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RESUMEN

Introducción: La distancia anogenital (DAG) es un marcador de desarrollo

genital que presenta dimorfismo sexual en mamíferos. Diversos estudios experimentales

han mostrado que la DAG al nacimiento refleja la exposición androgénica a la que el feto

ha estado expuesta durante su desarrollo intrauterino y predice la DAG en la vida adulta. A

su vez, la DAG se ha mostrado asociada con los niveles séricos de andrógenos y función

reproductiva en varones, algo que no ha sido estudiado en población femenina humana.

El objetivo de este estudio fue explorar la relación entre características

ginecológicas y exposiciones maternas con parámetros del sistema reproductivo en la

descendencia femenina.

Métodos: Se trata de un estudio transversal realizado entre febrero-noviembre del

2011 que incluyó 100 jóvenes universitarias sanas entre 18-23 años de la Región de

Murcia. A cada participante se le realizó un examen físico y ginecológico completo que

incluyó dos variantes de DAG: ano-clítoris (DAGAC) y ano-horquilla vulvar (DAGAH).

Además se tomó una muestra de sangre de las jóvenes participantes y tanto éstas como sus

madres completaron un cuestionario epidemiológico sobre estilos de vida e historia

ginecológica. Se utilizó un análisis de regresión lineal para examinar la asociación entre las

medidas de DAG y características ginecológicas maternas y la relación entre las DAGs  y

niveles de hormonas reproductivas en las jóvenes. Se empleó análisis de regresión lineal y

logística multivariante para conocer las asociaciones entre las exposiciones maternas a

productos de uso cotidiano durante el embarazo y la DAG de las hijas, y entre las DAGs y

características del sistema reproductivo de las universitarias.

Resultados: Se encontró una asociación positiva estadísticamente significativa

entre mayor exposición materna a insecticidas/ plaguicidas y disolventes/desengrasantes

durante el embarazo y DAGAH en descendencia femenina (OR: 3.9; IC 95% 1.2, 12.7 y 3.8;

IC 95% 1.1, 12.6, respectivamente), así como entre la presencia de ciclos menstruales

irregulares maternos antes del embarazo y mayor DAGAH de sus hijas (p=0,03). DAGAH de

las jóvenes participantes se asoció positivamente con sus niveles de testosterona en suero

(p<0,05). Testosterona sérica aumentó 0,06 ng / ml (IC del 95%: 0.01, 0.10; p=0.02) por
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cada cm de aumento de AGDAH. Además, ambas medidas de DAG se asociaron

positivamente con el número de folículos ováricos en las universitarias. Aquellas con

DAGAH y DAGAC en el tertil superior eran más propensas a tener ≥ 6 folículos ováricos

[OR: 6,0 (IC del 95%: 2,0, 17,6) y 3,0 (IC 95 % 1.1, 8.6), respectivamente] en

comparación con aquellas del tertil inferior.

Conclusiones: Nuestros resultados respaldan que ciertas condiciones y

exposiciones maternas durante el período prenatal podrían estar asociadas con variaciones

de las DAGs en sus hijas. Las DAGs son útiles como biomarcador que refleja la exposición

androgénica fetal durante el desarrollo intraútero. Además, la DAG parece predecir el

desarrollo reproductivo normal en las mujeres, y podría ser una nueva herramienta de

potencial interés clínico para evaluar la función ovárica. Por tanto, nuestros resultados

sugieren que el medio ambiente androgénico durante la vida fetal temprana puede influir

en el desarrollo del sistema reproductivo de las mujeres.

Palabras clave: Distancia anogenital, andrógenos, morfología ovárica, exposición

prenatal, tracto reproductivo, ciclos irregulares, mujeres, alteradores endocrinos.
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ABSTRACT

Introduction: Anogenital distance (AGD) is a sexually dimorphic trait in

mammals. Several experimental studies have shown that AGD at birth reflects androgen

levels during in utero development and predicts AGD in adulthood. In men, a positive

association between AGD and androgen levels as well as reproductive function has been

shown, which has not been studied in human female population.

The aim of this study was to explore the relationship between the mother´s

gynaecologycal characteristics and maternal exposures and some health reproductive

characteristics in the female offspring.

Methods: This is a cross sectional study of 100 healthy young university students

(18–23 years old) carried out between February 2011 and November 2011 in the Murcia

region. Physical and gynaecological examinations were conducted on the young women

taking two variants of AGD: anus-clitoris (AGDAC) and anus-fourchette (AGDAF). Besides,

all participants provided a blood sample for determination of reproductive hormones and

the students as well as their mothers completed an epidemiological questionnaire on

lifestyles and gynaecological history. We used multiple linear regression analysis to

examine the associations between AGD measurements and the mothers´ gynaecological

characteristics as well as AGD and the reproductive hormone levels in the young

participants. We used multiple linear and logistic regression analysis to examine the

association between maternal exposition to products of daily use during pregnancy and the

AGD in their female offspring as well as between AGD and features of the students´

reproductive system.

Results: A statistically significant positive association was found between

maternal exposure to insecticides/pesticides and solvents/degreasers during pregnancy and

AGDAF in female offspring (OR: 3.9, 95% CI 1.2, 12.7 and 3.8, 95% CI 1.1, 12.6,

respectively) as well as between the presence of maternal irregular menstrual cycles before

pregnancy and their daughters´ AGDAF greater (p=0.03). The young participants´ AGDAF

was positively associated with serum testosterone levels (p<0,05). Serum testosterone

increased 0.06 ng/ml (95% CI 0.01, 0.10; p=0.02) for each cm of increase in AGDAF.
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Besides, both AGD measures were positively associated with ovarian follicle number in

the university students. Women in the upper tertile of AGDAF and AGDAC distributions

were more likely to have ≥ 6 ovarian follicles [OR: 6.0 (95% CI 2.0, 17.6) and 3.0 (95% CI

1.1, 8.6), respectively] compared to women in the lowest tertile.

Conclusion: Our results suggest that certain maternal characteristics and

exposures during in utero development are related to AGD in female offspring. AGD can

be used as a sensitive biomarker of exposure to androgens in utero development. AGD

might predict normal genital development in women, and might be used as a new

instrument to evaluate ovarian function. Our results suggest, therefore, that the androgenic

environment during early fetal life may exert a fundamental influence in the human female

reproductive system.

Keywords: Anogenital distance, androgens, ovarian morphology, prenatal

exposure, reproductive tract, irregular cycles, women, endocrine disruptors.
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL Y JUSTIFICACIÓN

a) La distancia anogenital como medida de diferenciación sexual.

La distancia anogenital (DAG) ha sido utilizada en estudios sobre mamíferos

placentarios como un marcador de desarrollo genital, el cuál presenta dimorfismo sexual,

siendo en promedio alrededor de dos veces más largo en machos respecto a hembras.(1-7)

Pese a que esta medida ha sido ampliamente estudiada en animales para la

diferenciación sexual de los individuos, su estudio en humanos es más reciente y por tanto

son escasos los estudios en los que se ofrecen mediciones en éstos.(5-9)

En un estudio realizado en 2009, Thankamony y colaboradores evaluaron a 889

niños (463 varones y 426 mujeres) desde el nacimiento hasta los 2 años de vida (3, 12, 18 y

24 meses de edad), con el objetivo de crear curvas de normalidad de DAG y determinar su

asociación con otros parámetros antropométricos. Las mediciones realizadas

comprendieron las distancias ano-escrotal (DAGAS) en varones y ano-horquilla vulvar

(DAGAH) en el caso de las niñas.(7)

La DAG media (desviación estándar) al nacimiento en los varones fue de 19,8

(6,1) mm y 9,1 (2,8) mm en las niñas; (p<0,0001), aumentando hasta los 24 meses de edad

en ambos sexos y manteniendo un patrón de dimorfismo sexual a lo largo del período

estudiado. Además, en los niños se observó una correlación positiva entre la DAG y la

longitud peneana al nacimiento (R=0,18, p=0,003), así como entre el aumento de la DAG y

crecimiento peneano durante los 3 primeros meses de vida (R=0,20, p=0,001). Estas

asociaciones parecen reflejar el efecto de los andrógenos prenatales y el aumento de su

secreción en la etapa postnatal temprana, por lo que la DAG parece ser útil como marcador

de acción androgénica.

