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1. Introduccion

La exposicion intra-titero a multiples factores ambientales puede influenciar a varios
parametros tales como la edad gestacional, el peso, el perimetro ceféalico o la distancia
ano-genital al nacer, con sus consecuencias deletéreas para el futuro crecimiento y
desarrollo del organismo'.

En este trabajo hemos analizado diferentes toxicos ambientales y los hemos relacionado

con eventos reproductivos.

1.1.Dioxinas

El primer grupo de toxicos analizado ha sido el de las dioxinas, un grupo de
hidrocarburos aromaticos halogenados que incluye 75 dibenzodioxinas policlorinadas
(PCDDs) y 135 dibenzofuranos (PCDFs)”. La toxicidad de cada dioxina difiere
ampliamente por lo que, de las 210 posibles variantes, solo 17 se consideran de interés
toxicologico por tener enlaces con atomos de cloro en las posiciones 2-, 3-, 7- y 8- de
los dos anillos aromaticos, siendo el compuesto mas toxico 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-

dioxina (TCDD,dioxin) (ver Figura 1).

Cl O Cl

Cl O Cl

Figura I - 2,3,7,8 — tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)

Los bifenilos policlorinados (PCBs) son un grupo de 209 sustancias de los que destacan
por sus propiedades toxicologicas analogas a las dioxinas, 12 moléculas incluidas en los
grupos non-ortho y mono-ortho, comiunmente referidos en la literatura como “dioxin-
like PCBs””.

Las dioxinas se utilizaron en los afios 70 como herbicidas (fenoxi-herbicidas, también
conocidos bajo el nombre de “Agente Naranja” en la Guerra del Vietnam), aunque en la
actualidad, son productos de desecho de multiples procesos quimicos. Su origen

procede principalmente de residuos de la combustion del carbon, gas natural o plasticos,



procesos de reciclaje del metal, incineracion de residuos domésticos 'y
enblanquecimiento de la pulpa de celulosa para la fabricacion de papel, entre otros
procesos’. Dado su origen, las dioxinas se encuentran principalmente adheridas a
cenizas, por lo que pequefias particulas pueden ser transportadas a largas distancias
desde el lugar de emision de la combustion, estdin ampliamente extendidas en el
ambiente y son persistentes en el tiempo’. Los PCBs no son residuos, sino productos
manufacturados intencionadamente para el uso en multiples procesos industriales y
comerciales, ya que son materiales no inflamables, quimicamente estables, con baja
conductividad y un alto punto de ebullicién. La produccion y uso de PCBs se prohibio
en la mayoria de paises en 1985, pero grandes cantidades de estas sustancias todavia
permanecen en equipamentos eléctricos, algunos productos de pléastico y suelos de
edificios®. En este trabajo nos referiremos con el término dioxinas a ambos grupos,
dioxinas y dioxin-like PCBs.

Las dioxinas son lipofilicas, se metabolizan y se eliminan lentamente del organismo y
tienen tendencia a bioacumularse, con una vida media en humanos de entre 7 y 8 afios
para la TCDD, la sustancia més téxica del grupo. Dada su hidrofobia, en ambientes
acuaticos las dioxinas se adhieren a la materia orgénica como el plancton, que es
ingerido por animales de mayor tamafio, entrando y acumuldndose en cada eslabon de la
cadena alimentaria mediante un proceso conocido como biomagnificacion®.

La mayoria de los efectos estan causados mediante el receptor citosolico AhR (receptor
de hidrocarburos aromaticos) que, cuando se une a la molécula de dioxina, se internaliza
y es translocado en el nuacleo, donde forma un heterodimero activo junto con el
translocador nuclear de hidrocarburos aromaticos (ARNT). Este heterodimero
AhR/ARNT se une al elemento especifico de respuesta xenobiotica (XRE), un elemento
localizado en la regién promotora del gen objeto, resultando en un aumento de
expresion del gen en cuestion. El gen objeto es habitualmente un gen codificador de una
proteina enzimatica con capacidad para metabolizar dioxinas y otros xenobidticos,
como el citocromo P4501A1 (CYP1AIl), P4501A2 (CYP1A2) o el P4501B1
(CYP1BI1), asi como enzimas de fase II como la glutation-S-transferasa A1 (GST-Al) o
UDP-glucoronosiltransferasas (UGT1-06). Aun estas multiples posibilidades, el gen que
més potentemente se induce tras la activacion de AhR es CYP1A1"*. Dado que existen
polimorfismos genéticos en los genes de los citocromos, existen multiples estudios

recientes que han estudiado la relacion entre ciertos genotipos de CYP1Al y AhR y un



perfil de susceptibilidad genética a la exposicién a dioxinas’, presentando mayores
niveles de dioxinas en los tejidos, segtin el perfil genético'.

El nivel de toxicidad de cada dioxina difiere considerablemente, por lo que la OMS
establecid en 1997 el concepto de factor de toxicidad equivalente o TEF, en relacién a
TCDD, que tendria un TEF de 1. A partir de ahi, a cada congénero de PCDD, PCDF y
dioxin-like PCB se le asign6 un valor de TEF. Para calcular la toxicidad de una mezcla
de dioxinas, se multiplican la concentracion de cada sustancia por su TEF, y se suma
hasta obtener un valor de toxo-equivalencia o TEQ. Cada 5 afios la OMS revisa los TEF
mediante analisis y consultas con expertos, la tltima de los cuales se ha publicado en
2013, donde se validan los valores de 2005''y se acuerda afiadir las dioxinas
polibrominadas en el concepto de sustancias con TEF'%.

Para medir la TEF en sangre, el método mas utilizado en la actualidad por su alta
fiabilidad, relativo bajo coste comparado con el clasico HRGC/HRMS " y
requerimiento de solo pequenas cantidades de plasma sanguineo, es el DR Calux®
(Dioxin-Responsive Chemically Activated LUciferase eXpression)'*, que mide la
capacidad de una mezcla de sustancias para activar la expresion de genes dependientes
de AhR del gen de la luciferasa de luciérnaga (enzima generadora de luz) en lineas
celulares modificadas. Ademas, debido a que en el proceso se realizan multiples
lavados, sélo los compuestos estables (como las dioxinas) son medibles.

En cuanto a los efectos de las dioxinas en la salud, desde 1997, la OMS clasifica la
TCDD como sustancias del grupo I de la clasificacion de la Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer (IARC), es decir, como “carcindgeno conocido en humanos”,
basado en los datos epidemioldgicos publicados previamente'>. Existen multiples
estudios observacionales a largo plazo, realizados en poblacién sobre-expuesta a
dioxinas de forma aguda o bien con exposiciones cronicas ocupacionales en los que se
observa de forma consistente, un aumento del nimero de muertes totales, y también por
cancer de pulmoén, linfoma y sarcoma'®.

Asimismo, dado que el receptor AhR no s6lo se activa cuando se une a dioxinas sino
que también juega un papel fundamental en la regulacion hormonal fisiologica del
organismo y tiene una estrecha relacion con los receptores de estrogenos y
androgenos'’, se han observado efectos en el desarrollo, hormonales y reproductivos.
Las dioxinas acumuladas en el organismo pueden transferirse de madre a hijo a través

de la placenta en el ambiente intrauterino'®, tras el nacimiento mediante la lactancia



materna'’ y mas adelante a través de la dieta, que supondria mas del 95% del origen de
la exposicién a dioxinas en la poblacion general expuesta de forma no-ocupacional®”.

Los estudios realizados en mujeres embarazadas expuestas accidentalmente a altos
niveles de dioxinas sugieren que la exposicion prenatal a dioxinas podria afectar al
desarrollo y crecimiento infantil. Una explosiéon de una planta quimica en Seveso
(Italia) en el afio 1976, produjo la mayor exposicion conocida de TCDD a la poblacion.
Se han descrito alteraciones en la ratio de sexo del recién nacido®' y disminucion del
peso al nacer en los individuos con mayor exposicién®. En relacion a la poblacion
vietnamita y veteranos de guerra americanos expuestos al agente naranja, se observo un
aumento en la incidencia de defectos congénitos en sus hijos™. Existen multiples
estudios publicados que relacionan exposcion a dioxinas durante el embarazo y efectos

24,25,26,27,28,2 1 I , .
125,26,27,28,29.30.31 = e éstos, solo tres estudios

124,25,29

adversos en los recién nacidos
determinaron dioxinas en sangre de cordon umbilica aunque midieron una
seleccion limitada de PCBs.

En el presente estudio, se ha medido la actividad “dioxin-like” en plasma de pares
madre-cordon de la cohorte NewGeneris, incluyendo individuos de 5 paises europeos, y
se ha relacionado con peso al nacer, perimetro cefalico, edad gestacional y distancia

ano-genital, estratificando los resultados segun el sexo del recién nacido.

1.2.0xido de etileno

El 6xido de etileno es una sustancia con propiedades carcinogénicas y mutagénicas, tal
y como se ha publicado en varios estudios in-vitro e in-vivo, realizados en animales de
experimentaciéon y humanos respectivamente’". El 6xido de etileno se ha utilizado en
la industria quimica para producir etilenglicol, surfactantes no i6nicos y otros derivados,
y también es utilizado como agente esterilizante. Aunque es clasificado como un
carcindgeno de clase I “Carcinogénico en humanos”>*, la evidencia de sus efectos en
humanos es escasa, probablemente debido a las bajas dosis de exposicion exdgena en la
poblacion general. Globalmente, el 6xido de etileno es una sustancia con potencial
carcinogénico y genotoxico con una contribucion probablemente baja o no signifactiva
al riesgo de cancer en humanos.

La exposicion a oxido de etileno puede ser exdgena o endogena. Fumar tabaco es la
principal fuente de exposicion exdgena a 6xido de etileno a través de la inhalacion de

particulas de la combustion de cigarrillos. Paralelamente, los trabajadores de la industria



y el personal de los servicios de esterilizacion de material médico pueden estar
sometidos a exposicion a 6xido de etileno de forma ocupacional exdgena.

En cuanto a la exposiciéon endogena, en la poblacion general, el 6xido de etileno
procede de la produccién endogena de etileno. Esta molécula deriva de la peroxidacion
lipidica, la oxidacién de metionina libre *, la oxidacién del grupo hemo de
hemoglobina®® y el metabolismo de las bacterias intestinales®’.

Los aductos de hemoglobina, como el de valanina (HOEtVal), pueden utilizarse para
monitorizar las dosis sanguineas de 6xido de etileno para estudios de asesoramiento de
riesgo a partir de una amplia gama de exposiciones a este toxico™. Los niveles de
aductos de hemoglobina han mostrado una correlacion lineal significativa con la
exposicion a oxido de etileno (en rangos entre 0 y 200ppm) y con aductos de ADN, que
son los méas ampliamente utilizados.

Algunos eventos reproductivos se han relacionado con la exposicion a 6xido de etileno,
como el aborto espontdneo y de pérdida del embarazo en enfermeras expuestas
ocupacionalmente a 6xido de etileno. El grupo de Gresie-Brusin®® publicé un estudio
doble cruzado, inluyendo 98 embarazos inicos de madres que trabajaban en unidades de
esterilizacion utilizando 6xido de etileno. Las madres con altos niveles de exposicion
tenian un riesgo mayor de aborto espontaneo (OR de 20.8, IC 95% 2.1 — 199) y pérdida
del embarazo en cualquier semana de la gestacion (OR 8.6, CI 95% 1.8-43.7)
comparadas con las madres con bajos niveles de exposicion.

Teniendo en cuenta esta informacion, nos hemos centrado en el efecto potencial de la
exposicion intra-utero a oxido de etileno en cuanto al peso al nacer, el perimetro
cefalico al nacer y la edad gestacional. La hip6tesis de Barker***' ha mostrado de qué
manera estos eventos reproductivos pueden estar relacionados con efectos deletéreos en
la vida posterior, tales como: peor desarrollo neuropsicologico o aumento del riesgo de

hipertension y otras enfermedades cardiovasculares.

1.3. Acrilamida

La acrilamida es una substancia neurotdxica en humanos y animales y esta clasificada
como probable carcindgeno en humanos desde 1994, por la IARC. La exposicion
ocupacional y el tabaco fueron originalmente planteados como principales fuentes de
exposicién a acrilamida en humanos®, pero posteriormente se descubrié de forma

inesperada que la acrilamida formaba parte de una gran variedad de comidas a base de
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carbohidratos, acumulada durante la coccion (principalmente al freir u hornear) a altas
temperaturas™. La preocupacion mundial sobre los potenciales efectos negativos en la
salud, procedentes de la exposicion dietética a acrilamida, generé nuevos estudios, que
hallaron acrilamida en comidas comunmente consumidas como patatas fritas, patatas
“chips”, galletas, cereales de desayuno y café***>*.

La exposicion prenatal a acrilamida es de especial interés porque se han descrito efectos
reproductivos y del desarrollo en roedores, incluyendo descenso en el peso al nacer
dosis-dependiente segin la exposicion a acrilamida y malformaciones musculo-
esqueléticas en los roedores expuestos intra-uterinamente” **.

La acrilamida y su metabolito glicidamida son reactivos y pueden formar aductos en
zonas nucleofilicas de proteinas y ADN. La glicidamida tiene una reactividad mucho
mayor con el ADN que la acrilamida, y se considera de mayor genotoxicidad que la
sustancia de origen *. Los aductos de hemoglobina pueden utilizarse como
biomarcadores de dosis interna en sangre para sustancias reactivas como acrilamida™.
La deteccion de aductos de hemoglobina de acrilamida en sangre umbilical humana®'*%,
asi como estudios de acrilamida en estudios de perfusion placentaria ex vivo™, muestran
que la acrilamida atraviesa la placenta humana.

Ante los posible efectos de salud asociados con la amplia gama de exposicion dietética
a acrilamida, empezando in uter054, hemos analizado la asociacion entre la exposicion
prenatal a acrilamida, medido como aductos de hemoglobina en sangre de cordon y
eventos reproductivos, en un estudio multicéntrico europeo. También analizamos la
exposicion prenatal a acrilamida basada en cuestionarios de frecuencia alimentaria y
asociaciones entre exposicion dietética materna a acrilamida, niveles de aductos en
sangre de cordon y eventos reproductivos, con la hipotesis de que una mayor ingesta de

comida rica en acrilamida durante el embarazo se asocia a una reduccion en el

crecimiento intrauterino.

1.4. Eventos reproductivos: distancia ano-genital

En las ultimas décadas existe una creciente preocupacion por el aumento secular de
anomalias congénitas genitales (hipospadias™, criptorquidia®®), el empeoramiento de la
calidad del semen’’ y el cancer testicular’™. Segin la hipétesis de la disrupcion
endocrinolégica®, todas estas enfermedades estarian relacionadas con la exposicion

intrauterina a sustancias que actuarian como antiandréogenos. El hecho de que la
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distribucién geografica de estas enfermedades no sea homogénea' apoya el papel
etioldgico de los factores ambientales. La distancia anogenital (DAG) es un parametro
antropométrico que se ha validado en algunos estudios como un marcador sensible de
exposicién intrauterina a androgenos y antiandrogenos®*®".

El dimorfismo sexual en humanos depende del correcto desarrollo de los organos
genitales en los periodos embrionario y fetal. Aunque el sexo del embrion es
determinado genéticamente en el momento de la fecundacion, los genitales externos son
ambiguos en la etapa embrionaria. A partir de las 9 semanas de vida intrauterina
empiezan a percibirse las caracteristicas sexuales diferenciales, siendo clara la
diferencia a las 12 semanas®.

El desarrollo de los genitales externos depende de la influencia hormonal en la
circulacion fetal. Por una parte, en el embrion masculino los testiculos producen
sustancia inhibidora de Miiller y androgenos, que provoca la regresion del conducto
paramesonéfrico y estimula el crecimiento del pene y la fusion de las eminencias
escrotales. Asi, el desarrollo de los genitales externos masculinos se realiza mediante un
ambiente hormonal androgénico, que ocurre gracias a los testiculos fetales. Se produce
un alargamiento del tubérculo genital (falo) y un cierre de los pliegues uretrales,
formando la uretra peneana. Si esta fusion es incompleta, nos hallamos ante un
hipospadias, con el meato urinario en la cara ventral del pene. Asimismo, también
pueden producirse otras malformaciones como la criptorquidia, epispadias y extrofia
vesical, en relacion a la incorrecta diferenciacién de los 6rganos genitourinarios®.

Por otra parte, en el embrion femenino, el conducto paramesonéfrico -en ausencia de
sustancias inhibidoras- se convierte en el conducto genital principal de la mujer. Asi, se
produce el descenso de los ovarios, la formacion de las trompas de Falopio, y las partes
caudales fusionadas forman el cuerpo uterino. Los genitales externos se ven modulados
por los estrogenos producidos por la placenta y por la madre. Los pliegues uretrales no
se fusionan, formando los labios menores; y el tubérculo genital forma el clitoris;
quedando el vestibulo a cargo del surco urogenital®*. Queda clara la importancia, en el
desarrollo de ambos sexos, del ambiente hormonal intrauterino.

La hipotesis de la disrupcion endocrinologica surgié a partir de los hallazgos de
multiples estudios que apuntaban a un empeoramiento en la calidad del semen®®®. En
un metanalisis de 101 estudios publicados, destacaba una disminucién estadisticamente
significativa en la concentracion media de espermatozoides, de 113 millones/mililitro en

1940 a 66 millones/mililitro en 1996>°’. Asimismo, se objetivé que la prevalencia de
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criptorquidia doblé desde la década de los 70 a los 90 en Gran Bretafia® y EE.UU.%,
Este hecho es de especial relevancia, pues esta anomalia estd relacionada con
esterilidad® y cancer testicular’’. De hecho, el grupo de Skakkebaek propuso en 2001
que los testiculos no descendidos, el hipospadias, la calidad seminal disminuida y el
cancer testicular, forman parte de una Unica entidad, el sindrome disgenésico
testicular’.

Segun el consenso de Princeton en 199272, se define como disruptor endocrinoldégico
(tambien conococidos como xenoestrogenos, estrogenos xenobioticos, moduladores
endocrinologicos ambientales o EDCs —endocrine-disrupting chemicals) a toda
sustancia exdgena con capacidad de alterar el ambiente hormonal normal y la
reproduccion de organismos intactos o su descendencia.

