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Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas 

altamente sensibles a los agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos 

compuestos químicos incluidos en la composición de productos de uso cotidiano, 

podrían  influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo en esta tesis 

doctoral es determinar una posible asociación entre los niveles corporales de estos compuestos 

y el resultado del tratamiento de reproducción asistida realizado. Para ello hemos medido los 

niveles urinarios y en líquido folicular o plasma seminal de ciertos tóxicos ambientales, con 

capacidad conocida para la disrupción endocrina (BPA, parabenos, ftalatos, metabolitos de la 

soja, cafeína y nicotina), con la intención de relacionarlos con las aneuplodías encontradas en 

embriones y espermatozoides y con los resultados reproductivos de parejas con aborto de 

repetición (AR), fallo repetido de implantación (FI) y factor masculino severo (FM), que se 

realizan un tratamiento con diagnóstico genético preimplantacional (DGP) para el cribado 

de aneuplodías mediante arrays de CGH. Se han incluido 10 parejas infértiles por alguna de 

las indicaciones arriba mencionadas. Se han comparado los resultados obtenidos con un grupo 

control femenino formado por 31 donantes fértiles de nuestro programa de donación de 

ovocitos y un grupo control masculino de 25 donantes fértiles de semen. Pacientes y controles 

han completado un cuestionario para evaluar su estilo de vida y su exposición potencial a 

diferentes tóxicos ambientales. La medida de los disruptores endocrinos se ha realizado 

mediante cromatografía líquida acoplada a espectometria de masas (HPLC-ESI/MS). La 

determinación de las aneuploidías en espermatozoides se ha valorado mediante FISH y las 

aneuploidías en embriones mediante arrays de CGH. En nuestro estudio se observaron 

mayores niveles de disruptores endocrinos en las donantes de ovocitos en comparación con los 

donantes de semen. Además, se detectaron mayores niveles de disruptores endocrinos en 

nuestro grupo de pacientes con alto riesgo de aneuploidía, en comparación con los grupos 

control de donantes de fertilidad probada, destacando mayores niveles de BPA, m-Parabenos y 

cafeína en pacientes. En las donantes femeninas, se observó disminución de la respuesta 

ovárica tras exposición a químicos en el lugar de trabajo, y mayor respuesta con el consumo de 

soja y cafeína. En los donantes masculinos, el mayor consumo de soja se asoció tanto a 

disminución de la movilidad espermática como a un aumento de aneuplodías en 

espermatozoides. El m-Parabeno se asoció con disminución de la movilidad y el p-Parabeno 

con aumento de disomías de cromosomas sexuales en espermatozoides. Dentro de las parejas 

infértiles, en las mujeres observamos una tendencia a mayor porcentaje de aneuploidias 

embrionarias a mayor consumo de cafeína y menor concentración de BPA. Sin embargo, en los 

varones observamos una tendencia a mayor porcentaje de aneuploidias embrionarias en los 

varones con mayor concentración de BPA. En la evaluación de la pareja infértil destacamos la 

necesidad de considerar la influencia de la exposición ambiental a disruptores endocrinos 

como un factor determinante para el resultado del tratamiento de reproducción asistida.  
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We know that the preconception period, periconception period, and pregnancy are highly 

sensitive to external agents. Recently, it has been suggested that certain chemical compounds 

included in the composition of everyday use products could affect the reproductive health of 

men and women. Our goal is to determine a possible association between the body levels of 

these compounds and compare them with the outcome of the assisted reproduction treatment 

performed. In order to achieve our objective, we have measured certain environmental toxics 

with acknowledged capacity for endocrine disruption (BPA, parabens, phthalates, metabolites 

of soy, caffeine, and nicotine) in  urine, follicular fluid or seminal plasma to correlate them 

with aneuplodies found in embryos and sperm andreproductive outcomes of couples with 

recurrent miscarriage (RM), repetitive implantation failure (RIF), and severe male factor (MF) 

who underwent a treatment with preimplantation genetic diagnosis (PGD) for aneuploidy 

screening by CGH arrays. We included 10 infertile couples who suffered any of the above 

mentioned indications. We compared the patients results with a female control group of 31 

fertile donors included in our oocyte donation program, and a control group of 25 fertile male 

sperm donors. Patients and controls answered a questionnaire to assess their lifestyle and 

potential exposure to different environmental toxics. The assessment of endocrine disruptors 

was carried out using liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-ESI/MS). 

The determination of aneuploidy in sperm was assessed by FISH, and the aneuploidy in 

embryos was performed using CGH arrays. In our study, higher levels of endocrine disruptors 

were found in oocyte donors compared to sperm donors. In addition, higher levels of endocrine 

disruptors such as BPA, m-paraben and caffeine were detected in our group of patients at high 

risk of aneuploidy compared with our tested fertility donors (control group)., In the female 

donors decreased ovarian response was observed after exposure to chemicals at workplace, and 

a greater ovarian response was found with soy and caffeine consumption. In male donors, soy 

intake was associated with a decrease in sperm motility and an increase of aneuploid cells in 

sperm. The m-paraben was associated with decreased sperm mobility and p-paraben with 

increased disomies of sex chromosomes in sperm. Among infertile couples, women tend to 

have a higher percentage of embryo aneuploidy with caffeine consumption and a lower 

concentration of BPA. However, men tend to have a higher percentage of aneuploid embryos 

with highest BPA concentration. Finally, in the evaluation of the infertile couple we notice to 

consider the influence of environmental exposure to endocrine disruptors as a determinant 

factor for the outcome of assisted reproduction treatment. 
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1. EXPOSICIÓN AMBIENTAL E INFERTILIDAD  

 

La infertilidad se define como la incapacidad para concebir después de un año de relaciones 

sexuales sin protección y tiene una prevalencia global del 9% (Boivin et al., 2007). Entre las 

parejas infértiles, se estima que en el 38% de los casos la causa es predominantemente 

femenina y en el 20% principalmente masculina, mientras que el 27% tiene etiología 

masculina y femenina, y no se ha identificado ninguna causa evidente en el 15% restante 

(infertilidad idiopática) (Bretveld et al., 2007), a pesar del aumento de los conocimientos sobre 

la base fisiológica de la infertilidad. 

 

Desde la mitad del siglo XX, numerosos estudios han reportado un aumento en la incidencia 

de enfermedades de la reproducción humana y la consiguiente disminución de la función 

reproductiva en todo el mundo (Woodruff et al., 2011). Dado el corto período de tiempo en el 

que se ha producido este empeoramiento de la capacidad reproductiva, difícilmente esto 

puede ser explicado por cambios genéticos, por lo que se piensa que exposiciones a ciertos 

compuestos relacionados con el desarrollo industrial podrían ser responsables de estas 

tendencias (Woodruff et al., 2008; Balabanic et al., 2011). 

 

El elevado número de compuestos químicos al que estamos expuestos, la variedad de sus 

posibles efectos adversos y la incertidumbre sobre sus consecuencias clínicas, han generado 

una preocupación razonable en científicos, y en una gran parte del resto de la sociedad (Porta 

et al., 2002; Weinhold et al., 2003; Stokstad et al., 2004; Porta et al., 2006). Actualmente, 

existe un gran interés en la determinación de los efectos sobre la salud del ser humano de una 

amplia gama de exposiciones ambientales experimentadas a lo largo de la vida. El exposoma se 

compone de cada exposición a la que un individuo se somete desde la concepción hasta la 

muerte (Wild et al., 2012). El concepto de exposoma se desarrolló para llamar la atención 

sobre la necesidad de una evaluación más completa de la exposición ambiental en estudios 

epidemiológicos (Wild et al., 2005; Wild et al., 2009; Wild et al., 2011; Rappaport et al., 2010) 

definiéndose el entorno en el sentido amplio de la no-genética. El exposoma, por lo tanto, 

complementa el genoma, proporcionando una descripción completa de la historia de la 

exposición de toda la vida (Wild et al., 2012). Se pueden considerar tres grandes categorías de 

exposiciones no genéticas: interna, externa específica y externa general (Figura 1) (Wild et al., 

2012). En primer lugar, el exposoma comprende procesos internos del cuerpo. Estas 

condiciones internas inciden sobre el medio ambiente celular. En segundo lugar, encontramos 

la amplia gama de exposiciones externas específicas que han sido el foco principal de los 

estudios epidemiológicos y que tratan de vincular los factores ambientales con el riesgo de 

cáncer. En tercer lugar, el exposoma incluye las influencias sociales, económicas y psicológicas 
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en el individuo. Aquí se engloban los determinantes sociales de la salud (Wild et al., 2012). 

Hay una superposición en estos tres dominios y, a veces, dificultad en la colocación de una 

exposición particular en un dominio u otro (Wild et al., 2012). 

 

Figura 1: Dominios que comprende el exposoma. 

 

2. ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS Y SU RELACIÓN CON LA INFERTILIDAD 

 

Las aneuploidías son alteraciones cromosómicas comunes en los embriones humanos (Harper 

et al., 1995; Munné et al., 1998). Las trisomías y las monosomías representan al menos un 

10% de las gestaciones humanas, y en mujeres cercanas al final de su vida reproductiva 

pueden superar el 50%. De hecho, la tasa de aneuploidías en los ovocitos y en los embriones es 

más elevada en mujeres de edad materna avanzada (EMA) (Hassold et al., 1980) 

probablemente por defectos en la recombinación meiótica debidos a la edad (Lamb et al., 

1996). Estos efectos ligados a la edad resultan en una mayor incidencia de aneuploidías en la 

descendencia, en un incremento de abortos espontáneos y, por tanto, en una reducción de las 

tasas de implantación.  

 

La presencia de aneuploidías también puede influir en otras parejas infértiles. Por ejemplo, se 

ha descrito como una de las causas más frecuentes de abortos en parejas con aborto recurrente 

(AR) (Sugiura-Ogasawara et al., 2012). En parejas con fallo repetido de implantación (FI) el 

diagnóstico sigue siendo un desafío clínico ya que sus causas pueden ser múltiples, 

contribuyendo tanto el factor embrionario como el endometrial y se ha propuesto la presencia 

de aneuploidías como una de sus principales causas (Margalioth et al., 2006). En parejas 

infértiles con un factor masculino (FM) severo asociado, se ha descrito una mayor incidencia 

de abortos con alteraciones cromosómicas de gestaciones conseguidas tras inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI, del inglés Intracytoplasmic Sperm Injection) 

(Kim et al., 2010). Adicionalmente, se ha descrito una mayor incidencia de anomalías 
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cromosómicas en los espermatozoides de varones infértiles debido a errores durante la meiosis 

(Rodrigo et al., 2010; Rubio et al., 2001), lo que podría explicar estos resultados. Así, estudios 

citogenético-moleculares de restos fetales abortivos procedentes de gestaciones espontáneas 

muestran que el 40,6% presentan alteraciones cromosómicas. Esta incidencia incrementa al 

62,7% en gestaciones conseguidas tras tratamientos de reproducción asistida (TRA) en 

pacientes infértiles con el uso de ovocitos propios, y alcanza el 72,7% cuando existe además un 

FM asociado (Campos-Galindo et al., 2015) (Figura 2). 

 

Figura 2: Incidencia de aneuploidías en restos fetales de gestaciones detenidas espontáneamente. 

 

El diagnóstico genético preimplantacional (DGP) permite conocer el contenido genético y 

cromosómico de los embriones antes de ser transferidos al útero materno, sin afectar 

negativamente a su desarrollo o capacidad de implantación (Hardy et al., 1990). Ha resultado 

de gran utilidad en parejas con elevado riesgo de transmisión de enfermedades monogénicas a 

la descendencia, y para descartar anomalías cromosómicas numéricas y estructurales. A finales 

de los 90, esta tecnología empezó a aplicarse también como una herramienta adicional para la 

selección de embriones euploides en varios grupos de pacientes, consideradas como de mal 

pronóstico dentro de los centros de reproducción asistida. En estos casos, se ha denominado 

cribado genético preimplantacional (PGS, del inglés Preimplantational Genetic Screening). El 

PGS puede realizarse en diferentes estadios: tras biopsia del corpúsculo polar, biopsia 

embrionaria de una célula en día 3 de desarrollo, o biopsia de blastocisto con la obtención de 

varias células del trofoectodermo en día 5-6 de desarrollo. Tras la biopsia se aplican técnicas 

de biología molecular o de citogenética en función del tipo de alteración que interese evaluar. 

En los últimos 20 años, la tecnología utilizada para el estudio cromosómico ha cambiado a 

medida que se desarrollaban nuevas técnicas moleculares; mientras que en 1995 la hibridación 

in situ fluorescente (FISH, del inglés Fluorescence in situ Hybridization) se aplicaba 

principalmente en blastómeras y permitía el análisis de un número limitado de cromosomas, 

desde 2008 se comenzaron a utilizar los arrays de hibridación genómica comparada (aCGH, 
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del inglés array Comparative Genomic Hybridization), generalizándose su uso y han permitido 

el análisis de los 24 cromosomas, no sólo en célula única sino también en biopsia de 

blastocisto. Otras plataformas de análisis como las de SNP (del inglés, Single Nucleotide 

Polymorphism) y qPCR (del inglés, Quantitative Polymerase Chain Reaction) se han aplicado 

con éxito también en PGS en los últimos años (Handyside et al., 2013).  

 

3. DISRUPTORES ENDOCRINOS. 

3.1. Generalidades. Aproximación histórica. Definición. 

 

En 1991, un grupo de científicos de más de una docena de disciplinas, convocado por la Dra. 

T. Colborn de la Fundación World Wildlife, se reunieron para discutir sobre las alteraciones 

del desarrollo observadas en poblaciones de vida silvestre después de la exposición a 

compuestos químicos. Allí, se estableció el término disruptor endocrino (DE) (Colborn y 

Clement, 1992) para describir una clase de productos químicos, incluidos los que actúan 

como agonistas y antagonistas de los receptores de estrógeno (RE), receptor de andrógenos 

(RA), receptor de la hormona tiroidea y otros (Vandenberg et al., 2009). Desde esta reunión el 

término DE ha sido ampliamente aceptado en la comunidad científica (Vandenberg et al., 

2009). 

 

En la actualidad, se estiman en más de 100.000 las sustancias químicas diferentes catalogadas 

en Europa para su uso comercial, y se registran cientos de sustancias nuevas cada año 

(Goldman et al., 2002). 

 

En el seminario europeo sobre el impacto de los DE en la salud humana y animal, que tuvo 

lugar en Weybridge (Reino Unido) en diciembre de 1996, se consensuó la primera definición 

general: Sustancia química exógena que tiene efectos adversos para la salud de un organismo 

intacto o su descendencia, como consecuencia de cambios en la función endocrina. La 

definición emitida por la Unión Europea (UE) en 2012, consistente con la definición de la 

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria en 2013 (EFSA, del inglés European Food Safety 

Agency) establece que un DE es: Sustancia exógena que causa efectos adversos a la salud en 

un organismo intacto, o su progenie, secundario a cambios en la función endocrina. 

 

Los DE pueden dividirse en compuestos naturales, tales como los fitoestrógenos de soja, 

extractos y fórmulas de varias plantas u hongos y, un amplio espectro de productos 

manufacturados e industriales (Hampl et al., 2014). Estos últimos productos químicos 

comprenden los utilizados en la lucha contra la vida silvestre no deseada y las amenazas 

agrícolas (pesticidas, fungicidas, insecticidas y rodenticidas) o varios compuestos sintéticos 
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como son las sustancias utilizadas en la producción de plásticos y plastificantes, materiales de 

embalaje, o una amplia gama de productos químicos industriales utilizados como materiales de 

construcción, pinturas y materiales de aislamiento (Hampl et al., 2014). Los DE también 

incluyen muchos medicamentos derivados de las hormonas naturales, en particular todos los 

anticonceptivos (Hampl et al., 2014). 