La principal relevancia de este trabajo radicó, tal como señalan sus autores, en

constituir un estudio longitudinal con un elevado número de mediciones de DAG,

permitiendo establecer curvas de normalidad de esta medida antropométrica. Esto podría

ser útil para investigaciones posteriores, en los que se emplee la DAG como marcador
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biológico de la exposición prenatal a sustancias químicas ambientales con acción

androgénica, con el objetivo de comparar los resultados con estas tablas de normalidad.

En otro estudio más reciente, Agramunt y colaboradores (2011) llevaron a cabo un

estudio observacional en el que evaluaron a 153 recién nacidos entre octubre de 2008 y

noviembre del 2009 en el Hospital del Mar (Barcelona). En este estudio se realizaron

mediciones distinguiendo entre 2 medidas para cada uno de los sexos. Los resultados

arrojaron unas cifras medias de 46,3 mm para la distancia comprendida entre el ano-pene

(DAGAP) en varones y 34,8 mm entre el ano-clítoris en mujeres (DAGAC). La DAGAS en

niños y DAGAH en niñas obtuvieron un valor medio de 24,2 mm y 13,9 mm

respectivamente.(10) Se concluye que, pese a que los grupos eran comparables en medidas

antropométricas generales, existía un claro dimorfismo de la DAG entre los dos sexos.

b) Relación entre la DAG y el ambiente hormonal durante el desarrollo intrauterino.

Varios estudios experimentales han mostrado durante años que la DAG al

nacimiento, la cual se determina intraútero, proporciona una lectura fiable del nivel de

exposición a andrógenos a los que el feto ha estado expuesto durante su desarrollo en el

útero materno.(3,11)

Básicamente, tal como han señalado estudios en modelo animal, el tracto

reproductivo es susceptible a la virilización por exposición a andrógenos endógenos y

exógenos antes y durante la ventana de programación de la masculinización en el útero. De

esta manera, una exposición prenatal a elevados niveles de andrógenos da como resultado

una DAG más larga y masculina en la descendencia al nacimiento.(12-14)

Esto se demuestra en el estudio de Wu y colegas (2010), en el que tras

administrar inyecciones subcutáneas diarias de testosterona libre (T) o dihidrotestosterona

(DHT) en ratas preñadas, se observó en la descendencia femenina una mayor DAG al

nacimiento en comparación con aquella procedente del grupo control.(14)

Menos se sabe, sin embargo, sobre la DAG en mujeres. No obstante, existen

artículos que informan de la virilización del tracto urogenital inferior tras la exposición

prenatal a hormonas androgénicas endógenas o exógenas.(15,16)
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Además, al igual que se demostró previamente en roedores,(11) se ha observado

que la DAG en humanos varones es similar en hombres de distintas edades,

proporcionando una medida fiable del nivel de exposición prenatal a andrógenos ya en la

vida adulta,(17) algo que hasta el momento de la realización de este trabajo no ha sido

estudiado en población humana femenina adulta.

b.1) DAG y ambiente hormonal intraútero por exposiciones exógenas en modelo

animal.

Según la hipótesis de disrupción endocrinológica, las anomalías genitales

congénitas masculinas como hipospadias o criptorquidia así como el empeoramiento de

calidad seminal o el cáncer testicular, parecen estar en relación con la exposición

intrauterina a sustancias que actúan como disruptores endocrinos (DE) con efecto

antiandrogénico o estrogénico.(18)

Se puede definir como DE, también conocidos como moduladores

endocrinológicos ambientales o alteradores endocrinos, a toda aquella sustancia química,

exógena al organismo humano o animal, que presenta capacidad de alterar la homeostasis

del sistema endocrino, pudiendo afectar a la función reproductiva de aquellos organismos

expuestos, así como su descendencia.(19)

Las acciones biológicas de las hormonas sintetizadas dentro de un organismo,

tales como los estrógenos, progesterona o testosterona, son mediadas por proteínas

receptoras de alta afinidad localizadas en el interior de las células diana. Ésta interacción

de la hormona con su receptor inicia una cascada de sucesos que llevan a innumerables

efectos asociados con cada hormona en particular. Así, los efectos sobre el equilibrio

hormonal que ejercen los DE se explicarían por su capacidad de actuar de diferentes

formas: Mimetizando la acción de las hormonas, como antagonistas de la acción de las

hormonas, alterando el patrón de síntesis y metabolismo hormonal, modulando los niveles

de los receptores correspondientes y/o alterando la actividad enzimática y de proteínas

transportadoras.(20)
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Estas moléculas se encuentran en distintos productos, algunos de ellos de uso

cotidiano, tales como plaguicidas, dentro de los cuáles se encuentra el metoxicloro o los ya

retirados DDT (diclorodifeniltricloroetano) y PCB (policlorobifenilos).(10) También existen

derivados fenólicos (fenilfenol, nonoxinol o bisfenol A) que son utilizados como

desinfectantes, espermicidas o herbicidas, así como sustancias farmacológicas con efecto

disruptor, tales como betabloqueantes, hipolipidemiantes, antibióticos o antiepilépticos.(21)

Algunos ejemplos de la acción de los DE se presentan en las siguientes tablas:(22)

Son muchos los estudios en modelo animal que han informado sobre la exposición

exógena a diversos productos químicos que actúan como DE ambientales durante el

período prenatal y su capacidad para modifican el equilibrio hormonal del organismo,

afectando al desarrollo del tracto reproductivo.(23-30)
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La DAG, empleada durante años como marcador final del desarrollo en estudios

toxicológicos en animales, es considerado desde hace años como uno de los biomarcadores

más sensibles y útiles de las exposiciones a químicos ambientales que actúan como DE

medioambientales con efecto androgénico o antiandrogénico durante la etapa

intrauterina.(31-43)

Como ejemplo, estudios realizados en roedores macho han encontrado una

asociación entre efectos reproductivos antiandrogénicos tales como la criptorquidia,

hipospadias o disminución de la DAG, con la exposición prenatal a ésteres del ácido ftálico

o ftalatos, los cuales se encuentran en plásticos, productos cosméticos y herbicidas, entre

otros.(44-49)

Otros estudios han observados estos mismos resultados para la exposición a

dioxinas(50,51) o herbicidas como la atracina.(52) Además, la exposición a fungicidas como

vinclozolina, antagonista de los receptores a andrógenos, se asocian con alteraciones en el

desarrollo del tracto reproductivo de la descendencia masculina, incluyendo acortamiento

de la DAG(53-55) siendo este efecto dependiente de dosis.(56)

En modelos animales hembras se ha mostrado que la exposición a altos niveles de

testosterona intraútero induce características masculinas como la anovulación, aumento de

la DAG, ausencia de pezones y agenesia de la vagina.(12,13)

En ovejas, el exceso de testosterona durante el período prenatal se ha asociado con

crías de bajo peso, además de una serie de trastornos reproductivos en la vida adulta,

incluyendo el exceso de hormona luteinizante (LH), hiperandrogenismo funcional,

defectos neuroendocrinos y presencia de ovario poliquístico, culminando en fracaso

reproductivo temprano.(57,58)

En roedores hembra los fungicidas triazoles tebuconazol y epoxiconazol han

mostrado un efecto virilizante con incremento de la DAG,(59,60) mientras que el bisfenol A

(BPA), con propiedades estrogénicas y antiandrogénicas, se ha comprobado que es capaz

de interrumpir y alteran la función ovárica de la descendencia femenina de roedores

hembra,(24,29,30) ocasionando alteración de la ovogénesis temprana y formación de folículos

ováricos en primates no humanos.(25)



22

En el año 2012, Moyer y Hixon apuntaron que la exposición prenatal a otro

conocido DE, el di(2-etilhexil) ftalato, se asociaba con un aumento del número de folículos

maduros en ratas adultas en el grupo de mayor exposición con la consiguiente disminución

de la vida reproductiva.(27)

Por tanto, queda patente por diversos estudios experimentales que la DAG al

nacimiento se comporta como una variable capaz de expresar el grado de alteración

hormonal prenatal a través de sustancias ambientales que actuarían como disruptores

hormonales. Sin embargo, la evidencia en humanos hasta el momento es escasa.(10)

b.2) DAG y ambiente hormonal intraútero por exposiciones exógenas en humanos.