Estas moléculas se hallan principalmente en productos pesticidas, como el metoxiclor, o
los ya retirados DDT y policlorobifenilos (PCBs). Los derivados fenolicos (fenilfenol,
nonoxinol o bisfenol A) son utilizados como desinfectantes, espermicidas o herbicidas.
Otras moléculas como las hormonas femeninas naturales o sintéticas (farmacos,
fitoestrogenos, micoestrogenos u otros) pueden contaminar el agua, la tierra y los
alimentos. Paralelamente, también se han encontrado sustancias farmacologicas con
efecto disruptor en muestras de agua, tales como antibidticos, antiepilépticos, beta-
bloqueantes o hipolipemiantes’.

Los ésteres del acido ftalico o ftalatos (dibutil ftalato -DBP-, benzilbutil ftalato —-BzBP-,
di-2-etilhexil ftalato -DEHP-, di-isononil ftalato), hallados ampliamente en productos
cosméticos, plasticos, pinturas y herbicidas, también se han relacionado con efectos

. . , . . 4
reproductivos antiandrogénicos en animales’* "

, como criptorquidia, hipospadias o
disminucion de la distancia anogenital.

Aunque las dioxinas se han relacionado con efectos hormonales y reproductivos
previamente, no se han publicado previamente estudios relacionando DAG y dioxinas
en humanos (si en animales).

Todas estas moléculas actian activando y modulando la produccion del receptor
estrogénico (RE), que se halla principalmente en las génadas, tanto femeninas como
masculinas. Para el correcto desarrollo y funcionamento de los érganos genitales es
preciso un equilibrio entre androgenos y estrogenos. Un exceso de estos ultimos
produce una disminucion en la actividad esteroidogénica de los enzimas conversores de

progesterona  en testosterona'®. Asimismo, también se ha demostrado que los

estrogenos disminuyen la produccion de FSH en los fetos varones, provocando una

13



disminucion en la produccion de células de Sertoli, con la consiguiente disminucion en

la concentracién espermatica’’.

1.5. Eventos reproductivos: parametros biométricos y gestacionales

El peso al nacer es un parametro antropométrico estandarizado que mide la masa
corporal del bebé recién nacido, habitualmente en gramos. Los factores principales del
peso al nacer son la edad gestacional y el crecimiento fetal intra-ttero, €ste ultimo
determinado por la genética, la salud y dieta maternas, factores socio-econdémicos, el
tabaquismo, la gemelaridad y otras variables como la exposicion a factores ambientales.
En cualquier caso, y tal y como fue descrito segin la hipotesis de Barker, la variable
peso al nacer esté relacionada con consecuencias a largo plazo tales como hipertension,
obesidad y diabetes.

El perimetro cefalico al nacer es otro de los parametros antropométricos recogidos de
forma estandar a los recién nacidos, utilizando una cinta métrica alrededor del hueso
frontal, parietales y occipital. Este pardmetro es indicador de crecimiento cerebral, y su
disminucidn se ha relacionado con retraso psicomotor.

La edad gestacional consiste en la medida de la duracion del embarazo desde el primer
dia de la tltima menstruacion de la mujer embarazada hasta el dia del nacimiento, y se
suele medir en semanas y/o dias. En caso de no tener informacion sobre la
menstruacion, se suelen hacer estimaciones ecograficas que varian segun la edad
gestacional, aunque la més fiable es la medida de la longitud craneo-caudal cuando el
feto mide entre 45 y 84mm (esto es, entre 10 y 12 semanas de amenorrea). Este
parametro —junto con su correcta estimacion- es clave para el resultado obstétrico final,
no so6lo en cuanto a su influencia en el peso y perimetro cefélicos, sind también como
garantia de madurez de los o6rganos vitales principales tales como pulmones y cerebro.
Como conceptos basicos para el andlisis estadistico, consideramos gestacion a término
un embarazo que acaba entre las 37 y 42 semanas cumplidas, y una gestacion
pretérmino —con distintos grados de gravedad seguin su lejania al limite del término- a

todo embarazo que acaba antes de la semana 37.
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2. Hipotesis y objetivos

Hipotesis
La hipotesis principal de la tesis es que la exposicion intra-utero a compuestos con
efecto disruptor endocrinoldgico podria causar alteraciones antropométricas neonatales

con posibles efectos deletéreos en la salud general y reproductiva de esos nifos.

Multiples estudios han relacionado la exposicion a altas dosis de dioxinas con aumento
de riesgo de cancer o incluso muerte, asi como efectos hormonales a través de la
estimulacion de receptores del organismo. Asi, nuestra hipotesis es que, aun en dosis
bajas, la exposicion a dioxinas en una fase critica del desarrollo podria aumentar el
riesgo de eventos reproductivos adversos tales como una disminucion del peso al nacer,
el perimetro cefalico, la edad gestacional o la distancia ano-genital (AGD), un marcador
novedoso de exposicion a disruptores hormonales con potencial significado a largo

plazo.

Tanto las dioxinas como el 6xido de etileno han sido clasificados por la IARC como
carcindgeno de Clase I y en el caso de 6xido de etileno se ha relacionado con aumento
de la tasa de abortos y parto prematuro, por lo que nuestra hipdtesis es que una mayor

exposicidn a esta sustancia aumenta el riesgo de eventos reproductivos adversos.

En cuanto a la acrilamida, esta clasificada como probable carcindgeno por la IARC y se
ha relacionado su exposicion a altas dosis con malformaciones fetales en animales de
experimentacion. Asi, nuestra hipotesis es que, aunque la exposicion en la poblacion
general sea baja, la exposicion a acrilamida durante el desarrollo intra-uterino podria

producir eventos reproductivos adversos.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo son:
1. En el caso del estudio de exposicidn a dioxinas y AGD, la hipotesis es que una mayor

exposicion intra-utero a sustancias con efecto dioxin-like, medidas a partir del

bioensayo DR CALUX®, se asocia a una disminucion en la AGD.
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2. En cuanto al estudio de exposicion a dioxinas y eventos reproductivos, la hipdtesis es
que una mayor exposicion a sustancias con efecto dioxin-like, medidas a partir del
bioensayo DR CALUX®), se asocia a una disminucion en el peso al nacer, el perimetro

cefalico al nacer y la edad gestacional.

3. En cuanto al estudio de exposicion a 6xido de etileno y eventos reproductivos, la
hipotesis es que una mayor exposicion intra-utero a 6xido de etileno, medido a través de
aductos de hemoglobina, se asocia a una disminucion en el peso al nacer, el perimetro

cefalico al nacer y la edad gestacional.

4. En cuanto al estudio de exposicion a acrilamida y eventos reproductivos, la hipotesis
€s que una mayor exposicion intra-utero a acrilamida, medido a través de aductos de
hemoglobina, se asocia a una disminucion en el peso al nacer, el perimetro cefalico al

nacer y la edad gestacional.
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3. Material y métodos

3.1. Poblacion de estudio

La poblacion del presente estudio pertenece al estudio multicéntrico europeo
NewGeneris (Newborns and Genotoxic exposure risks)’®, que incluye cohortes de 5
paises europeos: Noruega (MoBa: Bramat y Barmiljoe), Reino Unido (Born in
Bradford, BiB), Dinamarca (Danish NewGeneris biobank, Copenhaguen), Grecia
(estudio RHEA, Heraklion, Creta) y Espana (cohorte INMA en Sabadell, cohorte
Hospital del Mar en Barcelona).

Las mujeres embarazadas fueron reclutadas entre 2006 y 2010 en once maternidades
localizadas respectivamente en Oslo y Arkeshus, Noruega; Bradford, Reino Unido;
Copenhaguen, Dinamarca; Heraklion, Grecia; y Sabadell y Barcelona, Espafia.

Todos los procedimientos de investigacion fueron presentados y aprobados por los
Comités de Etica locales en cada centro y todas las pacientes incluidas firmaron
consentimiento informado. Los documentos relacionados con la Revision Etica del
estudio NewGeneris y todas sus cohortes constan en el Anexo Técnico al contrato No
016320-2 con la Comisién de la Union Europea y en la web del estudio NewGeneris’’.
Los criterios de inclusion fueron embarazadas sin enfermedades viricas graves
transmisibles por contacto sanguineo (VIH, hepatitis B y C), con gestaciones unicas y
que accedieran a participar en el estudio cediendo sangre materna, sangre de cordon

umbilical y entrevista extensa sobre habitos de vida y frecuencias alimentarias.

3.2. Recogida de datos

La informacidon sobre peso al nacer, talla y perimetro cefalico fue recogida de los
registros médicos por parte de un colaborador perteneciente a cada centro. En las
cohortes de Reino Unido, Dinamarca, Grecia y Espaia, la edad gestacional fue
calculada segin el intervalo entre la fecha de inicio de la Gltima menstruacion y la fecha
del parto o bien corregido por ecografia de primer trimestre en casos de discordancia
superior a 7 dias entre la amenorrea y las biometrias ecograficas. En la cohorte de
Noruega la edad gestacional se registr6 mayoritariamente acorde a la fecha de ultima

menstruacion aportada por cada madre.
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Los cuestionarios sobre estilo de vida y frecuencias alimentarias se utilizaron para
obtener informacion sobre nutricidn, estado de salud materna, exposiciones ambientales

y ocupacionales, estilo de vida y factores socioecondmicos durante la gestacion.

3.3. Distancia ano-genital

Las mediciones se realizaron siguiendo el protocolo utilizado por anteriores autores™ ",

utilizando una superficie plana y un medidor electronico de 150 mm con precision
centesimal (Cal C/PROOF 150mm IP67; TESA Technology, Renens, Suiza).

Como se puede observar en la figura 2, se realizaron distintas mediciones perineales.
Para los varones, se realizaron 3 medidas: distancia anogenital (de zona intermedia del
ano hasta cara anterior de la base del pene), distancia ano-escrotal (de zona intermedia
del ano hasta linea cutanea inferior del escroto) y anchura peneana.

Para las mujeres, se realizaron sélo 2 medidas: distancia anogenital (de zona intermedia
del ano hasta clitoris) y distancia ano-horquilla (de zona intermedia del ano hasta zona
inferior horquilla vulvar).

Los bebés se colocaron con las extremidades inferiores en abduccion, las rodillas
flexionadas y los pies unidos sobre la zona umbilical para medir las distancias ano-
escrotal y ano-horquilla. Asimismo, se colocaron con las extremidades inferiores en
abduccion y rodillas flexionadas para medir la distancia anogenital y la anchura
peneana.

Las medidas fueron realizadas por un solo observador en la cohorte del Hospital del
Mar, y por cuatro observadores en Heraklion, todos ellos con entrenamiento y

validacion previos y con una variabilidad interobservador estudiada minima.

AGD ‘j
A

SD AGD AFD
\_ o ;

Figura 2- Distancia ano-genital
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3.4. Recogida, procesamiento, almacenaje y distribucion de muestras sanguineas

Los protocolos extensos de recogida, procesamiento, almacenaje y distribucion de
muestras sanguineas obtenidas en el estudio NewGeneris fueron publicados
previamente””.

Brevemente, se recogieron 40 mililitros de sangre materna por cada participante, que se
repartieron en 3 tubos heparinizados con EDTA (BD Vacutainer, Plymouth, Reino
Unido) a 4°C, un tubo de 1mL fotoprotegido y 0.4mL en un Eppendorf con RNA later.
Para la sangre de cordon umbilical, el procedimiento fue similar pero con 30mL. Ambas
muestras se recogieron inmediatamente postparto. Las muestras fueron centrifugadas y
conservadas a -20°C para ser enviadas a Amsterdam en hielo seco en el caso del ensayo

DR- CALUX®

3.5. Ensayo DR- CALUX"

La medicion de la actividad “dioxin-like” en plasma se realiz6 mediante el ensayo DR-
CALUX® en los laboratorios de Biodectection Systems BV, en Amsterdam, Holanda.
El ensayo DR-CALUX® est4 basado en una linea celular modificada de hepatoma de
rata H4IIE, que contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el control
transcripcional de AhR. El protocolo de procesamiento de muestras esta previamente
publicado y validado para la medida de actividad de dioxinas en humanos®*.

De este modo, cuando las células estan expuestas a dioxinas o sustancias con efecto
“dioxin-like”, se unen al receptor AhR y éste activa la expresion de luciferasa asi como
otras proteinas y enzimas asociadas a la respuesta de las dioxinas. A continuacion se
afiade el substrato luciferina, tras lo cual, se emite luz en relacion a la cantidad de
luciferasa expresada. La cantidad de luz emitida es proporcional a la intensidad de
union al receptor AhR. La luminiscencia se calibra en relacion a 2,3,7,8-TCDD en
unidades de toxo-equivalencia (TEQs) y resulta expresada en picogramos CALUX"-

TEQ/gramos de lipido o plasma segtn aplique.

3.6. Oxido de etileno

Los aductos de hemoglobina de 6xido de etileno en sangre materna y umbilical se
determinaron mediante el procedimiento “adduct FIRE” (R-Edman isotiocianato
fluoresceina, siglas en inglés) ¥ utilizando el cromatografia liquida junto con

espectometria de masas en tandem. Este procedimiento consistia en un sistema

19



Prominence Shimadzu LC 20 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) junto con un instrumento
tipo API3200 Qtrap con interfase TurbolonSpray® obtenida de Sciex (Concord, ON,
Canada). Se utiliz6 una columna de oro hipersilo (1.9 m, 2.1°9150mm) (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, EEUU) con un filtro tipo Tridente (cap frits 0.5 m 2mm) (Restek.,
PA, EEUU). La fase movil consistio de A: dcido formico al 0.1% en 4cido cianurico al
25% en agua destilada, y B: la misma féormula. El gradiente A se aplicé del 10% de B al
70% de B en 13 minutos, se aplico flujo isocratico 5 minutos a la solucion B al 70% y
luego se pas6 al 100% B en 5 minutos, antes de re-equilibrar la columna con la fase
movil inicial. La inyeccion de volumen fue de 20 mililitros ya la velocidad de flujo fue
de 100 mililitros por minuto. La configuracion del instrumento de espectrometria de
masas, con los valores en V, fueron: 80V de potencial de desfragmentacion, 10V de
potencial de entrada, 56V de energia de colision, 30 unidades arbitrarias de gas
nebulizador (N2), 20 unidades arbitrarias de gas turbo (N2), 30 unidades arbitrarias de
gas cortina (N2), 5 unidades arbitrarias de gas colision (N2), voltaje en espray i6nico de
4500V a una temperatura de vaporizacion de 400°C. El andlisis de las muestras
procesadas se realizd en el modo i6nico positivo, utilizando monitorizacion reactiva
multiple (MRM) con las transiciones siguientes: comp. 1 m/z 560.1-517.1; 2 m/z
567.1—517.1; comp. 3 m/z 576.1—-531.1; 4 m/z 583.1—-538.1; comp. 5 m/z
533.1—460.1; y comp. 6 m/z 540.1—460.1. El limite de cuantificacion se situd en 10

veces el nivel del ruido.

3.7. Acrilamida

Poblacion de estudio

El estudio se realizo en el marco del consorcio NewGeneris (Www.newgeneris.org)
como parte de la investigacion explorando el impacto de la dieta durante el embarazo en
la salud infantil "®. Las mujeres embarazadas fueron incluidas entre 2006 y 2010 en 11
maternidades localizadas en Dinamarca, Grecia, Noruega, Espafia ¢ Inglaterra®*®*>¢%.
Los criterios de elegibilidad generales del estudio se aplicaron para la inclusioén de las
madres. Las tasas de participacién precisas no se pueden estimar debido a que se
aplicaron multiples filtros para la inclusion de las madres en el estudio NewGeneris,
como dar a luz en los periodos de recogida y procesamiento de sangre de corddn,

conseguir suficiente volumen de sangre de cordon, procesamiento correcto de la

muestra y analisis de biomarcadores.
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La informacion de las caracteristicas maternas de las pacientes con resultados de
aductos de hemoglobina estaba disponible para 1151 pares madre-hijo. Se excluyeron
16 pares de gemelos y 34 pares madre-hijo con informacion incompleta en cuanto a
habito tabaquico, edad gestacional, peso al nacer o sexo del bebé, quedando 1101 pares
madre-hijo para analisis. La informacion referente a peso al nacer, perimetro cefalico al
nacer, edad gestacional, sexo del bebé y tipo de parto se obtuvieron de las historias
clinicas. La edad gestacional se estimé basdndose en el intervalo entre la fecha del
primer dia de la ultima regla y el dia del parto, corregido por medidas ecograficas en
caso de discrepancia igual o mayor a 7 dias. Las medidas ecograficas fueron recogidas
por la mayoria de participantes de Inglaterra, Noruega y Espafia. Definimos nifios
pequefios por edad gestacional, a aquellos que tuvieron un peso por debajo del percentil
10 respecto a la tabla de referencia de cada cohorte en crecimiento fetal (con un peso
medio de 2838g para todos los nifios pequefios para edad gestacional), estratificado por
semana completa de gestacion y sexo fetal.

La aprobacion del comité de ética se obtuvo de todos los comités locales en cada centro,

junto con el consentimiento informado firmado de todas las pacientes incluidas.

Aductos de hemoglobina de acrilamida y glicidamida en sangre de cordon y materna

La sangre de corddn se recogid en tubos de heparina de la placenta puncionando el
cordon umbilical inmediatamente después del parto, siguiendo el protocolo habitual en
cada centro. Los eritrocitos se separaban por centrifugacion y se almacenaban a -20°C
antes y después del envio en hielo seco. Los aductos de hemoglobina de acrilamida y
glicidamida fueron simultdneamente determinados mediante el procedimiento “FIRE”
(previamente descrito en este texto) en 1101 muestras de sangre de cordén y 172
muestras de sangre materna. Brevemente, las valinas aducidas en N-terminal se
analizaron mediante el reagente isotiocianato-5-fluoresceina tipo Edman. Las moléculas
extraidas se purificaron con extraccion de fase solida y analizadas mediante

cromatografia liquida — espectrometria de masas.