 

Los DE se diseñaron originalmente para una acción específica y actualmente se sabe que 

distorsionan los mecanismos hormonales del cuerpo y producen efectos secundarios cuando 

son absorbidos porque mimetizan, desplazan, antagonizan, bloquean o incluso amplifican los 

procesos vitales que se rigen por las hormonas endógenas perturbando la fisiología normal del 

cuerpo (Martina et al., 2012; Schug et al., 2011). Esta disrupción puede ocurrir alterando los 

niveles hormonales normales, inhibiendo o estimulando la producción y metabolismo de las 

hormonas o cambiando la forma en que las hormonas se transportan por el cuerpo e incluso 

afectando a las funciones que esas hormonas controlan a través de mecanismos de acción 

diversos (Martina et al., 2012; Schug et al., 2011) (Figura 3).  

 

Figura 3: Principales glándulas de sistema endocrino de una mujer (rojo) y de un hombre (azul). 

http://www.slideshare.net/isaco153/introduction-to-endocrine-disrupting-chemicals-1 

 

Los DE son omnipresentes se encuentran en los alimentos, en el hogar y en los productos de 

cuidado personal. La exposición a los DE en el medio ambiente es compleja. Aunque las 

restricciones en el uso de sustancias tóxicas, se han aplicado en algunos países, algunos DE y 

sus derivados pueden todavía ser ampliamente detectados en el medio ambiente (Knez et al., 

2013). La población, en general, está expuesta a DE a través de la ingestión de alimentos 

contaminados, la inhalación de aire y polvo contaminado, y el contacto con la piel, mientras 
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que algunas zonas están sometidas a mayor riesgo debido a razones geográficas y culturales 

(Nash et al., 2004). 

 

3.2. Cinética: dosis/respuesta 

 

Los DE incluso a dosis extremadamente bajas pueden tener profundos efectos en los 

organismos expuestos. Durante muchos años, al evaluar los efectos tóxicos de los posibles DE, 

los toxicólogos se han basado en el principio de que la dosis hace el veneno (Paracelso, 1493 - 

1541), nada es inocuo, todo es veneno; sólo la dosis hace la diferencia, lo que implica que se 

espera que las dosis más altas causen mayor daño, esto es, efectos directamente proporcionales 

a la dosis ingerida (curva monótonica) (Vandenberg et al., 2009) por lo tanto, los efectos que 

no se ven a dosis elevadas no se esperan a dosis bajas (Vandenberg et al., 2009). Este modelo 

identifica una dosis segura mediante la evaluación de diferentes dosis de una sustancia 

química hasta que se determina el nivel sin efecto observable (NOEL) (del inglés, No-

Observed-Effect Level). Se ha sugerido que, similar a las hormonas, los DE tienen una curva 

de respuesta bifásica, en forma de U, con altas respuestas a bajos y altos niveles de exposición, 

o de U invertida a la dosis, con las mayores respuestas a dosis intermedias (Conolly y Lutz, 

2004; Calabrese y Baldwin, 2001) es decir, curva de dosis respuesta no monotónicas 

(NMDRs, del inglés Non-Monotonic-Dose-Response), es decir, dosis muy bajas podrían tener 

efectos significativos sobre la proliferación celular o el desarrollo (Schug et al.,  2011).  

 

3.3. Efecto cóctel  

 

Las mezclas de DE pueden dar lugar a efectos combinados. El entorno no nos expone a DE 

específicos, sino a un cóctel complejo (Knez et al., 2013). Generalmente, se cree que las 

sustancias estrogénicas (hormonas y DE) actúan de manera aditiva, lo que significa que los 

efectos de las mezclas se pueden predecir por la concentración de cada sustancia y la afinidad 

de unión relativa al receptor estrogénico (Howdeshell et al., 2008; Sun, Zha y Wang, 2009). 

Sin embargo, se ha demostrado recientemente que algunos DE en determinadas 

concentraciones pueden también actuar en antagonismo competitivo sobre los receptores de 

estrógeno (Li et al., 2012). Por otra parte, la complejidad de los mecanismos involucrados en 

las acciones químicas que provocan perturbaciones endocrinas significa que sus efectos sobre 

la salud pueden ser el resultado de la acción a través de múltiples vías, que podría dar lugar a 

efectos mayores que el aditivo (Kortenkamp et al., 2007). Tales interacciones podrían incluso 

permitir que las sustancias que no producirían ningún efecto por sí mismas, podrían producir 

efectos significativos en las concentraciones presentes ambientalmente (Christiansen et al., 

2012).  
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3.4. Ventana de susceptibilidad a la exposición 

 

El período en que se produce la exposición a DE es crucial para su toxicidad. La evidencia 

sugiere que la exposición temprana a ciertos productos químicos tóxicos puede asociarse 

directamente con aumentos en las tasas de muchas de las enfermedades humanas más 

comunes y las enfermedades que más han crecido en los últimos 20 años, incluyendo el asma, 

los problemas de aprendizaje y de conducta, la pubertad temprana, la infertilidad, el cáncer de 

mama y de próstata, la enfermedad de Parkinson, y la obesidad, entre otras enfermedades 

(Yaoi et al., 2008; Perera et al., 2009; Novikova et al., 2008).  

 

En el campo de la disrupción endocrina se ha acuñado el principio de las bases fetales de la 

enfermedad adulta o FeBAD (del inglés, Fetal Basis of Adult Disease) para describir las 

interacciones entre el desarrollo del organismo y el ambiente que determinan la propensión de 

ese individuo a desarrollar una enfermedad más tarde (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Este 

concepto se ha extendido más allá del período fetal para incluir el periodo de desarrollo 

postnatal temprano cuando los órganos continúan viviendo un desarrollo sustancial.  

 

El periodo de desarrollo durante el que se produce la exposición a los DE es un factor crítico 

en cuanto a las consecuencias para la salud. Aunque la exposición adulta puede causar daños, 

la exposición de fetos y bebés es aún más relevante, ya que la susceptibilidad a los efectos 

adversos de los DE es mucho más alta durante estos períodos. Estos efectos dañinos durante 

los períodos de desarrollo pueden ocurrir con la exposición a dosis mucho más bajas que las 

que se consideran perjudiciales para adultos (Schug et al., 2011). Las razones de este aumento 

de la sensibilidad pueden ser explicadas por la falta de mecanismos de protección, en general, 

presentes en los adultos, como el mecanismo de reparación del ADN, la presencia de enzimas 

detoxificantes eficientes, la madurez del hígado que permite el aclaramiento sérico de los 

compuestos químicos, y la protección de la barrera hematoencefálica. En consecuencia, el 

período en que se produce la exposición a DE tiene un papel crucial en su toxicidad 

(Diamanti-Kandarakis et al.,  2009). 

 

4. DISRUPTORES ENDOCRINOS Y INFERTILIDAD  

 

Los DE imitan la acción de las hormonas (Schiffer et al., 2014) que intervienen en la 

concepción humana y el desarrollo (Vandenberg et al., 2012), a través de la alteración de los 

procesos mediados por estrógenos o andrógenos por lo que se han relacionado con efectos 

adversos en la reproducción humana como la disminución de las tasas de fecundidad en el 

mundo occidental (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Bergman et al., 2013), el cáncer de 



22 

 

testículo y la infertilidad generalizada (Carlsen et al., 1992; Skakkebaek et al., 2001; Bergman 

et al., 2013; Mortimer et al., 2013). 

 

El papel central de los estrógenos en el sistema reproductivo ha llevado a la sugerencia de que 

las exposiciones ambientales a compuestos que imitan los efectos biológicos de estradiol son 

una causa subyacente de los trastornos de la reproducción, de la alta incidencia de 

enfermedades relacionadas con las hormonas y del cáncer en la población occidental (Byrne et 

al., 2009). 

 

Los estrógenos son una familia de hormonas esteroides producidas por la modificación 

enzimática del colesterol y que se sintetizan en diferentes tejidos, pero durante los años 

reproductivos de la mujer se producen principalmente en los ovarios (Byrne et al., 2009). Los 

estrógenos tienen efectos sobre muchos niveles de organización biológica, desde la totalidad 

del individuo a los sistemas de órganos, células y la expresión génica. El principal estrógeno 

sintetizado en las mujeres durante los años fértiles es el 17β-estradiol o estradiol (E2) que 

deriva de la testosterona por acción de la actividad aromatasa (Schug et al., 2011).
 

 Los DE 

imitan los efectos biológicos de estradiol.  

 

Inicialmente se pensó que los DE ejercían su función únicamente a través de receptores 

nucleares, incluyendo RE, receptores de progesterona, receptores de hormonas tiroideas y 

receptores retinoides entre otros (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Sin embargo, 

actualmente se sabe que los mecanismos por los que actúan los DE son mucho más amplios 

que los inicialmente identificados lo que lleva a una increíble diversidad y complejidad de 

acción. De hecho, además de alterar la señalización de los receptores nucleares, los DE son 

capaces de actuar a través de receptores no esteroides, a través del reclutamiento de 

coactivadores o correpresores transcripcionales, a través de rutas enzimáticas implicadas en la 

biosíntesis y metabolismo esteroides, a través de la modificación del aclaramiento plasmático, 

o actuando directamente sobre la expresión génica por medio de modificaciones epigenéticas y 

otros numerosos mecanismos que convergen en los sistemas endocrinos y reproductivos 

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Diamanti-Kandarakis et al., 2010; Schug et al., 2011). 

 

La mayoría de los DE actúan a nivel de tejido somático e influyen en la fisiología del 

organismo expuesto (Skinner, 2011) pero en algunos casos promueven una transmisión a 

través de sucesivas generaciones (Schug et al., 2011). Este mecanismo de transmisión implica 

modificaciones epigenéticas de la línea germinal, como cambios en la metilación del ADN y la 

acetilación de histonas (Schug et al., 2011). Estos efectos son particularmente problemáticos 

porque las alteraciones en la programación genética durante las etapas tempranas del 
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desarrollo pueden tener profundos efectos años más tarde y pueden llevar a una herencia 

transgeneracional de una enfermedad (Skinner, 2011; Costa et al., 2014). Un ejemplo clásico 

de efecto epigenético secundario a los DE se demostró después de la exposición de mujeres 

embarazadas a dietilestilbestrol (DES), utilizado para prevenir abortos involuntarios en los 50s 

y 60s (Newbold et al., 2000; Newbold et al., 2008). Se observó que los fetos femeninos 

expuestos en el primer trimestre del embarazo tuvieron una mayor incidencia de la infertilidad 

en la vida adulta, y una mayor incidencia de carcinoma vaginal de células claras (Herbst, 

Ulfelder y Poskanzer, 1971; Barclay, 1979), disminución de la fertilidad, aumento de las tasas 

de embarazo ectópico (Goldberg et al., 1999), y menopausia precoz (Hatch et al., 2006). Se 

observó una mayor incidencia de trastornos de la reproducción en la segunda generación de 

estas mujeres expuestas al DES en el útero, lo que sugería que los cambios epigenéticos 

podían ser transmitidos a las generaciones posteriores (Christensen y Marsit, 2011). Como 

Newbold señalaba, lo aprendido con el DES en los seres humanos y los animales es que el feto 

femenino es susceptible de anormalidades reproductivas inducidas por factores ambientales, 

que la organogénesis gonadal es sensible a las hormonas sintéticas e imitadores hormonales 

durante las ventanas de exposición críticos, y que la enfermedad reproductiva puede no 

aparecer sino hasta décadas después de la exposición (Newbold et al., 2004).  

 

5. BISFENOL A 

 

El bisfenol A (BPA) [2, 2-bis(4-hidroxifenil) propano] es un monómero químico ampliamente 

ubicuo (Carwile et al., 2009; Lopez-Cervantes y Paseiro-Losada,  2003) utilizado en la 

fabricación de plásticos de policarbonato (Brede et al., 2003; Carwile et al., 2009), resinas 

epoxi y revestimientos de latas de alimentos y bebidas (Bae, Jeong, y Lee, 2002; Carwile et al., 

2011) (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Estructura química del BPA. 

 

Está presente en una amplia variedad de productos (Vandenberg et al., 2013) como biberones 

y tuberías de suministro de agua, envases de alimentos, equipos médicos (Sasaki et al., 2005; 

Joskow et al., 2006), discos compactos, electrónica de consumo, papel de copia sin carbón, 

papel térmico y muchos otros productos (vom Saal y Myers, 2008; Biedermann, Tschudin, y 

Grob, 2010; Knez et al., 2013; Vandenberg et al., 2007; Geens et al., 2012; Welshons, Nagel, 

y vom Saal, 2006; Carwile et al., 2009; Rathee, Malik, y Singh, 2012; Vandenberg et al., 2009; 
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Shelby, 2008). Estudios adicionales han demostrado que el BPA se puede encontrar en 

muestras de polvo, aire interior y exterior, lixiviados de aguas residuales, y muestras de agua de 

todo el mundo (Vandenberg et al., 2007). 

 

La ingestión está considerada la principal vía de exposición al BPA en los seres humanos 

(Kang, Kondo y Katayama, 2006; Geens, 2012). La exposición se cree que se produce 

principalmente a través lixiviación del BPA de los materiales de embalaje en los productos 

alimenticios (Vandenberg et al., 2013). El BPA con el tiempo se degrada en su forma 

monomérica y algunas de estas moléculas pueden migrar y contaminar alimentos y bebidas 

(Costa et al., 2014), proceso que puede acelerarse por la exposición al calor (Brede et al., 

2003; Robeson, 1985) o por altos o bajos niveles de pH (Fernandez y Russo, 2010). Sin 

embargo, varios autores sugieren que rutas alternativas, como la inhalación o la absorción 

transdérmica, pueden estar siendo subestimados como fuentes de exposición (Stahlhut, 

Welshons y Swan, 2009; Vandenberg et al., 2013). Como resultado de la utilización 

generalizada de este producto la exposición humana a BPA es general y continua (Vandenberg 

et al., 2007; Harthe et al., 2012), por tanto, es concebible que el BPA se detecte en más de 

90% de las muestras de orina procedentes de diferentes poblaciones de referencia y esté 

presente en la mayoría de las muestras biológicas como suero (Vandenberg et al., 2007), suero 

de mujeres embarazadas (Schonfelder et al., 2002), leche materna (Kuruto-Niwa et al., 2007; 

Sun et al., 2004), líquido amniótico (Ikezuki et al., 2002), líquido folicular (Ikezuki et al., 

2002), sangre de cordón umbilical, tejido placentario (Schonfelder et al., 2002; Vandenberg et 

al., 2007), hígado fetal (Nahar et al., 2013), así como en plasma seminal (Inoue et al., 2002; 

Kaddar et al., 2009). Los niveles relativamente altos de BPA en el suero de las mujeres 

embarazadas, la sangre del cordón umbilical, y el plasma fetal (Vandenberg et al., 2007) 

indican que el BPA atraviesa la barrera placentaria materno-fetal (Mahalingaiah et al., 2008). 

 

Los estudios farmacocinéticos han documentado que el BPA ingerido es absorbido 

rápidamente en el tracto gastrointestinal, conjugado con el ácido glucurónico, metabolito 

formado en el hígado (Volkel et al., 2002), y luego se excreta por la orina, con tasa de 

aclaramiento metabólico (vida media biológica) de ~6h (Volkel et al., 2002; Volkel, Bittner y 

Dekant et al., 2005) con la excreción urinaria casi completa en 24h (Volkel et al., 2002; 

Volkel, Bittner y Dekant, 2005). La forma BPA glucurónido-conjugado carece de actividad 

hormonal, sin embargo, la forma no conjugada, es estrogénicamente activa (Callan et al., 

2013). 