La hipótesis de la disrupción endocrinológica surgió a raíz de distintos estudios en

los que se informaba de un empeoramiento en la concentración espermática de la

población.(61-63) En un metaanálisis de 101 estudios publicados entre 1934 y 1996, se

hablaba de un descenso medio global en el recuento de espermatozoides (pendiente= -

0,94), tanto en estudios realizados en población del Norte de América como Europa, con

una disminución estadísticamente significativa en la concentración media de

espermatozoides entre 1940 (113 millones/ml) y 1996 (66 millones/ml).(64) Además, se

observó que la prevalencia de criptorquidia se duplicó desde 1970 hasta los años 90 en

Gran Bretaña y en EE. UU.(65,66) hecho de especial importancia al encontrarse relacionado

con esterilidad y cáncer testicular.(67,68) Skakkebaek y colaboradores propusieron en 2001

que los testículos no descendidos, hipospadias, la calidad seminal disminuida y el cáncer

testicular forman parte de una única entidad, el síndrome disgenésico testicular, cuyo

origen aunque potencialmente multifactorial, parece estar en gran medida asociado a la

exposición a DE ambientales.(69)

Es sabido que para el correcto desarrollo y funcionamiento de los órganos

genitales es preciso un equilibrio entre andrógenos y estrógenos. Un exceso de estos

últimos produce una disminución en la actividad esteroidogénica de las enzimas

conversores de progesterona en testosterona.(70) Asimismo, también se ha demostrado que

los estrógenos disminuyen la producción de hormona foliculoestimulante (FSH) en los

fetos varones y provocan una disminución en la producción de células de Sertoli con la

consiguiente disminución en la concentración espermática.(71)
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Recientemente, diferentes estudios han mostrado la capacidad de los ésteres de

ftalatos (antiandrogénicos) para producir efectos adversos en el desarrollo reproductivo de

roedores después de la exposición intrauterina. Estos ésteres y, en particular, el di-butilo,

di(2-etilhexil) y butil-bencil ftalatos se han asociado a anomalías tales como

malformaciones del epidídimo, conductos deferentes, vesículas seminales, próstata,

genitales externos (hipospadias), criptorquidia, además de una feminización que resulta en

una DAG reducida.(45)

Otros estudios observacionales en seres humanos respaldan estos hallazgos,

mostrando una asociación entre la DAG con exposiciones exógenas intraútero, tanto en

niños,(8,9) como en niñas.(72)

En los primeros de ellos, Swan y colegas mostraron una fuerte asociación inversa

entre la exposición prenatal a un ambiente con altos niveles de ftalatos (anti-androgénicos)

y menor DAG en los bebés humanos varones.(8,9)

El grupo de Swan y colaboradores realizó en 2005 el primer estudio que examinó

la relación entre la DAG con la exposición prenatal a ftalatos en humanos.(9) Para ello se

seleccionaron mujeres procedentes de un estudio de cohortes multicéntrico en gestantes.

Las participantes completaron un cuestionario y facilitaron una muestra de orina para la

determinación de nueve metabolitos de ftalatos. Además, se realizaron mediciones de

DAG en 134 recién nacidos entre 2 y 36 meses de edad. Para el análisis estadístico se creó

la variable índice anogenital (IAG) que normaliza la DAG por el peso del recién nacido en

el examen (IAG=DAG/peso (mm/kg)), y se categorizaron los grados de exposición a

ftalatos en cuartiles.

Las concentraciones urinarias de cuatro metabolitos de ftalatos [ftalato

monoetılico (MEP), monobutil ftalato (MBP), monobencil ftalato (MBzP), y monoisobutil

ftalato (MiBP)] fueron inversamente proporcionales al IAG. Así, aquellos niños cuyas

madres presentaron concentraciones mayores de MBP mostraron un menor IAG (odds

ratio=10,2). Las odds ratios correspondientes para MEP, MBzP y MiBP fueron de 4,7 , 3,8

y 9,1, respectivamente, siendo los resultados estadísticamente significativos (p <0,05). Los

autores concluyeron que las asociaciones observadas entre la exposición a ftalatos y el IAG

eran consistentes con lo observado en estudios previos en modelo animal. Estos datos
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apoyarían, por tanto, la hipótesis de que la exposición a mayores niveles ambientales de

ftalatos durante el período prenatal puede afectar negativamente en el desarrollo

reproductivo masculino.

En otro estudio llevado a cabo en Chiapas (México) entre 2002 y 2003, los autores

examinaron la hipótesis de que la exposición intrauterina al insecticida empleado para la

prevención de la malaria 1,1,1 -tricloro- 2,2 -bis (p-clorofenil) etano (DDT), así como su

metabolito 1,1-dicloro-2.2-bis (p-clorofenil) etileno (DDE), ambos con propiedades

antiandrogénicas conocidas, asocian una menor DAG. Para ello se obtuvieron mediciones

de DAG en 781 recién nacidos varones, y se recogieron muestras sanguíneas maternas. Se

analizó la relación entre la DAG media y los valores de DDE, tanto crudos como ajustados

por distintos factores de confusión sin hallar diferencias estadísticamente significativas.(73)

En el estudio de Huang y colaboradores (2009), se recogieron muestras de líquido

amniótico y orina en mujeres embarazadas que tenían planificada la realización de

amniocentesis en el hospital universitario de Cheng Kung (Taiwan) durante el período

2005-2006. Se obtuvieron los niveles medios de cinco ftalatos monoésteres, junto a la

medición de la DAG de sus hijos al nacimiento (32 niñas y 33 niños). Se observó una

correlación negativa significativa entre las concentraciones de MBP en el líquido

amniótico de las madres, con la DAG (R= -0,31, p<0,06), y el IAG ajustado por peso al

nacer (R= -0,32, p<0,05) en sus hijas.  El estudio concluye que, tal como sugieren sus

datos, la exposición prenatal a ftalatos parece tener efectos antiandrogénicos en el feto.(72)

En otro estudio llevado a cabo recientemente por Bornehag y cols (2015), se fijó

como objetivo examinar la asociación entre la exposición a ftalatos durante la etapa

prenatal y la DAG en lactantes suecos. Para ello se midieron las DAGs de 196 niños a los

21 meses de edad y se determinaron los niveles de diferentes metabolitos de ftalatos en

orina de las madres durante el primer trimestre de embarazo. Este estudio informó de una

asociación entre una menor DAGAS con mayor exposiciones a metabolitos DINP

(diisononilftalato), oh-MMeOP [mono- (4-metil-7-hidroxil octil) ftalato] y oxo-MMeOP

[mono (2-etil-5-oxohexil) ftalato]. Los autores concluyeron que sus hallazgos son de gran

importancia al tener constancia por estudios previos de la asociación entre DAG masculina

más corta con defectos genitales masculinos al nacimiento y deterioro de la función

reproductiva en varones durante la vida adulta.(74)
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En otro estudio publicado el mismo año y cuya finalidad era conocer la posible

asociación entre la DAG al nacimiento y la exposición a ftalatos durante el primer

trimestre, se observó que tres metabolitos de ftalatos se relacionaban inversamente y de

forma significativa con ambas medidas de DAG en varones.(75) Estas asociaciones entre la

DAGAS fueron de β= -1.12 (-2.16, -0.07) para mono-(2-etil)-hexil ftalato (MEHP), β= -

1,43 (-2.49, -0.38) para mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalato (MEOHP), y β= -1,28 (-2,29, -

0,27) para mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalato (MEHHP), siendo de magnitud similar para

la DAGAP. No se encontró asociación entre las DAGs en niños con otros metabolitos de

ftalatos, ni entre la DAG en niñas con ninguno de los metabolitos estudiados. Los datos

sugieren, por tanto, que incluso a bajos niveles la exposición ambiental a metabolitos de

ftalatos, éstos puede afectar negativamente sobre el desarrollo genital masculino, pudiendo

interferir en la salud reproductiva en el futuro.