3.8. Dieta materna
Se recogidé informacion detallada sobre la dieta materna en el embarazo, utilizando
cuestionarios de frecuencia dietética, recogidos antes o en el momento del parto. Se

agruparon comidas y bebidas en ocho grupos conocidos como potencialmente ricos en
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acrilamida basados en similitudes en el tipo de composicion y procesamiento de las
comidas en cada grupo —especificamente, patatas fritas, patatas “chips”, cereales de
desayuno, pan crujiente, café, galletas, productos de pasteleria, pan y tostadas >*.
Desarrollamos un indice de comida rica en acrilamida para no fumadoras, siguiendo el
mismo método utilizado para evaluar la dieta Mediterranea™. El indice estaba basado en
el consumo de los ocho grupos de comida (tal y como hemos mencionado previamente);
cada mujer no fumadora recibia una puntuacion de 0 por cada comida con un consumo
por debajo de la mediana de su pais y una puntuacion de 1, si su consumo era por
encima de la mediana. Las puntuaciones fueron sumados para cada mujer en un rango
entre 0 (minimo consumo) y 8 (maximo). En todos los analisis de dieta se excluyeron
las mujeres sin cuestionario de frecuencia dietética (146), las que fumaron durante los
ultimos 4 meses de embarazo (129) y 25 mujeres con una ingesta de menos de 500 o

mas de 6000 kilocalorias al dia®°.

3.9. Analisis estadistico

Inicialmente se ha realizado un estudio estadistico descriptivo para reflejar los datos
demograficos, recodificando variables cuantitativas como peso al nacer, en variables
agrupadas como “bajo peso al nacer” o “peso al nacer en categorias”. También se ha
calculado la prevalencia de PEG (pequefio para edad gestacional) teniendo en cuenta el
peso y la edad gestacional al nacimiento.

Se han construido modelos de regresion lineal para evaluar la asociacion entre peso al
nacer, el perimetro cefalico y la edad gestacional comparados con cada sustancia a
estudio (dioxinas, 6xido de etileno, acrilamida).

Utilizamos modelos de regresion logistica para los eventos reproductivos evaluados en
una escala continua (peso al nacer, perimetro cefalico al nacer) mediante beta-
coeficientes calculados en un intervalo de confianza del 95%. Los modelos de regresion
logaritmica binomial se utilizaron para determinar riesgos relativos (RRs) e intervalos
del 95% de confianza para pequefio para edad gestacional. Los niveles de aductos de
hemoglobina fueron modulados en una escala continua (efecto estimado por
incrementos de 10 pmol/g de hemoglobina) o categorizados acordes a cuartiles de
distribucién. Todos los modelos fueron ajustados por pais de nacimiento y edad
gestacional (semanas de embarazo completas). El ajuste completo se basé en una

seleccion a priori de potenciales factores de riesgo para peso al nacer reducido
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incluyendo habito tabaquico materno, tabaquismo pasivo, sexo, IMC pre-gestacional,
paridad (0, igual o superior a 1), edad materna, etnia materna (blancas, no blancas), y
educacion materna (baja, media, alta), este ultimo como marcador de nivel
socioeconomico.

En el caso de acrliamida, ademas, los modelos se ajustaron por consumo alto o bajo
durante el embarazo (segun medianas de consumo especificas por pais) de fruta y
vegetales (basado en un cuestionario de entre 20 y 61 preguntas), pescado (fresco, en
lata, secado, y pescado preparado y marisco), y refrescos como marcadores de una dieta
mas versus menos sana. Las asociaciones de la dieta materna con los niveles de aductos
de hemoglobina de acrilamida en sangre de cordon y con peso al nacer, se estimaron
utilizando modelos de regresion logistica, ajustados tal y como hemos descrito. Las
curvas de respuesta-exposicion fueron estimadas, utilizando modelos generalizados
aditivos (GAM), con el inidice dietético modulado como una linea aplanada con 2
grados de libertad, ajustada por pais y edad gestacional.

Los resultados fueron analizados para toda la poblacién y en algunos casos, como en el
estudio de oOxido de etileno o acrilamida, también estratificando para madres no-
fumadoras. La vida media de los eritrocitos es de 4 meses en adultos, por lo que las
mujeres que nunca fumaron o dejaron de fumar 4 meses antes del embarazo, se
categorizaron como ‘“no fumadoras” y las que nunca fumaron se categorizaron como
“nunca fumadoras”.

Ademas de las asociaciones estimadas ajustadas por pais, estimamos asociaciones
especificas para cada pais entre aductos de hemoglobina de acrilamida / 6xido de etileno
y peso al nacer y se realizd un meta-analisis para estudiar los efectos cumulativos.
Utilizamos niveles alpha del 5% como referencia, para el valor estadistico de
significancia y Stata S.E. version 10.0 para los anélisis estadisticos (StataCorp, College

Station, Texas, EEUU).

3.10. Colaboracion en la Cohorte NewGeneris

En el Servicio de Obstetricia y Ginecologia y dentro del programa de doctorado he
formado parte de la cohorte multicéntrica NewGeneris, en el grupo de trabajo incluido
en el CREAL (Centre de Recerca Epidemiologica i Ambiental), lo que me ha permitido
colaborar de forma fluida con los demas grupos de trabajo y participar en multiples

publicaciones, resumidas en la Tabla 1.
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En los multiples trabajos publicados, destaca la relacion entre los eventos reproductivos

y la cantidad de aductos “bulky”, que son un marcador integrado de exposicion a

substancias aromaticas, y que a su vez se asocia a mayor masa corporal y dieta no

saludable.

Por su parte, los microntcleos son cuerpos citoplasmaticos de origen nuclear que se

originan por roturas cromosomicas debido a errores de la replicacion del ADN y su

estudio en diferentes tipos de linfocitos también es util en el asesoramiento de

exposicion a substancias genotdxicas con potenciales efectos deletéreos en el futuro

como el aumento de riesgo de cancer.

Trabajo

Resumen objetivos

Resumen resultados

Pedersen M y
otros, 2013"

Relacion entre aductos “bulky” en
ADN de sangre umbilical y consumo
de frutas y vegetales versus peso al

nacer

Un mayor nivel de aductos “bulky” se
asoci® a menor peso al nacer, mas
pronunciado en madres con bajo

consumo de frutas y vegetales

Pedersen M y
otros, 2015%

Predictores fetales, maternos,
dietéticos y ambientales de aductos

“bulky” en ADN de sangre umbilical

Residir en paises sud-Europeos, IMC
materno alto, cesarea, nifios varones y
un bajo indice en dieta saludable se
asocian a un mayor nivel de aductos

“bulky”

Merlo DF 'y
otros, 2014%

Asociaciones entre micronucleos en

linfocitos de sangre umbilical y

biomarcadores de exposicion a

carinogenos y  factores activos

hormonalmente

La exposicion a sustancias con efecto
androgénico, estrogénico y dioxin-like
se asoci6 a mayor frecuencia de
microntcleos en linfocitos

mononucleados

Vande Loock K
y otros, 2014*

Efecto de las frecuencias dietéticas en
la formacion de micronucleos en

mujeres embarazadas

Mayor consumo de acidos omega 6-
PUFA y 3-PUFA se relacionaron con

menor frecuencia de micronucleos

Papadopoulou E
y otros, 2014%

Exposicion prenatal a substancias
dioxin-like a través de dieta materna y

eventos reproductivos

Un indice de dieta con mas substancias
dioxin-like se asociaron a menor peso

al nacer

Tabla I - Resumen de las colaboraciones en otras publicaciones dentro de la cohorte

NewGeneris.
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4. Resultados

4.1. Dioxinas v distancia ano-genital

Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron un total de 237 bebés recién nacidos y 462 nifios pequefios en el estudio,
pertenecientes a las cohortes de Grecia y Espafia. De los bebés, 121 (51%) procedian de
la cohorte griega en comparacion a los 116 (49%) provenientes de la cohorte espafiola.
En cuanto a los nifios pequefios (no recién nacidos), todos ellos provenian de la cohorte
griega ya que forman parte de la cohorte RHEA.

La edad media de las madres fue de 29,8 + 5,4 afios para las madres de los bebés y de
30,1 + 4,7 afios para las madres de los nifios pequefios, con una mediana de indice de
masa corporal (IMC) de 23,4 kg/m2 (rango intercuartilico 5,3) y de 23,4 kg/m2 (rango
intercuartilico 5,1) respectivamente. El 73,7% de bebés fueron alumbrados mediante
parto vaginal en contraste con el 50,8% de los nifios pequefios, probablemente en
relacion a que los nifios pequefios son todos procedentes de la cohorte griega, donde
existe una tasa de cesareas de alrededor del 50% en la actualidad. El peso medio al
nacer fue de 3227 + 429,2g para los bebés y de 3167 + 441,6g en los nifios pequefios.
La etnia mayoritaria era la blanca-europea (75% de los bebés y 100% de los nifios
pequefios), y el porcentaje de niflos y nifias fue similar para los dos grupos de edad

(50,2% ninos versus 49,8% nifias para el grupo de bebés; 51,7% nifios versus 48,3%

nifas para el grupo de mas edad), como se observa en la Tabla 2.

Recien nacidos

Nifios pequeiios

Caracteristica . Valor " Valor
Caracteristicas maternas

Pais de residencia (%)

Grecia 121 49,0 456 100,0
Espana 116 51,0 0 0
Edad materna [afios (media = DE)] 237 29,8+ 54 456 30,1 £4,7
Pérdidas 6

IMC pregestacional, kg/cm” [mediana (RIQ)] 224 23,4 (5,3) 456 23,4 (5,1)
Pérdidas 13 6

Etnia materna (%)

Europeas no blancas 59 25 0 0
Europeas blancas 177 75 462 100
Pérdidas 1

Paridad (%)

Primiparas 95 42.0 155 34,7
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Multiparas

Pérdidas

Residencia (%)

Urbana

Rural

Pérdidas

Educacion materna (%)

Baja

Media

Alta

Pérdidas

Tipo de hospital (%)

Privado

Publico

Pérdidas

Fumadoras durante el embarazo (%)
No

Si

Pérdidas

Tipo de parto (%)

Parto vaginal

Ceséarea

Pérdidas

Caracteristicas de los nifios y bebés
Sexo (%)

Varones

Mujeres

Peso al nacer [g (media = DE)]
Pérdidas

Longitud al nacer, cm [mediana (RIQ)]
Pérdidas

Edad gestacional, semanas [mediana (RIQ)]
Pérdidas

Peso en el momento del examen, [g (mean +

SD)]

Pérdidas

Longitud en el momento del examen, cm
[mediana (RIQ)]

Pérdidas

Edad en el momento del examen, meses
[mediana (RIQ)]

Perimetro cefalico en el momento del examen,
cm [mediana (RIQ)]

Pérdidas

Lactancia materna (%)

No

131
11

201

30

67
100
66

52
185

154
77

174
62

119
118
237

234

237

236

236

236

58,0

87,0
13,0

28,8
42,9
28,3

21,9
78,1

66,7
33,3

73,7
26,3

50,2
49,8
3.277 + 4292

50,0 (2,0)

39,0 (2,0)

3.229 + 446,7

50,0 (2,0)

34,5 (1,8)

292
15

335
80
47

89
223
143

175
284

358
98

232
225

239
223
454
8
447
15
449
13

456
6
457

462

462

64

65,3

80,7
19,3

19,6
49,0
314

38,1
61,9

78,5
21,5

50,8
49,2

51,7
48,3
3.167 + 441,6

50,0 (3,0)

38,0 (1,0)

11.224 +£2.066,3

82,5 (11,0)

16,0 (11)

47,5 (3,0)

143
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Si 384 85,7
Pérdidas 14

®Edad mediana 16 meses; rango 1-31 meses

Tabla 2 — Caracteristicas maternas y de los recién nacidos (n= 237) y nifios pequerios (n= 462)

Dioxinas y distancia ano-genital

La distancia anogenital (media + desviacion estandar) en bebés fue mas larga en niflos
(DAG =48,8 = 5,lmm, DAE = 25,5+4,8mm) que en nifias (DAC = 35,0+3,3mm, DAF
= 14,3+£3,0mm). De forma similar, en los nifios pequefios también las distancias en
ninos (DAG = 80,7+7,3mm, DAE = 39,9+6,9mm) fueron mas largas que en niias
(DAC = 49,1+6,0mm, DAF = 21,743,9mm). La media de anchura peneana fue de
10,7£1,1mm para los recién nacidos y de 14,0£1,7mm para los nifios pequeios.

La media de deteccion de dioxinas fue de 52,3+20,7 pg CALUX"-TEQ/g lipido en
sangre materna de los recién nacidos y de 49,7+26,7 pg CALUX"-TEQ/g lipido en
sangre materna de nifios pequefios.

El peso medio de los recién nacidos de ambos sexos fue menor en los bebés hijos de
madres con niveles de CALUX"-TEQs por encima de la mediana (> 53,6 pg CALUX"-
TEQ/g lipido) comparado con el resto, aunque las diferencias fueron pequenas y
estadisticamente no significativas (3305+441,6 versus 3282+386,9g; p=0,887 para
recién nacidos varones) y pesos similares en recién nacidas ninas (3140+46,7 versus
3190+506,0g; p=0,615). En el caso de nifios pequefios varones, se objetivd un peso
menor en hijos de madres con niveles de CALUX"-TEQs por encima de la mediana (>
50,3 pg CALUX"-TEQ/g lipido) estadisticamente significativa (11843+1967 versus
11239+£2128g; p=0,048 para nifios pequefios varones; 10984+1810 versus
10763+2175g; p=0,645 para nifias pequefias mujeres, tal y como se puede ver en la

Tabla 3).

pg CALUX ®-TEQ/g lipid™"

n Bajo n Alto p-Value®
Recien nacidos
Hombres
Edad gestacional (semanas) 62 38,8+1,7 57 38,7+ 1,4 0,374
e s 61 3.305+441,6 57  3.282+3869 0,887
examen (g)
AGD (mm) 62 49,1+53 57  48,4+49 0,617
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ASD (mm) 62 25,3+5,3 57 25,7+4,2 0,374

Anchura peneana (mm) 62 10,6 £ 1,1 55 10,9+ 1,0 0,163
Mujeres
Edad gestacional (semanas) 52 38,8+ 1,3 61 38,5+1,8 0,338
Peso en el momento del 57 3.190+£5060 61  3.140+469,7 0,615
examen (g)
ACD (mm) 57  351+38 61 349428 0,592
AFD (mm) 57 14,4+ 3,1 61 14,1 £2,6 0,892
Niilos pequeiios
Varones

11.239 + 11.843 £ "
Peso en el momento del 108 2.128.8 126 1.967.0 0,048
examen (g)
Edad en el momento del 110 172+72 129 185 +5/7 0,207
examen (meses)
AGD (mm) 110 80,0 £ 7,8 127 81,2+ 6,9 0,142
ASD (mm) 110 39,6 +7,1 129 40,2 + 6,7 0,471
Anchura peneana (mm) 110 14,0+ 1,7 125 139+1,7 0,914
Mujeres
Peso en el momento del 10.763 + 10.984 +
examen (g) 120 2175,6 102 1.810,9 0,643
Edad en el momento del 121 169+73 102 182463 0,162
examen (meses)
ACD (mm) 121 48,7+ 6,1 102 49,5+ 6,0 0,460
AFD (mm) 121 21,8 +3,8 102 21,6 +£4,0 0,760

*Los niveles medianos de compuestos dioxin-like en los bebés en los grupos de nivel bajo
versus alto fueron de 42,5 (RIQ = 21,2; rango 6-53,6) versus 66,1 (RIQ = 12,5; rango, 53,7-
106,3) pg CALUX ®-TEQ/g lipido, respectivamente.

Los niveles medianos de compuestos dioxin-like en los nifios pequeios en los grupos de nivel
bajo versus alto fueron de 34,7 (RIQ = 22,0; rango 6-6-50,2) versus 63,5 (RIQ = 14,4; rango,
50,4-225,7) pg CALUX ®-TEQ/g lipido, respectivamente.

®El nivel mediano de compuestos dioxin-like en el grupo de los bebés fue de 53.6 pg CALUX
®-TEQ/g de lipido versus 50,3 pg CALUX ®-TEQ/g de lipido en el grupo de los nifios
pequefios. Los valores bajo la mediana fueron categorizados como altos, asi como los valores
por debajo de la media fueron categorizados como bajos en ambos grupos de edad.

‘Test de Kruskal-Wallis

"p<0,05

Tabla 3 — Media (£ DE) de las variables antropométricas de los bebés (n=231) y nifios

pequenios (n=462) categorizados segun los niveles medianos de actividad dioxin-like en plasma
materno expresado en pg CALUX ®-TEQ/g de lipido.

La actividad dioxin-like fue asociada negativamente a la AGD en bebés varones, de
forma que la estimacion de cambio en mm de AGD en recién nacidos varones por cada
aumento de 10pg CALUX®-TEQ/g lipido fue de 0,4lmm (IC 95% -0,77, -0,06)
aplicando el modelo de ajustamiento estadistico basico (ajustando por peso al nacer,
edad gestacional y cohorte), con resultados similares para el ajustamiento estadistico
completo (ajustando ademas por edad, etnia y educacion maternas, tabaco durante la

gestacion, paridad, IMC pregestacional y tipo de residencia). En la misma linea, se
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observaron asociaciones negativas aunque no significativas para el pardmetro ASD en
recién nacidos varones (-0,14mm; IC 95% -0,51, 0,23). También para los nifios
pequefios varones se hallaron asociaciones negativas en cuanto a AGD aunque de valor
muy discreto y no estadisticamente significativas. En cuanto a las recién nacidas y nifias
pequefias de sexo femenino, los cambios fueron practicamente nulos al comparar los
parametros antropométricos genitales con el aumento de actividad dioxin-like.