 

El BPA se considera un DE con toxicidad reproductiva (Vandenberg et al., 2009; Maffini et 

al., 2006) con una afinidad débil para los RE (Welshons et al., 2003). En estudios in vitro y 
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ensayos bioquímicos se ha demostrado que el BPA puede interactuar con ambos subtipos de 

receptores de estrógenos (α y ß), con aproximadamente 10 veces mayor afinidad para REß. No 

obstante, la afinidad de BPA por los receptores estrogénicos, es baja cuando se compara con 

E2, situándose en un orden de 10.000 a 100.000 veces menos potente. Sin embargo, estudios 

sobre los mecanismos de acción de BPA a bajas concentraciones, han revelado que BPA puede 

desencadenar toda una batería de respuestas estrogénicas celulares de igual o mayor eficacia y 

potencia que el propio E2 (Welshons et al., 2003; Welshons, Nagel y vom Saal et al., 2006). 

También puede exhibir inhibición competitiva en presencia de E2 mediante el bloqueo de la 

unión del estrógeno natural a los RE para ejercer efectos antiestrogénicos (Gould et al., 1998; 

Kuiper y Gustafsson, 1997; Li et al., 2012; Richter et al., 2007; Wetherill et al., 2007; 

Bonefeld-Jorgensen et al., 2007). Por otro lado, el BPA interfiere con la producción (Roy et al., 

2004; Paris et al., 2002; Lee et al., 2003; Akingbemi et al., 2004) y la función de andrógenos 

(Akingbemi et al., 2004; Lee et al., 2003; Paris et al., 2002; Roy et al., 2004) y se ha 

demostrado in vitro que puede unirse directamente a los RA, y posiblemente puede actuar 

como antagonista del receptor de andrógenos (efecto antiandrogénico) (Wetherill et al., 2007; 

Bonefeld-Jorgensen et al., 2007; Kitamura et al., 2005; vom Saal et al., 2007; Richter et al., 

2007). También se ha descrito que tiene la capacidad de afectar a la función de las células de 

Sertoli (Fiorini et al., 2004; Li et al., 2009; Salian, Doshi y Vanage, 2009). 

 

El BPA se une a los receptores clásicos nucleares de estrógeno (Richter et al., 2007; Wetherill 

et al., 2007), así como a los receptores de estrógeno no clásicos asociados a la membrana 

(Luconi et al., 1999; Wozniak, Bulayeva, y Watson, 2005). Al mismo tiempo, el BPA se une 

fuertemente a los receptores de la membrana celular y del receptor γ relacionados con el 

estrógeno (RREγ) (Horard y Vanacker, 2003; Okada et al., 2008). 

 

Varias revisiones han estudiado la exposición humana al BPA y su relación con la enfermedad 

en adultos, encontrando una asociación con trastornos reproductivos tales como la 

endometriosis, la infertilidad, el síndrome de ovario poliquístico (SOP), y las enfermedades 

tiroideas (Rubin et al., 2011; Maffini et al., 2006; Rochester et al., 2013). Además, parece que 

la exposición prenatal BPA en humanos podría estar relacionada con el parto prematuro, bajo 

peso al nacer, y la reducción de la circunferencia de la cabeza (Miao et al., 2011, Snijder et al., 

2012). 

 

6. FTALATOS 

 

Los Diésteres de ácido 1,2-bencenodicarboxílico (ácido ftálico), comúnmente llamados 

ftalatos, suelen usarse como plastificantes y disolventes en envases de alimentos, cosméticos, 
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perfumes, lacas de uñas, revestimientos para suelos y otros productos industriales para mejorar 

la plasticidad de los polímeros industriales y están presentes en muchos productos de uso 

diario (Knez, 2013) tales como, juguetes, pinturas, adhesivos, lubricantes, envases de 

alimentos, materiales de construcción, artículos de cuidado personal como cosméticos, 

electrónica, dispositivos médicos como las bolsas de transfusión de sangre y, siendo una parte 

inevitable de la vida moderna (Shea et al.,  2003) (Figura 5). Los ésteres de ácido ftálico como 

ftalato de dibutilo (DBP) y dietil ftalato (DEP) se utilizan para retener olores en perfumes y 

administrar agentes en los aerosoles (Koo y Lee, 2004). El DBP ha mostrado efectos 

antiandrogénicos en ratas (Howdeshell et al., 2008). Algunos ftalatos pueden tener actividad 

estrogénica muy débil (Harris et al., 1997). 

 

 

Figura 5: Estructura química de los ftalatos. 

 

Los ftalatos tienen una vida media bastante corta en el medio ambiente con una degradación 

superior al 50% en 28 días, principalmente a través de la fotodegradación. Estos agentes están 

unidos no covalentemente a los plásticos lo que lo que los hace susceptibles a la lixiviación de 

la matriz (Fromme et al., 2013).  

 

Como en el caso del BPA, los seres humanos estamos expuestos a los ftalatos por muchas 

rutas: oral, dérmica, por inhalación e incluso por vía subdérmica, y la ruta varía dependiendo 

del ftalato particular (Adibi et al., 2003; Rudel et al., 2003; Rudel y Perovich, 2009). Una vez 

consumidos los ftaltos son rápidamente metabolizados  en el intestino, hígado y sangre 

mediante esterasas y lipasas (Hannon y Flaws, 2015). La exposición durante las primeras 

etapas de desarrollo puede ocurrir por vía transplacentaria y durante la lactancia. Los bebés y 

los niños pequeños son los receptores más vulnerables (Zoeller, 2006). 

 

En los seres humanos, los ftalatos se han detectado en matrices tales como sangre, orina, 

saliva, líquido amniótico, leche materna y sangre de cordón (Latini et al., 2003b; Main et al., 

2006; Silva et al., 2005) e incluso en líquido folicular  (Heudorf, Mersch-Sundermann, y 

Angerer, 2007; (NHANES) 1999-2000; Marsee et al., 2006). Tras la exposición, los ftalatos se 

metabolizan y se excretan rápidamente en orina y heces. 
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Varios estudios etiquetan los ftalatos como agentes inocuos que no persisten en el ambiente y 

que muestran muy poca tendencia a bioacumularse. Sin embargo, es importante destacar que 

la masiva tasa de síntesis de los ftalatos podría reemplazar la tasa de eliminación natural 

dirigiendo a una eventual acumulación de estos químicos en el ambiente y por último, en los 

humanos (James-Todds et al., 2012). Como los seres humanos pueden estar expuestos 

simultáneamente a varios ftalatos toda evaluación de los riesgos planteados por los ftalatos 

debe tener en cuenta los efectos combinados de todos ellos (Mankidy et al., 2013). 

 

Los ftalatos alteran la reproducción, producen daño en el esperma (Rozati et al., 2002), 

inducen el inicio temprano de la pubertad en niñas (Wolff et al., 2010), anomalías del tracto 

reproductivo (Desdoits-Lethimonier et al., 2012), infertilidad (Rozati et al., 2002; Tranfo et al., 

2013) y resultados adversos del embarazo (Latini et al., 2003; Whyatt et al., 2009), del 

desarrollo neurológico (Engel et al., 2010; Miodovnik et al., 2011) e incluso están relacionados 

con alergias (Bornehag et al., 2004; Jaakkola, Verkasalo, y Jaakkola, 2000). 

 

7. PARABENOS 

 

Los parabenos son ésteres del ácido p-hidroxibenzoico que se utilizan como conservantes 

antimicrobianos en productos de cuidado personal y farmacéuticos (Guo y Kannan, 2013) 

(Figura 6).  

 

 

Figura 6: Estructura química de los parabenos. 

 

Es probable que el contacto repetido con productos que contengan parabenos conduzca a una 

exposición humana generalizada a través de la ingestión, inhalación o contacto dérmico. Los 

parabenos se excretan en cuestión de horas después de la exposición (Janjua et al., 2008), por 

tanto, los efectos en la salud están probablemente relacionados con exposiciones recurrentes 

que se producen con el tiempo (Smith et al., 2012). El Metilparabeno (m-Parabeno) y el 

Propilparabeno (p-Parabeno) se han detectado en la orina de >99% y >92% respectivamente 

de una muestra representativa de la población estadounidense participante en la 2005-2006 

National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), mientras que el 

Butilparabeno se ha detectado en el 47% de las muestras de orina analizadas (Calafat et al., 

2010).  
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Se sospecha que los parabenos son DE. Son débilmente estrogénicos, y tienen una afinidad de 

unión al RE más baja que el estrógeno endógeno. Los parabenos se unen tanto a los RE α y β 

(Gómez et al., 2005; Okubo et al., 2001) y su actividad estrogénica aumenta al aumentar la 

longitud y ramificación de la cadena alquilo (Butilparabeno>p-Parabeno>m-Parabeno) (Byford 

et al., 2002; Routledge et al., 1998; Vo et al., 2010). Recientes estudios experimentales han 

reportado que ciertos parabenos pueden actuar también como antiandrógenos (Chen et al., 

2007; Darbre y Harvey, 2008). Los parabenos son estructuralmente similares a algunos 

disruptores de estrógenos (Kester et al., 2002) Un estudio realizado por Prusakiewicz et al., 

mostró que los parabenos inhibían al estrógeno y la sulfatación del estradiol por inhibición de 

la actividad sulfotransferasa en la piel, lo que sugería que la aplicación tópica crónica de 

parabenos podría conducir a efectos estrogénicos prolongados en la piel (Prusakiewicz et al., 

2007). Los datos en humanos sobre los efectos en la salud reproductiva de la exposición 

parabenos son muy limitados. Parece algunos parabenos pueden tener un efecto negativo sobre 

la función endocrina masculina y femenina pero se necesitan más investigaciones al respecto.  

 

8. FITOESTRÓGENOS  

 

Los fitoestrógenos se clasifican en varios grupos, incluyendo las isoflavonas (como la genisteína 

y la daidzeína), los lignanos, los cumestanos, y los estilbenos (Byrne et al., 2009). Los primeros 

estudios ecológicos y epidemiológicos mostraban que las poblaciones asiáticas que consumían 

dietas ricas en fitoestrógenos tenían una menor incidencia de cáncer de mama planteando la 

posibilidad de que los fitoestrógenos podían ser agentes quimiopreventivos eficaces contra el 

cáncer de mama. Sin embargo, la mayoría de los estudios epidemiológicos no mostraron un 

efecto protector (Peeters et al., 2003; Byrne et al., 2009) (Figura 7). 

 

 

a.                                                                    b. 

 

 

Figura 7: Estructura química de la daidzeína (a) y la genisteína (b). 

 

Las isoflavonas, especialmente genisteína y daidzeína, son compuestos polifenólicos de origen 

vegetal y se encuentran principalmente en la soja y productos derivados de la soja. Se 

considera que tienen una actividad estrogénica débil, y dada la similitud estructural y 

funcional con E2, las isoflavonas de soja se unen débilmente a los RE α y β siendo capaces de 

unirse a REα una con una afinidad 100-1000 veces menor que el E2 (Rostagno et al., 2007; 



29 

 

Miksicek., 1994; Kuiper et al., 1998; Song et al., 1999; Matthews et al., 2000; Branham et al., 

2002; Harris et al., 2002) actuando como agonistas o antagonistas débiles de E2 (Hwang et al., 

2006; Santell et al., 1997; Kuiper, et al., 1997). Las isoflavonas también se unen fuertemente a 

RE de membrana (Thomas y Dong, 2006) para ejercer acciones no genómicas potencialmente 

perjudiciales para la fertilidad masculina (Fraser et al., 2006). Además, las isoflavonas han sido 

relacionadas con trastornos reproductivos masculinos en los mamíferos, incluyendo la 

alteración del desarrollo de los órganos reproductivos, especialmente después de la exposición 

intrauterina (Atanassova et al., 2000). 

 

La actividad biológica de las isoflavonas de soja se ha demostrado ampliamente in vitro y en 

modelos animales, (Dang, 2009; Akiyama et al., 1987; Dang et al., 2003; Wagner et al., 2008; 

Kavanagh et al., 2008), así como en humanos adultos (Hooper et al., 2009). Sin embargo 

pocos estudios, han abordado los efectos a largo plazo sobre el desarrollo y la función 

reproductiva de la exposición temprana a proteínas de soja (Adgent et al., 2011). Los 

fitoestrógenos administrados a roedores en altas dosis o en estadios críticos del desarrollo 

pueden dar lugar a desórdenes graves en el tracto reproductivo (Strauss et al., 1998). Sus 

potenciales efectos reproductivos fueron descritos inicialmente en el ganado ovino. Un 

síndrome caracterizado por la feminización de los machos castrados sexualmente inmaduros, 

metaplasia escamosa de la uretra y los genitales, desarrollo de quistes perianales en cul-de-sac 

que comunicaban con la uretra, hiperplasia mamaria, galactorrea, y disminución de la 

fertilidad, estaba vinculado a la introducción  de pastos de trébol ricos en fitoestrógenos 

(Bennetts, 1946a; Bennetts, 1946b; Meyer, 1970). Mientras que los efectos nocivos de los 

fitoestrógenos sobre la reproducción se han descrito en otras especies de mamíferos (Kyselova 

et al., 2003; Seppen, 2012), no está claro si ocurre lo mismo en los seres humanos.  

 

Los beneficios para la salud de los fitoestrógenos en los trastornos cardiovasculares y en los 

relacionados con la menopausia (Stark y Madar, 2002) y la aparente ausencia de efectos 

adversos a largo plazo han llevado a un aumento en el consumo de estas sustancias, 

principalmente a través de los alimentos a base de soja (Bhatia et al., 2008). Sin embargo, las 

dosis eficaces pero inocuas aún no se han establecido. Los diferentes estudios han revelado 

que los bebés que ingirieron preparados a base de soja pueden tener una concentración sérica 

fitoestrógenica 13.000 a 22.000 veces superior a los niveles de estrógenos endógenos (Setchell 

et al., 1998), lo que ha llevado a la preocupación por sus posibles efectos adversos sobre el 

cerebro y morfología de los órganos reproductores y el desarrollo funcional y, en última 

instancia, sobre la fertilidad (Dinsdale y Ward, 2010). 
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9. NICOTINA Y TABAQUISMO 

 

Un cigarrillo encendido genera cerca de 4000 compuestos tóxicos. Los constituyentes 

principales que afectan la salud son: nicotina, alquitrán en la fase de partículas y monóxido de 

carbono en la fase gaseosa (Hammond et al., 2006) (Figura 8). El humo del cigarrillo contiene 

compuestos sospechosos de alterar la función hormonal (Windham et al., 2005). Debido la 

naturaleza de la asociación con enfermedades hormonales, el tabaquismo se ha se ha 

considerado como potencialmente antiestrogénico (Baron et al., 1990). 

              

a.                                             b. 

Figura 8: Estructura química de la nicotina (a) y de la cotinina (b) 

 

Se sospecha de una relación causal entre el tabaquismo y la alteración de la fecundidad y la 

función reproductiva pero los datos disponibles no son concluyentes, tanto en su efecto sobre 

la calidad del semen en los hombres como, en  la función ovárica en las mujeres (Caserta et 

al., 2013). 

 

10. CAFEÍNA 

 

La cafeína (1,3,7-trimetilxantina), un alcaloide xantina, es una droga psicotrópica (Eskenazi, 

1993), que está presente de forma natural, y como aditivo en muchos alimentos 

principalmente en el té, café, refrescos de cola, bebidas energéticas y chocolate y, en 

medicamentos (Figura 9). Aunque las cantidades varían de país a país, en promedio, una taza 

de café de 260 ml contiene alrededor de 100 mg de cafeína.   

 

Figura 9: Estructura química de la cafeína. 