Por último, en un estudio realizado en el año 2013 se planteó investigar el posible

efecto como DE de la exposición prenatal a contaminantes orgánicos persistentes (COPs) a

partir de la dieta materna.(76) Se incluyeron mediciones de la DAG de recién nacidos así

como de niños pequeños entre 1 y 2 años de Creta, Grecia y Barcelona junto con un

estudio de dieta materna a partir de cuestionarios de frecuencia alimentaria. También se

determinaron los niveles plasmáticos de dioxinas y COPs a partir de muestras maternas. Se

observó como aquellas madres con una “dieta rica en grasas” que incluía, entre otros,

mayor ingesta de carne roja, carne procesada, huevos y productos lácteos, se relacionaba

con un aumento de concentraciones séricas de las dioxinas en sangre materna. Además

existía una asociación inversa entre una mayor puntuación de “dieta rica en grasas” en las

madres y DAGAS en los varones recién nacidos. De hecho, el tertil más alto de la

puntuación materna de “dieta rica en grasas” se asoció con una reducción de la DAGAS de

los varones de -4,2 mm (IC 95% -6,6 a -1,8), en comparación con el tertil más bajo. Para la

DAGAH de las niñas recién nacidas y la “dieta alta en grasas” de sus progenitoras se

encontró una asociación positiva débil. En definitiva, se concluye que la dieta alta en

grasas por parte de la madre podría estar relacionada con la exposición prenatal de altos

niveles de COPs, lo cual podría tener efectos perturbadores endocrinos sobre la

descendencia con alteraciones fenotípicas del sistema reproductivo. (76)
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b.3) DAG y ambiente hormonal intraútero por exposiciones endógenas en humanos.

En un estudio reciente con datos proceden de embarazadas de 4 ciudades de

Estados Unidos desde 1999 hasta 2005, se examinó la asociación entre distintas

características maternas (edad de la concepción, edad de la menarquía, edad primer parto,

paridad y número de embarazos) con las medidas de DAG en sus descendientes.(77) Se

midió la DAG en 289 niños (140 varones, 149 mujeres) nacidos de las participantes del

estudio. En los modelos de regresión lineal, la edad materna se asoció positivamente con la

DAGAP en lactantes de sexo masculino (β= 0,50; p= 0,002) y DAGAS (β= 0,29; p= 0,02).

La paridad se asoció inversamente con la DAGAS en lactantes varones (β = -1,68; p=0,03).

Se plantea, por tanto, que los cambios fisiológicos asociados con la edad materna y la

paridad podría alterar la secreción de esteroides gonadales del feto varón. Así, la

producción de andrógenos fetales durante el período crítico para el desarrollo reproductivo

(a finales del primer trimestre), puede ser mayor en los niños gestados por madres de

mayor edad o primíparas que en aquellos de madres jóvenes o multíparas. No obstante, se

concluye que el mecanismo subyacente a las relaciones encontradas es desconocido y debe

ser estudiado en futuros trabajos.

Otros estudios han apuntado que las mujeres embarazadas con alteraciones

ginecológicas tales como síndrome de ovario poliquístico (SOP) presentan

concentraciones circulantes de andrógenos elevadas durante la gestación, pudiendo

aumentar la exposición fetal a andrógenos. Por tanto, como resultado del medio

hiperandrogénico intrauterino, la descendencia humana femenina parece tener un mayor

riesgo de alteración en el desarrollo y función ovárica, así como mayor DAG.(78,79)

También los ciclos menstruales irregulares se han asociado con mayores

concentraciones de andrógenos en mujeres. De hecho, se ha observado como adolescentes

con oligomenorrea o ciclos anovulatorios presentan con más frecuencia hiperandrogenismo

en comparación con aquellas que refieren ciclos menstruales regulares.(80-83) En mujeres

adultas sanas, Van Anders y Watson (2006) informaron de una correlación significativa

entre la existencia de menstruaciones irregulares y una mayor concentración de

testosterona.(84)
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A pesar de ello, hasta el momento se desconoce la posible relación entre las

características ginecológicas maternas antes o durante el embarazo que puedan suponer un

ambiente hiperandrogénico fetal, y la DAG en la descendencia femenina adulta como

marcador indirecto de ambiente hormonal durante su desarrollo prenatal.

c) Distancia anogenital y función reproductiva en la vida adulta.

c.1)  Evidencias en modelos animales

Estudios en modelo animal han mostrado que la DAG al nacimiento puede

predecir la DAG y función reproductiva durante la vida adulta.

En roedores machos, una DAG acortada (ajustada por peso) persiste en la edad

adulta y predice una función reproductiva comprometida en el macho adulto, asociando

menor tamaño testicular y existencia de malformaciones reproductivas.(3,4,11)

Existen pocos estudios experimentales que exploren la relación entre la DAG y la

función reproductiva en hembras. En estos estudios sobre roedores hembras, los resultados

mostraron como una mayor DAG al nacimiento se asociaba con ciclos menstruales

prolongados e irregulares, mayores niveles de T y LH, así como un mayor reclutamiento

folicular con mayor número de folículos preantrales y antrales, anovulación y quistes

dilatados respecto a lo observado en aquellas pertenecientes al grupo control.(14,57,58,85) Estos

datos son consistentes con la hipótesis de que el exceso de andrógenos durante el período

prenatal (endógeno o exógeno) se relaciona con mayor DAG al nacimiento, y puede

asociarse con la presencia de SOP en la descendencia femenina.(86,87)

En un estudio sobre modelo animal realizado en el año 2014, se examinaron los

efectos de la exposición prenatal a dosis previamente documentados de testosterona sobre

los fetos hembras.(88) Se observó que la DAG se incrementaba significativamente en las

crías de los grupos experimentales que habían recibido inyecciones subcutáneas de

testosterona respecto a los grupos control (p <0,001), incrementándose además los niveles

de testosterona (p<0,05) y LH (p<0.01) con reducción significativa del estrógeno (p <0,05)

y niveles de hormona antimülleriana (AMH) (p<0,001). También se observó un aumento

significativo en el número de folículos preantrales y antrales en los ovarios de las crías del
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grupo experimental (p<0,05), por lo que se acaba concluyendo que el tiempo de exposición

prenatal a los andrógenos puede tener un papel significativo en el desarrollo de SOP en la

descendencia, asociando tanto cambios hormonales como trastornos morfológicos del

sistema reproductivo. El estudio acaba advirtiendo que evitar la exposición a un exceso de

andrógenos durante el desarrollo fetal podría prevenir o reducir las manifestaciones del

SOP en la descendencia durante la edad adulta por exceso de andrógenos prenatales.(88)

c.2) Evidencias en humanos

Recientemente, varios estudios en varones adultos han proporcionado una fuerte

evidencia sobre la relación entre la longitud de la DAG y la función reproductiva

masculina. Se ha observado como una DAG acortada se relaciona con bajo potencial

reproductivo, asociando anomalías genitales como hipospadias y criptorquidia, menores

niveles séricos de andrógenos y peor calidad seminal con menor recuento espermático.(46,89-

91)

En 2011, un estudio evaluó la asociación entre la DAG y parámetros seminales en

varones adultos.(91) Se observó como una mayor DAG se relacionaba con una mayor

concentración y motilidad espermática, así como con un mayor recuento total de

espermatozoides y espermatozoides móviles (p-valores entre 0,002-0,048). Este estudio

concluyó que la DAGAS proporciona una fuerte correlación con los distintos parámetros

seminales, siendo un predictor útil de la concentración espermática en la vida adulta.

Por tanto, estos estudios concluyen que el entorno androgénico durante la vida

fetal temprana parece ejercer una influencia tanto sobre la DAG como sobre los parámetros

espermáticos y hormonales en hombres adultos.

