15 dias.

LIMPIEZA DEL MATERIAL

Procure tener el material, utilizado para la extracciéon de la leche (campana
extractora, gomas...), en perfectas condiciones de limpieza y debidamente
guardado mientras no se utilice, para evitar contaminaciones. Para ello siga las

siguientes indicaciones:

S ———
I lec v, ] Q. Telf: 958 02 00 83
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Banco de leche humana. Hospital Virgen de las Nieves. Granada

®= Lavar la campana extractora y gomas inmediatamente después de su uso,
se evitard adherencias. Para ello se puede usar el lavavajillas o agua y
jabén. Enjuagar bien después.

*= Secado minucioso del material. Sacudir bien y dejar secar sobre pafio
limpio.

*= Guardar el material hasta la préxima utilizacién, en sitio limpio y seco.
CONSERVACION.

Para la conservacion de la leche se utilizardn los envases, entregados para tal efecto,

si necesita mas no dude en pedirlos.

Los envases con leche, deben estar debidamente etiquetados y puesta la fecha tras

llenarlos.

A) Si la leche se extrae en la U. Neonatal, una vez extraida, etiquetarla, poner la

fecha y entregarla inmediatamente al personal del servicio.
B) Sila extraccién se ha realizado en el domicilio:

Se recogeri la leche en los recipientes administrados, debidamente etiquetados. La
cantidad por cada envase deberd ser de 120 CC. Tras la recogida poner la fecha y
congelar lo antes posible (de no ser posible la congelacién inmediata de la leche,
ésta se podra guardar en el frigorifico, por un periodo no superior a 24 horas). Si
no se extrae la cantidad, necesaria para llenar el envase, de una vez, puede
guardar la leche en frio, debidamente tapada y terminar de completar con las
siguientes extracciones. El tiempo para llenar el envase, no debe superar las 24

horas, seguidamente tras poner la fecha, se congelara.

La congelacién se realizard a -20° C. En un cajén destinado para tal fin.

Separado del resto de alimentos, para evitar contaminaciones.

TRANSPORTE

* La leche correctamente congelada se transportara al hospital en un plazo

maximo de 15 dias.

bancodeleche.hvn.sspa@juntadeandalucia.es Telf: 958 02 00 83
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Banco de leche humana. Hospital Virgen de las Nieves. Granada

= Se entregard en la U. Neonatal. A ser posible en turno de mafana.. A su
llegada dirfjase al personal sanitario que se hara cargo de su leche
Solicitele el material que precise

= Se transportara la leche en la nevera que le hemos entregado. Que debe
estar limpia y no haber sido utilizada para transportar otra cosa

= Utilizar el dibujo adjunto, para colocar correctamente la leche entre los
recipientes de hielo y que llegue al Banco de Leche en adecuadas

condiciones. Evitando que se rompa la cadena de frio y que la leche no sea

apta

En nombre de los padres de todos los ninos que se beneficiaran de su donacion

y de todo el personal sanitario, le agradecemos su colaboracién y generosidad

I'odo el personal adscrito al Banco de Leche del Hospital Virgen de las Nieves

queda a su disposiciéon. No dude en solicitar ayuda o informacion

{
bancodelec he.hvn.sspa@juntadeandalucia.es Telf: 958 02 00 83
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Banco de leche humana. Hospital Virgen de las Nieves. Granada
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ANEXO IV. CUESTIONARIOS




CUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Nombre de la donante:

Cadigo proyecto:

Cadigo Biobanco:

Entrevistador:




A. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

1. Lugar de residencia

2. ;Cuénto tiempo lleva viviendo en ese lugar? anos

3. Considere los altimos 10 afios. ¢(Estd su residencia préxima a una zona con actividad
agricola (<5Km)?

1. No

2. Si

N° Afos

4. Considere los dltimos 10 afios. ¢Estd su residencia proxima a un lugar con invernaderos
(<5Km)?

1. No

2. Si

N° Afos

5. Considere los ultimos 10 afios. ¢Esta su residencia proxima a una zona con alguna actividad
industrial (<5Km)?

1. No
2. Si
N° Afios

6. Considere los Gltimos 10 afios. ¢Qué tipo de actividad industrial (<5Km)? (reparacién de
coches, maquinarias, gasolineras...) garaje,...)