 

Algunos estudios muestran que el alto consumo cafeína puede causar aborto involuntario, 

parto prematuro o deterioro del crecimiento fetal (Care Study Group, 2010; Bakker et al., 

2010; Bracken et al., 2003), aunque otros estudios no encuentran estas asociaciones (Maslowa 

et al., 2010; Mills et al., 1993; Clausson et al., 2002). 
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Las anomalías cromosómicas están presentes en el 40-70% de los abortos espontáneos 

esporádicos y son responsables de problemas reproductivos, como son fallo repetido de 

implantación, el aborto de repetición y el factor masculino severo, en parejas con cariotipo 

normal. Nuestra hipótesis es que la exposición a disruptores endocrinos, cafeína y/o cotinina, 

presentes en la alimentación y otros productos de uso cotidiano puede ser la causa de 

aneuploidías espermáticas y aneuploidías embrionarias, que son la causa de fallo repetido de 

implantación, aborto de repetición e infertilidad por factor masculino y, del fracaso de el 

tratamiento de reproducción asisitida.  
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Objetivo general: 

Determinar la relación de ciertos disruptores endocrinos, cafeína y nicotina con la incidencia 

de anomalías cromosómicas embrionarias y espermáticas y su efecto sobre la función 

reproductiva. 

 

Objetivos específicos: 

1. Determinar los niveles en orina, semen o líquido folicular de varios disruptores 

endocrinos, cafeína y nicotina en donantes de gametos fértiles. 

 

2. Determinar los niveles en orina, semen o líquido folicular de varios disruptores 

endocrinos, cafeína y nicotina en parejas con aborto de repetición, fallo de 

implantación o factor masculino. 

 

3. Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina con la 

estimulación y respuesta ovárica de las pacientes femeninas y las donantes de ovocitos.  

 

4. Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina con la 

calidad seminal de donantes de semen y pacientes masculinos. 

 

5. Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina con las 

alteraciones cromosómicas: en el grupo control de varones con el análisis de 

aneuploidías en espermatozoides, y en las parejas infértiles con el análisis de 

aneuploidías embrionarias. 

 

6. Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina con 

estilo de vida y consumo, así como, con la calidad seminal, la respuesta ovárica y las 

anomalías cromosómicas en embriones y espermatozoides. 
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1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

Estudio descriptivo, exploratorio prospectivo observacional en el que se incluyeron donantes y 

parejas que aceptaron la participación en el mismo durante el periodo comprendido entre 24 

de diciembre de 2013 y el 22 de julio de 2015. Este proyecto de tesis doctoral fue sometido a 

valoración por el Comité Ético de Investigación Clínica (CEIC) del Instituto Universitario IVI-

Valencia (IU-IVI Valencia) que concedió su aprobación para la realización del mismo antes de 

ser iniciado (Código Proyecto: 1307-C-122-CR) (Anexo I). Este estudio ha sido financiado por 

la Fundación Salud 2000, con el Premio de Investigación MERCK SERONO 2015 en el 

campo de la Fertilidad. 

 

2. LUGARES DE EJECUCIÓN 

 

 Instituto Universitario (IU-IVI). Valencia, España. 

 IGENOMIX. Valencia, España. 

 Fundación IVI (FIVI). Valencia, España. 

 Unidad Analítica, Instituto de Investigación Sanitaria, Fundación Hospital La Fe, 

Valencia, España. 

 

3. POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 

3.1. PACIENTES  

3.1.1. Criterios de inclusión 

 

Se seleccionó una cohorte de 10 mujeres que se realizaron un diagnóstico genético 

preimplantacional para cribado de aneuploidías (PGS) con ovocitos propios por una historia de 

AR, FI o FM severo y edad ≤ 38 años, con índice de masa corporal (IMC) <30 kg/m
2

 así como 

sus respectivas parejas. Se define AR como al menos dos abortos previos tras gestación 

espontánea o tras TRA, en las que la etiología del aborto se considere como desconocida tras 

realizar el estudio previo mencionado a continuación. Se define FI como ≥2 fallos de 

implantación en ciclos previos de fecundación in vitro (FIV)/ICSI con al menos transfer de 2 

embriones frescos y de buena calidad en cada ciclo y sin ninguna anormalidad en el estudio de 

infertilidad previo. Se define como FM severo a varones con concentración seminal <2 

millones/ml. Se incluyeron parejas que en el tercer día de desarrollo embrionario tuvieran un 

mínimo de 4 embriones evolutivos en los que se pudiera realizar la biopsia embrionaria y el 

análisis cromosómico de los embriones.  
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Previamente a su inclusión, se realizó un estudio detallado para descartar otras posibles causas 

de AR o FI. Este estudio previo comprendía: histerosalpingografía, ecografía vaginal 2-D 

(histerosonografía o histeroscopia cuando era necesario), cariotipo de ambos miembros de la 

pareja, determinaciones de Anticuerpos Anticardiolipina (IgG o IgM), Anticoagulante lúpico, 

Antitrombina III, Resistencia a la proteína C activada (APCR) (si positivo, mutación G1691A 

del factor V Leiden), Proteína C y S, Homocisteína sérica, mutación para 

Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (mutación C677T), y mutación para el Factor II 

(mutación G20210A).  

 

Las parejas fueron identificadas para su inclusión en el estudio a través de las Consultas de 

Ginecología de IVI-Valencia por Facultativos especialistas en reproducción asistida. Una vez 

identificadas eran informadas del estudio (Anexo II). En ningún caso, la propuesta de 

inclusión en este estudio modificó la estrategia terapéutica de los pacientes. En ningún caso, 

se indicaron pruebas médicas con objeto de incluir a ninguna pareja.  

 

3.1.2.  Criterios de exclusión 

 

Los criterios de exclusión de las parejas fueron los siguientes: mujeres con anomalías uterinas 

y/o trombofilias positivas y parejas en las que alguno de los miembros presentó cariotipo 

alterado. Asimismo, se excluyó aquellas parejas que optaron por el cambio de uno o ambos 

gametos. De las parejas inicialmente incluidas en el estudio, se excluyó a una que optó por el 

cambio de gameto masculino. Se excluyó a tres parejas que no entregaron el cuestionario y a 

una pareja que no entregó las muestras de orina. 

 

No se excluyeron del estudio 2 parejas que no realizaron PGS pero que sí aportaron muestras 

de las que extrajimos datos que pudimos relacionar con la evolución del ciclo de reproducción 

asistida. No se realizó PGS cuando el número de embriones fue reducido y se decidió vitrificar 

para la acumulación de embriones para un próximo ciclo o cuando se realizó la transferencia 

de los embriones sin análisis cromosómico.  

 

3.2. DONANTES FEMENINAS 

3.2.1. Criterios de inclusión  

 

El grupo control femenino estuvo formado por 31 donantes de ovocitos fértiles pertenecientes 

al programa de donación de ovocitos de IVI-Valencia que realizaron donación de forma 

anónima y altruista. Los criterios de inclusión específicos fueron los siguientes: fertilidad 

probada (al menos un hijo nacido vivo y/o interrupción voluntaria del embarazo), IMC normal 
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(18-30 kg/m
2

), ciclos menstruales regulares entre 25-35 días, estudio hormonal basal normal 

(FSH<10UI/L y E2<50 pg/ml). Todas las mujeres debían cumplir los criterios de inclusión del 

programa de donación de ovocitos de IVI, que incluía la realización de una exploración física 

general y ginecológica normales, ausencia de enfermedades hereditarias familiares, cariotipo 

normal, negatividad en el estudio del síndrome de X-Frágil y ausencia de exposición previa a 

radiaciones, productos tóxicos o drogas intravenosas. No se podía haber tomado medicación de 

efecto endocrino (incluyendo gonadotropinas o anticonceptivos orales) durante los tres meses 

previos. Además las donantes debían tener edad comprendida entre 18 y 35 años, y serologías 

negativas para enfermedades de transmisión sexual como el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH), los virus de la hepatitis C y B, y el Treponema pallidum. 

 

Las donantes de ovocitos eran identificadas para su inclusión en el estudio a través de las 

Consultas de ginecología de IVI-Valencia por Facultativos especialistas en reproducción 

asistida. Una vez identificadas eran informadas del estudio. (Anexo II) 

 

3.2.2. Criterios de exclusión 

 

Se excluyeron del estudio las donantes con endometriosis, dos o más abortos espontáneos 

previos y/o SOP (según criterios de Rotterdarm) definido por la ausencia de al menos dos de 

los siguientes criterios: hiperandrogenismo clínico o analítico (testosterona >1,9 ng/ml), 

alteración menstrual tipo oligoamenorreas y patrón ecográfico característico (12 ó más folículos 

de 2-9 mm).  

 

3.3. DONANTES MASCULINOS 

3.3.1. Criterios de inclusión 

 

El grupo control masculino lo compusieron 25 donantes de semen pertenecientes al programa 

de donación de semen de IVI-Valencia. Solo fueron aceptadas muestras de semen con más de 

90 millones de espermatozoides móviles progresivos en el eyaculado con >14% de formas 

normales, con marcadores negativos para Chlamydia en una muestra de orina mediante PCR 

(del inglés, Polymerase Chain Reaction) y un cultivo negativo para gonorrea en una muestra de 

semen (Garrido et al., 2002). Los criterios de inclusión para los donantes de semen fueron: 

edad comprendida entre 18 y 35 años, con exploración física y cariotipo normales; sin historia 

familiar de enfermedades hereditarias o cromosómicas y con serologías negativas para 

enfermedades de transmisión sexual como el VIH, los virus de la hepatitis C y B, y el 

Treponema pallidum. El criterio para seleccionar la muestra de semen de nuestro banco fue 
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que el donante tuviera fertilidad probada dentro del programa de inseminación artificial de 

IVI-Valencia.  

 

Los donantes de semen eran identificados para su inclusión en el estudio a través del 

laboratorio de andrología de IVI-Valencia por Biólogos especializados en reproducción asistida. 

Una vez identificados eran informados del estudio (Anexo II). 

 

3.3.2. Criterios de exclusión 

 

Se excluyeron aquellos donantes sin fertilidad probada en el momento del estudio, con 

concentración espermática menor a la estipulada el día de la obtención de la muestra del 

estudio o que tuvieran algún resultado positivo en las analíticas efectuadas. 

 

4. MATRICES BIOLÓGICAS 

 

4.1. PROTOCOLOS DE RECOGIDA DE LAS MUESTRAS 

 

A todos los sujetos de estudio (donantes y pacientes) se les entregó una hoja informativa del 

estudio (Anexo III) y aquellos que aceptaron participar firmaron el correspondiente 

consentimiento informado (Anexo III). Se informó del estudio en la consulta médica (Figuras 

10, 11, 12 y 13).  

 

De los 26 donantes de semen reclutados inicialmente, entraron en el estudio 25. El semen del 

donante con referencia interna Dh-022 no fue apto para FISH de espermatozoides por lo que 

se excluyó del estudio. De las 32 donantes reclutadas inicialmente, continuaron en el estudio 

31. La donante con referencia interna Dm-028 no entregó las muestras de orina y fue excluida. 

De las 15 parejas incluidas en el estudio, quedaron fuera de él cinco: la pareja con referencia 

interna P-007, cambió el gameto masculino, la pareja con referencia interna P-014 no entregó 

las muestras de orina y las parejas con referencia interna P-010, P-011 y P-013 no entregaron 

los cuestionarios. 
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Figura 10: Protocolo de recogida de muestras de pacientes. 

 

Figura 11: Protocolo de recogida de muestras de donantes femeninas. 

 

Figura 12: Protocolo de recogida de muestras de donantes masculinos. 

 

Figura 13: Protocolo de recogida de muestras en el Laboratorio de FIV. 
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4.2. ORINA 

 

Para la determinación de los disruptores endocrinos, cafeína y cotinina se recogieron dos 

muestras de orina, tal y como se detalla a continuación: 

- Los pacientes (ambos miembros de la pareja) recogieron la primera orina de la 

mañana, tanto el día de la punción como el día correspondiente a la transferencia 

embrionaria (5 días después de la punción folicular).  

- El grupo control femenino recogió la primera orina de la mañana, el día de la punción 

y otra muestra 5 días después. 

- El grupo control masculino recogía la primera orina de la mañana el día que deja la 

muestra de semen y 5 días después. 

 

Se utilizaron frascos de orina de polipropileno estériles (Maran Medical, Madrid, España) para 

la recolección de orina (libres de BPA). Las muestras se mantuvieron a 4ºC hasta el envío a 

nuestro laboratorio (menos de 4 horas de almacenaje). Una vez en nuestro laboratorio las 

muestras fueron alicuotadas en tubos eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania)  y centrifugadas a 13000 rpm, durante 15 minutos a 4ºC e inmediatamente se 

congelaron a -80 ºC y se mantuvieron congeladas hasta la medida de los DE. Las muestras 

congeladas fueron enviadas a la Unidad Analítica, del Instituto de Investigación Sanitaria, de la 

Fundación Hospital La Fe, para su análisis. Las concentraciones urinarias de los DE se 

midieron utilizando Ultra-Performance Liquid Chromatography/Electrospray–Mass 

Spectrometry (UPLC/ESI-MS). Todas las concentraciones urinarias de los DE, de la cafeína y 

la cotinina fueron normalizados por creatinina (Ann Arbor, MI, USA). 

 

En la orina de donantes y pacientes se valoraron los siguientes compuestos: BPA, m-Parabeno, 

p-Parabeno, Mono (2-etilhexil) ftalato (MEHP), genisteína, daidzeína, cotinina y cafeína 

(Tabla 1). 

 

4.3. SEMEN 

 

Las muestras de eyaculado se recogieron por ipsación en un recipiente estéril (libre de BPA), 

previo lavado aséptico de manos y genitales. Se recomendó un período de abstinencia sexual 

no inferior a tres días, asegurando así un volumen seminal óptimo para obtener la mayor 

cantidad posible de espermatozoides con la eyaculación. 

 

En el caso de los pacientes, el día de la punción se proponía la entrega de una muestra del 

semen sobrante, en fresco, tras ICSI, en tubo de polipropileno (libre de BPA) (Biologix, TX, 
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Estados Unidos). En el caso de los donantes recibimos 1 ml de muestra de semen en fresco en 

tubo de polipropileno (libre de BPA) (Biologix, TX,  Estados Unidos). En todos los casos, antes 

de procesar la muestra se realizó un seminograma completo en el laboratorio de andrología de 

IVI-Valencia. 

 

En el plasma seminal (PS) se analizaron los siguientes compuestos: BPA, m-Parabeno, p-

Parabeno, MEHP, genisteína, daidzeína, cotinina y cafeína (Tabla 1). 

 

En espermatozoides aislados tras centrifugación del plasma seminal se realizó una FISH para 

el análisis de anomalías cromosómicas (Tabla 1). 

 

4.4. LÍQUIDO FOLICULAR 

 

El día de la punción, tras la aspiración folicular se recogió aproximadamente 10 ml líquido 

folicular (LF) en tubos de polipropileno de 15 ml (Biologix, TX, Estados Unidos), tras el 

aislamiento de los complejos corona-ovocito. El LF se alicuotó una vez recibido en nuestro 

laboratorio en tubos eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se 

mantuvo a -80ºC hasta su análisis para la valoración de diferentes DE. 

 

En LF se analizaron los siguientes compuestos: BPA, m-Parabeno, p-Parabeno, MEHP, 

genisteína, daidzeína, cotinina y cafeína (Tabla 1).  

 

4.5. BIOPSIA EMBRIONARIA: ARRAYS DE CGH  

 

En las pacientes de estudio, incluidas en el programa de PGS para alguna de las indicaciones 

antes mencionadas, el análisis de aneuploidías embrionarias se realizó mediante aCGH (Tabla 

1). Tras la estimulación ovárica y el correspondiente ciclo de FIV, se realizó la biopsia de una 

única blastómera en el tercer día de desarrollo embrionario. En todos nuestros casos, la biopsia 

se realizó en día 3 y la blastómera obtenida se depositó en un tubo de PCR y se transportó 

congelada al Laboratorio de DGP Cromosómico para su análisis. En este estudio solo 

evaluamos la dotación cromosómica de blastómeras de embriones obtenidos con gametos 

propios de las parejas incluidas en el estudio. En ningún caso se analizaron blastómeras de 

embriones obtenidos con gametos de los individuos incluidos en los grupos de donantes (casos 

ovodón-banco). 