Tal y como se observa en la Figura 3Figura 3 — GAMS, asociaciones ajustadas (95%
IC) entre actividad dioxin-like y AGD en recién nacidos (A) y nifios pequefios (B). (A)
estan ajustados por peso al nacer, cohorte, etnia materna y educacion materna. (B) estan
ajustados por peso y edad en el momento del examen, examinador, hospital, educacion
materna, tabaquismo durante el embarazo y residencia. ++, observaciones., en los
modelos aditivos generalizados (GAM) no se observaron asociaciones de linearidad
significativas cuando se compar6 AGD en milimetros con actividad dioxin-like medida

en picogramos de CALUX"-TEQ/g lipido.
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Figura 3 — GAMS, asociaciones ajustadas (95% IC) entre actividad dioxin-like y AGD en
recién nacidos (A) y nifios pequenios (B). (A) estan ajustados por peso al nacer, cohorte, etnia
materna y educacion materna. (B) estan ajustados por peso y edad en el momento del examen,
examinador, hospital, educacion materna, tabaquismo durante el embarazo y residencia. ++,
observaciones.
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Caracteristicas Rhea Inma 1]\3/[1‘(;]?1?3 ¢ 1]\3/[1‘(;]131fili0e BiB B];i;;)r?éasl'lg;)

g‘:;‘:)matema 44(293+5,6)  35315+4,1) 73(313+42) 8(310+2,6) 20(309+59)  46(332+42)

Paridad

Primiparas 5(11,6) 13(38.2) 29(39.7) 5(62,5) 5(26,3) 4(8.9)

Multiparas 38(88.4) 21(61.8) 44(60.3) 3(37.5) 14(73,7) 41(91,1)

zlt’;/cmge'gesmd"“al 44(25,6+4.8) 28(24.6+47) T3(23.8+44) 8(224x40) | 11(24.9+68)  46(24.2+43)

Educacion materna

Alta 5(12.8) 0 21(30,9) 4(50,0) 5(35.7) 25(54.3)

Media 28(71.8) 2(100,0) 23(33.8) 4(50,0) 3(21.4) 12(26,1)

Baja 6(154) 0 24(35.3) 0 6(42.7) 9(19,6)

Tabaquismo

durante el embarazo

No 22(50,0) 22(64,7) 67(95.4) 8(100.0) 17(89.5) 44(95.,7)

S 22(50,0) 12(35.3) 4(5.6) 0 2(10,5) 2(4.2)

Etnia materna

Caucisica 44(100,0) 23(69.7) 73(100,0) 8(100.0) 12(60.0) 43(93.5)

No caucdsica 0 10(30.3) 0 0 8(40.0) 3(6.5)

Tipo de parto

Vaginal 17(38.6) 26(76.5) 64(87.,7) 7(87.5) 1(5.0) 0

Cesdrea 27(61.4) 8(23.5) 9(12,3) 1(12,5) 19(95.0) 46(100,0)
Sujetos con muestra de DR CALUX® pg TEQ/g lipido en sangre materna

g(:;:)c;)materna ; ;16(29,415, 411 ;57(30,0¢5, 68(31554.6) (1) )1 6(GLSE4, | 111 006:52) | 91033.24.4)

Paridad

Primiparas 38(27.5) 64(41.,0) 31(45.6) 55(47.4) 10(9,5) 16(18.8)

4.2. Dioxinas y parametros antropométricos en el nacimiento

Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron 967 pares de mujeres embarazadas-hijo de once maternidades entre 2006
y 2010, en el contexto del estudio NewGeneris. Todas las embarazadas tuvieron un solo
hijo, y tenian al menos una medida de CALUX". El 48% de los nifios fueron varones, el
55% nacidos via parto vaginal y la edad materna media fue de 31(+5) afios. El 92% de
las madres eran de origen caucasico, y el 67% eran primigestas. El indice de masa
corporal (IMC) pre-gestacional medio fue de 23 kg/m’, con un 33% de madres con
sobrepeso u obesidad (con un IMC pre-gestacional por encima de 25 kg/m?). Un 24%
de las madres tenian un nivel educativo bajo, y el 17% fumaron durante el embarazo

(ver Tabla 4).

Sujetos con muestra de DR CALUX® pg TEQ/g lipido en sangre umbilical
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Biobanco
Danés'09

43(32,0+3,6)

26(60,5)
17(39.5)

43(22,5£3.5),

27(62.,8)
11(25.,6)
5(11,6)

41(95.,3)

2(4,7)

43(100,0)
0

33(76.,7)
10(23,3)

99(32,5+42)

54(55,7)



Multiparas 100(72,5) 92(59,0) 37(54.4) 61(52,6) 95(90.5) 69(81,2) 43(44.3)

zlt’;mgr)e'gesmd"“al (1)?6(25’0”—“5’ é;‘o(z“’li“’ 67(23 3+4.1) i)l 0C2TE3:  67180+73) | 88(23.5:43) 96(22,1%3.6)
Educacién materna

Alta 21(18,6) 31(25.,6) 19(29,7) 52(44.8) 27(36,5) 45(51,1) 60(62,5)
Media 74(66,1) 47(38.8) 22(34.4) 46(39,7) 17(23,0) 20(22,7) 28(29.2)
Baja 17(15,2) 43(35,5) 23(35.9) 18(15,5) 30(40,5) 23(26,1) 8(8,3)
Tabaquismo

durante el embarazo

No 86(59,3) 113(734) 64(97,0) 108(95,6) 94(85.5) 84(94 4) 93(95.9)
Si 59(40,7) 41(26,6) 2(3,0) 54.4) 16(14.5) 5(5,6) 4(4,1)
Etnia materna

Caucdsica 149(100,0) 82(53,2) 68(100,0) 116(100,0) 67(60.4) 86(95,6) 95(97,9)
No caucdsica 0 72(46.8) 0 0 44(39,6) 4(4.4) 202,1)
Tipo de parto

Vaginal 65(43,6) 136(87,7) 62(91,2) 108(93,1) 1(0,9) 0 81(81,8)
Cesarea 84(56.4) 19(12,3) 6(8.,8) 8(6,9) 110(99,1) 91(100,0) 18(181)

Tabla 4 — Caracteristicas de las participantes del estudio segun los diferentes centros.

Niveles de actividad dioxin-like y eventos reproductivos

Los niveles de actividad dioxin-like en sangre de cordon y sangre materna difirieron
entre paises. Los niveles mas altos de actividad dioxin-like en sangre de cordon se
encontraron en Inglaterra (GM=59,7 pg CALUXe-TEQ/g lipid, 95% CI de 43,3 a 82,4)
y los mas bajos en Espafia (GM=16,9 pg CALUX®-TEQ/g lipid, 95% CI de 13,3 a
21,4). Los niveles mas altos de actividad dioxin-like en sangre materna se encontraron
en Espaiia (GM=46,4 pg CALUX®-TEQ/g lipid, 95% CI=43,1 a 50,1) y los mas bajos
en Grecia (GM=15,5 pg CALUX®-TEQ/g lipid, 95% CI=13,3 a 18,1). Ademas, la
actividad dioxin-like en sangre de cordoén fue menor en los partos vaginales (GM=25,3
pg CALUXe-TEQ/g lipid, 95% CI=22,4 a 28,5) que en cesareas (32,5 pg CALUXe-
TEQ/g lipid 95% C1=28,5 a 37,1), en gran parte debido a la diferente distribucion del
tipo de parto segun el pais y la edad gestacional.

La actividad dioxin-like en sangre de cordon se correlacion6 con la actividad en sangre
materna, aunque la correlacion fue débil (coeficiente Spearman = 0,18, valor p 0,007) y
se observaron diferencias entre paises (ver Figura 4). La actividad dioxin-like en plasma
fue mayor en sangre materna respecto a sangre de cordon con una mediana de 38,3

(29,3) y 34,2 (28,9) pg CALUXe-TEQ/g de lipido, respectivamente.
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Figura 4 — DR CALUX® TEQs/g de lipido en sangre umbilical segun la cohorte

La media de peso al nacer de la poblacion de estudio con mediciones de actividad

dioxin-like en sangre de cordon fue de 3476 (+450) g, con una circunferencia cefalica

media de 352 (£15) mm y una edad gestacional media de 39 (£1) semanas (ver Tabla

5). Paralelamente, la media de peso al nacer en bebés con medicion de actividad dioxin-

like en sangre materna fue de 3447 (+£456) g, la circunferencia cefalica media de 349

(¥2) mm y la edad gestacional media de 39 (1) semanas.

269

211

269

Sujetos con muestra de sangre de cordon
DR CALUX ® pq TEQ/g lipid

Sujetos con muestra de sangre materna
DR CALUX ® pq TEQ/g lipid

Percentil Percentil
Media + .
DE 25 50 75 pn MediaxDE 4 50 75
3476 + 450 3170 3450 3782 791 3447 + 456 3130 3430 @ 3750
352+ 15 340 350 360 697 349 £ 2 340 350 360
39+ 1 38 39 40 791 39+ 1 38 39 40
Percentil Percentil
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Actividad Mediana Media * Mediana Media +

dioxin-like @n (IC95%) DE 25 50 75 n (IC 95%) DE 25 50
en plasma

29.6 299
Pg TEQ/g 269 27,1 a 38,0+ 20,1 342 49 791 (282 a’31 7 390227 2426 383
lipido 32.4) 26,0 ’ ’ ’
Pg TEQ/ml 0,1 02+ 0.3
o 819 0.120.1) 0.1 0,1 0,1 0,2 896 02203) 03+02 0,2 0,3

Tabla 5 — Distribucion de eventos reproductivos y niveles de actividad dioxin-like en plasma en
la poblacion de estudio con muestras de sangre de cordon y materna.

Asociacion entre actividad dioxin-like y eventos reproductivos

Las graficas GAM examinando la forma de la relacion entre la actividad dioxin-like en
sangre materna y de cordon y los eventos reproductivos mostro relaciones lineales para
todos los eventos reproductivos (para los modelos de sangre de cordon: p-ganancia peso
al nacer =0,648, p-ganancia perimetro cefalico=0,449, p-ganancia edad gestacional
=0,417; para los modelos de sangre materna: p-ganancia peso al nacer =0,749, p-
ganancia perimetro cefalico=0,741, p-ganancia edad gestacional =0,398; siendo
significativa la linearidad a partir de 0,2).

En la Tabla 6 se pueden observar los resultados de la regresion ajustada y cruda para la
asociacion entre actividad dioxin-like y eventos reproductivos. Dado que los modelos
fueron calculados con escala logaritmica decimal, un incremento de una unidad

implicaria un aumento en 10 veces en la actividad dioxin-like.

Cambio en peso al naceer (g) Cambio en perimetro Cambio en edad gestacional

cefalico (mm) (semanas)
n=247 n =205 n =260
Crudo” Ajustado Crudo®  Adjustado” Crudo® Adjustado®
DR CALUX ® pac
Cordén B (IC 95%) B (IC 95%) 95%) B AC95%) P (IC95%) B (IC 95%)
Log,, pg TEQ/q -82 -76 -04 -1 -0,8 -0,5
lipido (-264 a 100) (-251a100) | (-7a7) (7a6) (-14a0,2) (-1,0a0,04)
Bajo' 0 0 0 0 0 0
Medio -58 -58 02 02 -0,2 -0,1
(-182 a 66) (-176 a 62) (-5a5) (-4a5) (-0,620,2) (-0,5a20,3)
Alt -80 -82 -2 -2 -0,6 -04
° (-219 a 59) (-216 a 53) (-7a4) (-7a3) (-1,1a-0,2) | (-0,8a-0,1)
Test tendencia 0,250 0,225 0,510 0,410 0,007 0,029
D n="701 n =632 n=763
Materno
Crudo” Adjustadof Crudo” Adjustadog CrudoG1 Adjustadoh
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03

Log,, pg TEQ/q 7 5 2 1 (-0,003 a 02
lipido (-89 a 102) (-88 2 97) (-2a5) (2a5) 0 6’) (-0,04 20,5)
Bajo' 0 0 0 0 0 0
. 0.9 -11 1 -1 02 02

Medio

(-77 a78) (87 a 65) (-2a3) (-3a2) (-0,1a04)  (-003a04)
Alto 7 2 1 1 03 0.2

(-76 a 89) (83 a79) (-2a4) (-2a4) (0,120,6) (0,1 204)
Test tendencia 0.875 0,971 0,641 0,641 0,019 0,121

*Ajustado por: pafs, edad gestcional y edad gestacional al cuadrado

bAjustado por: pais, edad gestcional, edad gestacional al cuadrado, edad materna, paridad, IMC pre-
gestacional, etnia materna, tipo de parto y sexo

“Ajustado por: paifs, edad gestcional, edad gestacional al cuadrado, paridad, IMC pre-gestacional, tipo
de parto y sexo

dAjustado por pais
®Ajustado por pafs, tabaquismo, paridad y tipo de parto

fAjustado por pais, edad gestacional, edad gestacional al cuadrado, paridad, IMC pre-gestacional y
sexo

£ Ajustado por pafs, edad gestacional, edad gestacional al cuadrado, IMC pre-gestacional, tipo de parto
y Sexo

hAjustado por pais, paridad, tipo de parto y sexo

iCategorl’a de referencia
Tertiles DR CALUX® en sangre de cordén: Bajo (10-24 pg TEQ/g lipido), Medio (25-43,1 pg TEQ/g
lipido), Alto (43,3-156 pg TEQ/g lipido).

Tabla 6 — Asociacion entre actividad dioxin-like en sangre de cordon y materna y eventos
reproductivos

Niveles crecientes en la actividad dioxin-like en sangre de cordon se asociaron a un
descenso en 76 gramos en el peso al nacer (IC 95% entre -251 y 100g) en el modelo
ajustado. También se observdé un menor peso al nacer en nifios en los tertiles de
actividad dioxin-like medio (B= -58 g, IC 95%: -176 a 62) y alto (B=-82 g, IC 95%: -
216 a 53) en comparacion al bajo. Asimismo también se observo una disminucién de
media semana en la edad gestacional cuando se compararon los tertiles de actividad
dioxin-like alto versus bajo (B: -0,4 weeks, IC 95%: -0,8 a -0,1).

No se observaron asociaciones entre actividad dioxin-like en sangre de cordon y
perimetro cefalico, ni tampoco entre actividad dioxin-like en sangre materna y eventos
reproductivos.

El andlisis limitado a los sujetos con actividad dioxin-like por debajo del limite de

deteccion (LOD) mostré un patrén similar para ambos peso al nacer y edad gestacional
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(tabla 7). Obtuvimos resultados muy similares cuando incluimos en cada modelo
estadistico variables seleccionadas mediante el uso de diagramas causales (Figura 5,
edad materna paridad, IMC pre-gestacional, nivel educativo de las madres, etnia
materna). Cuando los modelos con sangre materna se ajustaron por actividad dioxin-like
en sangre de cordon y viceversa restringiendo el andlisis a la muestra que tenia
informacion sobre ambos tipos de muestra (sangre de cordon y materna), no se
observaron cambios en los resultados observados en la asociacion entre actividad

dioxin-like en muestras de cordon y eventos reproductivos.

Edad materna — Paridad .—¥ Edad Gestacional 4— Tipo de parto

Pais

/

$® Pcso al nacer

Dioxinas

e — - -

Figura 5 — Diagrama de las influencias potenciales en la relacion entre el nivel de dioxinas y el
peso al nacer. En verde aparecen las variables incluidas en el modelo basico, en blanco las
variables consideradas pero descartadas finalmente, y en rosa las que se incluyeron en el
modelo de ajuste completo.

Numero de muestras con medidas DR

Tipo de muestra Numero de CALUX® por debajo del limite de
disponible muestras deteccion (%)
Lipido cordén 269 207 (77)
Plasma cordon 819 459 (56)
Plasma y lipido cordon 255 128 (50,2)
Lipido materno 791 644 (81,4)
Plasma materno 896 771 (86)
Plasma y lipido materno 775 637 (82,2)
Lipido cordén y materno 219 156 (71,2)
Plasma cordén y materno 754 430 (57)
Cordon y materno, plasma 208 105 (50,5)
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y lipido

Tabla 7 — Distribucion del total de 967 muestras analizadas con DR CALUX® segun su
procedencia, y numero y porcentaje de muestras por debajo del limite de deteccion.

El analisis estratificado segun IMC pre-gestacional (Normal >18,5-25 kg/m2;
Sobrepeso/Obesidad >25 kg/m2) no cambid nuestros resultados (no mostrado). La
actividad dioxin-like en sangree de cordd mostrd una asociacidn negativa mayor con
peso al nacer en nifios varones (B=-124 g, 95% CI: -391 to 144) respecto a nifias (B= -
57 g, 95% CI: -300 to 185), aunque no habia claros indicios de modificacion de efectos
segun sexo (p-interaccion 0,221). No se observaron interacciones segiin sexo en el caso
de edad gestacional (p =0,973). Se observaron asociaciones mayores entre actividad
dioxin-like en sangre de cordon y peso al nacer en hijos/as de fumadoras comparado con
hijos/as de no fumadoras pero tampoco esta vez fue una interaccidon significativa (p-
interaccion=0.804). Se observaron asociaciones negativas entre actividad dioxin-like en
sangre de cordon y peso al nacer en 4 de 5 paises (Grecia: n=43, f=-189 g, IC 95%: -
585 a 208, Espana: n=24, = -57 g, IC 95%: -756 a 641, Noruega: n=81, = 182 g, IC
95%: -127 a 492, Inglaterra: n= 11, f=-1002 g, 95% CI: - 23323 a 21319, Dinamarca:
n=88, f=-83 g, IC 95%: -440 a 275), asi como una menor edad gestacional en todos los
paises (Grecia: n=43, = -0.4 semanas, IC 95%: -1.7 to 0.8; Espafia: n=32, = -0,3
semanas, IC 95%: -2,6 a 2,1; Noruega: n=79, = -0,4 semanas, IC 95%: -1,3 a 0,6;
Inglaterra: n= 18, B= -0,2 semanas, IC 95%: -1,6 a 1,2; Dinamarca: n=88, p= -0,5
semanas, IC 95%: -1,3 a 0,3). Un meta-analisis pais-especifico mostr6 que un aumento
en 10 veces la actividad dioxin-like en sangre de cordon se asociaba a un descenso en 2g
(IC 95% -196 a 191) en el peso al nacer, y un descenso en 0.4 semanas (IC 95% -0,9 a
0,1) en la edad gestacional, con una heterogeneidad no significativa entre paises
(I12=0,0%, Q = 2,4 con 4 grados de libertad y p=0,656; ¢ 12=0,0%, Q=0,2 con 4 grados
de libertad y p=0,996; respectivamente para peso al nacer y edad gestacional).