Por el contrario, la información de la que se dispone sobre la DAG en mujeres y

su posible relación con la función reproductiva en la vida adulta es escasa. Hasta el

momento de la realización de este trabajo, únicamente unos pocos estudios en modelos

animales habían estudiado este aspecto,(14) no existiendo ningún estudio en población

humana femenina adulta. No obstante, existen estudios posteriores en los que se han

realizado mediciones de DAG en mujeres adultas, demostrando la estabilidad de esta

medida antropométrica durante el ciclo menstrual.(92)
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d) Justificación del estudio

Como se ha expuesto anteriormente, los estudios realizados sobre modelo animal

han apuntado que una alteración de la DAG puede ser un indicador útil de exposición

androgénica o antiandrogénica intraútero.(3,12-14,93) Además, en los estudios llevados a cabo

en hombres parece que esta medida antropométrica guarda un vínculo con la función

reproductiva en el adulto, por lo que podría proporcionar un vínculo fiable entre el

ambiente hormonal prenatal y la capacidad reproductiva durante la vida adulta. (89-91)

Sin embargo, y en base a la bibliografía consultada, aunque existen varios estudios

que han realizado dichas mediciones en bebés chicas,(5-8) son pocos los que han aportado

datos sobre la DAG en mujeres adultas. De hecho, ninguno de ellos ha evaluado hasta la

realización de este trabajo, la posible asociación de la DAG con distintas características y/o

exposiciones maternas, así como tampoco con características ginecológicas que puedan

estar asociadas con trastornos reproductivos durante la vida adulta, siendo objeto del

presente trabajo.
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3. OBJETIVOS E HIPÓTESIS

Objetivos Generales

Analizar la relación entre el ambiente hormonal durante el desarrollo intrauterino y la

DAG, así como entre esta medida antropométrica y la función reproductiva en mujeres

jóvenes.

Objetivos Específicos

1. Estudiar la relación entre exposiciones prenatales (maternas) a productos o

sustancias de uso cotidiano durante el embarazo y la DAG de la descendencia

femenina.

2. Analizar la relación entre la DAG en mujeres jóvenes y condiciones maternas que

pueden suponer un hiperandrogenismo en la etapa periconcepcional.

3. Conocer la relación entre las medidas de la DAG y niveles séricos de hormonas

reproductivas en mujeres jóvenes.

4. Analizar la relación entre las medidas de DAG y características del aparato

reproductivo en mujeres adultas.

Hipótesis

1. Exposiciones prenatales (maternas) a productos o sustancias de uso cotidiano

durante el embarazo que contengan sustancias con potencial de alteración endocrina

se asocia a una DAG alterada de la descendencia femenina.

2. Condiciones maternas que supongan un ambiente hiperandrogénico fetal se asocian

a una DAG más larga en la descendencia femenina adulta.
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3. Existe relación entre las medidas de la DAG y niveles séricos de hormonas

reproductivas en mujeres jóvenes.

4. Una DAG más larga se asocia a características del aparato reproductivo en mujeres

adultas compatibles con ovario multifolicular.
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4. CONCLUSIONES FINALES

 Este es el primer trabajo en informar de una asociación entre distintas

características ginecológicas y exposiciones maternas a distintos productos y

sustancias durante el embarazo con la DAG en la descendencia femenina adulta

como marcador indirecto del ambiente hormonal intrauterino.

 Se observa una relación entre la DAG en mujeres jóvenes adultas y exposiciones

maternas a distintos productos de uso cotidiano durante el embarazo. Según los

resultados obtenidos, aquellas mujeres cuyas madres habían estado más expuestas

durante el embarazo a insecticidas/plaguicidas y disolventes/desengrasantes

presentaban una DAGAH mayor. Por tanto, ciertas exposiciones ambientales

maternas durante el período prenatal podrían estar asociadas con variaciones

significativas de la DAG en la descendencia femenina, biomarcador que refleja la

exposición fetal a andrógenos durante el desarrollo intraútero.

 Se detecta una relación entre las DAGs en mujeres adultas y características

ginecológicas de la madre antes o durante el embarazo, observando que una mayor

DAGAH se asocia significativamente con la presencia de ciclos menstruales

irregulares de las madres antes del embarazo. Así, condiciones maternas tales como

ciclos menstruales irregulares que pueden suponer un ambiente hiperandrogénico

fetal, se relacionan con una DAG más larga en la descendencia femenina adulta.

 Existe asociación entre la DAG en mujeres adultas y sus niveles séricos de

hormonas reproductivas. En este caso, la DAGAH se asoció positivamente con altos

niveles de T en las mujeres adultas. Estos resultados sugieren que los niveles

séricos de T en las mujeres adultas puede depender de factores que operan en el

período prenatal. Por tanto, una DAG más larga y mayor nivel de andrógenos

circulantes en mujeres adultas podrían ser producto de un entorno hiperandrogénico

en el útero, lo que sugiere un origen prenatal para la disfunción ovárica.

 Existe relación entre la DAG y características del sistema reproductivo en mujeres

adultas. Ambas DAGs se asociaron positiva y fuertemente con la presencia de
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mayor número de folículos ováricos. Las mujeres con DAGAC o DAGAH en el tertil

más alto de la distribución fueron más propensas a tener ≥ 6 folículos ováricos

respecto de aquellas con una DAG en el tertil inferior. Estos resultados apuntan a

que el medio ambiente androgénico durante la vida fetal temprana podría ejercer

una influencia tanto en la DAG como sobre las características del sistema

reproductivo en mujeres adultas.

 Al asociarse la DAG con el desarrollo genital/reproductivo en las mujeres durante

la etapa adulta, esta medida antropométrica podría ser una nueva herramienta de

potencial interés clínico para evaluar la función ovárica.
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ARTÍCULO 1: ANOGENITAL DISTANCE OF WOMEN IN RELATION TO

THEIR MOTHER´S GYNAECOLOGICAL CHARACTERISTICS BEFORE OR
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Revista de publicación: Reproductive BioMedicine Online

Abstract: Animal models suggest that anogenital distance (AGD) at birth reflects

androgen concentrations during in-utero development and predicts adult AGD. Several

human observational studies show an association between menstrual cycle irregularities

and a hyperandrogenic environment and that may result in a potential alteration of the

female reproductive tract during in-utero development. This study examined

associations between AGD of young women and their mother’s gynaecological

characteristics before or during pregnancy. This is cross-sectional study of 100 college-

age volunteers in southern Spain. Physical and gynaecological examinations were

conducted on the young women and they and their mothers completed epidemiological

questionnaires on lifestyles and gynaecological history. Linear regression analysis was

used to examine the association between AGD measurements (anus–fourchette (AGD

AF) and anus–clitoris (AGDAC)) of women and their mother’s gynaecological

characteristics. Longer AGDAF was associated with the presence of mother’s menstrual

cycle irregularities before pregnancy (P = 0.03). Longer female AGD has been related

to excess androgen exposure in utero in toxicological studies. The current findings may

be consistent with studies in which an association between menstrual cycle irregularities

and an hyperandrogenic environment has been reported, which therefore may result in a

potential modification of the female offspring’s reproductive tract during in-utero

development, including AGD.

Keywords: androgens, anogenital distance, irregular cycles, prenatal exposure,

reproductive tract, women

Dirección URL: http://dx.doi.org/10.1016/j.rbmo.2013.09.026
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ARTÍCULO 2: LONGER ANOGENITAL DISTANCE IS ASSOCIATED WITH

HIGHER TESTOSTERONE LEVELS IN WOMEN: A CROSS-SECTIONAL

STUDY
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Revista de publicación: BJOG: An International Journal of Obstetrics and

Gynecology.

Abstract:

Objective: Animal models have suggested that anogenital distance (AGD) at birth

reflects androgen levels during in utero development and predicts adult AGD. A recent

study showed an association between perineal length and androgen levels in men,

suggesting that serum testosterone levels in adulthood will depend on factors involved

during the fetal period. The aim of this study is to assess the relationship between AGD

measures and reproductive hormone levels in women.

Design Cross-sectional study conducted between February and November 2011.

Setting: University-affiliated fertility clinics.

Population: 100 young college students.