 

La técnica de arrays de CGH aplicada a DGP para el cribado de aneuploidías permite el 

análisis simultáneo de los 23 pares de cromosomas humanos de una única célula, siendo capaz 
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de detectar desequilibrios cromosómicos mayores de 5 Mb a lo largo de todo el genoma 

humano. 

 

Tabla 1: Compuestos analizados en las diferentes matrices y metodología utilizada. 

 

Todas las muestras recogidas en este estudio se transportaron en frío hasta la llegada a nuestro 

a laboratorio donde orina, semen y líquido folicular de donantes y pacientes, fueron 

preprocesadas y congeladas a -80°C para su posterior análisis y las biopsias embrionarias de día 

3 de los embriones de las parejas del estudio entraron en protocolo rutinario de nuestro 

laboratorio de DGP Cromosómico informándose de resultados en el día 5 del desarrollo 

embrionario. 

 

5. METODOLOGÍA DE ANÁLISIS 

 

5.1. ESTIMACIÓN DE ESTILO DE VIDA Y FACTORES DE RIESGO  

 

A los participantes se les entregó un cuestionario para cumplimentar en casa (Anexo IV). El 

cuestionario contenía información sobre parámetros antropométricos, nivel de estudios, 

profesión, exposición a químicos en el trabajo, demografía, historia médica reproductiva, 

antecedentes clínicos, lugar de residencia, actividad física (horas de sueño, actividad física en 

el trabajo, tiempo caminando, en bicicleta, tiempo dedicado a las tareas del hogar, a hacer 

deporte,…), frecuencia de consumo de diferentes alimentos en fresco, envasados y enlatados, 

frecuencia de consumo de soja en diferentes formas, rutina de uso de contenedores de plástico 

para comida, frecuencia de uso de distintos productos de higiene personal, tabaquismo, y 

tratamientos farmacológicos. Este cuestionario está basado en el cuestionario de frecuencia 

alimentaria (CFA) de 101 ítems (Vioque et al., 2013) a su vez basado en el original de 93 
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ítems, utilizado en población de mujeres embarazadas en los distintos centros del Estudio 

INMA. 

 

5.2. ANÁLISIS DE NIVELES DE DE MEDIANTE UPLC/ESI-MS  

5.2.1. Procedimiento  extracción de metabolitos en orina. 

 

Se partió de 1 ml de orina al que se añadieron 100 µl de Acetato de Amonio (AcONH
4
) 1M 

(pH=6) y 10 µl β-Glucuronidasa E. coli K12 (Roche Diagnostics GmbH,  Mannheim, 

Germany). La orina se incubó durante 2h a 37 ºC. Una vez finalizada la desconjugación, se 

centrifugó 15 min (13000 rpm; 4ºC) y con el sobrenadante se procedió como sigue: 

- Para los metabolitos que se encontraban en mayor concentración en orina y que se 

midieron mediante el modo ESI+, se precipitó y centrifugó. Para medir la cafeína se 

diluyó la muestra unas 20 veces (punto 5.2.1.1).  

- Para los metabolitos que se encontraban a baja concentración, se realizó una 

extracción líquido-líquido (L-L), se evaporó y redisolvió para preconcentrar los analitos 

y poder detectarlos instrumentalmente (punto punto 5.2.1.2). 

 

5.2.1.1. Precipitado de metabolitos y centrifugación. 

 

A partir de 150 µl de orina incubada y se añadieron 75 µl de Metanol (MeOH) frío, se 

centrifugó (15 min; 13000 rpm; 4ºC) y se recogió el sobrenadante. Al sobrenadante (unos 180 

µl) se le añadieron 10 µl de  Cotinine-d3 (1ppm en H
2
O) y 10 µl del marcador Cafeína-13C 

(1ppm en H
2
O) para medir cotinina, genisteína y daidzeína. Por otro lado, a 20 µl de 

sobrenadante, se le añadieron 160 µl de H
2
O y 10 µl  del marcador Cotinine-d3 (1ppm en 

H
2
O) además de 10 µl del marcador  Cafeína-13C (1ppm en H2O) para medir cafeína, ya que 

hubo que diluirla unas 20 veces. 

 

5.2.1.2.  Extracción líquido-líquido 

 

Se partió de 1 ml de orina incubada a la que se le añadieron 0,5 ml H
2
O (0,1% Fórmico) más 

1,5 ml de Acetato de etilo (AcOEt) (Merck, Darmstadt, Germany) en tubos de 15 ml de 

polipropileno (Biologix, TX,  Estados Unidos). Se agitó durante 15 minutos y, a continuación, 

se separó la fase orgánica (AcOEt), repitiendo la extracción con 1,5 ml de AcOEt. Se juntaron 

las fases orgánicas y se evaporaron a sequedad mediante un concentrador SpeedVac 

Concentrator (SPD121P, Thermo Savant, Waltham, MA, USA) en tubos eppendorf Safe-Lock 

de 2 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Finalmente, se redisolvieron en 100 µl de MeOH 
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con patrones internos BPA-d16, m-Par-13C y p- Par-13C a un nivel de concentración de 

1000, 100 y 100 ng/ml, respectivamente. 

 

5.2.2. Procedimiento  extracción de metabolitos para líquido folicular y plasma 

seminal. 

 

Se partió de 1 ml de muestra aproximadamente, que se centrifugó a 300g, 10 min a 

temperatura ambiente (25ºC). A continuación, se separó el sobrenadante en  alícuotas de 500 

µl en tubos eppendorf Safe-Lock de 2 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se añadieron 50 

µl de AcONH
4
 1M pH=6 y 5 µl de β-Glucuronidasa EColi K12 para desconjugar, durante 2h 

a 37 ºC. A continuación, se centrifugó durante 15 min (13000 rpm; 4ºC) y del sobrenadante 

(500 µl) se realizó una extracción L-L, añadiendo 100 µl de H
2
O (0,1% Fórmico) y 500 µl de 

AcOEt. Se agitó durante 5 min y se centrifugó 5 min a 12500 rpm (4ºC). Se recogió el 

sobrenadante (aprox 500 µl) y se repitió dos veces más la extracción L-L. Se juntaron todos los 

extractos y se evaporaron a sequedad en un concentrador SpeedVac Concentrator (SPD121P, 

Thermo Savant, Waltham, MA, USA) a 25 ºC. Posteriormente, se redisolvió en 100 µl de 

MeOH (con IS a un nivel de concentración de 100 ng/ml excepto para bisphenol A-d16 que 

era de 1000 ng/ml. Se centrifugó a 13000 rpm durante 2 min, se separó una alícuota de 10 µl y 

se llevó a un volumen final de 200 µl en Acetonitrilo (ACN)/H
2
O (1:1) (Fisher Scientific, 

Pittsburg, PA, USA) para medir cafeína y se tomó otra alícuota de 70 µl y se llevó a 100 µl en 

MeOH (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) para analizar el resto de metabolitos por 

UPLC/ESI-MS. 

 

5.2.3. Separación y UPLC/ESI-MS 

 

La separación cromatográfica se llevó a cabo en un cromatógrafo de alta presión Waters 

(UPLC) mediante una columna cromatográfica ACQUITY HSS T3 1.8 µm (2.1 x 100 mm) 

(Waters Corporation, Milford, USA). Para separar los metabolitos por cromatografía se 

utilizaron las siguientes condiciones:  

Fases móviles:  

- Agua (0.1% Agua (A)) y Acetonitrilo (0.1% fórmico (B) para medir en ESI (+) 

- AcONH
4
 (10 mM pH 8.5 (A)) y ACN para medir en ESI (-) 

Flujo: 0,4 ml/min 

Tª Col: 30ºC 

Volumen inyección: 5 µl 
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Los gradientes variaron dependiendo de si el instrumento operaba en modo ESI(+) o ESI(-) 

según la Tabla 2. En cuanto al espectómetro de masas, el instrumento usado para realizar las 

mediciones fue el Agilent 6460 Triple Quad LC/MS. La temperatura de operación fue de 

325ºC, el flujo de gas de 10 l/min y la adquisición de datos se realizó en modo MRM (Multiple 

Reaction Monitoring) dinámico. En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestran los parámetros 

usados para cada uno de los metabolitos medidos: 

 

 

 

Tabla 2: Grandientes ESI, estándares utilizados y condiciones de medida. 

 

Los límites de detección de la técnica utilizada se muestran en la Tabla 3: 

 

Tabla 3: Límites de detección de UPLC/ESI-MS para cafeína, cotinina y DE. LdD: Límite de detección 

 

5.3. ANÁLISIS CROMOSÓMICO DE ESPERMATOZOIDES MEDIANTE FISH 

PARA LOS CROMOSOMAS 13, 18, 21, X E Y. 

 

La FISH utiliza sondas de ADN marcadas con moléculas fluorescentes que se unen 

específicamente a secuencias de ácidos nucléicos de un cromosoma, de modo que se pueden 

enumerar las copias de un determinado cromosoma presente en el núcleo de los 

espermatozoides. Los espermatozoides son fijados y extendidos en portaobjetos y 

posteriormente descondensados y desnaturalizados, para poder hibridar con sondas para los 

cromosomas 13, 18, 21, X e Y. La valoración de las señales de hibridación se realiza bajo 
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microscopio de fluorescencia utilizando criterios estrictos. Se evalúa la incidencia de 

espermatozoides haploides, diploides y disómicos para alguno de los cromosomas analizados en 

cada una de las muestras.  

 

5.3.1. Fijación de las muestras de eyaculado 

 

La FISH en espermatozoides requiere de un paso previo de fijación y extensión en 

portaobjetos de las muestras de espermatozoides. Tras esperar a que licue la muestra, se lleva a 

cabo un seminograma con recuento de volumen, concentración, movilidad y morfología, y se 

deposita la muestra en un tubo cónico de 15 ml de polipropileno (Biologix, TX,  Estados 

Unidos). El semen fresco se centrifuga 10 minutos, a 1700 rpm, a 4ºC. Se recoge el plasma 

seminal para la determinación de DE en un tubo eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania) y se resuspende el pellet con Carnoy (Metanol:Ácido acético glacial 

(3:1)(Merck, Darmstadt, Germany) como  solución de fijación. La solución de fijación, se 

añade, gota a gota agitando con el vórtex, hasta un volumen final de 3-4 ml. Se centrifuga 5 

minutos a 600 g, se elimina el sobrenadante  y se repite este paso una vez más. Tras la segunda 

centrifugación, se descarta el sobrenadante y se añade de nuevo Carnoy hasta conseguir una 

dilución semitransparente. Finalmente, se extienden los espermatozoides, dejando caer una 

gota de la dilución en el centro de un portaobjetos Superfrost desde una altura de 20-25 cm. 

Se comprueba al microscopio de contraste de fases, en nuestro caso, un Microscopio de 

fluorescencia OLYMPUS Provis AX-70 equipado con objetivo de contraste de fases de 10X 

(Olympus, Center Valley, Pennsylvania, Estados Unidos) que los espermatozoides están 

dispersos y no solapados, y se almacenan los portaobjetos a -20°C hasta la hibridación (Figura 

14). 

 

Figura 14: Fijación de muestras de eyaculado. 
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5.3.2. Hibridación in situ Fluorescente (FISH) 

 

Se trata de una técnica de análisis citogenético que consiste en marcar con sondas de ADN 

fluorescentes secuencias centroméricas (CEP, del inglés Chromosome-specific Centromeric 

Enumeration Probes) o específicas de locus (LSI, del inglés Locus Specific Identifier). Para el 

presente estudio se utilizaron las sondas: CEP X (SpectrumGreen™), CEP Y 

(SpectrumOrange™), CEP 18 (SpectrumAqua™), LSI 13q14 (SpectrumGreen™) y LSI 

21q22.13-q22.2 (SpectrumOrange™) (Kit Aneuvysion, Vysis Inc., USA). 

 

Se analizaron los cromosomas X, Y y 18 en un portaobjetos y los cromosomas 13 y 21 en otro 

portaobjetos con los espermatozoides fijados y extendidos previamente. El área del 

portaobjetos donde estaban localizados los espermatozoides se marcó con un lápiz de 

tungsteno, correspondiendo a un área de 15x15 mm. Seguidamente, se lavaron las extensiones 

en 2xSSC (del inglés, Saline Sodium Citrate) (pH: 7,0-7,5)  durante 5 minutos. Sin dejar 

secar, se deshidrataron las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 85%, 

100%) durante 2 minutos en cada alcohol y se dejó secar por completo. 

 

 DESCONDENSACIÓN: Se incubaron las muestras durante 5-7 minutos en una 

cubeta Coplin con DTT (pH: 7,4; 1,4-DTT (Roche, Mannheim, Germany) 5mM/Tris 

(Roche, Mannheim, Germany) y Triton X-100 (Roche, IN, Estados Unidos) 

atemperado a 37ºC. Posteriormente, se realizó un lavado de 5 minutos en 2xSSC a 

temperatura ambiente. Sin dejar secar, se deshidrataron las muestras en una serie 

creciente de alcoholes (etanol 70 %, 85 %, 100 %) durante 2 minutos en cada alcohol y 

se dejaron secar. 

 

 DESNATURALIZACIÓN: A continuación, se incubaron las muestras durante 5 

minutos a 73°C en formamida al 70% (pH: 7,3) (Roche, Mannheim, Germany). Sin 

dejar secar, se deshidrataron las muestras en una serie creciente de etanol (70%, 85%, 

100%) durante 2 minutos en cada alcohol y se dejaron secar. 

 

 HIBRIDACIÓN: Se aplicaron 2 µl de la sonda sobre el área de hibridación marcada al 

inicio, se colocó un cubreobjetos de 12x12 mm, y se selló con cola. A continuación, se 

hibridaron las muestras en una placa calefactora Hybrite (Abbott Molecular, Abbott 

Park, Illinois, U.S.A) a 37ºC con hibridaciones entre 8-24 horas. 

 

 DETECCIÓN E INTERPRETACIÓN: Tras la hibridación, se eliminó la cola, se 

retiró el cubreobjetos deslizándolo suavemente y se lavaron las muestras 1 minuto y 30 
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segundos a 73°C en 0,4xSSC (pH=7,0-7,5). Sin dejar secar, se lavaron las muestras 30 

segundos en 2xSSC/0,1% NP-40 (pH: 7,0-7,5; (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, 

IL, Estados Unidos) a temperatura ambiente y se dejaron secar. Finalmente, se 

aplicaron 5 µl de una contratinción de DAPI II (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, 

IL, Estados Unidos), se colocó un cubreobjetos de 15x15 mm, se selló con esmalte de 

uñas y se almacenaron los portaobjetos a -20°C hasta la evaluación al microscopio de 

fluorescencia (Figura 15). 

 

Figura 15: Hibridación de las muestras de semen 

 

 EVALUACIÓN DE LAS SEÑALES DE HIBRIDACIÓN: La visualización de las 

señales de hibridación se realiza bajo microscopio de fluorescencia, en nuestro caso el 

Microscopio de fluorescencia OLYMPUS Provis AX-70, (Olympus, Center Valley, 

Pennsylvania, Estados Unidos) equipado con filtros adecuados para los haptenos 

utilizados. Debido a la baja tasa de anomalías cromosómicas que suelen presentar los 

espermatozoides para un determinado cromosoma, se analizaron entre 2000-5000 

espermatozoides, aproximadamente, por donante. Para la interpretación de las señales 

de hibridación se siguieron los criterios de evaluación descritos por Blanco, Egozcue y 

Vidal (Blanco, Egozcue y Vidal, 1996) que se detallan a continuación (Figura 16):  

- Espermatozoide haploide normal: si presenta una señal única para cada cromosoma 

analizado. 