Cuando expresamos la actividad dioxin-like en unidades volumétricas en lugar de
gramos de grasa, la mediana (IQR) fue de 0,1 (0,2, n=819) pg CALUX®-TEQ/mL de

plasma con un 44% por debajo del limite de deteccion (tabla 2).

Los resultados de los analisis basados en volumen (ml plasma) para todos los sujetos no
mostraron un patréon consistente, mientras que aquellos basados en sujetos por debajo

del limite de deteccion mostraron un patron similar para peso al nacer y edad
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gestacional, asi como aquellos basados en gramos de lipido. Aun asi, las estimaciones

tienen intervalos de confianza muy amplios.

4.3. Oxido de etileno y eventos reproductivos

Resultados generales

Los aductos de 6xido de etileno fueron analizados en 1108 parejas materno-fetales
recogidas en el parto. La edad media de las madres era de 30,9 (£5,2) afios, de las que
383 (35,93%) eran nuliparas, 908 (82,92%) de raza blanca y origen europeo, 129
(11,92%) fumaban durante el embarazo y 620 (56,4%) tuvieron partos vaginales y una
edad gestacional de 39,0 (=1,4) semanas completas de embarazo, tal y como se muestra

en la Tabla 8.

Todos (n=1108) No fumadoras (n=953)
n % media £ sd n % media + sd
Pais de nacimiento
Grecia 246 22,20 - 184 19,31 -
Espaia 225 20,31 - 185 19,41 -
Noruega 233 21,03 - 227 23,82 -
Reino Unido 187 16,88 - 154 16,16 -
Dinamarca 217 19,58 - 203 21,30 -
Tabaquismo al final del
embarazo
No 953 88,08 - - - -
Si 129 11,92 - - - -
Tabaquismo secundario
No 633 64,00 - 604 69,03 -
Si 356 36,00 - 271 30,97 -
Etnia materna
Europea blanca 908 82,92 - 773 81,20 -
No-Europea blanca 187 17,08 - 179 18,80 -
Edad materna (afios) 1095 - 30,9452 952 - 31,1+5,1
<25 129 11,64 - 101 10,60 -
25-35 763 68,86 - 667 69,99 -
>35 216 19,49 - 185 19,41 -

Paridad
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Nuliparas
Multiparas
IMC pre-gestacional
<18,5
18,5-25
>25-30

>30

Suplementos
vitaminicos

Alcohol

Si
Educacion materna
Alta
Media
Baja
Tipo de parto
Vaginal
Cesarea
Estacion de nacimiento
Marzo-Mayo
Junio-Agosto
Septiembre-Noviembre
Diciembre-Febrero
Aiio de nacimiento
2006
2007
2008
2009
2010
Cohorte
BIB

Rhea

383

683

975

43

620

202

243

124

790

759

201

349

373

243

620

479

324

192

338

252

273

409

386

30

187

246

35,93 -
64,07 -
24,11+4,77
3,9
56,0
18,2

21,9

13,6

86,4

79,1

21,0

36,2
38,6

25,2

56,4

43,6

29,3
17,4
30,6

22,8

0,72
24,7
37,0
34,9

2,71

16,9

222

347

584

864

35

560

178

180

109

704

665

178

334

328

198

552

399

279

154

295

225

228

361

329

27

154

184

37,27

62,73

3,7
58,8
18,7

18,9

13,4

86,6

38,8
38,1

23,0

58,0

41,2

29,3
16,2
31,0

23,6

0,84
23,9
37,9
34,5

2,83

16,2

19,3

24,02+4,60
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Biobanco Danés 07
Biobanco Danés 09
INMA
MOBA Bramat
MOBA Bramiljio

Sexo
Nifios
Nifias

Edad gestacional
(semanas)

Parto pretérmino

Si
Peso al nacer (g)
Peso bajo al nacer
No: >2500g
Si: <2500g
Peso al nacer categorico
<2500g
2500-3500
>3500-4000

>4000

Pequeiio para edad
gestacional

No
Si
Perimetro cefalico (cm)

Longitud (cm)

Aductos de Hb de oxido
de etileno

Sangre de cordon

Sangre materna

82
135
225
122

111

550

550

1059

39

1080

18

18

627

343

120

815

71

7.4
12,2
20,3
11,0

12,2

50,0

50,0

96,4

3,55

98,4

1,64

1,62
56,6
31,0

10,8

92,0

8,01

39+1,37

3414,7+461,7

34,78+1,68

50,77+2,07

13,35+13,89

32,05+£60,51

75

128
185
121

106

477

474

919

33

939

11

11

520

316

106

716

58

50,2

49,8

96,5

3,47

98,8

1,16

92,5

7,50

39,0+1,4

3443,3+456,0

34,85+1,69

50,84+2,08

10,54+6,69

15,84+10,02

Tabla 8 - Caracteristicas de la poblacion de estudio para el andlisis oxido de etileno — eventos

reproductivos.
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La media de aductos de 6xido de etileno fue de 13,35 (x13,89) pmol/g (pmol de
aducto/g de globina) en sangre de cordon y 32,05 (£60,51) pmol/g en sangre materna,
con una correlacion positiva significativa entre ellas (correlacion fuerte; 0,94).
Los niveles de aducto de hemoglobina de o0xido de etileno fue superior en madres
fumadoras respecto a no fumadoras (33,50+28,36 vs 10,54+6,69 pmol/g para sangre de
cordon - p<0.001; 123.58+120.60 vs 15.84+10.02 pmol/g en sangre materna).

Aductos de oxido de etileno y peso al nacer

Mayores niveles de aductos de 6xido de etileno se asociaron a un descenso de peso al
nacer. La media de peso al nacer disminuia en 37,73g (IC 95% -55,95; -19,52) por cada
aumento de 10pmol/g en aducto de 6xido de etileno en la poblacion general, y de
45,63g (IC 95% -85,33 ; -5,93) en la poblacidon de no fumadoras.

La variable peso al nacer dibujé una asociacion en U invertida con cuartiles crecientes
de exposicion (Tabla 10). La diferencia estimada en peso al nacer para nifios en el
mayor versus menor cuartil de exposicion de niveles de aducto de Hb de 6xido de
etileno tras ajustar por edad gestacional fueron de -94,07g (IC 95% -164,68; -23,45) en
la poblacion general y -45,69g (IC 95% -126,14; 34,75) en el grupo de las no

fumadoras.

Estas asociaciones se analizaron ajustando por multiples covariables y sélo fumar
tabaco al final del embarazo y paridad mostraron una modificacién del efecto por
encima del 10% (-51.2% y +17.8% respectivamente). La regresion con modelo de
ajuste completo (teniendo en cuenta edad gestacional, edad materna, pais, fumar tabaco
al final del embarazo y paridad) sigui6 mostrando una asociacion negativa significativa
entre aductos de 6xido de etileno y peso al nacer (-26,74 por cada aumento de
10pmol/g, IC 95% -48,84; -4,64) (Tabla 9 y 10). La linearidad se confirmé con analisis
GAM para el modelo de ajuste completo, con una tendencia decremental. Los analisis
se realizaron utilizando la poblacion mas restrictiva, con informacion sobre todas las

variables incluidas en el modelo de ajuste completo.

PESO AL NACER Asociacion con aductos de Hb de éxido de etileno
Num.ero de Cocficiente f DE valor p
sujetos
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Todos los sujetos

- ajuste basico (edad gestacional +

; 1049 -3.36 0.98 0.001

pais)
- ajuste completo (edad gestacional +
pais+ sexo + edad materna + paridad + 1049 -2.67 1.12 0.018
tabaquismo)
No fumadoras
- aguste basico (edad gestacional + 926 271 204 0.185
pais)
e . n

a;uste completo (edad gestacmr.lal 96 3.08 200 0.124
pais+ sexo + edad materna + paridad)
- ajust§ complet.o para expuestas a 263 305 344 0377
tabaquismo pasivo*®
- ajuste completo para no expuestas a 589 26 299 0.450

tabaquismo pasivo*

Tabla 9 — Modelo de regresion lineal para peso al nacer en relacion a niveles de aducto de Hb
de oxido de etileno (por incremento en Ipmol/g de aducto de Hb) segun diferentes niveles de
ajuste en toda la poblacion y en no fumadoras (*74 pérdidas para tabaquismo pasivo).

Estos resultados fueron intensamente apoyados por el analisis de muestras de sangre de
cordon procedentes de Grecia y Reino Unido, pero inconsistentes en los otros paises. El
meta-analisis de la correlacion entre aductos de 6xido de etileno y peso al nacer mostro
heterogeneidad entre los paises, aunque la asociacion global es todavia negativa y
significativa para ambos los modelos con ajuste basico y completo (Figura 6). El patron
fue mas consistente entre las no fumadoras (Figura 7), aunque la asociacién negativa
general fue no estadisticamente significativa.

En cuanto al impacto del tabaquismo en el peso al nacer, probablemente produce su
efecto via exposicion a 0xido de etileno, aunque también por exposicidon a otros toxicos
presentes en el tabaco. Esta hipdtesis se sustenta en el cambio en el modelo de regresion
lineal con ajuste basico evaluando tabaquismo, que disminuye el peso al nacer en -0,20g
(IC 95% entre -0,35 ; -0,05); en comparacion al mismo modelo anadiendo aductos de

oxido de etileno, que disminuye el peso al nacer en -0,14g (IC 95% -0,38 ; 0,1).
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Figura 6 — Meta-analisis por pais de regresion lineal para peso al nacer en relacion a nivel de
aductos de Hb de oxido de etileno — toda la poblacion
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Figura 7 — Meta-analisis por pais de regresion lineal para peso al nacer en relacion a nivel de
aductos de Hb de oxido de etileno — toda la poblacion

Variable

Ajuste basico*
Todas

Cambio por 10pmol/g
Hb

Cuartil 1 (menor)
Cuartil 2

Cuartil 3

Cuartil 4 (mayor)

No fumadoras

n

1094

274
277
271

272

Aductos Hb o6xido de etileno

B (IC 95%)

-37.73 (-55.95, -19.52)

Ref: 3426.94 ¢
38.19 (-32.10, 108.48)
-28.44 (-99.17, 42.29)

-94.07 (-164.68, -23.45)

<0.001

0.287
0.430

0.009
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Cambio por 10pmol/g

Y 948 -45.63 (-85.33, -5.93) 0.024
Cuartil 1 (menor) 263 Ref: 3432.17 g

Cuartil 2 262 28.18 (-43.33, 99.69) 0.440
Cuartil 3 251 -16.29 (-88.67, 56.09) 0.659
Cuartil 4 (mayor) 172 -45.69 (-126.14, 34.75) 0.265
Ajuste completo**

Todas

g;mbio o RS | e -20.67 (-48.83, -4.63) 0.018
Cuartil 1 274 Ref: 3426.94 ¢

Cuartil 2 277 24.53 (-45.10, 94.16) 0.489
Cuartil 3 271 -43.52 (-114.88, 27.84) 0.232
Cuartil 4 272 -33.75 (-109.65, 42.15) 0.383
No fumadoras

g;mbio por 10pmol/g ¢ g -30.81 (-70.03, 8.42) 0.124
Cuartil 1 263 Ref: 3432.17¢g

Cuartil 2 262 16.93 (-53.18, 87.04) 0.636
Cuartil 3 251 -28.23 (-100.24, 43.77) 0.442
Cuartil 4 172 -20.77 (-99.98, 58.43) 0.607

* Ajuste basico hace referencia a: edad gestacional y sexo del nifio.
**Ajuste completo hace referencia a: pais, tabaco, edad materna, edad

gestacional, paridad y sexo del nifio.

Tabla 10 - Asociacion entre peso al nacer y aductos de hemoglobina de oxido de etileno
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Figura 8 - Diagrama de puntos entre peso al nacer (g) y aductos de hemoglobina de oxido de
etileno (pmol/g Hb)

Aductos de Hb de oxido de etileno y PEG

La proporcion de PEG (Pequeiio para Edad Gestacional, es decir, nifios/as por debajo
del percentil 10 acorde a la semana de embarazo y sexo fetal) aumenté por cada
aumento de 10pmol/g Hb de aducto de Hb de 6xido de etileno (coeficiente 0.001; IC
95% -0,01; 0,01; basado en 886 observaciones y 71 PEGs) e hijos de no fumadoras
(coeficiente -0,02; IC 95% -0,04; 0.01; basado en 774 observaciones y 58 PEGs).

Aductos de Hb de oxido de etileno y perimetro cefalico al nacer

El perimetro cefalico medio al nacer fue de 34,78 (+1,68) cm. Se objetivd una
asociacion negativa estadisticamente significativa entre perimetro cefalico al nacer y
aductos de oxido de etileno con un descenso de -0.1cm (IC 95% -0.2; -0.02; por cada
aumento de 10pmol/g de aducto de 6xido de etileno ajustando por edad gestacional)
para la poblacion general; y de -0.20cm (IC 95% -0,36; -0,04; por cada aumento de
10pmol/g de aducto de 6xido de etileno ajustando por edad gestacional)(Tabla 11). De
forma similar a las asociaciones con peso al nacer, se observd una asociacion en U
invertida entre perimetro ceféalico y cuartiles progresivos de exposicion. Los nifios en el
mayor versus menor cuartil de nivel de aductos de Hb de 6xido de etileno tuvieron un
descenso de 0,11cm (IC 95% -0,18; -0,04) en la poblacion general y un descenso de
0,20cm (IC 95% -0,48; 0,12) para no fumadoras con un patrén consistente tal y como se
muestra en la Tabla 12.

El meta-analisis de regresion logistica por paises (Figura 9) muestra heterogeneidad
aunque los paises con mas numero de participantes y unos porcentajes altos de
fumadoras (21.62% en Grecia, 15.54% en el caso de Gran Bretafia) presentan una clara
asociacion negativa. En el meta-andlisis con la subcohorte de no fumadoras (Figura 10),
el efecto del 6xido de etileno en el perimetro cefalico es mas homogéneo entre paises,
sugiriendo un efecto similar del 6xido de etileno procedente de la via enddgena
independiente del pais de origen. Asi, podemos sugerir que la exposicion difiere entre

individuos segun la exposicidon procedente de forma principal de la via exdgena.

PERIMETRO CEFALICO AL

NACER Asociacion con aductos de Hb de éxido de etileno

44



Todos los sujetos

- ajuste basico (edad gestacional +
pais)

- ajuste completo (edad gestacional +
pais+ sexo + edad materna + paridad +
tabaquismo)

No fumadoras

- ajuste basico (edad gestacional +
pais)

- ajuste completo (edad gestacional +
paist+ sexo + edad materna + paridad)
- ajuste completo para expuestas a
tabaquismo pasivo*

- ajuste completo para no expuestas a
tabaquismo pasivo*

Numero de
sujetos

963

963

850
850
239

545

Coeficiente p

-0.01

-0.007

-0.010
-0.010
-0.01

-0.01

DE

0.004

0.005

0.008

0.008

0.01

0.01

valor p

0.064

0.138

0.254
0.165
0.367

0.375

Tabla 11 — Modelo de regresion lineal para perimetro cefalico al nacer en relacion a niveles de
aducto de Hb de oxido de etileno (por incremento en 1pmol/g de aducto de Hb) segun diferentes
niveles de ajuste en toda la poblacion y en no fumadoras (*66 pérdidas para la variable

tabaquismo pasivo).

Greece +

Spain : .

Norway : )
Jnited Kingdom +
Denmark - : .
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_b[EQ] by country

-035298

042443

Figura 9 - Meta-analisis por pais de regresion lineal para perimetro cefalico en relacion a
nivel de aductos de Hb de oxido de etileno — toda la poblacion
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Figura 10 - Meta-analisis por pais de regresion lineal para perimetro cefalico en relacion a
nivel de aductos de Hb de oxido de etileno — no fumadoras

Adductos Hb EtOH

Variable n B (IC 95%) p
Ajuste basico*

Todas

Cambio por 10pmol/g Hb 999 -0.11 (-0.18, -0.04) 0.003
Cuartil 1 (menor) 236 Ref: 34.79cm

Cuartil 2 265 0.19 (-0.09, 0.47) 0.188
Cuartil 3 251 -0.12 (-0.41, 0.16) 0.406
Cuartil 4 (mayor) 247 -0.28 (-0.56, 0.01) 0.057
No fumadoras

Cambio por 10pmol/g Hb 869 -0.20 (-0.36, -0.04) 0.013
Cuartil 1 (menor) 228 Ref: 34.80cm

Cuartil 2 251 0.21 (-0.08, 0.50) 0.157
Cuartil 3 235 -0.10 (-0.39, 0.20) 0.514
Cuartil 4 (mayor) 155 -0.18 (-0.51, 0.15) 0.287
Ajuste completo**

Todas

Cambio por 10pmol/g Hb 999 0.00 (-0.07, 0.08) 0.922
Cuartil 1 236 Ref 34.79cm

Cuartil 2 265 0.16 (-0.08, 0.40) 0.202
Cuartil 3 251 0.00 (-0.25, 0.25) 0.990
Cuartil 4 247 0.10 (-0.17, 0.37) 0.463
No fumadoras

Cambio por 10pmol/g Hb 869 -0.01 (-0.16, 0.12) 0.765
Cuartil 1 228 Ref: 34.80cm

Cuartil 2 251 0.18 (-0.07, 0.43) 0.157
Cuartil 3 235 0.00 (-0.26, 0.26) 0.985
Cuartil 4 155 0.07 (-0.22, 0.36) 0.629

* Ajuste basico hace referencia a: edad gestacional y sexo del nifio.
**Ajuste completo hace referencia a: pais, tabaco, edad materna, edad gestacional,

paridad, peso y sexo del nifio.