Methods: Physical and gynaecological examinations were conducted on university

students. All participants provided a blood sample for determination of reproductive

hormones and completed an epidemiological questionnaire on lifestyles and

gynaecological history. We used multiple linear regression analysis o examine the

associations between perineal length measurements [anus-fourchette (AGDAF) and

anus-clitoris (AGDAC)] and reproductive hormone levels.

Main outcome measures: Anogenital distance measurements and reproductive

hormone levels.

Results: In the multiple linear regression analyses, AGDAF was positively associated

with serum testosterone levels. Serum testosterone increased 0.06 ng/ml (95%CI 0.01,

0.10; P=0.02) for each 1-cm increase in AGDAF. None of the measurements was

associated with other reproductive hormones.

Conclusions: Anogenital distance may predict normal reproductive development in

women, and may be a new tool of potential clinical interest to evaluate ovarian function.

Our results suggest that serum testosterone levels in adulthood may depend on factors

operating in the prenatal period.

Keywords: Androgens, anogenital distance, prenatal exposure, women.
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ARTÍCULO 3: DISTANCIA ANOGENITAL EN MUJERES Y SU RELACIÓN CON

EXPOSICIONES PRENATALES MATERNAS
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Revista de publicación: Salud Ambiental

Resumen: La distancia anogenital (DAG) es un marcador de desarrollo genital que

presenta un dimorfismo sexual en mamíferos. Diversos estudios experimentales han

mostrado que la DAG al nacimiento refleja la exposición androgénica a la que el feto ha

estado expuesto durante su desarrollo intraútero. El objetivo de nuestro estudio fue

explorar la relación entre exposiciones prenatales (maternas) a distintos productos o

sustancias de uso cotidiano durante el embarazo y la DAG de sus hijas como marcador

indirecto del ambiente hormonal intrauterino. Se trata de un estudio transversal que

incluyó 100 jóvenes universitarias sanas entre 18 y 23 años. A cada participante se le

realizó un examen ginecológico completo y se midieron dos variantes de DAG: ano-

clítoris (DAGAC) y ano-horquilla vulvar (DAGAH). Tanto las jóvenes como sus madres

completaron un cuestionario epidemiológico sobre estilos de vida, incluyendo

exposición a productos prenatales e historia ginecológica. Las asociaciones entre la

exposición a productos prenatales y las DAG de las hijas se realizaron mediante análisis

de regresión lineal y logística múltiple. Una mayor exposición materna a

insecticidas/plaguicidas y disolventes/desengrasantes se asoció significativamente con

una DAGAH alargada en las hijas (ORa: 3,9; IC 95 % 1,2,- 12,7 y 3,8; IC 95 % 1,1 -

12,6, respectivamente). Nuestros resultados respaldan que ciertas exposiciones

prenatales maternas ambientales podrían estar asociadas con variaciones significativas

de las DAG en sus hijas, un biomarcador que refleja la exposición androgénica fetal

durante el desarrollo intraútero.

Palabras clave: alteradores endocrinos; distancia anogenital; exposiciones prenatales;

tracto reproductivo; mujeres.
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Abstract

Background

In animals, anogenital distance (AGD) at birth reflects androgen levels during

pregnancy and predicts adult AGD. Little is known about AGD in relation to female

reproductive characteristics in humans, a question this study was designed to explore.

Methods

We used multiple linear and logistic regression analyses to model the relationships

between adult female reproductive system characteristics (e.g. ovarian morphology,

menstrual cycle) and two measures of AGD [anus-fourchette (AGDAF) and anus-clitoris

(AGDAC)] in 100 college-age volunteers in Spain. Ovarian morphology was classified

as having  6 or  6 follicles per ovary.

Results

Both AGD measures were positively associated with ovarian follicle number, with

AGDAF being more strongly associated. Women in the upper tertile of the AGDAF and

AGDAC distributions were more likely to have  6 ovarian follicles [OR: 6.0 (95% CI

2.0, 17.6) and 3.0 (95% CI 1.1, 8.6), respectively] compared to women in the lowest

tertile.

Conclusions

Increased follicular recruitment has been related to excess androgen exposure in utero

in toxicological studies. Our results suggest that the androgenic environment during

early fetal life may influence reproductive system development, including AGD, in

human females.
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Background

Anogenital distance (AGD) is routinely used as a developmental endpoint in animal

toxicology studies by the U.S. Environmental Protection Agency and is one of the most

sensitive markers of in utero exposures to environmental endocrine-disrupting

chemicals (EDC) [1,2]. A number of animal studies have shown that exogenous

androgen or estrogen exposure (including EDC) during the prenatal period can alter the

development of the female reproductive tract [3-15]. For example, bisphenol A (BPA),

which may have both estrogenic and anti-androgenic properties, has been shown to

disrupt and alter ovarian function [10-14]; and it has recently been demonstrated that

BPA alters early oogenesis and follicle formation in the fetal ovary of nonhuman

primates [14]. Moyer and Hixon [15] have recently shown that prenatal exposure to

another well-known EDC, di(2-ethylhexyl) phthalate, increased the numbers of mature

follicles in adult females in the highest exposure group and the subsequent decrease in

overall reproductive lifespan. In rodents, AGD reflects the amount of androgen to

which a female fetus is exposed in early development. Indeed, prenatal exposure of

females to exogenous androgens results in longer and more masculine AGD [5-7] and

increased ovarian follicular recruitment in adulthood compared to controls [3,4,7]. In

male rodents, shortened (weight-adjusted) AGD persists into adulthood [16] and

predicts compromised reproductive function in the mature male [17,18]. Therefore, in

rodents AGD appears to provide a life-long read-out of prenatal androgen action [17].

Swan and colleagues showed a strong inverse association between prenatal

environmental exposure to the anti-androgenic phthalates and shorter male AGD in

human infants [19,20]. Recently, several studies on adult men have provided strong

evidence of the relationship between AGD length and male reproductive function
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[21,22]. Thus, AGD may provide a reliable link between prenatal hormonal milieu and

adult reproductive function in human males as well. Less is known about AGD in

human females, but there are several published reports of virilization of the lower

urogenital tract after either prenatal exogenous or endogenous exposure to androgenic

hormones [23,24]. Although a number of studies have measured female AGD

measurements in human infants [19,20,23,25-27], to our knowledge, no study has

measured AGD in adult women. The aim of this study is to investigate the relationship

between AGD measures and adult female reproductive system characteristics.

Methods

Study population

The Murcia Young Women’s Study (MYWS) is a cross-sectional study of healthy

young university students (18-23 years old) in the Murcia region of Spain. MYWS was

carried out between 9th February 2011 and 25th November 2011. Written informed

consent was obtained from all subjects. The Research Ethics Committee of the

University of Murcia approved this study.

Flyers stating, “Young healthy female university students wanted for research project”

were posted at university campuses to invite students to participate in this study. To be

included in MYWS, subjects had to be university students, have been born in Spain

after 31st December 1987, and be able to contact their mother and ask her to complete a

questionnaire. One hundred and twenty-four students contacted us, 15 subjects did not

meet inclusion criteria (3 had not been born in Spain and 12 were born before 31st

December, 1987), leaving 109 (88%) eligible students of whom 100 (92%) agreed to

participate in the study. At a scheduled clinic visit subjects underwent a gynecological
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examination, including transvaginal ultrasound, and completed an epidemiological

questionnaire on lifestyle. Participants were compensated for their participation (€40

gift card).

Physical examination and gynecological history

Body weight and height were measured using a digital scale (Tanita SC 330-S, London,

UK). Body mass index (BMI) was calculated as weight in kilograms divided by squared

height in meters. Ovarian and uterine morphology were studied by transvaginal

ultrasound using a single ultrasound machine for all imaging studies (Voluson E8®;

General Electric Healthcare, USA). Women were scanned in the early follicular phase

(cycle days 1-5) by two gynecologists (75% by M.R. and 25% by C.M.) using the same

classification.

Uterine morphology was assessed as normal or abnormal. Ovaries were classified as

having  6 or  6 follicles per ovary [28,29,30], a cutoff which several studies suggest

may have clinical relevance [28,29]. All follicles fell in the 2-10 mm diameter range.