- Espermatozoide disómico: si presenta dos señales para un cromosoma concreto y una 

señal única para el resto de cromosomas analizados. 

- Espermatozoide diploide: si presenta dos señales para cada uno de los cromosomas 

analizados. 
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Figura 16: Triple FISH: CEP X (Spectrum Green), CEP Y (Spectrum Orange), CEP 18 (Spectrum Aqua). 

 

Los resultados obtenidos tras el estudio de FISH de espermatozoides se compararon mediante 

un test estadístico Chi-cuadrado (p<0,05) con los valores de referencia de muestras obtenidas 

de una población control de donantes fértiles normozoospérmicos. Así, si se observó un 

incremento estadísticamente significativo en la incidencia de alteraciones cromosómicas para 

al menos uno de los cromosomas analizados, se consideró que la muestra analizada presentaba 

un resultado de FISH anormal. 

 

5.4. ANÁLISIS DE ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS: PGS 

5.4.1. Estimulación ovárica y cultivo embrionario 

 

La estimulación ovárica de las pacientes se realizó mediante FSH recombinante (FSHrec, 

Gonal®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) o hMG Gonadotropina menopaúsica humana 

altamente purificada (hp-hMG, Menopur®, Ferring Pharmaceuticals, Copenhague, 

Dinamarca) siguiendo los protocolos establecidos en IVI-Valencia. El desencadenante de la 

ovulación se produjo mediante la administración de hCG (hormona gonadotropina coriónica, 

6500 unidades internacionales (UI), Ovitrelle®, Merk-Serono, Madrid, España) o con un 

análogo de la GnRH (Decapeptyl®, Ferring Pharmaceuticals, Barcelona, España) y se realizó 

cuando al menos dos folículos alcanzaron 18-18,5 mm de diámetro medio, programando la 

punción folicular 36 horas más tarde bajo sedación general.  

 

Tras la recuperación y lavado de los ovocitos se procedió al ICSI. Transcurridas 17-20 h horas 

de la microinyección se evaluó la correcta fecundación de los ovocitos y los embriones fueron 

mantenidos en medio de cultivo IVF/CCM (Scandinavian IVF, Goteborg, Sweden) y la 

división embrionaria fue evaluada cada 24h.  

 

 

XY1818: diploide 

XY 

XY18 : disomía XY 

X18 Y,18 
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5.4.2. Biopsia embrionaria 

 

En el presente estudio, la biopsia embrionaria se realizó en día 3 de desarrollo. Solo se 

biopsiaron aquellos embriones con al menos 6 blastómeras de similar tamaño y menos del 25% 

de fragmentación, es decir, con morfología normal y desarrollo adecuado (Mir et al., 2013). 

(Figura 17). 

 

Figura 17: Desarrollo embrionario y cronología de un ciclo de DGP.  

 

La biopsia embrionaria se realizó en un medio sin Ca
2+

 y Mg
2+

 (G-PGD, Vitrolife, 

Scandinavian IVF, Suecia) suplementado con albúmina, utilizando un sistema de láser de 

infrarrojos (Octax Laser Shot™, Fertilase®, Herbron, Alemania). Por otro lado, las blastómeras 

extraídas fueron lavadas de forma individual en un medio de 1% polivinilpirrolidona (PVP)/ 

Phosphate Buffered Saline (PBS) y depositadas en un tubo de 0,2 mL de PCR con 2 µl de 

PBS (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La transferencia embrionaria de embriones euploides 

se realizó en día 5 de desarrollo embrionario. 

 

5.4.3. Arrays de CGH  

 

Tras la recepción de los tubos  eppendorf de 0,2 µl con las blastómeras, en el laboratorio de 

genética se comenzó con una etapa de amplificación que se realiza en condiciones de 

esterilidad y en una campana de flujo laminar. A continuación, se detallan las diferentes etapas 

del protocolo de arrays de CGH para el estudio de los 23 pares de cromosomas utilizando la 

plataforma 24sure (Illumina, Cambridge, UK) (Figura 18). 
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Figura 18: Esquema del protocolo de arrays de CGH para el estudio de aneuploidías de 23 pares de cromosomas 

sobre blastómeras. 

 

 Amplificación genómica completa (de inglés, Whole Genome Amplification, WGA)): 

Consta de una fase de lisis en la que se añaden 3 µl de Cell Extraction Buffer en el 

tubo de PCR con la blastómera a amplificar y 5 µl de un mix compuesto por 4,8 µl de 

Dilution buffer y 0,2 µl de Extraction Enzyme. Se llevan los tubos al termociclador con 

el programa de termociclado proporcionado por la casa comercial. Seguidamente, se 

realiza una pre-amplificación en la que se añade a cada tubo 5 µl del mix compuesto 

por 4,8 µl de Pre-amplification Buffer y 0,2 µl de Pre-amplification Enzyme. Se llevan 

los tubos al termociclador con el programa de pre-amplificación establecido por la casa 

comercial. Por último, se realiza la amplificación, en la que se añade a cada tubo 60 µl 

del mix compuesto por 34,2 µl de H
2
O (Nuclease-free wáter), 25 µl de Amplification 

Buffer y 0,8 µl de Amplification Enzyme. Se introducen los tubos en el termociclador 

con el programa de temperaturas de amplificación establecido por la casa comercial 

(todos los reactivos provienen del Kit de amplificación, Sureplex (Illumina, Cambridge, 

UK). Se realiza una electroforesis en gel de agarosa para comprobar la 

presencia/ausencia de amplicones. 

 

 Marcaje: En una placa de 96 pocillos se dispensan 5 µl de Primer Solution. A 

continuación, se añaden 8 µl de ADN amplificado de cada blastómera destinando 2 

pocillos al control masculino SureRef male reference (BlueGnome, UK) y 2 pocillos al 

control femenino SureRef female reference (BlueGnome, UK). Se introducen los 

tubos en el termociclador y se desnaturaliza el ADN a 94ºC durante 5 minutos. 

Posteriormente, se extraen los tubos del termociclador y se pasan inmediatamente a 

una gradilla refrigerada a 4ºC durante 5 minutos. Seguidamente, se preparan dos tubos 

eppendorf de 1,5 ml, uno para el  mix con el fluorocromo Cyanine 3 (Cy3) y otro para 

el mix con Cyanine 5 (Cy5). En ambos tubos se añaden 5μL de Reaction Buffer por 

muestra/control, 5 µl de dCTP mix por muestra/control y 1 µl de enzima de marcaje 
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Klenow por muestra/control. A uno de los tubos se le añade 1 µl del fluoróforo Cy3 

dCTP por muestra/control y al otro 1 μL del fluoróforo Cy5 dCTP por 

muestra/control. Se dispensan 12 μL del mix con Cy3 a las filas impares de la placa de 

96 pocillos y 12 μL del mix con Cy5 a las filas pares de la placa de 96 pocillos. Esta 

placa se lleva al termociclador y durante 2 horas a 37°C se marcará el ADN 

amplificado (Kit Labelling System, Illumina, Cambridge, UK). 

 

 Precipitación: Finalizado el marcaje, se extraen la placa del termociclador. Se 

dispensan 25 μL de COT Human DNA. Se combina el contenido de la primera fila de 

la placa marcada con Cy3 con la segunda fila de la placa marcada con Cy5, la tercera 

con la cuarta y así sucesivamente. Se lleva a cabo la precipitación del ADN mediante 

centrifugación en vacío a 75°C durante 1h (Genevac, Ipswich, UK) (Kit de 

precipitación, Illumina, Cambridge, UK). 

 

 Hibridación: Se añaden 21μL de tampón de hibridación (Illumina, Cambridge, UK) 

atemperado a 75ºC y se desnaturaliza el ADN precipitado en un termobloque Hybex 

(SciGene, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) a 75ºC durante 10 minutos. Tras dejar 

enfriar, y en la campana de extracción de gases, se añaden 18 µl de cada muestra a un 

cubreobjetos de 22x22 mm, y se monta sobre el área de hibridación del array. Los 

arrays se incuban toda la noche en una cámara de hibridación que contiene una 

solución de SSC y formamida (Roche, IN, Estados Unidos) y se hibridan incubando 

estas cámaras en un baño térmico a 47 ºC. 

 

 Lavado: En campana de extracción de gases, se sacan los arrays de la cámara de 

hibridación y se elimina el cubreobjetos por deslizamiento humedeciéndolos con una 

solución de 2xSSC/0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA). Sin dejar secar, se lavan 

en agitación a 850 rpm y temperatura ambiente en 2xSSC/0,05% Tween20 (10 min) y 

1xSSC (10 min) en 0,1xSSC a 60ºC (5 min) y finalmente en 0,1xSSC a temperatura 

ambiente (1 min). Finalmente, se secan los arrays centrifugándolos 3 minutos a 180 

rcf y se almacenan a temperatura ambiente hasta su lectura. 

 

 Escaneado de arrays e interpretación de resultados: La lectura de los arrays de CGH 

se realiza con un scanner (Powerscanner, TECAN, Männedorf, Switzerland) equipado 

con láser de dos canales, un canal verde (532 nm) para la excitación y la lectura de la 

señal Cy3 y un canal rojo (635 nm) para la excitación y lectura de la señal Cy5. Las 

imágenes .TIFF generadas por el scanner se analizaron con un programa informático 



59 

 

BlueFuse (Illumina, Cambridge, UK) que genera gráficas de las que se infiere 

visualmente la ganancia (trisomía) o pérdida (monosomía) de cromosoma/s concreto/s 

(Figura 19). 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

Figura 19: A. Perfil de un array de CGH correspondiente a una blastómera normal, XY. B. Perfil de un array de 

CGH correspondiente a una blastómera anormal, -22,XY. C., Perfil de un array de CGH correspondiente a una 

blastómera anormal, +7,XY. 

 

5.5. ANALISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS  

 

A continuación, se describen las variables del estudio y los tests estadísiticos utilizados en este 

trabajo. 

 Variables de exposición:  

- Analitos: BPA, m-Parabeno, p-Parabeno, MEHP, genisteína, daidzeína, cotinina y 

cafeína. 

- Cuestionario sobre el estilo de vida (Anexo IV) 
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 Variables de resultados:  

- Parámetros de estimulación y respuesta ovárica: Días estimulación, número de 

folículos antrales, E2 el día de la hCG, dosis diaria de FSH, dosis total de FSH, dosis 

hMG, número de ovocitos recuperados el día de la punción y número de ovocitos 

Metafase II (MII) recuperados el días de la punción. 

- Parámetros del seminograma: volumen de eyaculado, concentración de 

espermatozoides/ml, concentración de espermatozoides total, porcentaje de 

espermatozoides móviles progresivos, porcentaje de espermatozoides no progresivos y 

porcentaje de espermatozoides inmóviles. 

- Parámetros de la FISH de espermatozoides: porcentaje de disomías de autosomas, 

porcentaje de disomías de cromosomas sexuales, porcentaje de espermatozoides 

diploides. 

- Parámetros del ciclo de PGS: porcentaje de embrión anormal por ciclo y tasa de 

gestación clínica. 

 

 Para el análisis descriptivo hemos desarrollado un informe exploratorio de los datos 

utilizando el soporte informático R-project (R Development Core Team (2005). R: A 

language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org.). 

Se han presentado las medias y las desviaciones típicas de los datos continuos. El 

análisis exploratorio nos ha permitido detectar errores de introducción de los datos y 

hemos homogeneizado las categorías de las variables correspondientes. 

 

 Para el análisis de los datos se ha utilizado el programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, Illinois, E.E.U.U.) para la realización de test 

Kruskal Wallis. En todas las pruebas estadísticas realizadas con las variables de 

resultados, se estableció un nivel de significación estadística p< 0,05. Para la 

comparación de medias y DS (desviación estándar) y el FISH de espermatozoides 

utilizamos el programa estadístico InStat (GraphPad INSTAT Software). 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.r-project.org/
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1. RESULTADOS DE LAS DONANTES DE OVOCITOS 

 

1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO 

1.1.1. Variables demográficas: características poblacionales  

 

Nuestro estudio incluyó 31 donantes pertenecientes al programa de donación de ovocitos de 

IVI-Valencia. El intervalo de edad de las donantes de ovocitos fue 18-34 años con una edad 

media de 28,4± 4,0 años. El intervalo de IMC de las donantes de ovocitos fue de 17,6 a 27,2 

kg/m
2

 con un IMC medio de 21,8± 2,4 kg/m
2

 (Tabla 8). De las donantes de ovocitos, 25 

(78,1%) habían nacido en España, todas eran de raza caucásica y todas tenían su residencia en 

la ciudad de Valencia o alrededores. En cuanto a su nivel educativo, una de las donantes 

(3,2%) habían cursado estudios universitarios, 8 (25,8%) formación profesional, 14 (45,2%) 

educación secundaria y una (3,2%) de las donantes había cursado educación primaria. Debido 

a la profesión desarrollada por las donantes, 2 (6,5%) de ellas estaban expuestas laboralmente a 

compuestos químicos.  

 

1.1.2. Variables de exposición  

1.1.2.1. Estilo de vida 

 

Tras el análisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de las donantes de ovocitos, 

en el Anexo V se detalla la distribución de la población en cuanto a la actividad física realizada, 

consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto 

con plásticos y consumo de fármacos. 

 

1.1.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

1.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en orina  

 

De las 32 donantes reclutadas inicialmente, entraron en el estudio 31. La donante con 

referencia interna Dm-028 pese a que inicialmente aceptó participar en el estudio, no aportó 

las muestras de orina que se le solicitaban por lo fue excluida. Recogimos la primera orina de 

la mañana el día que se realizaba la punción de los ovocitos para donación (orina 1) y otra orina 

5-7 días después (orina 2). De las 31 donantes de ovocitos incluidas en el estudio, 26 

aportaron las dos muestras de orina (orinas 1 y 2). 

 

Salvo en dos muestras en las que no se detectó genisteína porque su concentración fue inferior 

al límite de detección de la técnica (<LdD), en todas las primeras orinas (orina 1) fueron 

detectados todos los disruptores endocrinos analizados, así como la cafeína y la cotinina. En las 
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segundas orinas (orina 2) no fue detectado BPA en dos de las orinas y MEHP en dos de las 

orinas. En la siguiente tabla se muestran los valores mínimos y máximos que se encontraron en 

la orina de las donantes de ovocitos de nuestro estudio. (Tabla 4). 

 

Tabla 4: Valores mínimos y máximos medios y, media±DS de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos detectados 

en la orina de las donantes de ovocitos. 

 

En la siguiente tabla (Tabla 5) se muestran los niveles de cafeína, cotinina y de los disruptores 

endocrinos analizados en orina de las donantes femeninas. Para la descripción de los 

resultados consideraremos, siempre que dispongamos de él, el valor medio de las orinas 1 y 2.  

 

Respecto a la cafeína, fue detectada en todas las muestras de orina que se recibieron con un 

valor medio mínimo de 0,149 ng/ng creatinina y un valor medio máximo de 82,279 ng/ng 

creatinina. Las concentraciones más altas se encontraron en donantes que se declararon 

grandes consumidoras de café y refrescos con cafeína (5-6 veces a la semana o más). Se 

observaron considerables diferencias de concentración en la orina 1 y 2 independientemente 

del consumo de café o refrescos de cafeína.  

 

La cotinina fue detectada en todas las muestras orina que se recibieron con un valor medio 

mínimo de 0,020 ng/ng creatinina y un valor medio máximo de 39,685 ng/ng creatinina. Las 

menores concentraciones de cotinina se detectaron en las donantes que no habían fumado 

nunca y en exfumadoras. El valor medio mínimo detectado en fumadoras fue de 0,887 ng/ng 

creatinina. Las fumadoras consumían una media de 9,6 cigarrillos/día. Se observó cierto 

aumento de cotinina conforme se incrementaba el consumo de cigarrillos al día. 