Tabla 12 - Asociacion entre perimetro craneal y aductos de hemoglobina de oxido de etileno



Aductos de oxido de etileno y edad gestacional

La edad gestacional media fue de 39 (1) semanas completas para ambas la poblacién
general y las no fumadoras. No se objetivaron asociaciones clinica ni estadisticamente
significativas entre el nivel de aductos de 6xido de etileno y edad gestacional, con una
disminucién de 0,001 semanas (IC 95% -0,06; 0.06) por cada aumento de 10pmol/g Hb
en aducto de Hb de 6xido de etileno ajustando por peso al nacer en la poblacion general,
y un aumento de 0,09 semanas (IC 95% -0,03; 0,21) en las no fumadoras (Tabla 13,
Tabla 14). Estos resultados fueron homogéneos en los paises de toda la cohorte (Figura

11, Figura 12).

EDAD GESTACIONAL Asociacion con aductos de Hb de éxido de etileno
Num.ero de Cocficiente f DE valor p
sujetos

Todos los sujetos

- ajuste basico (edad gestacional + 0.003 (-0.002,

1095 0.003 0.237

pais) 0.009)
- ajuste completo (edad gestacional +

. . 0.005 (-0.001,
pais+ sex + edad materna + paridad + 1048 0.012) 0.003 0.113
tabaquismo) '
No fumadoras
- aguste basico (edad gestacional + 949 0.013 (0.001, 0.006 0.029
pais) 0.025)
- ajuste completo (edad gestacional + 0.013 (0.002,

; . 925 0.006 0.023
pais+ sex + edad materna + paridad) 0.257)
- ajust§ complet'o para expuestas a 262 0.011 (-0.010, 0011 0.303
tabaquismo pasivo* 0.033)
- ajuste? complet'o para no expuestas a 538 0.019 (0.001, 0.009 0.037
tabaquismo pasivo* 0.036)

Tabla 13 - Modelo de regresion logistica lineal para edad gestacional en relacion a aductos de
Hb de oxido de etileno (por cada incremento de 1pmol/g Hb de aducto) segun diferentes niveles
de aajuste en la poblacion general y en las no fumadoras (*75 pérdidas para la variable
tabaquismo pasivo).
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Figura 11 - Meta-andlisis por pais de regresion lineal para edad gestacional en relacion a
nivel de aductos de Hb de oxido de etileno — toda la poblacion
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Figura 12 - Meta-andlisis por pais de regresion lineal para edad gestacional en relacion a
nivel de aductos de Hb de oxido de etileno — no fumadoras

Aductos Hb EtOH

Variable n B (IC 95%) p
Ajuste basico*

Todas

g;mb‘o por 10pmolg 96 -0.001 (-0.06, 0.06) 0.985
Cuartil 1 (menor) 275 Ref 38.96 semanas

Cuartil 2 277 0.03 (-0.18, 0.24) 0.772
Cuartil 3 271 0.06 (-0.16, 0.27) 0.591
Cuartil 4 (mayor) 273 0.10 (-0.11, 0.32) 0.343
No fumadoras
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Cambio por 10pmol/g

Hb 950 0.09 (-0.03, 0.21) 0.140
Cuartil 1 (menor) 264 Ref 38.95 semanas

Cuartil 2 262 0.08 (-0.14, 0.30) 0.483
Cuartil 3 251 0.07 (-0.15, 0.30) 0.509
Cuartil 4 (mayor) 173 0.23 (-0.02, 0.48) 0.066
Ajuste completo**

Todas

g;mblo 9 IPEElig | e 0.05 (-0.01, 0.12) 0.113
Cuartil 1 275 Ref 38.97 semanas

Cuartil 2 277 0.00 (-0.20, 0.21) 0.961
Cuartil 3 271 0.15 (-0.06, 0.36) 0.153
Cuartil 4 273 0.23 (0.01, 0.46) 0.041
No fumadoras

g;mblo ot ROl | g 0.14 (0.02, 0.26) 0.023
Cuartil 1 264 Ref 38.95 semanas

Cuartil 2 262 0.01 (-0.20, 0.23) 0.904
Cuartil 3 251 0.13 (-0.09, 0.35) 0.250
Cuartil 4 173 0.28 (0.04, 0.00) 0.024

* Ajuste basico hace referencia a: peso al nacer.
**Ajuste completo hace referencia a: pais, tabaco, edad materna, paridad, peso

y sexo del nifio.

Tabla 14 - Asociacion entre edad gestacional y aductos de hemoglobina de oxido de etileno

4.4. Acrilamida y eventos reproductivos

Niveles de aductos de hemoglobina de acrilamida

Los niveles de aductos de hemoglobina de acrilamida y glicidamida en sangre de cordén
fueron detectables para todos los nifios (n=1101). La mediana de aducto de
hemoglobina de acrilamida fue de 14,4 pmol/g de hemoglobina (rango entre 4,4 y
147,6) y para glicidamida de 10,8 pmol/g de hemoglobina (rango entre 2,0 y 117,6). Se
observo una correlacion estadisticamente significativa entre niveles de aductos de
glicidamida y acrilamida en sangre de cordon (correlacion de Pearson de r=0.85,
p<0.001). La mediana de niveles de aducto de acrilamida fue mayor en sangre de
cordon de madres fumadoras (n=129) que en los hijos de no fumadoras (n=972; 30.5 vs
13.8 pmol/g Hb, p<0.001). Los niveles correspondientes de aductos de glicidamida
fueron de 20.7 versus 10.1 pmol/g Hb (p< 0.001), y para aductos de 6xido de etileno
(como marcador de exposicion de exposicion a tabaco) fue de 24.5 versus 8.9 pmol/g

Hb (p<0.001).
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Los niveles medianos de aductos de hemoglobina fueron aproximadamente de la mitad
en los correspondientes analisis en sangre materna (Figura 13). Los niveles de aducto de
acrilamida en sangre de cordon se correlacionaron positivamente con los niveles en
sangre materna (r=0,95, p<0,001, n=171) y con los niveles de glicidamida (r=0,94,
p<0,001, n=171). De entre las no fumadoras, el nivel mediano de aductos de
glicidamida fue detectado en bebés de la cohorte inglesa (23,6 pmol/g Hb) y los

menores niveles de la cohorte danesa (12,0 pmol/g Hb).

200
250
200
1504 .

1004

Cord blo od (pmol/g Hb)

T T T T T
0 50 100 150 200 =0 300

Matemal blood (pmol/g Hb)

Figura 13 — Niveles de aducto de Hb de acrilamida en pmol/g Hb en pares madre-hijo (n =172)

Factores asociados al peso al nacer

Las madres incluidas en el estudio fueron principalmente blancas, no fumadoras, de
entre 20 y 30 afios con IMC pre-gestacional entre 18.5 y 24.9kg/m2 y no primiparas
(Tabla 15). La prevalencia de fumadoras era menor en Noruega y Dinamarca (2.4% y
3.8%, respectivamente) y los mayores en Grecia (21%). El peso al nacer se asocio
positivamente a edad materna, paridad (primipara vs nulipara), IMC pregestacional,
habito tabaquico , sexo masculino y edad gestacional. De media, los nifios de paises del

norte de Europa tuvieron pesos superiores a los nifios de Grecia y Espaiia (p<0.001).

No

Caracteristicas (n’l;()ldlz(l)sl) fumadoras”

(n =972)
Pais
Grecia 236 (21) 186 (19)
Espana 220 (20) 185 (19)
Noruega 247 (22) 241 (25)
Inglaterra 186 (17) 156 (16)
Dinamarca 212 (19) 204 (21)

Etnia materna
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Blanca 912 (83) 792 (82)

No blanca 187 (17) 179 (18)
Pérdidas (n) 2 1
Edad materna 309+5.2 31.1+5.1
Educaciéon materna

Alta 357 (36) 342 (39)
Medio 371 (38) 329 (38)
Baja 251 (26) 207 (24)
Pérdidas (n) 122 94
Paridad

Nuliparas 388 (36) 356 (37)
Multiparas 688 (64) 594 (63)
Pérdidas (n) 25 22
IMC gre-gestacional 24,1+ 4.9 24,0448
(kg/m?)

Pérdidas (n) 110 89

Tabaquismo secundario

No 652 (65) 622 (70)
Si 354 (35) 272 (30)
Pérdidas (n) 95 78
Sexo

Nifios 550 (50) 489 (50)
Nifias 551 (50) 483 (50)
Edad gestacional (semanas completas)

<37 38 (3) 33(3)
>37 1.063 (97) 939 (97)
Peso al nacer (g)

<2,500 18 (2) 11(1)
>2.500 1.083 (98) 961 (99)
PEG

No 819 (92) 734 (92)
Si 72 (8) 60 (8)
Pérdidas (n) 210 178
Perimetro cefalico (cm) 348+1,5 348+1,5
Pérdidas (n) 96 82
Acudtos de Hb de sangre de cordén (pmol/g Hb)
Acrilamida 19,7 £ 16,5 16,8 + 11,1
Glicidamida 13,6 £ 10,1 11,8 £6,6
Oxido de etileno 13,2+ 13,6 10,5+ 6,7
Pérdidas (n) 27 24

a o °
Mujeres que nunca fumaron o que dejaron de fumar 4
meses antes del embarazo

Tabla 15 — Caracteristicas de la poblacion de estudio de aductos de Hb de acrilamida y eventos
reproductivos (n=1.101) [n (%) or media £ DE]
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Niveles de aducto de hemoglobina de acrilamida y peso al nacer

Los niveles de aductos de acrilamida y glicidamida en sangre de cordon se asociaron a
un descenso significativo en el peso al nacer (tabla 3). La media de peso al nacer se
reducia 35 gramos (IC del 95% entre -51 y -19g) para cada incremento de 10 pmol/g Hb
en aducto de acrilamida tras ajustar por pais de nacimiento y edad gestacional en la
poblacién general, y 20g (IC 95% entre -46 y 6g) en el grupo de 972 no fumadoras.
Cada incremento de 10pmol/g de Hb se asocid a 60g de reduccidon en peso al nacer (IC
95% entre -87 y -34g) en la poblacidon general, y una reduccion de 53g (IC 95% -95 a -
10g) en mujeres no fumadoras. Los resultados fueron similares en el subgrupo de 889
mujeres nunca fumadoras, con una reduccion media de peso al nacer de 26g (IC 95%
entre -53 y 3g, p=0.074) por cada incremento de 10pmol/g de Hb en los aductos de
acrilamida, ajustado por edad gestacional y pais de nacimiento; con una reduccion
correspondiente a aductos de glicidamida de 65g (IC 95% entre -111 y -19g). El peso al
nacer disminuy6 de forma monoétona con incrementos de cuartiles de exposicion (tabla
3). La diferencia estimada en peso al nacer para niilos en el mayor versus menor cuartil
nivel de aducto de hemoglobina de acrilamida después de ajustar para edad gestacional
y pais fue de -132g (IC 95% entre -207 y -56g) en la poblacion general y -107g (IC 95%
entre -188 y -27g) en el estudio restringido para no fumadoras. La diferencia estimada
en peso al nacer para nifios en el mayor versus menor cuartil nivel de aducto de
hemoglobina de glicidamida fue de -136g (IC 95% entre -212 y -60g) en la poblacién
general y de -103g (IC 95% entre -182 y -23g) en las no fumadoras (tabla 16). Entre los
partos a término (n=1063), la diferencia en peso al nacer para niflos en el mayor versus
menor cuartil de niveles de aductos de hemoglobina de acrilamida fue de -137g (IC
95% entre -214 y -60g); una diferencia similar fue observada en 939 bebés de no

fumadoras (-120g, IC 95% entre -201 y -38g).

Aductos de Hb de acrilamida

Aductos de Hb de glicidamida

Variable n B (IC 95%) p n B (IC 95%) p
Ajuste basico”

Todas

Cambio por 10 pmol/g Hb 1.101 -35 (-51,-19) <0.001 = 1.100 -60 (-87, -34) <0.001
Cuartil 1 (menor) 288 Ref: 3.460 g 283 Ref:3.492 g

Cuartil 2 263 -65 (-136, 5) 0,066 269 -53 (-124, 18) 0,145

52



Cuartil 3 275 -110 (-180, -39) 0,002 276 -61 (-131, 11)
Cuartil 4 (mayor) 275 -132 (-207, -56) 0,001 272 -136 (-212, -60)
No fumadoras

Cambio por 10 pmol/g Hb 972 -20 (-46, 6) 0,187 972 -53 (-95, -10)
Cuartil 1 (menor) 247 Ref: 3.445 ¢ 249 Ref: 3.503 g
Cuartil 2 242 =26 (-99, 48) 0,50 239 =73 (-147,1)
Cuartil 3 241 -105 (-181, -31) 0,006 244 =76 (-150, -1)
Cuartil 4 (mayor) 242 -107 (-188, -27) 0,009 239 -103 (-182, -23)
Ajuste completob

Todas

Cambio por 10 pmol/g Hb 747 -23 (-51, 5) 0,10 746 -22 (-67, 23)
Cuartil 1 (menor) 208 Ref: 3.509 g 214 Ref: 3.527 g
Cuartil 2 194 -65 (-139, 19) 0,14 199 -80 (-159, -1)
Cuartil 3 205 -110 (-207, -48) 0,002 189 -50 (-131, -31)
Cuartil 4 (mayor) 140 -157 (-256, -58) 0,002 144 -110 (-207, -12)
No fumadoras

Cambio por 10 pmol/g Hb 675 =34 (-72, 4) 0,078 674 -52 (-112, 8)
Cuartil 1 (menor) 174 Ref:3.445 ¢ 186 Ref:3.542 g
Cuartil 2 183 -19 (-102, 64) 0,65 180 -67 (-150, 16)
Cuartil 3 190 -132 (-216, -49) 0,002 171 -89 (-173, -4)
Cuartil 4 (mayor) 128 -149 (-248, -50) 0,003 137 -97 (-193, -1)

0,094
0,001

0,016
0,053
0,046
0,012
0,33
0,046
0,022
0,028
0,088
0,12

0,035
0,05

“Ajustado para edad gestacional (semanas completas) y pais. "Ajustados adicionalmente por tabaquismo al final del
embarazo (no, si), tabaquismo pasivo (no, si), sexo (nifio, nifia), IMC pre-gestacional (kg/m2), paridad (0, > 1), edad

materna (afios), etnia materna (blanca, no blanca), educacion materna (bajo, medio, alto), consumo materno de
vegetales y frutas, pescado y refrescos (bajo, alto).

Tabla 16 — Exposicion prenatal a acrilamida y glicidamida medidas como aductos de Hb en

sangre de cordon, y asociaciones con peso al nacer

Las asociaciones entre aductos de hemoglobina y peso al nacer ajustadas por pais y
edad gestacional no se modificaron substancialmente cuando se aplicaron mas ajustes
por otros factores de riesgo potenciales para peso al nacer reducido incluyendo sexo,
IMC pregestacional, paridad, edad materna, etnia, educacion, tabaquismo activo,
tabaquismo pasivo, y variables dietéticas que se podrian relacionar con una dieta
saludable (o no saludable) como ingesta de vegetales y frutas, pescado o refrescos
(Tabla 17). La poblacién en los modelos ajustados (n=747) es menor que en la
poblacién so6lo ajustada por pais y edad gestacional (n=1101). También estimamos
asociaciones ajustadas por niveles de aductos de hemoglobina de 6xido de etileno como
biomarcador de tabaquismo activo/pasivo, ademas de otras covariables. La diferencia en

peso al nacer de no fumadoras (n=656) es el mayor versus menor cuartil de nivel de
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aducto de hemoglobina de acrilamida permanecié estadisticamente significativo tras

ajustar por aductos de 6xido de etileno (-142g, IC 95% entre -246 y -38g), mientras la

correspondiente diferencia fue con tendencia a la significancia estadistica para aductos

de glicidamida (-82g, IC 95% entre -183 y 17g, p=0.11).

Caracteristicas

Pais

Grecia

Espaiia

Noruega

Inglaterra

Dinamarca

Etnia (blanca vs no
blanca)

Edad materna (afios)
Educacién materna
Alta

Media

Baja

Paridad (nulipara vs
multipara)
PreprIMC pre-gestacional
(kg/m2)

Tabaquismo (no vs si)
Tabaquismo pasivo
(no vs si)

Oxido de etileno (10
pmol/g Hb)

Sexo (nifio vs nifia)
Edad gestacional
(semanas)

Toda la poblacion (n= 1101)

236
220
247
186
212

1.099
1.101

357
371
251

1.076

991
1.101
1.006

1.074
1.101
1.101

B (IC 95%)

Ref:3.205 g
78 (-1.157)
197 (117, 277)
258 (178, 337)
256 (178, 337)

11 (-69, 91)
6(1,11)
Ref:3.512 g

-54 (-114, 7)
-51 (120, 17)

115 (61, 170)

12 (7, 18)
-142 (-221, -63)
-39 (-101, 23)
-31 (-50, -12)
-140 (-189, -91)
113 (93, 192)

valor p

0,050
< 0,001
< 0,001
< 0,001

0,79
0,015

0,082
0,143

< 0,001

<0,001
<0,001
0,22

0,001
< 0,001
< 0,001

186
185
241
156
204

972
972

342
329
207

950

883

894

948
972
972

B (IC 95%)

Ref:3.219 g
81 (-4, 185)
203 (119, 286)
228 (140, 316)
258 (175, 341)

-39 (-123, 46)
5(0,10)
Ref:3.523 g

-58 (-122, 6)
-39 (-111, 34)

110 (54, 166)

12 (6,18)

7 (-60, 73)
27 (-67, 13)
-141 (-193, -90)
110 (91, 130)

No fumadoras * (n=972)

valor p

0,063
< 0,001
< 0,001
< 0,001

0,37
0,086

0,074
0,30

< 0,001

< 0,001

0,85

0,185
< 0,001
< 0,001

Ref, referencia. Coeficiente beta (B) corresponde a la diferencia en peso al nacer en gramos y se estima mediante

modelos de regresion lineal ajustados por pais y edad gestacional (semanas completas)

a . .
Mujeres que nunca fumaron o que dejaron de fumar 4 meses antes del embarazo

Tabla 17 — Diferencias en peso al nacer acorde a factores sociodemogrdaficos, reproductivos y

de estilo de vida

Se objetivaron asociaciones negativas entre los niveles de aducto de Hb entre acrilamida

y glicidamida en sangre de cordon y el peso al nacer en todos los paises (Figura 14). Un

meta-analisis especifico para pais dio resultados similares a la informacion obtenida

mediante la estimacion ajustada por pais, con un incremento en 10pmol/g Hb de aducto
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de acrilamida asociado a un descenso de 36g (IC 95% entre -53 y -19g) en peso al
nacer; y un incremento en 10pmol/g Hb de aducto de glicidamida asociada a un
descenso de 63g (IC 95% entre -36 y -90g) en peso al nacer.