1. No

2. Si

N° Afos

7. ¢Qué caracteristicas presenta su calle?
1. Calle
2. Avenida
3. Camino rural
4. Plaza
5. Otras:

8. {Qué tipo de vivienda tiene (casa, piso, chalet...)?

9. ¢ Qué estudios tiene usted? 10. {Qué estudios tiene su conyuge?

1  Hasta primaria 1  Hasta primaria
2 Secundaria 2 Secundaria
3EstudiosUniversitarios 3EstudiosUniversitarios




B. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS

11. ; Cuanto mide usted? Cm

12. ;Cuénto pesa usted? Kg

13. ¢ Cuénto peso ha ganado durante el embarazo? Kg

14. ; Cuanto peso ha perdido desde el parto? Kg

15. Con respecto a antes de quedarse embarazada (Y NO ANTES DEL PARTO), cree usted
que ha:

1. Perdido peso
2. Ganado peso
3. Se ha mantenido igual

16. ¢Se encuentra usted bajo algin programa de pérdida de peso activo?
1. No
2. SiiCual?

17. N° Semanas de gestacion

18. ¢Cual ha sido la longitud del bebe al nacer? Cm

19. ¢Padecio diabetes gestacional durante el embarazo?
1.No
2. Si

C. CONDICIONES DE SALUD

20. ¢ Le han puesto alguna vez un empaste?
1. No
2. Si

21. En caso afirmativo, por favor especifique:

Tipo Amalgama Composite

NUmero de empastes

22. ¢Cuanto tiempo hace desde que le pusieron un empaste por Gltima vez? meses

D. ESTILOS DE VIDA

23. ¢Ha fumado con anterioridad?
1. Nunca
2. Si

24. En caso afirmativo, ;Con qué frecuencia fumaba en el pasado? cigarrillos/dia




E. ASPECTOS RELACIONADOS CON LA DIETA
Las preguntas de dieta se refieren a los habitos de vida de la mujer
fuera del embarazo, NO durante el embarazo

25. ¢ Qué tipo de agua bebe usted mas frecuentemente?
1. Agua del grifo
2. Agua mineral

26. ¢Cuanta agua bebe? vasos/dia. (1 vaso=250mL)

27. ¢Con qué frecuencia come pescado y marisco?
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

28. ;Con qué frecuencia come pescado blanco?
1. Nunca
2. Menos de una vez por semana
3. Unavez por semana
4. Dos veces por semana
5. Mas de dos veces por semana

29. ¢Con qué frecuencia come pescado azul?
1. Nunca

2. Menos de una vez por semana

3. Unavez por semana

4. Dos veces por semana

5. Mas de dos veces por semana

30. ¢Con queé 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

DESNATADOS / ENTEROS

31. ;Qué tipo de leche consume?
1. Entera
2. Semidesnatada
3. Desnatada

32. ;Cuanta leche toma al dia? vasos/dia

33. ¢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

34. ¢Qué tipo de queso consume més frecuentemente?

1. Fresco

2. Semicurado

3. Curado

4. Indistintamente




35. ¢Con qué frecuencia consume embutidos y fiambres?

1. Nunca

2. Dos veces por semana 0 menos
3. Maés de dos veces por semana
4, Todos los dias

36. ¢Qué consume con mayor frecuencia?

1. Embutido
2.  Fiambre

37. ¢Con qué frecuencia come carne?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana

arwdE

38. {Qué tipo de carne consume mas frecuentemente?

Pollo

Cerdo

Vacuno

Ovino
Indistintamente
Otros

@0k~ wN e

39. {Con qué frecuencia come carne roja (ternera, cerdo, cordero..

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana

SRR

)?

40. (,Con qué grasa cocina habitualmente?

Aceite de oliva

Otros aceites vegetales
Grasa animal
Indistintamente

NEalad N

41, (,Consume mantequilla y/o margarina?

Nunca
Mantequilla
Margarina
Indistintamente

rpODNPE

42. ;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

agrwbdE




43. ¢Con qué frecuencia come legumbres? (lentejas, garbanzos,....)

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Maés de dos veces por semana

arwbdE

44. ;Con que 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

|~ w N

45, (,Con qué frecuencia come vegetales crudos?