 

La daidzeína se detectó en todas las muestras de orina con un valor medio mínimo de 0,347 

ng/ng creatinina y un valor medio máximo de 221,929 ng/ng creatinina. Se observó una gran 

variación de concentración en la orina 1 y 2, curiosamente, aunque casi la totalidad de las 

donantes no consumían nunca soja en ninguna de las formas en las que fueron preguntadas. 

 

La genisteína fue detectada en todas las orinas salvo en dos muestras de orina 1 en las que la 

concentración fue inferior al LdD. El valor medio mínimo fue 0,176 ng/ng creatinina y el valor 
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medio máximo de 85,921 ng/ng creatinina. En las concentraciones menores se observó poca 

variación entre la concentración de la orina 1 y 2. La concentración media en orina fue 

independiente de lo que las donantes de ovocitos respondieron en el cuestionario respecto al 

consumo de soja y derivados. 

 

El BPA se detectó en todas las muestras de orina salvo en dos de las orinas 2, en las que la 

concentración fue inferior a LdD. La concentración media mínima en orina fue de 0,003 ng/ng 

creatinina y la máxima de 0,822 ng/ng creatinina. Las concentraciones en la orina 1 y 2 fueron 

similares pero las diferencias aumentaban en aquellas donantes con concentraciones medias 

mayores. La concentración media de BPA en orina fue independiente del consumo de agua 

embotellada, envasados y enlatados. Tampoco se observó relación con almacenar los alimentos 

en plástico o calentarlos en recipiente de plástico, así como tampoco con reutilizar la botella de 

plástico o ser portadora de empastes.  

 

El MEHP se detectó en todas las muestras de orina salvo en dos de las orinas 2, en las que la 

concentración fue inferior a LdD con una concentración mínima media de 0,036 ng/ng 

creatinina y una concentración media máxima de 28,121 ng/ng creatinina. Los valores de las 

orinas 1 y 2 fueron similares. En la orina 1 de la donante con referencia interna Dm-002 

encontramos un valor anormalmente elevado, 56,179 ng/ng creatinina. La concentración 

media de MEHP en orina fue independiente del consumo de agua embotellada, envasados y 

enlatados. Tampoco se observó relación con calentar los alimentos en recipiente de plástico así 

como tampoco con reutilizar la botella de plástico o ser portadora de empastes. Las mayores 

concentraciones medias se observaron en donantes que almacenaban los alimentos en 

recipiente de plástico y en usuarias frecuentes (varias veces a la semana o más) de leche 

corporal, maquillaje y desmaquillante.  

 

El m-Parabeno aparecía en la orina de todas las donantes de ovocitos. La concentración media 

mínima detectada fue de 0,036 ng/ng creatinina y la máxima 4,263 ng/ng creatinina. Las 

mayores concentraciones medias se detectaron en donantes que eran usuarias frecuentes 

(varias veces a la semana o más) de maquillaje y desmaquillante. 

 

El p-Parabeno aparecía en la orina de todas las donantes de ovocitos. La concentración media 

mínima detectada fue de 0,002 ng/ng creatinina y la máxima 4,689 ng/ng creatinina. Las 

mayores concentraciones se detectaron en donantes que eran usuarias frecuentes (varias veces 

a la semana o más) de crema hidratante, leche corporal y maquillaje. 
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Tabla 5: Concentraciones medias normalizadas de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de las donantes de ovocitos. 
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1.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en líquido folicular 

 

En la siguiente tabla (Tabla 6) se muestran los valores mínimos y máximos en el líquido 

folicular de los donantes de ovocitos de nuestro estudio. No recibimos líquido folicular de dos 

de las donantes de ovocitos. 

 

Tabla 6: Valores mínimos y máximos, media±DS y, número de muestras en las que no se detectaron en líquido 

folicular de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD). 

 

Como el líquido folicular fue recogido el mismo día que la orina 1, usaremos como referencia 

la media esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en líquido 

folicular se recogen en la Tabla 7. 

 

La concentración de cotinina fue inferior al LdD en el 31,0% de las muestras de líquido 

folicular, daidzeína en el 17,2 %, BPA en el 96,6%, MEHP en el 93,1%, m-Parabeno en el 

34,5% de las muestras y p-Parabeno en el 44,8% de las muestras. 

 

La concentración mínima detectada en líquido folicular de cafeína fue de 2,741 ng/ml y la 

máxima de 2716,380 ng/ml. Las mayores concentraciones en el líquido folicular correspondían 

a las mayores concentraciones detectadas en orina 1 y éstas aparecían en donantes que eran 

consumidoras frecuentes (5-6 veces a la semana o más) de café y refrescos de cafeína. 

 

La cotinina presentó una concentración mínima de 0,162 ng/ml y un valor máximo de 70,435 

ng/ml. Las mayores concentraciones se detectan el líquido folicular de fumadoras con una 

concentración mínima de 0,567 ng/ml. La concentración en líquido folicular fue inferior a 

LdD en las no fumadoras y en las que se declararon fumadoras pasivas. Las mayores 

concentraciones en líquido folicular correspondieron con las mayores concentraciones 

detectadas en la orina 1. La concentración en líquido folicular parece estar relacionada con el 

número de cigarrillos consumidos al día. 
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La daidzeína aparecía en líquido folicular con una concentración mínima de 0,119 ng/ml y un 

valor máximo de 25,402 ng/ml. Las mayores concentraciones detectadas en líquido folicular 

aparecían en las donantes con las mayores concentraciones en la orina 1. Estas donantes 

respondieron en el cuestionario que nunca consumían ninguno de los productos de soja y 

derivados que se les plantearon. 

La genisteína fue detectada en todas las muestras de líquido folicular con una concentración 

mínima de 0,191 ng/ml y una concentración máxima de 21,043 ng/ml. Al igual que ocurría con 

la daidzeína, y en las mismas donantes, se detectan las mayores concentraciones en líquido 

folicular y orina 1. Estas donantes según lo contestado en el cuestionario no consumían nunca 

soja o sus derivados. 

EL BPA solo fue detectado en uno de los líquidos foliculares con una concentración de 57,794 

ng/ml. Este valor en líquido folicular corresponde a un valor de concentración intermedio 

detectado en la orina 1. Esta donante declaró un consumo de 2 ó 3 veces al día de refrescos 

enlatados y zumos envasados y, una reutilización de 4 veces o más de las botellas de plástico 

de agua. 

 

El MEHP se detectó en dos muestras de líquido folicular. En el resto la concentración era 

inferior a LdD. Estas dos muestras pertenecían a donantes que eran consumidoras muy 

frecuentes (consumo diario) de agua embotellada, almacenaban la comida en recipiente de 

plástico y eran usuarias frecuentes (2-4 veces a la semana o más) de leche corporal, maquillaje 

y esmalte de uñas. 

 

El m-Parabeno se detectó en líquido folicular con concentración mínima de 0,139 ng/ml y 

máxima de 5,197 ng/ml, sin relación con la concentración detectada en orina 1. Las donantes 

con mayores concentraciones en líquido folicular declararon usar diariamente crema 

hidratante. 

 

El p-Parabeno se encontró en líquido folicular con una concentración mínima de 0,029 ng/ml 

y una concentración máxima de 4,382 ng/ml. No se observó relación con la concentración 

detectada en orina 1. Las donantes con mayores concentraciones en líquido folicular 

declararon usar diariamente crema hidratante y eran las mismas que presentaban mayores 

concentraciones de m-Parabeno en líquido folicular. 
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Tabla 7: Concentraciones de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en el líquido folicular de las donantes de ovocitos. 

<LdD: inferior al límite de detección de la técnica. N/A: dato no disponible. 
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1.1.3. Variables clínicas 

1.1.3.1. Estimulación y respuesta ovárica 

 

A continuación, se describen las variables clínicas más relevantes relacionadas con el protocolo 

de estimulación ovárica aplicado y los resultados en cuanto al E2 obtenido el día de la 

administración de la hCG para el desencadenamiento de la ovulación y, la respuesta ovárica 

valorada por el número total de ovocitos aspirados y el número de ovocitos MII. 

 

El promedio de días de estimulación fue 9,5±0,9 días. La media de folículos antrales fue de 

17,3±5,3 folículos. La media de E2 fue 2685,9±1263,1 pg/ml. La dosis media diaria de FSH 

fue de 213,9±54,1 mUI/ml. La dosis media total de FSH fue de 1912,3±500,9 mUI/ml. La 

dosis media de hMG fue de 1197,6±805,0 mUI/ml. El número medio de ovocitos por punción 

fue de 13,8±4,5 El número medio de ovocitos metafase II por punción fue de 10,7±3,7 (Tabla 

8). 
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Tabla 8: Edad, IMC, estimulación y respuesta ovárica de las donantes de ovocitos.N/A: dato no disponible.
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1.2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

1.2.1. Relación entre estilo de vida y variables clínicas 

 

De todas las variables de exposición que aparecen en el cuestionario, se detallan a 

continuación aquellas en las que se observaron diferencias significativas: 

 En cuanto a la ACTIVIDAD FÍSICA, las donantes fueron preguntadas por la 

frecuencia con la que caminaban al día. Las respuestas se categorizaron como sigue: 

no camina casi nunca, menos de 20 minutos al día, 20-40 minutos al día, 40-60 

minutos al día, entre 1 y 1 hora y media al día o más de 1 hora y media al día. Se 

observaron diferencias estadísticamente significativas entre el número  de folículos 

antrales y el tiempo caminando (p=0,039). Respecto al tiempo que las donantes 

hacían bicicleta a la semana, las respuestas se categorizaron en tres grupos: menos de 

20 minutos a la semana, de 20 a 60 minutos a la semana y más de una hora a la 

semana. Se observaron diferencias estadísticamente significativas para el tiempo 

dedicado a hacer bicicleta a la semana con el número de ovocitos metafase II 

(p=0,033) y con la dosis total de FSH (p=0,037). 

 

 Si tenemos en cuenta la EXPOSICIÓN A QUÍMICOS (sí/no), se observó una 

disminución estadísticamente significativa en el número de folículos antrales 

(p=0,044), el número total de ovocitos (p=0,042) y el número de ovocitos MII 

(p=0,042). 

 

 Respecto al CONSUMO DE SOJA, en concreto, harina de soja, yogur de soja, leche 

de soja, soja en bruto, soja germinada, natto, tempeh, miso, tofu y salsa de soja, las 

respuestas se clasificaron en dos grupos: nunca o alguna vez al mes. Se observó un 

incremento estadísticamente significativo en el número de folículos antrales con el 

consumo de harina de soja (p=0,019), el consumo de yogur de soja (p=0,011), el 

consumo de leche de soja (p=0,025), y el consumo de tofu (p=0,025). 

 

 Para el CONSUMO DE ALIMENTOS VARIOS, las respuestas fueron categorizadas 

en tres grupos: consumo alguna vez al mes, consumo una o varias veces a la semana y 

consumo una vez al día o más. Se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre el número total ovocitos y la frecuencia de consumo de verdura 

fresca (p=0,011), entre dosis total de FSH y el consumo de pescado blanco (p=0,049) 

y, entre refrescos enlatados y HMG (p=0,038). 

 

 Las donantes fueron preguntadas si usaban ENVASES DE PLÁSTICO para 
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almacenar alimentos (sí/no) y si calentaban los alimentos contenidos en un envase de 

plástico (sí/no). Se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el 

número de folículos antrales y la costumbre de calentar alimentos en recipiente de 

plástico (p=0,048) y entre almacenar comida en plástico y la dosis total de FSH 

(p=0,040). 

 

 Se recogieron datos de la frecuencia de uso de productos de HIGIENE PERSONAL 

como crema hidratante, leche corporal, fotoprotector solar, autobronceador, 

maquillaje, desmaquillante y esmalte de uñas. Se agruparon las respuestas en tres 

categorías: semanal/diariamente, mensualmente y nunca. Se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre el número de folículos antrales y el uso crema 

hidratante (p=0,021) y, entre el uso de leche corporal (p=0,046) y autobronceador con 

la dosis total de FSH (p=0,047). 

 

1.2.2. Relación entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

en orina y líquido folicular y, variables clínicas 

 

De todas las mediciones realizadas en líquido folicular y orina, sólo se observaron 

diferencias significativas en la concentración de CAFEÍNA, mostrando una relación 

positiva estadísticamente significativa entre el número total de ovocitos con la cafeína 

media en orina (p=0,002) y con la cafeína en líquido folicular (p=0,040). También se 

observó esta relación entre el número de ovocitos MII y la cafeína media en orina 

(p=0,005) y la cafeína en líquido folicular (p=0,008) (Figura 20).  

 

Figura 20: Relación entre la concentración de cafeína en orina y líquido folicular y el número de ovocitos y 

el número de ovocitos MII. 
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2. RESULTADOS DE LOS DONANTES DE SEMEN 

 

2.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO 

2.1.1. Variables demográficas: características poblacionales  

 

Nuestro estudio incluyó 25 donantes pertenecientes al programa de donación de semen de 

IVI-Valencia. El intervalo de edad de los donantes de semen fue de los 18-34 años con una 

edad media de 24,4±4,7 años. El intervalo de IMC de los donantes de semen fue entre 19,6 y 

35,7 kg/m
2

 con un IMC medio de 23,9±4,0 kg/m
2 

(Tabla 13). Todos los donantes de semen 

habían nacido en España, eran de raza caucásica y tenían su residencia en la ciudad de 

Valencia o alrededores. En cuanto al nivel educativo de los donantes, 8 de los 25 (32%) habían 

cursado estudios universitarios, 8 (32%) formación profesional, 8 (32%) educación secundaria 

y uno (4%) de los donantes había cursado educación primaria. Debido a su profesión, 3 de los 

donantes (12%) estaban expuestos ocupacionalmente a compuestos químicos. 

 

2.1.2. Variables de exposición 

2.1.2.1. Estilo de vida 

 

Tras el análisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de los donantes de semen, 

en el Anexo V se detalla la distribución de la población en cuanto a la actividad física realizada, 

consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto 

con plásticos y consumo de fármacos. 

 

2.1.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

2.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en orina 

 

De los 25 donantes de semen incluidos en el estudio, 22 aportaron dos muestras de orina 

(orinas 1 y 2). En todas las primeras orinas (orina 1) fueron detectados todos los disruptores 

endocrinos analizados así como, la cafeína y la cotinina. En las segundas orinas (orina 2) no 

fue detectada cafeína en una de las orinas, m-Parabeno en 3 de las orinas y p-Parabeno en 12 

de las orinas analizadas. En la siguiente tabla se muestran los valores mínimos y máximos que 

se encontraron en la orina de los donantes de semen de nuestro estudio (Tabla 9). 
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Tabla 9: Valores mínimos y máximos medios y, media±DS de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos detectados 

en la orina de los donantes de semen. 

 

En la siguiente tabla (Tabla 10) se muestran los niveles de cafeína, cotinina y los disruptores 

endocrinos analizados en orina de los donantes masculinos. Para la descripción de los 

resultados consideraremos, siempre que dispongamos de él, el valor medio de las orinas 1 y 2 

(orina media).  

 

La cafeína fue detectada en todas las muestras de orina salvo en una de ellas en la que la 

concentración era inferior al LdD de la técnica. El valor medio mínimo de cafeína detectado 

en orina fue 0,031 ng/ng creatinina y el máximo fue 20,272 ng/ng creatinina. Observamos que 

los donantes que se declararon grandes consumidores de cafeína (tomaban café 5 ó 6 veces a 

la semana o más), en general, tenían concentraciones superiores a 1,080 ng de cafeína/ng de 

creatinina. Si tomamos como referencia de alto consumo 1,080 ng de cafeína/ng de creatinina, 

en los donantes poco consumidores de bebidas con cafeína (café y refrescos) encontramos 

concentraciones similares en las orinas 1 y 2. También observamos que en grandes 

consumidores se detectan grandes diferencias de concentración en las orinas 1 y 2. 