El patron fue consistente en las madres no fumadoras (-26g, IC 95% entre -52 y 1g; y -
63g, IC 95% entre -106 y -20g por cada 10pmol/g Hb de incremento en aductos de
acrilamida y glicidamida respectivamente), con una heterogeneidad entre paises no
significativa (p=0.51 y p=0.46), aunque en Inglaterra la asociacion con peso al nacer fue

minima (-2g, IC 95% entre -44 y 41g; y -18g, IC 95% entre -95 y 59g).

m All Nonsmokers
Country f# (95% CI) Weight (%) Country £ (95% C1) Weight (%)
Greece +_ -100.2(-237.18,3675) 3220 Greece + —14457 (-297.37,824) B4
Spain — - -58.45(-21821,101.20) 2373 Spain — -0433(-26215,7349) 258
Norway —Q—E— -248.05 (43144, -6467) 1801 Norway —oi—— -13201 (-31258,4856) 2037
England R W — -118.35(-34285,105.16) 1202 England ——— 81— %75(-%225,20876) 1197
Denmark —Ql—— -130.24(-33863,78.14) 1395 Denmark —o—é—— -171.47 (-37753,3450) 1564
Orfrr:"o = <'E> -123.30(-201.13,4547)  100.00 Uivlezr:lllj - <i/ -12026 (-201.75,-3877)  100.00
p=0640) 1 p=0902) 1
T . T T . T
-200 0 200 =200 0 200

Figura 14 — Meta-andlisis de la asociacion entre aductos de Hb de acrilamida (quartil mayor
versus menor) y peso al nacer segun pais ajustado por edad gestacional (semanas completas)
en la poblacion total (A) y no fumadoras (B).

Niveles de aducto de Hb de acrilamida y PEG

La variable PEG (Pequeiio para Edad Gestacional; con peso al nacer por debajo del
percentil 10 de la cohorte correspondiente acorde a edad gestacional y sexo) incrementd
en asociacion a cada incremento de 10pmol/g Hb en aductos de acrilamida para la
poblacién general (RR=1.20; IC 95% entre 1.08 y 1.33; basado en 891 observaciones y
72 PEQG) y para bebés de madres no fumadoras (RR=1.35; IC 95% entre 1.10 y 1.65,
basado en 794 observaciones y 60 PEG). Las estimaciones correspondientes para
glicidamida fueron RR=1.36 (IC 95% entre 1.13 y 1.64) para toda la poblacion y
RR=1.42 (IC 95% entre 1.00 y 2.02) para no fumadoras.

Niveles de aducto de Hb de acrilamida y perimetro cefalico

La comparacion del nivel de aducto de Hb de acrilamida entre el cuartil mayor versus
menor se asocio a una reduccion estadisticamente significativa en perimetro cefalico de
0.33cm (IC 95% entre -0.61 y -0.06cm) en la poblacion general y en las no fumadoras,
con resultados simialres para glicidamida (tabla 18). De forma similar a las asociaciones

con peso al nacer, se observo una reduccidon monodtona en el perimetro cefalico con
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incremento acorde a los cuartiles de exposicion. El patron también se observd tras

ajustes en la poblacion de estudio restringida a aquellos sujetos con informacion sobre

los factores de riesgo potenciales. Aun asi, las asociaciones no fueron estadisticamente

significativas cuando se ajusto por los otros factores.

Variable

Ajuste basico”

Todas

Cambio por 10 pmol/g Hb
Cuartil 1 (menor)

Cuartil 2

Cuartil 3

Cuartil 4 (mayor)

No fumadoras

Cambio por 10 pmol/g Hb
Cuartil 1 (menor)

Cuartil 2

Cuartil 3

Cuartil 4 (mayor)

Ajuste completob

Todas

Cambio por 10 pmol/g Hb
Cuartil 1 (menor)

Cuartil 2

Cuartil 3

Cuartil 4 (mayor)

No fumadoras

Cambio por 10 pmol/g Hb
Cuartil 1 (menor)

Cuartil 2

Cuartil 3

Cuartil 4 (mayor)

Aductos de Hb de acrilamida

1.005
272
237
251
245

890
232
220
222
216

713
201
182
198
132

645
168
173
180
124

B (IC 95%)

-0,06 (-0,12, 0,00)
Ref: 34,89 cm
-0,10 (-0,35, 0,15)
-0,18 (-0,43, 0,08)
-0,33 (-0,61, -0,06)

-0,07 (-0,16, 0,03)
Ref: 34,86 cm
-0,02 (-0,29, 0,25)
-0,13 (-0,40, 0,14)
-0,35 (-0,65, -0,05)

0,02 (-0,08, 0,12)
Ref: 34,98 cm
-0,08 (-0,37, 0,21)
-0,08 (-0,37,0,21)
-0,22 (-0,59, 0,14)

-0,05 (-0,09, 0,19)
Ref: 34,95 cm
0,01 (-0,30, 0,32)
-0,10 (-0,41, 0,21)
-0,21 (-0,57, 0,16)

0,034

0,44
0,17
0,018

0,184
0,88
0,36

0,021
0,71
0,57
0,60
0,23
0,51
0,96

0,52
0,27

Aductos de Hb de glicidamida

1.004
268
251
251
234

889
235
222
224
208

712
208
192
177
135

644
181
173
160
130

B (IC 95%)

-0,10 (-0,20, 0,00)
Ref: 34,99 cm
-0,03(-0,29, 0,22)
-0,14 (-0,40, 0,11)
-0,38 (-0,65,-0,10)

-0,16 (-0,33, 0,00)
Ref: 35,05 cm
-0,15(-0,42, 0,12)
-0,20 (-0,47, 0,07)
-0,34 (-0,63, -0,05)

-0,01 (-0,17, 0,16)
Ref: 35,08 cm
-0,08 (-0,36, 0,21)
-0,07 (-0,36, 0,23)
-0,26 (-0,62, 0,09)

-0,05 (-0,27, 0,17)
Ref: 35,14 cm
-0,08 (-0,38, 0,22)
-0,21 (-0,52, 0,10)
-0,23 (-0,58, 0,12)

p

0,040

0,79
0,27
0,007

0,049
0,27
0,14

0,023
0,93
0,60
0,66
0,15
0,64
0,61

0,19
0,20

“Ajustado para edad gestacional (semanas completas) y pais. "Ajustados adicionalmente por tabaquismo al final del

embarazo (no, si), tabaquismo pasivo (no, si), sexo (nifio, nina), IMC pre-gestacional (kg/m2), paridad (0, > 1), edad
materna (afios), etnia materna (blanca, no blanca), educacion materna (bajo, medio, alto), consumo materno de
vegetales y frutas, pescado y refrescos (bajo, alto).

Tabla 18 - Exposicion prenatal a acrilamida y glicidamida medidas como aductos de Hb en
sangre de cordon, y asociaciones con perimetro cefalico al nacer
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Dieta materna, niveles de aducto de Hb de acrilamida en sangre de cordon y peso al
nacer

Un incremento en 1 unidad en la puntuacion del indice de dieta rica en acrilamida se
asoci0 a mayores niveles de aducto de Hb de acrilamida en sangre de cordon (figura 3)
para acrilamida (0.68 pmol/g Hb; IC 95% entre 0.30 y 1.06) y glicidamida (0.39pmol/g
Hb, IC 95% entre 0.15 y 0.63), basado en un indice de dieta disefiado como variable
continua simple.

De forma similar a las asociaciones observadas entre aductos de Hb de acrilamida y
peso al nacer, un aumento en 1 unidad en el indice de dieta rica en acrilamida se asocid
a una disminucién de 16g en peso al nacer (IC 95% entre -33 y 1, p=0.066) tras ajuste
por pais y edad gestacional. Los ajustes adicionales no cambiaron esta asociacion (Tabla
16). Niveles mayores de indice de dieta se asociaron a una reduccion estadisticamente
no significativa de perimetro cefalico de -0.0lcm (IC 95% entre -0.07 y 0.05cm;
p=0.72) entre hijos de mujeres no fumadoras con informacién sobre el indice de dieta

rica en acrilamida (n=726).
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Figura 15 — Asociacion entre exposicion a acrilamida materna a través de la dieta en no
fumadoras (n=801) estimada segun score de dieta rica en acrilamida versus aductos de Hb de
acrilamida en sangre de cordon (A) y versus peso al nacer(B)
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5. Discusion

5.1. Dioxinas y distancia ano-genital

En el presente estudio, la exposicion prenatal a compuestos con actividad dioxin-like fue
asociada negativamente con AGD en recién nacidos varones en el contexto de niveles
de exposicion globalmente bajos en la poblacion general. No obtuvimos evidencia de la
relacion de la exposicion a dioxinas con AGD en nifas. Nuestros resultados son
consistentes con los estudios experimentales realizados en animales por parte de la
OMS, donde el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios objetivo que los efectos
adversos mas sensibles ocurren en los ratones de sexo masculino tras la exposicion a
TCDD”.

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que ha estimado el efecto del grupo
de dioxinas en el desarrollo del aparato genital humano. Nuestros hallazgos son
concordantes con varios estudios publicados previamente en los que se asocia
exposicion prenatal y lactacional a TCDD con reduccion en AGD’"?#9%19%191 ‘B 2011,
el grupo de Mocarelli'® observd que una menor cantidad de espermatozoides en
hombres jovenes expusteos prenatal o lactacionalmente a dioxinas en el accidente de
Seveso (con sobreexposicion aguda de las madres a TCDD). Aunque el efecto de las
dioxinas en el desarrollo genital humano es mayoritariamente desconocido, se ha
explorado el efecto de otros disruptores endocrinologicos. La exposicion intra-utero a
ftalatos se ha relacionado con una disminucion en la AGD en dos estudios'™'**, aunque
en un tercer estudio no se observaron diferencias significativas con el indice AGD/peso

1
al nacer'®.

En dos estudios realizados en México estudiando el efecto de DDE]°6,107, no se
objetivaron disminuciones significativas en AGD, aunque se observd una disminucion
significativa del indice de posicion anal, un parametro no dependiente de edad
relacionado con distancia ano-genital. Por Gltimo, un estudio ha relacionado exposicion

prenatal a bisfenol A con AGD disminuida.

Se ha sugerido que el hipospadias y la criptorquidia podrian estar asociados a una AGD

1
108

disminuida como resultado de un mecanismo de disrupcion hormonal ™. Apoyando esta

teoria, se han publicado estudios en los que se ha asociado una menor AGD con peor
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calidad seminal'®, asi como una mayor AGD en hombres con hijos en comparacion a
hombres sin hijos previos en una clinica de esterilidad''’.

Se ha observado que los hombres con niveles de testosterona hipogonadicos
(<300ng/dL) tienen una AGD menor comparada con hombres con niveles de
testosterona mayor' ',

En la cohorte griega Rhea la AGD neonatal predecia la medida correspondiente
objetivada en la infancia temprana''?, por lo que AGD seria un marcador estable en el
tiempo, aunque las diferentes medidas genitales (AGD, ASD) podrian corresponderse
con exposiciones androgénicas en diferentes etapas de la vida. De este modo, en nuestro
estudio se asocid significativamente una menor AGD con una mayor exposicion a
actividad de dioxinas en el mismo sentido que observo el grupo de Swan'® en relacion
a la exposicion ftalatos. Paralelamente, en el estudio publicado por Mendiola en 2011
1% se observaron asociaciones significativas entre parametros del seminograma y ASD,
pero no AGD.

En nuestro estudio no encontramos evidencia de la asociacién entre exposicion intra-
uterina a dioxinas y AGD en nifias. En estudios publicados previamente, o bien no se
observo asociacion entre exposicion prenatal a DDE y AGD en nifias'">, o bien se
observo so6lo una asociacion entre exposicion a ftalatos y un menor AGI ', Algunos

. . . . 114,97,115,11
estudios experimentales realizados en animales''*7!">110

sugieren que el efecto de
algunos toxicos ambientales -incluyendo TCDD- podrian no ser detectados hasta la
pubertad o incluso de forma mas tardia. En humanos hay evidencia de que una alta
exposicion a dioxinas y quimicos con efecto dioxin-like se asocian a un retraso en el
desarrollo mamario''''®, En este sentido, probablemente un seguimiento a largo plazo
en las nifias de nuestro estudio podria evaluar de mejor manera los efectos de los toxicos
en su salud reproductiva.

Nuestros resultados aportan cierta evidencia del efecto adverso de las dioxinas en la
AGD en niflos pequefios, aunque los efectos fueron sutiles y no estadisticamente
significativos. Los estudios epidemioldgicos publicados previamente han relacionado la
exposicion prenatal a toxicos con AGD medida en el periodo post-natal, excepto el de

104

Swan ', que explord la exposicion de ftalatos en relacion a AGD de nifios de entre 2 y

~ i~ . . 11 1,120,121
36 meses de edad. El tamaiio del nifio se asocia directamente a la AGD''*8081-120121 56p
lo que una posible reduccion debida a exposicion prenatal podria estar enmascarada por
otras exposiciones de la infancia temprana. La lactancia materna es la principal fuente

de exposicion a dioxinas en las primeras etapas de la vida, aunque en nuestro estudio la
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duracion de la lactancia fue relativamente corta (mediana de 2 meses) 1 no asociada a
AGD. Aunque hubiera sido ideal realizar el seguimiento de todos los nifios hasta la
infancia, no fue posible debido a los diferentes disefios de las cohortes.

En este estudio, la exposicion a dioxinas fue estimada mediante el ensayo DR
CALUX®. Los métodos de cuantificacion de exposicion a dioxinas incluyen técnicas
muy sensibles y especificas como espectrometria de masas y cromatografia gaseosa de
alta resolucion. Aun asi, esos métodos son dificultosos, muy caros y requieren grandes
volimenes de muestra'?’. Aunque el ensayo DR CALUX® no cuantifica los diferentes
compuestos, proporciona una medida dela potencia de la mezcla bioldgica que incluye
los efectos de posibles interacciones y sinergias entre las diferentes sustancias'*.

Los niveles medios de actividad dioxin-/ike en nuestro estudio fueron similares a otros
estudios publicados previamente en Europa'**!?>126127128 (53 3 4 207 y 49.7 + 26.7 pg
CALUX®-TEQ/g lipido en recién nacidos y nifios pequeios, respectivamente), excepto
por un estudio holandés'®’ publicado en los afios 90 (103.7 pg CALUX®-TEQ/g
lipido).

5.2. Dioxinas y eventos reproductivos

Los hallazgos de este estudio muestran una asociacion entre niveles bajos de actividad
dioxin-like y edad gestacional. Los recién nacidos en el tertil maximo de exposicién
tenian una reduccion de aproximadamente media semana en edad gestacional
comparados con los del tertil minimo de exposicion. Esta asociacion inversa entre
actividad dioxin-like en sangre de cordon y edad gestacional fue observada en nifios
varones y fue el Unico efecto relacionado con el sexo fetal. Se observaron asociaciones
mas débiles para peso al nacer, y no se observo relacion con perimetro cefalico ni entre
la actividad dioxin-like en sangre materna y los eventos reproductivos.

Nuestros hallazgos son consistentes con un estudio realizado en Taiwan'*’ que relacioné
la exposicion a dioxinas generadas a partir de una planta incineradora con un ligero
acortamiento de la edad gestacional. Aun asi, el grupo de Longnecker publicé un trabajo
en el que no se objetivo relacion entre los niveles maternos de PCBs en el embarazo y la
edad gestacional. Nuestros resultados fueron mas marcados en nifios varones, lo que va
en contra de los resultados del grupo de Hertz-Picciotto *’, que observd que la
exposicion a PCBs estaba asociada a gestaciones de menor duracion solo para las nifias.
En cualquier caso, estos estudios examinaban los posibles efectos de mezclas de PCBs y

no se centraban en los efectos de las sustancias dioxin-like.
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Los estudios realizados sobre exposicion accidental de mujeres embarazadas a altos
niveles de PCDDs/DFs y PCBs con actividad dioxin-like sugieren que la exposicion
accidental durante el embarazo a dioxinas puede afectar el crecimiento fetal e incluso el

. -121,22,23,131,132,1
desarrollo infanti]?!-?22>131:132.133

pero existe controversia sobre como la exposicion a un
nivel bajo de estos compuestos se asocia a un descenso en el peso al nacer en humanos.
Nuestros hallazgos estan en la linea de los resultados de los estudios que han asociado
exposicion a niveles bajos de dioxinas y substancias con actividad dioxin-like durante
el embarazo y menor peso al nacer’®**'**. Aun asi hay algunos estudios®~*'* que
contradicen estos hallazgos, incluyendo un pequefio estudio en Dinamarca *° utilizando
el bioensayo DR Calux® que objetivd asociaciones con otros eventos reproductivos pero
no peso al nacer.

Algunos estudios han observado una diferencia entre sexos en cuanto a los efectos de

26

las dioxinas en el peso al nacer. Un estudio finlandés “° objetivd una correlacion

negativa entre peso al nacer y niveles de dioxina en leche materna que era de mayor
intensidad en varones, de forma similar a lo observado en un estudio japonés '**
investigando dioxinas en sangre materna. Estos hallazgos, junto con los observados en
el la cohorte de mujeres altamente expuestas a dioxinas en el incidente de Yusho'*
(exposicion accidental a aceite de ricino contaminado en Japdn en 1968), sugieren que
los nifios varones serian mas susceptibles que las nifias a las dioxinas. En nuestro
estudio no se observaron estas diferencias probablemente debido a que la concentracion
de dioxinas era baja. Algunos estudios animales experimentales'”’ aportan evidencia a
favor de la tendencia sexo-especifica del efecto de las dioxinas, asi como efectos
transgeneracionales especificos en el sistema reproductor. Aun asi, los mecanismos a
través de los cuales la exposicion a dioxinas produciria una restricciéon de crecimiento
mas acusada en varones no estan claros.