Nunca

Menos de una vez por semana
Una vez por semana

Dos veces por semana

Mas de dos veces por semana

|~ w N

46. (,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

| w e

47, (,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

V|~ w N

48. (,Con qué frecuencia come pan?

Nunca

Una-dos veces por semana
Tres-cuatro veces por semana
Una vez al dia

Mas de una vez al dia

SRR A o

49. ;Con qué frecuencia consume chocolate?
Nunca

Una-dos veces por semana
Tres-cuatro veces por semana

Una vez al dia

5. Mas de una vez al dia

-

rpONOPE

50. ¢Con qué frecuencia consume arroz?
1. Nunca
2. Una-dos veces por semana
3. Tres-cuatro veces por semana
4. Unavezal dia




5. Mas de una vez al dia
51. ;Con que frecuencia consume pastas? (macarrones, espaguetis,...)
1. Nunca
2. Una-dos veces por semana
3. Tres-cuatro veces por semana
4. Unavezal dia
. Maés de una vez al dia

5
52. ¢Con qué frecuencia consume cereales?
1. Nunca
2. Una-dos veces por semana
3. Tres-cuatro veces por semana
4. Unavezal dia
5. Mas de una vez al dia

53. {Consume comida enlatada?
1. No
2. Si

54. En caso de respuesta afirmativa, ¢Cuantas latas de conserva consumen a la semana?
latas/semana

55. ¢Ha variado su dieta considerablemente en los Ultimos doce meses?
1. No
2. Si

56. En caso afirmativo, indicar en qué medida y cuando se produjo dicha variacion:

57. ;Come comida ecoldgica?
1. No
2. Si

58. En caso afirmativo ;Qué proporcidn de su dieta proviene de alimentos ecolégicos?

59. ¢{Con qué frecuencia come comidas fritas?

1. Nunca

2. Menos de una vez por semana
3. 1 vez por semana

4. 2-4 veces por semana

5. 5-6 veces por semana

6. A diario

60. ¢Cuales son los alimentos fritos que mas consume?

SUPLEMENTOS Y OTROS HABITOS DIETETICOS

61. (Ha tomado usted suplementos nutricionales?

1. No (Fin Cuestionario)
2. Si




62. Preparados de calcio (Una unidad...)
1. Nunca
2. Menos de una vez por semana
3. 1 vez por semana
4, 2-4 veces por semana
5. 5-6 veces por semana
6. A diario

63. Suplementos ricos en fibra (Una unidad...)
1. Nunca
2. Menos de una vez por semana
3. 1 vez por semana
4. 2-4 veces por semana
5. 5-6 veces por semana
6. A diario

64. Multivitaminas (Una unidad...)
1. Nunca
2. Menos de una vez por semana
3. 1 vez por semana
4, 2-4 veces por semana
5. 5-6 veces por semana
6. A diario

65. Otros suplementos (Acido folico, yodo...) (Una unidad...)
1. Nunca
2. Menos de una vez por semana
3. 1 vez por semana
4, 2-4 veces por semana
5. 5-6 veces por semana
6. A diario




CUESTIONARIO SOBRE

USO DE PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL

COSMETICA



A) CREMAS SOLARES

1. Frecuencia de aplicacién de cremas solares

En esta pregunta, queremos saber con qué frecuencia has usado crema solar en los
ultimos 30 dias. Por favor, indica cuantos dias (1.1) y con qué frecuencia (1.2) has usado crema
solar en las dreas corporales marcadas de gris:

Area corporal Ultimos 30 dias
(A) Aplicacion total 1.1 Un total de dias

1.2 una media de
[l 1vezaldia
[]  2vecesaldia
[] 3 vecesaldia

[l 4 veces al diao mas

(B) Sélo en cabeza y brazos 1.1 Un total de dias
y/o piernas 1.2 una media de
[ 1vezaldia
i [J 2vecesaldia
[J 3vecesaldia
[] 4 veces al dia o mas
(C) Sélo cabeza 1.1 Un total de dias

1.2 una media de
[l 1vezaldia
[]  2vecesaldia
[J 3vecesaldia
[J 4 veces al dia o mas

2. Nombre y Factor de proteccion de la crema solar utilizada

Por favor, indica, con el mayor detalle posible, en nombre (Nivea, Garnier,...) y tipo de
aplicacion (Spray, crema,...) y el factor de proteccién de la crema mas usada en los ultimos 30
dias

Nombre Tipo de aplicacién Factor de proteccion

3. Protector labial

En general, estd usando algun tipo de protector labial (en barra, crema...)