Having 6 or more follicles has been associated with hyperprolactinaemia, hypothalamic

anovulation or weight-related amenorrhoea and may result from incomplete pulsatile

gonadotrophin (GnRH) stimulation of ovarian follicular development (28). It may also

indicate an ovarian dysfunction in female adolescents with cystic fibrosis (29) or the

presence of polycystic ovary (30).

In addition, a complete gynecological history was obtained from each subject, including

history of gynecological diseases (salpingitis, endometriosis, other) (yes/no), self-

reported menstrual cycle length (days) and previous irregular menstrual cycle (yes/no).
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Anogenital measurements

For each subject, AGD was measured in two ways. First, AGDAC was measured from

the anterior clitoral surface to the center of the anus (Figure 1, point 1 to point 3).

Second, AGDAF was measured from the posterior fourchette to the center of the anus

(Figure 1, point 2 to point 3).  Measurements were made using a digital caliper

(Stainless Steel Digital Caliper, VWR® International, LLC, West Chester, PA, USA)

and while subjects were in the lithotomy position, with the thighs at a 45o angle to the

examination table. To improve precision, two examiners made each of these

measurements three times, taking in total 6 measures for AGDAF and AGDAC,

respectively. The mean of the six measurements was used as the estimate. Neither the

examiners nor the support staff had knowledge of any of the women’s possible

conditions/alterations because the AGD measures were taken before the gynecological

examination.

Statistical analyses

We assessed intra- and inter-examiner variability in the AGD measurements by

calculating the coefficient of variation (% CV). We used multiple linear regression

analyses to identify predictors of each of the two AGD measurements. Covariates

initially examined as predictors of AGD measurements were: age, height, weight, body

mass index (BMI; kg/m2), age at menarche, self-reported sexually transmitted diseases

(STD), taking any medication (antibiotics or antihistamines; yes/no) and hormonal

contraception (yes/no). When inclusion of a potential covariate resulted in a change in

the β‑coefficient of < 10%, the variable was not retained in final models. Adjusted odds

ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CIs) were calculated using logistic

regression. All tests were two-tailed and the level of statistical significance was set at
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0.05. Statistical analyses were performed with the statistical package IBM SPSS 20.0

(IBM Corporation, Armonk, New York, USA).

Results

Table 1 shows the general characteristics of young women attending the MYWS. The

MYWS study population was quite homogeneous. Participants were nulliparous, mostly

in good or excellent health, with neither self-reported STD, nor injuries in the genital

region, nor transfusions. None of the women had been diagnosed with salpingitis or

endometriosis. Only one woman presented abnormality of the uterus (bicornuate

uterus). Sixty-five percent of the young women reported having ever had irregular

menstrual cycles. In terms of ovarian morphology, 43% of the women presented < 6

ovarian follicles and 57% ≥ 6 ovarian follicles. Women with < 6 follicles had a mean [±

standard deviation (SD)] AGDAF of 35.3 (5.3) mm and AGDAC of 77.3 (9.7) mm.

Women with ≥ 6 follicles had a mean AGDAF of 39.4 (6.5) mm and AGDAC of 82.6

(10.7) mm.

The distributions of both AGDAC and AGDAF were approximately normal (Figure 2a,

b). As expected, AGDAC and AGDAF were correlated [Pearson correlation (r) = 0.40,

p<0.0001] (Figure 3). In the multivariate analyses, there was a significant positive

association between BMI and both AGD measures (both p< 0.01). Hormonal

contraception was associated with shorter AGD measurements  (both p<0.05) (Table 2).

None of the other covariates were significantly associated with either AGD

measurement.
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As seen in Table 3, both AGDAF and AGDAC were positively associated with the

presence of ≥ 6 ovarian follicles. We also examined the association between having < 6

or ≥ 6 ovarian follicles and both AGD measurements stratified in tertiles (33 women in

each group). Both AGD measures were significantly associated with having ≥ 6 ovarian

follicles after controlling for the same covariates used in the linear regression models.

Women with AGD in the upper tertile of the AGDAC distribution, compared to the

lowest tertile were more likely to have ≥ 6 ovarian follicles compared to < 6 follicles

(Odds ratio: 3.0, 95% CI 1.1, 8.6). Similarly, women in the middle and upper tertiles of

the AGDAF distribution, compared to the lowest tertile, were three and six times more

likely to have ≥ 6 ovarian follicles compared to < 6 follicles [Odds ratio: 3.2 (95% CI

1.1, 8.8) and 6.0 (95% CI 2.0, 17.6), respectively]. Neither AGD measurement was

statistically significantly associated with any of the other reproductive outcomes.

Within and between-examiner variability

Intra-examiner coefficients of variation for both AGD measurements were below 3%,

and inter-examiner coefficients of variation for AGDAC and AGDAF were 4.9% and

10%, respectively. Using a mixed model, the interclass correlations were 0.84 (95% CI

0.76, 0.89) and 0.61 (95% CI 0.41, 0.74) for AGDAC and AGDAF, respectively.

Discussion

This is the first study to measure AGD in adult women and examine the relationships

between AGD and female reproductive system characteristics. Both AGD measures

were positively and strongly associated with the presence of greater ovarian follicular

number. Moreover, a woman with AGDAC or AGDAF in the highest tertile of the

distribution was 3 and 6 times, respectively, as likely to have  6 ovarian follicles as a
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woman with an AGDAC or AGDAF in the lowest tertile. This underscores the possible

clinical implications of the associations that we are reporting here.

Although we typically find that in men AGD measurements are not sensitive to

physiologic and lifestyle factors [22], in the current study population the use of

hormonal contraception was associated with shorter measures in both AGD

measurements (p values <0.05). One immediate consequence of that finding is that, in

females, it may be necessary to control not only for body size (height or BMI) as in

men, but also for hormonal status in studies seeking associations with AGD

measurements. In our study population, 74% (n=29) of the young women taking

hormonal contraception reported irregular menstrual cycles in the previous three

months. However, no association was found between AGD measurements and irregular

menstrual cycle. Therefore we could speculate that hormonal intake might be related to

the AGD measurements. To our knowledge, this is the first time this association has

been reported in humans.

Recently, Dusek and Bartos [31] examined the effect of the stage of the oestrous cycle

on the AGD in female mice and showed that AGD varied during the oestrous cycle, and

suggesting that female genital morphology systematically varied within the oestrous

cycle. Unfortunately, all the AGD measures in our study were taken during the early

follicular phase, so that we cannot assess that hypothesis. Nonetheless, it opens a door

to the possibility that hormonal changes (including hormonal contraception) could

result in small fluctuations in the morphology of the female external genitalia.

Longitudinal study measuring AGD within women at multiple points in the cycles is

needed to address this possibility.
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Alternatively, it has been suggested that women using hormonal contraception are

somewhat more fertile than women who do not [32]. In many mammalian species

females with shorter AGD are more fertile [33,34]. Therefore, it is possible that the

shorter AGD we observed in women using hormonal contraceptives reflects increased

fertility, rather than a direct effect of hormone use on AGD.

As multiple animal studies have shown, the female reproductive tract is susceptible to

virilization by exogenous androgen exposure prior to, as well as during, the in utero

masculinization programming window (MPW) [5-7]. This prenatal hyperandrogenism

results in enlarged cystic ovaries, anovulation or increases ovarian follicular recruitment

in female offspring [3,4,7,35]. Excessive prenatal androgens (either endogenous or

exogenous) can produce a polycystic ovary syndrome (PCOS)-like phenotype in animal

models, furthermore [35,36]. As such, it has been widely hypothesized that the etiology

of PCOS in humans may include excess prenatal androgen exposure [37]. Pregnant

women with PCOS have elevated circulating concentrations of androgens at mid-

gestation, which may increase fetal androgen exposure, and female offspring of PCOS

mothers are at increased risk of altered ovarian development and function [38,39].

Long-term follow-up studies are required to determine whether this excessive exposure

resulted in long-term changes in ovarian function and/or alterations in reproductive

function. Here, we do not examine PCOS per se, however we do demonstrate that

AGD, a purported biomarker of prenatal androgen exposure, is associated with

increased ovarian follicle number.