Una posible explicacion para los hallazgos no consistentes en la literatura en cuanto a
dioxinas y sustancias dioxin-like con eventos reproductivos puede estar relacionada con
el hecho de que el asesoramiento de la exposicion fue realizado de forma diferente en
cada estudio. Estudios epidemioldgicos previos han explorado indicadores subrogados
de exposicion a dioxinas como el consumo de pescado'’®, la residencia en zonas
cercanas a incineradoras de residuos °' o en 4reas con alta consumicién de pescado

contaminado 24; midiendo bien PCBs, PCDDS o PCDFs en sangre o leche materna, o

en algunos casos sangre de cordon.
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El sesgo de clasificacion segun la exposicion puede ser reducido midiendo la activacion
especifica del receptor mediante bioensayos genéticos in vitro, ya que variaciones en la
captacion y afinidad de los receptores estan integrados en las medidas de potencia
toxica. En el presente estudio, la exposicion a dioxinas y a sustancias dioxin-like se han
estimado en plasma sanguineo con el bioensayo DR CALUXw. El uso de este
biomarcador para medir exposicion, tanto en plasma sanguineo umbilical como materno
es una fortaleza importante de este estudio. Los métodos de cuantificacion de
exposicion a dioxinas incluyen técnicas sensibles y especificas como la cromatografia
de gases y la espectometria de masas que miden las concentraciones de componentes
especificos. Sin embargo, estos métodos son muy caros, lentos y requieren un volumen

122
de muestra grande .

Aunque el ensayo DR CALUXe no cuantifica sustancias
especificas, ofrece una medida de la potencia o respuesta bioldgica de la mezcla de
dioxinas que tiene en cuenta posibles interacciones (ya sean sinérgicas, aditivas o
antagonistas) entre los congéneres'>’. Nuestros resultados muestran que la actividad
dioxin-like es superior en las muestras de plasma materno que en las fetales y que
aunque la actividad dioxin-like fetal aumenta paralelamente a la actividad dioxin-like
materna, la correlacion és débil y heterogénea seglin el pais. Bajos niveles de dioxinas y
sustancias dioxin-like en sangre umbilical comparadas con las correspondientes en

. . - 19,25,125,140,141
sangre materna han sido publicadas por muchos otros estudios'®?>12>14

pero el
unico estudio que ha utilizado DR CALUXw para estimar exposicion y ha examinado la
correlacion entre la actividad dioxin-like materna y fetal muestra unos resultados
similares a los nuestros (coeficiente de rango de Spearman 0,3; p=0.003) '*.

Diferentes poblaciones pueden diferir en la mezcla de dioxinas, furanos y PCBs a los
que estan expuestos, lo que podria explicar diferencias en las correlaciones segin el
pais. Ademas, esta falta de correlacion podria ser debido a las caracteristicas del ensayo
evaluando la exposicion a través de la union a AhR que podria ser diferente entre madre
y recién nacido y podria ser secundario a la tasa de transferencia de dioxinas a través de
la placenta. La placenta no solo conecta el feto en desarrollo al suministro de sangre
materna sind que también funciona como barrera materno-fetal frente a algunas
moléculas. Modelos experimentales de perfusion placentaria ex vivo han observado un
aumento de la actividad dioxin-like en el tejido de placenta perfundido después de
perfusiones de TCDD ex vivo'>. Estos hallazgos sugieren que la acumulacion en la

placenta puede retrasar la transferencia de TCDD. Niveles elevados de dioxinas y

sustancias dioxin-like han sido previamente detectados en placentas, comparado con las
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142,143,144 y . .,
143,144 Ademas, informacién de

correspondientes muestras de sangre fetal y materna
tres laboratorios de perfusion placentaria ex vivo dentro del proyecto NewGeneris en el
transporte placentario de trece agentes inmunotoxicos y genotoxicos fueron meta-
analizados y los resultados mostraron que TCDD tenia la menor tasa de transferencia '®.
Ademas, observamos que la actividad dioxin-like materna en contraste con la fetal no se
asocid a ninguno de los eventos reproductivos evaluados. Todo ello sugiere que los
mecanismos por los cuales las dioxinas son transferidas de la madre al feto a través de
la placenta son complejos y no del todo comprendidos.

En conclusién, nuestra informacion del proyecto NewGeneris aporta evidencia
apoyando una asociacion entre niveles bajos prenatales de actividad dioxin-like con

menor edad gestacional, particularmente en varones, mientras se objetivaron

asociaciones débiles con peso al nacer.

5.3. Oxido de etileno y eventos reproductivos

Este estudio muestra una asociacion negativa estadisticamente significativa entre la
exposicion a 6xido de etileno medida a través de los aductos de hemoglobina y el peso y
el perimetro cefalico al nacer. Nuestros hallazgos son consistentes con algunos estudios
previamente publicados en el que poblacion altamente expuesta a 6xido de etileno como
1: o 145 39 r : 4
auxiliares odontoldgicas " y enfermeras °~ tenian mayor riesgo de abortos espontdneos

y parto prematuro.

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que correlaciona exposicion a
oxido de etileno con eventos del desarrollo humano. Ademas, los resultados estan
reforzados por el hecho de que todas las muestras han sido procesadas mediante un
protocol estandarizado en un laboratorio con mucha experiencia. La razén por la cual
hemos utilizado aductos de hemoglobina para medir la exposicién es porque son una
medida fiable de exposicion a 6xido de etileno no dependiente de la dosis (ensayos de
citogenética han objetivado niveles mayores de aberraciones cromosdmicas, asi como
intercambios entre cromatidas hermanas y microntcleos de linfocitos periféricos se han
utilizado para medir niveles tras exposicion aguda a altos niveles de 6xido de etileno) '*°
ni la reparacion del ADN'Y. Este hecho podria explicar porque los niveles de aductos
de hemoglobina aumentan més y con un patron diferente a los aductos de ADN, un

. . . , . . 14
mecanismo conocido como “la paradoja del 6xido de etileno” '**.
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La limitacion principal es que los resultados no fueron homogéneos entre los paises.
Esto podria ser explicado por las diferencias en el hébito tabaquico, ya que la
heterogeneidad disminuye en el meta-analisis reducido a no fumadoras. Ademas es
importante considerar que el metabolismo del 6xido de etileno tiene diferencias
interindividuales significativas, lo que implica a la ruta enddgena de exposicion a 6xido
de etileno. Estas diferencias podrian ser debidas a polimorfismos genéticos en el gen de
la glutation transferasa 1 (GSTT1), que podria resultar en susceptibilidades distintas a
una misma exposicion a oxido de etileno'*’. Asi, podemos sugerir que la exposicion
difiere entre individuos segun la exposicion procedente de forma principal de la via

exdgena.

En cuanto a la plausibilidad bioldgica del efecto; primero, el 6xido de etileno se ha
estudiado extensamente como un potencial carcindgeno. Se han decrito efectos en la
alteracion de la reactividad del ADN, por lo que seria factible pensar que estas
alteraciones en un estadio de desarrollo intrauterino —donde cada paso es critico- podria
producir efectos deletéreos sutiles aunque clinicamente significativos en el recién
nacido. Segundo, fumar tabaco, la fuente principal de exposicion exdgena, se ha
asociado historicamente a menor peso al nacer. Aun asi, los mecanismos exactos por los
que el 6xido de etileno produciria una restriccion del crecimiento intrauterino no son del

todo comprendidos todavia.

El impacto potencial de nuestros hallazgos en una disminucion del peso y perimetro
cefalico al nacer es crucial. Una reducciéon en el perimetro cefalico se ha relacionado
con retraso en el desarrollo psicomotor'”’y la reduccion en el peso al nacer se ha
asociado a un aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 y

osteoporosis' .
Se deberian discutir cambios en las politicas de sanidad publica para proteger a

poblaciones susceptibles como los bebés y las mujeres embarazadas de la exposicion a

oxido de etileno.
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5.4 Acrilamida y eventos reproductivos

Este estudio aporta fuerte evidencia de que una alta exposicion prenatal a acrilamida a
través de la dieta materna durante el embarazo se asocia a una reduccion en el peso al
nacer y el perimetro cefalico. La exposicion prenatal a acrilamida se evalu6 utilizando
aductos de Hb, que son biomarcadores bien establecidos para medir la exposicion a
acrilamida". El peso al nacer disminuyd mondtonamente con el aumento del nivel de
aducto de Hb acrilamida y glicidamida en sangre de cordon. Estos hallazgos fueron
consistentes entre paises y se observaron en la poblacion general asi como en las no
fumadoras. El consumo materno de comida con alto contenido de acrilamida se asoci6 a
altos niveles de aductos de Hb de acrilamida y glicidamida en sangre de cordon y a
menor peso al nacer.

El asesoramiento de la exposicion prenatal utilizando biomarcadores es una fortaleza
clave del estudio. La medida de aductos de Hb en sangre de cordon permitieron una
estimacion mas fiable de la exposicion prenatal a acrilamida comparada con
estimaciones basadas solamente en cuestionarios de dieta o niveles de aducto de Hb en
sangre materna. Midiendo los niveles de aducto de Hb en sangre de cordon se tienen en
cuenta las variaciones relacionadas con exposicion transplacentaria, consumo Yy
metabolismo en el organismo fetal. En la misma linea que nuestras observaciones de
niveles de aducto de Hb de acrilamida mayores en nifios de la cohorte inglesa en
comparacion a otros paises, también se ha publicado un estudio en el que los adultos no
fumadores britanicos presentaban mayores niveles comparado con adultos no fumadores
procedentes de otros paises europeos'. Ademas, nuestra poblacién de estudio es
grande, y con informacion detallada sobre caracteristicas maternas incluyendo hébito
tabaquico y dieta durante el embarazo, recogido todo ello de una forma que nos ha
permitido evaluar fuentes potenciales de exposicion contribuyendo a la formacion intra-
utero de aductos de Hb y reducir potenciales sesgos ajustando co-factores en una gran
parte de la poblacién de estudio.

Adicionalmente a la ingesta de acrilamida a través de la dieta **'>*

, es posible que los
aductos de Hb de acrilamida actien como marcadores subrogados de otra exposicion
dietética o una mezcla de exposiciones que serian responsables de las asociaciones
observadas , como otros productos de la reaccion Maillard que, como la acrilamida, se
forman durante el procesamiento de comida a altas temperaturas > °° .

Alternativamente, los aductos de acrilamida pueden estar actuando como marcador de
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dieta menos saludable en general, siendo la acrilamida uno de los contribuyentes a las
asociaciones observadas. Ajustando por los indicadores de habitos dietéticos saludables
y no saludables (como frutas, vegetales, pescado y refrescos), IMC pregestacional e
indicadores de factores socioeconomicos, no se alteraron las asociaciones en el
subgrupo de poblaciéon con informacion disponible. Ademas, algunos alimentos
tipicamente considerados como saludables como pan tostado y algunos cereales para
desayunar pueden contener altas concentraciones de acrilamida **.

Finalmente, los aductos de acrilamida y glicidamida también podrian reflejar la
exposicion a humo de tabaco °'. Las asociaciones dosis-respuesta mondtonas de niveles
de aducto de Hb con eventos reproductivos se observaron en mujeres no fumadoras
durante el embarazo, asi como en nunca-fumadoras, incluso después de ajustar por
tabaquismo pasivo basado bien en informacion aportada por la propia paciente, o bien
en aductos de oxido de etileno como marcadores de exposicion a humo de tabaco. No
podemos descartar factores de confusion no controlados, ni la posibilidad de que los
niveles de aducto de Hb de acrilamida sean un marcador subrogado de otro factor
causal. Aun asi, dada la consistencia de nuestros hallazgos en diferentes subgrupo de
poblacién y tras ajustar por maultiples factores confusores potenciales, parece
improbable que la exposicion prenatal a humo de tabaco u otros componentes de la
dieta pudieran explicar por completo las asociacions observadas entre acrilamida y peso
al nacer.

Una limitacion del asesoramiento de la exposicion basada en informacion sobre la dieta
es la dificultad para evaluar la exposicidon a agentes toxicos, como la acrilamida, para
los cuales las concentraciones pueden variar substancialmente entre comidas similares
dependiendo de los métodos de procesamiento *+***1°%, La estimacion cuantitativa de
la ingesta dietética es particularmente compleja en los estudios internacionales. Sin
embargo, la ingesta de ciertos tipos de comida se han relacionado con la prediccion de
un nivel superior de aducto de Hb de acrilamida en otras poblaciones de estudio'**'**
asi como en el presente estudio.

Descensos en peso al nacer en recién nacidos tras la exposicion materna a acrilamida
durante la gestacion se han observado de forma consistente en ratas y ratones *"**. Un
panel evaluatorio del programa nacional de toxicologia de Estados Unidos concluy6 que
la acrilamida causa disminucion en peso al nacer en roedores, aunque los mecanismos

subyacentes no son del todo comprendidos®.
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La acrilamida estd clasificada como probable carcindgeno para humanos basado en
estudios animales y genotoxicidad tal y como consta por parte de la IARC de 1994, y su
genotoxicidad se cree que es atribuible ampliamente a una conversiéon metabodlica del
epoxido glicidamida *°. Los niveles de aducto de Hb de acrilamida se asociaron con una
disminucién en los niveles séricos de insulina y disminuciéon de la resistencia a la
insulina'”’. Adicionalmente, se observé estrés oxidativo causando la produccion de
radicales libres de oxigeno e inflamacion en 14 voluntarios sanos tras la ingesta de 160g
de patatas fritas cada dia durante 4 semanas, que corresponde a una exposicion diaria a
acrilamida que es aproximadamente tres veces superior a la ingesta calculada de
aproximadamente 50 pg/dia en la dieta occidental'*®, La habilidad de la acrilamida para
reaccionar con residuos sulthidril y amino de las proteinas incluyendo enzimas,
receptores, proteinas citoesqueléticas pueden afectar a multiples procesos celulares y se
ha sugerido que puede formar algunos de los efectos toxicos de acrilamida (IARC 1994)
y puede contribuir a las asociaciones con eventos reproductivos observadas en nuestra
poblacién de estudio.

Las implicaciones potenciales para la salud publica son substanciales. Los incrementos
en el perimetro cefalico son un indicador importante de crecimiento cerebral continuo, y
el perimetro cefalico reducido se ha relacionado con retraso psicomotor'*". La reduccion
en peso al nacer es un factor de riesgo para multiples efectos adversos en la salud a
corto y largo plazo, tales como aumento de riesgo cardiovascular, diabetes tipo 2 y

- 151
osteoporosis

. La diferencia estimada en la media de peso al nacer en nifios en el
cuartil de maxima exposicion a acrilamida comparado con la media de nifos en el
cuartil de minima exposicion fue de alrededor de 100g, consistente con la reduccion en
peso al nacer observada para nifios expuestos intra-Utero a tabaquismo materno'™".
Muchos alimentos comunmente consumidas como patatas fritas, pan tostado y café
contienen altas concentraciones de acrilamida. La cantidad de acrilamida en alimentos
especificos varia ampliamente dependiendo de los niveles precursores y el
procesamiento y, crucialmente, es sensible a las intervenciones realizadas en la
preparacion de los alimentos.

En resumen, este estudio basado en una gran poblacion aporta la primera evidencia
epidemiologica de una asociacion significativa entre exposicion prenatal a acrilamida y
peso y perimetro cefalico al nacer. Si se confirma en subsiguientes estudios, estos
hallazgos podrian aportar la evidencia suficiente para apoyar la necesidad de cambios

en la produccion de alimentos y aportar consejos claros de salud publica para mujeres
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embarazadas para disminuir su ingesta diaria de alimentos que contengan altas

concentraciones de acrilamida.
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6. Conclusiones

La conclusion principal de la tesis es que la exposicion intra-utero a compuestos con
efecto disruptor endocrinoldgico se asocia a disminucion en la distancia anogenital en
varones, menor peso al nacer, menor perimetro cefalico y menor edad gestacional;
incluso en un contexto de baja exposicion general. Nuestros hallazgos son consistentes
con la evidencia hallada en estudios animales experimentales utilizados para las

recomendaciones de limites de exposicion elaboradas por la OMS.

1. En el caso del estudio de exposicion a dioxinas y AGD, se objetivé una asociacion
entre niveles de sustancias con efecto dioxin-like medidas a partir del bioensayo DR

CALUX® con una disminucion en la AGD.

2. En cuanto al estudio de exposicidon a dioxinas y eventos reproductivos, se objetivo
una reduccidn en la edad gestacional (estadisticamente significativa) asi como menores
peso al nacer y perimetro cefalico (ambos estadisticamente no significativos), en

relacion a la exposicion a dioxinas medida a partir del bioensayo DR CALUX®.

3. En cuanto al estudio de exposicion a 6xido de etileno y eventos reproductivos, se
objetivaron menores peso al nacer y perimetro cefalico (ambos estadisticamente
significativos), asi como una reduccion en la edad gestacional (no significativa) en
relacion a la exposicion a dioxinas medida a partir de la medida de aductos de

hemoglobina mediante el procedimiento FIRE.

4. En cuanto al estudio de exposicion a acrilamida y eventos reproductivos, se
objetivaron menores peso al nacer y perimetro cefalico (ambos estadisticamente
significativos), asi como una reduccion en la edad gestacional (no significativa) en
relacion a la exposicion a dioxinas medida a partir de la medida de aductos de

hemoglobina mediante el procedimiento FIRE.

A la luz de estos hallazgos, pensamos que se deberian discutir cambios en las politicas
de salud publica para proteger a poblaciones susceptibles como los bebés y las mujeres
embarazadas de la exposicion a dioxinas, 6xido de etileno y acrilamida, todas ellas

ampliamente presentes a dosis bajas en la poblacion general.
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