Nombre Tipo de aplicacién Factor de proteccion




B) USO DE COSMETICOS

4. En general, écon qué frecuencia ha usado los siguientes productos en los ultimos 30 dias?

4 0 mas
al dia

2-3 veces 1vezal
al dia dia

5-6 veces
ala
semana

3-4 veces
ala
semana

1-2 veces
ala
semana

Raro/Nunca

4.1 Crema facial

4.2 Locién corporal

4.3 Crema de manos

4.4 Mascarilla

4.5 Maquillaje

4.6 Toénico facial

4.7 Pintalabios

4.8 Lapiz de ojos

4.9 Sombra de ojos

4.10 Leche facial

4.11 Pintauiias

5. En general, con qué frecuencia realiza las siguientes actividades?

Semanalmente

Varias veces al mes

Mensualmente

Menos de una vez al mes

Nunca

5.1 Tratamiento
facial

5.2 Manicura

5.3 Pedicura

5.4 Uias acrilicas

5.4 Masaje

5.5 Tincion de
pelo

5.6 Permanente,
fortalecimiento
pelo,....

C) USO DE PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL

5. En general, écon qué frecuencia ha usado los siguientes productos en los ultimos 30 dias?

4 0 mas
al dia

2-3 veces 1vezal
al dia dia

5-6 veces
ala
semana

3-4 veces
ala
semana

1-2 veces
ala
semana

Raro/Nunca

5.1 Champu

5.2 Gel

5.3 Desodorante

5.4 Acondicionador

5.6 Laca/cera/espuma

5.7 Colonia/perfume

5.8 Pasta de dientes

5.9 Enjuague bucal




ANEXO V.




ANEXO V

Transiciones

Compuesto | lonizacion MRM DP | EP | CE | CXP
BP-1 ¥ 211272? +50 | +10 | +26 | +10

211%5219 +50 | +10 | +26 | +8

BP-2 + 2173'71.49 52| +7 | 425 +6

2‘%91? ¥52 | +7 | +45 | 45

BP-3 ¥ Zzliff +50 | +10 | +26 | +5

221%'2_(? +50 | +10 | +27 | +10

BP-6 ¥ 2712509 +55 | +10 | +24 | +6

2795;09 +55 | +10 | +35 | +10

BP-8 ¥ Zi‘z‘f_f +55 | +10 | +23 | +10

Zi%'f_f +55 | +10 | 425 | +7

4-OH-BP + BVL T aap | 45 425 | +7
B9 | vas| +5 | +25| +10

BP-D1o ¥ 1231329 +46 | +10 | +24 | +6

19332 | 146 | +10 | +12 | +10

152.1




Transiciones

Compuesto | lonizacion MRM DP | EP | CE | CXP
BPA i 222712?09 80| ;o |26| 5
227 > 133.0 | -80 1'0 -36 | -10

BPS - Zi%g.(? -85 1'0 -36| -6
"0 | gp| %0 10

BPF - 193;_’99 -80 1'0 -30| -5
LN

BPA-D1s i 2‘;123%19 80| |28 5
Zﬁ';f 80| . |-36| -10

MP i 1?%2(? 64| |20 5
151%?.; 64| 1| 30] B

EP i 0997 62| | 20| 6
1%?.; 62| 1| 30| 5

PP i 91> e8| |20
Yore |8 | W] 5

BP i B3> 5| |20 s
ore ||| ®| 5

EP-Cs - 17112109 -65 1'0 21| -5
Tao |55 || 5




FLUJO

t min . A B
pl/min

0 425 70 30

1 425 70 30
10 425 32 68
11 425 32 68
11,1 425 70 30
12,5 425 70 30

A - 90 AGUA: 10 ACN
0.1% ACIDO FORMICO

B -10 AGUA : 90 ACN
0.1 % ACIDO FORMICO