With regard to reproducibility of follicle count estimated by transvaginal ultrasound, it

has been shown that determination of follicle count by transvaginal ultrasound results in
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acceptable intra- and inter- observer variability [40]. While there is undoubtedly some

inter-cycle variability of follicle count, it is considered to be of little clinical

significance, for example, in predicting the response in in vitro fertilization [41].

Several articles have previously defined having ≥ 6 or > 12 ovarian follicles as

multifollicular [28,29] or polycystic ovaries [30], respectively. We were unable to look

at women with polycystic ovaries separately due to small numbers; only 10 women met

this criterion. We chose instead to use the cutoff for multifollicular ovary (≥ 6), a cutoff

which several studies suggest may have clinical relevance [28,29,30].

We found significant positive associations between both AGDAF and AGDAC and the

presence of greater ovarian follicle number, which could indicate a common fetal origin

between longer AGD and greater follicular recruitment. In fact, in animal models, an

association between prenatal exposures to androgen excess and an increase in ovarian

follicular recruitment [3,4,7] and longer AGD measurement [7] has been reported.

All previous published studies on human female infants have measured both AGDAF

and AGDAC [19,20,23,25-27]. Callegari et al. [23] also calculated the ratio (i.e:

AGDAF/AGDAC) both, in premature/full-term newborn infants and newborn infant girls

with congenital adrenal hyperplasia, reporting a relatively higher ratio among subjects

with that condition. This result supports the hypothesis that androgen exposure in utero

may affect measures of the anogenital region in human females. Callegari et al. [23]

also took both AGD measurements on a small number of pregnant women (n=10),

reporting the first such data, to the best of our knowledge. With all the possible

limitations regarding study population and methodologies, our young women presented

longer AGDAF and shorter AGDAC compared to those ten pregnant women.
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We had only a few cases of clinically diagnosed PCOS in our study population;

therefore we were unable to explore the relationship between that condition and the

AGD measures. A larger and more diverse population or another type of study design

(case-control) would add much more information on whether androgen action during

early fetal life exerts a fundamental influence on the female reproductive tract in

humans, as has been demonstrated in rodents.

Our population was small and limited in age and ethnicity, and thus cannot provide

normative values for human female AGD measurements. AGD measures were well

tolerated by all subjects, quick to perform, with acceptable intra- and inter-examiner

reliability. We plan to assess reproductive hormones in a future publication. A finding

of higher FSH and/or low inhibin-B, estradiol or free testosterone with shorter or longer

AGD would lend support to the association between AGD and female reproductive

system characteristics reported here.

In human males, shorter AGD in adulthood has been associated with poorer semen

quality [21,22] and infertility [21] suggesting a common origin, including a disruption

of testicular development in utero, as suggested by the testicular dysgenesis syndrome

hypothesis [42,43]. As hypothesized, this syndrome, although potentially multifactorial,

may be caused by exposure to EDC during the MPW [18].

Recently, Buck Louis et al. [44] suggested a similar paradigm for human females, the

ovarian dysgenesis syndrome, which the authors define as alterations in ovarian

structure or function that may manifest as fecundity impairments, gynecologic

disorders, gravid diseases or later onset of adult diseases. Environmental exposures,
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particularly EDC, may be related to in utero origin of gynecologic outcomes, which in

turn would be associated with later onset of adult diseases.

Conclusions

Animal studies have shown that the female reproductive tract is susceptible to

virilization by exogenous androgen exposure prior to, as well as during, the MPW that

is determined by androgen action [6]. Our data demonstrate associations between the

two measurements of AGD we examined and an increase in ovarian follicle number.

Our results suggest, therefore, that the androgenic environment during early fetal life

may exert a fundamental influence on both AGD and female reproductive system

characteristics in humans.

If AGD (adjusted for body size) is determined prenatally in humans as in rodents, a

longer female AGD in adulthood should reflect a longer AGD at birth, which in turn

may reflect increased androgen exposure in utero. Therefore, both greater follicular

recruitment and longer AGD in adulthood - assuming that AGD is a stable finding in

humans throughout their lives - may reflect a common origin in utero, resulting in

alterations of the developing female reproductive tract.
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Table 1. Characteristics of young women participating in the Murcia Young Women’s
Study (MYWS)(1)

1) One woman with no physical examination performed (n=99)
a) in days (number of subjects = 36)
b) Mean number ± (SD) of cigarettes per week, 39.4±(29.9), if a smoker.
c) Mean number ± (SD) of drinks (330 cc) per week, 2.6±(2.5), if a drinker.
d) Question was ‘How would you describe your own health?
e) Oral contraceptives or vaginal ring
SD = Standard deviation;  (5-95)= 5th-95th percentile
AGDAC: Anogenital Distance from the center of the anus to the anterior clitoral surface
AGDAF: Anogenital Distance from the center of the anus to the posterior fourchette

Mean (SD) Median (5-95)
Age (years) 20.0 (1.2) 20.0 (18.0 - 22.0)
BMI (kg/m2) 21.8 (3.1) 21.3 (17.7 - 28.8)
Age at menarche 12.7 (1.3) 13.0 (11.0 - 15.0)
Day of cycle at clinic 3.9 (2.6) 3.5 (1.0 - 6.0)
Menstrual cycle lengtha 30.9 (7.6) 30 (25.0 - 44.0)
Anogenital distance (AGDAC) (mm) 80.4 (10.5) 79.2 (59.5 - 96.1)
Anogenital distance (AGDAF) (mm) 37.7 (6.3) 37.2 (27.9 - 48.6)
AGDAF / AGDAC 0.47 (0.09) 0.46 (0.36 - 0.60)

Percentage of women (%)
Caucasian 98.0
Cigarette smokingb 34.0
Alcohol intake (liquor)c 31.6
Have had:
Good or excellent general healthd 92.0
Diabetes or thyroid disease 2.0
Using hormonal contraceptione 39.8
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Table 2. Variables related to AGDAF and AGDAC in multivariate models.

a no vs. yes

Table 3. Multivariate analysis for young women’s female reproductive system
characteristics and AGDAF and AGDAC

(1)

Variable
AGDAF AGDAC

Unstandardized
Coefficients

Standardized
Coefficients

P-value Unstandardized
Coefficients

Standardized
Coefficients

P-value

β β β β
BMI (kg/m2) 0.82 0.41 < 0.01 1.2 0.34 < 0.01
Hormonal contraceptiona - 2.4 - 0.20 0.03 - 4.9 - 0.24 0.01

Variable
AGDAF AGDAC

β 95% CI P-value R2 β 95% CI P-value R2

Uterine morphologya - 2.0 (- 9.7, 5.7) 0.60 0.22 1.0 (- 12.6, 14.6) 0.88 0.18
Ovarian morphology

< 6 ovarian follicles Ref. Ref.
≥ 6 ovarian follicles 3.1 (0.96, 5.3) < 0.01 0.30 4.6 (0.76, 8.5) 0.02 0.23

Menstrual cycle lengthb 0.25 (- 0.24, 0.74) 0.31 0.20 0.46 (- 0.62, 1.5) 0.39 0.23
Irregular menstrual cyclec 0.69 (- 1.6, 2.9) 0.55 0.22 0.71 (- 3.3, 4.8) 0.73 0.18

1) Controlling for BMI and hormonal contraception
a) normal/abnormal
b) in days (number of subjects = 36)
c) Question was: “Have you ever had an irregular menstrual cycle?” (yes/no)
β= Regression coefficient; CI= Confidence interval
Ref.: reference group
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Figure 1. Landmarks for two measurements of AGD: AGDAC, from the anterior clitoral
surface to the center of the anus (point 1 to point 3); and AGDAF, from the posterior
fourchette to the center of the anus (point 2 to point 3). Adapted with permission from
Sathyanarayana et al. [27].
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Figure 2. Frequency distributions of (a) AGDAF and (b) AGDAC in the MYWS.

a)

b)
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Figure 3. Correlations between AGDAF and AGDAC measures in the MYWS.
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