 

Con respecto a la cotinina, fue detectada en todas las muestras de orina (orinas 1 y 2). El valor 

medio mínimo de cotinina detectado en orina fue 0,013 ng/ng creatinina y el máximo fue 

40,284 ng/ng creatinina. Aquellos donantes que eran fumadores presentaban concentraciones 

medias en orina entre 4,561 ng/ng creatinina y 40,284 ng/ng creatinina. Aquellos donantes que 

eran no fumadores presentaban concentraciones medias en orina mucho menores cercanas a 

cero, entre 0,013 ng/ng creatinina y 0,410 ng/ng creatinina. La concentración de cotinina 

media en orina no parecía dependiente del número de cigarrillos fumados. En los no 

fumadores se obtuvieron valores de cotinina similares en ambas orinas. 

 

La daidzeína se detectó en todas las muestras de orina. Los donantes, en general, declararon 

escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio mínimo de daidzeína en 

orina fue 0,018 ng/ng creatinina y el máximo fue 86,702 ng/ng creatinina. Las concentraciones 
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de daidzeína parecen independientes del consumo de soja en diferentes formas. A partir de 

una concentración media de 1,802 ng/ng creatinina se observa una alta variación entre las 

concentraciones de la orina 1 y 2. 

 

La genisteína se detectó en todas las muestras de orina. Al igual que ocurría con la daidzeína, 

los donantes declararon escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio 

mínimo de genisteína detectado en orina fue 0,065 ng/ng creatinina y el máximo fue 22,815 

ng/ng creatinina. Las concentraciones de genisteína parecen independientes del consumo de 

soja en diferentes formas. A partir de una concentración media de 4,426 ng/ng creatinina 

observa una alta variación entre las concentraciones de la orina 1 y 2. 

 

El BPA fue detectado en todas las muestras de orina con concentraciones similares en las 

orina 1 y 2. El valor medio mínimo de BPA detectado en orina fue 0,006 ng/ng creatinina y el 

máximo fue 0,632 ng/ng creatinina. Se obtuvieron valores de BPA similares en ambas orinas. 

La concentración de BPA media en orina parece independiente del consumo de agua 

embotellada, pero se observan concentraciones medias en orina más altas en consumidores 

frecuentes (5 ó 6 veces a la semana o más) de zumos envasados y embutidos envasados. La 

concentración de BPA media en orina parece independiente de reutilizar la botella de agua de 

plástico. La concentración de BPA media en orina también parece independiente del 

almacenamiento de alimentos en plástico, aunque las mayores concentraciones se encuentran 

en donantes que almacenaban alimentos en recipientes de plástico. La concentración de BPA 

media en orina parece independiente de calentar la comida en recipiente de plástico, de 

reutilizar la botella de plástico o incluso de ser portador de empastes. 

 

En cuanto al MEHP, se detectó en todas las muestras de orina. Las concentraciones en las 

orinas 1 y 2 fueron muy similares. El valor medio mínimo de MEHP encontrado en orina fue 

0,031 ng/ng creatinina y el máximo 1,838 ng/ng creatinina. Se obtuvieron valores de MEHP 

similares en ambas orinas. La concentración de MEHP media en orina parecía independiente 

del consumo de bebidas embotelladas, enlatados, envasados y, productos de higiene personal. 

 

El m-Parabeno se detectó en todas las muestras de orina menos en 3 muestras (orina 2) en las 

que la concentración fue inferior a LdD. El valor medio mínimo de m-Parabeno detectado en 

orina fue 0,004 ng/ng creatinina y el máximo fue 1,574 ng/ng creatinina. Se obtuvieron 

concentraciones similares en ambas orinas. Las mayores concentraciones se observaron en 

donantes que utilizaban con frecuencia crema hidratante y fotoprotector solar.  
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Finalmente, el p-Parabeno se detectó en todas las orinas 1, pero fue inferior a LdD en 12 de 

las muestras. El valor medio mínimo de p-Parabeno encontrado en orina fue 0,001 ng/ng 

creatinina y el máximo fue 0,327 ng/ng creatinina. Las mayores concentraciones se observaron 

en los donantes que usaban con cierta frecuencia crema hidratante, leche corporal y 

fotoprotector solar (de una a 3 veces a la semana o más). 
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Tabla 10: Concentraciones medias normalizadas de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de los donantes de semen. 
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2.1.2.2.2.  Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en plasma seminal 

 

En la Tabla 11, se muestran los valores mínimos y máximos que encontramos en plasma 

seminal de los donantes masculinos incluidos en este estudio.  

Tabla 11: Valores mínimos y máximos media±DS y, número de muestras en las que no se detectaron en plasma 

seminal cafeína, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD). 

 

Como el plasma seminal fue recogido el mismo día que la orina 1, usaremos como referencia 

esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en líquido folicular se 

recogen en la Tabla 12. 

 

La concentración de cotinina fue inferior al LdD en el 40% de las muestras de plasma seminal, 

daidzeína en el 8%, BPA en el 88%, MEHP en el 72%, m-Parabeno en el 72% de las muestras 

y p-Parabeno en el 84% de las muestras. 

 

La cafeína fue detectada en todos los plasma seminales de los donantes con concentraciones 

que iban de los 1,281 ng/ml a 713,354 ng/ml. En la mayoría de casos concentraciones altas de 

cafeína en orina suponían concentraciones altas en plasma seminal. 

 

La concentración mínima de cotinina detectada fue 0,126 ng/ml y la máxima 101,269 ng/ml. 

Las mayores concentraciones de cotinina en plasma seminal se observaron en los grandes 

fumadores. En cuatro de los donantes que declararon no haber fumado nunca, se encontró 

cotinina en plasma seminal. En los otros nueve, la concentración era inferior a LdD. Cuando 

la concentración en orina era igual o superior a 0,086 ng/ng creatinina, ésta era detectada en 

plasma seminal. 

 

Por otro lado, la daidzeína sólo pudo ser detectada en dos de las muestras de plasma seminal. 

La concentración mínima observada fue 0,144 ng/ml y la máxima 210,662 ng/ml. Pese a que 

los donantes no consumían soja en ninguna de las formas por las que eran preguntados, se 
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detectaba daidzeína en altas concentraciones que coincidían con los donantes con mayores 

concentraciones en orina 1. 

 

La genisteína se detectó en todas las muestras de plasma seminal. La concentración mínima 

detectada fue 0,584 ng/ml y la máxima 69,844 ng/ml. Al igual que ocurría con la daidzeína, se 

encontró genisteína en el plasma seminal en diferentes concentraciones, aunque respondieron 

en el cuestionario que nunca consumían productos de soja y derivados. 

 

Sólo se detectó BPA en 3 de los plasmas seminales. En el resto de muestras la concentración 

fue inferior al LdD. No encontramos ningún tipo de relación con las concentraciones 

encontradas en orina. 

 

El MEHP se detectó en 7 de las muestras de plasma seminal. La concentración mínima 

detectada fue 0,094 ng/ml y la máxima 2,258 ng/ml. Dos de las mayores concentraciones más 

altas en orina coincidían con las concentraciones más altas en plasma seminal. 

 

El m-Parabeno fue detectado en 7 de las muestras de plasma seminal, en el resto la 

concentración era inferior al LdD. La concentración mínima detectada fue 0,097 ng/ml y la 

máxima 1,963 ng/ml. Las mayores concentraciones en la orina 1, se relacionaban con altas 

concentraciones en plasma seminal. 

 

Por último, el p-Parabeno fue detectado sólo en 4 de las muestras de plasma seminal en el 

resto la concentración era inferior al LdD. Solo en 3 de las muestras se detectó m-Parabeno y 

p-Parabeno. En estos 3 casos, los donantes declararon no usar nunca ninguno de los productos 

de higiene personal por los que fueron preguntados. 
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Tabla 12: Concentraciones de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en el plasma seminal de los donantes de semen. <LdD: inferior al límite de detección. 
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2.1.3. Variables clínicas 

2.1.3.1. Parámetros seminales 

 

Los parámetros seminales considerados (volumen, concentración, número total de 

espermatozoides y porcentaje de espermatozoides progresivos, no progresivos e inmóviles) 

mostraron, en todos los casos, valores normales según los criterios establecidos por el programa 

de donación de semen de IVI-Valencia (Tabla 13).  

 

El volumen del eyaculado osciló entre 2,1-6,5 ml con un volumen medio de 3,8±1,1 ml. La 

concentración/ml varió entre 22-113 millones/ml y la concentración media fue de 55,3±24,3 

millones/ml. La concentración total varió de 66-376 millones siendo la concentración media 

fue 199,0±79,0 millones/ml. Los espermatozoides móviles progresivos variaron entre 21-72%. 

La media de espermatozoides móviles progresivos fue 47,5±11,6%. Los espermatozoides 

móviles no progresivos variaron entre 6-28%. La media de espermatozoides móviles no 

progresivos fue 13,1±5,5%. Los espermatozoides inmóviles variaron entre 19-64%. La media 

de espermatozoides móviles no progresivos fue de 39,4±10,9%.  
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Tabla 13: Edad, IMC, parámetros seminales y medias±DS de los donantes de semen. 
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2.1.3.2. FISH de espermatozoides 

 

Se evaluaron un total de 2000 a 9000 espermatozoides para los cromosomas X, Y, 18 y 2000 a 

8000 espermatozoides para los cromosomas 13 y 21. Los valores de disomías para cada uno de 

los cromosomas y el porcentaje de espermatozoides diploides tras el estudio de FISH de 

espermatozoides de nuestro grupo control se compararon con los valores de referencia de 

muestras obtenidas de una población control de 10 donantes fértiles normozoospérmicos 

fueron en todos los casos similares a los previamente publicados en pacientes 

normozoospérmicos y se consideraron dentro de los valores normales, sin ningún hallazgo 

relevante (Tabla 15). Los resultados obtenidos se encuentran en los valores obtenidos en 

nuestro grupo control, siento el resultado de todas las FISH de espermatozoides normal. A 

nivel clínico, consideramos que un resultado de FISH es anormal cuando se observa un 

incremento significativo de disomías y diploidías para los cromosomas analizados al 

compararlos con los de la población control (Tabla 14). 

 

Tabla 14: Tabla grupo control en espermatozoides de testículo (Rodrigo et al., 2011). 
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Tabla 15: Resultado de la FISH de espermatozoides de los donantes de semen. Sptz: Espermatozoides. DIS: disomía. DIPL: diploidía. 
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2.2.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

2.2.1. Relación entre estilo de vida y variables clínicas 

 

De todas las variables de exposición que aparecen en el cuestionario, se detallan, a 

continuación, aquellas en las que se observaron diferencias significativas: 

 En cuanto a la ACTIVIDAD FÍSICA, los donantes fueron preguntados por la 

frecuencia con la que caminaban al día. Las respuestas se categorizaron como sigue: 

no camina casi nunca, menos de 20 minutos al día, 20-40 minutos al día, 40-60 

minutos al día, entre 1 y 1 hora y media al día ó más de 1 hora y media al día. Se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre tiempo dedicado a las 

tareas del hogar y el porcentaje de disomías de los cromosomas sexuales (p=0,020).  

 

 Respecto al CONSUMO DE SOJA, a los donantes se les preguntó con qué frecuencia 

consumían harina de soja, yogur de soja, leche de soja, soja en bruto, soja germinada, 

natto, tempeh, miso, tofu y salsa de soja. Las respuestas se clasificaron en dos grupos: 

nunca o alguna vez al mes. Se encontró un incremento estadísticamente significativo 

en el porcentaje de disomías de autosomas con el consumo de miso (p=0,041), el 

consumo de soja germinada (p=0,047) y el consumo de tofu y (p=0,041). Se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas positivas para las disomías de 

cromosomas sexuales y el consumo de yogur de soja (p=0,050) y de soja germinada 

(p=0,044). Se encontró un incremento estadísticamente significativo en el volumen de 

eyaculado con el consumo de miso (p=0,024) y con el consumo de tofu y el (p=0,024). 

Se observó una disminución estadísticamente significativa del porcentaje de 

espermatozoides progresivos (p=0,045) y un aumento del porcentaje de 

espermatozoides inmóviles (p=0,030) con el consumo de leche de soja. 

 

 Los donantes informaron de su frecuencia de consumo de ALIMENTOS VARIOS. 

Sus respuestas fueron categorizadas en tres grupos: consumo alguna vez al mes, 

consumo una o varias veces a la semana y consumo una vez al día o más. Se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas para las disomías de autosomas 

con el consumo de yogur (p=0,022) y con el consumo de carne (p=0,046).  También 

se encontró correlación para porcentaje de diploides totales con el consumo de 

vísceras (p=0,023), con el consumo de aceitunas enlatadas (p=0,042) y con el 

consumo atún enlatado (p=0,028). El consumo de verdura fresca se correlacionó con 

el porcentaje de espermatozoides inmóviles (p=0,007) y con el porcentaje de 

espermatozoides progresivos (p=0,027). 
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 Las respuestas sobre el uso de productos de HIGIENE PERSONAL como crema 

hidratante, leche corporal, fotoprotector solar, autobronceador, maquillaje, 

desmaquillante y esmalte de uñas, se agruparon en tres categorías: 

semanal/diariamente, mensualmente y nunca. Se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre la concentración total de espermatozoides y el uso 

de fotoprotector solar (p=0,047).  

 

 Los donantes fueron preguntados si usaban ENVASES DE PLÁSTICO para 

almacenar alimentos (sí/no) y si calentaban los alimentos contenidos en un envase de 

plástico (sí/no). Se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

calentar comida en recipiente de plástico y el porcentaje de espermatozoides no 

progresivos (p=0,001).  

 

2.2.2. Relación entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

en orina y plasma seminal y, variables clínicas 

 

De las determinaciones realizadas en orina y plasma seminal se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en los siguientes analitos: 

 Con respecto a la DAIDZEÍNA, se observó un incremento estadísticamente 

significativo del porcentaje de disomías de autosomas y la concentración en orina 

(p=0,031) y en plasma seminal (p=0,004) y para el porcentaje de diploides totales y la 

concentración en plasma seminal (p=0,008) (Figura 21). 

 

 

Figura 21: Relación entre la concentración de daidzeína en orina y plasma seminal y el porcentaje de 

disomías de autosomas y de diploides totales. 
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 En el caso de la GENISTEÍNA, se observó un aumento estadísticamente significativo 

en el porcentaje de disomías de cromosomas sexuales (p=0,027) y en el volumen del 

eyaculado (p=0,025)  y la concentración en el plasma seminal (Figura 22).  

 

Figura 22: Relación entre la concentración de genisteína en plasma seminal y el porcentaje de disomías de 

cromosomas sexuales y el volumen de eyaculado. 

 

 Se observaron diferencias estadísticamente significativas positivas entre la 

concentración de m-PARABENO en plasma seminal y el porcentaje de 

espermatozoides no progresivos (p=0,003) (Figura 23). 

 

Figura 23: Relación entre la concentración de m-Parabeno en plasma seminal y porcentaje de 

espermatozoides no progresivos. 

 

 Se encontraron diferencias estadísticamente significativas positivas entre la 

concentración media de p-PARABENO en orina y el porcentaje de disomías de 

cromosomas sexuales (p=0,008) (Figura 24).  

 

Figura 24: Relación entre la concentración de p-Parabeno en orina y porcentaje de disomías de 

cromosomas sexuales. 
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 Se observaron diferencias significativas positivas entre la concentración media en orina 

de MEHP y la concentración/ml (p=0,035) (Figura 25). 

  

 

Figura 25: Relación entre la concentración de MEHP en orina y la concentración/ml. 
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3. RESULTADOS DE LAS PACIENTES FEMENINAS 

 

3.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO 

3.1.1. Variables demográficas: características poblacionales 

 

Nuestro estudio incluyó diez pacientes femeninas que acudían a TRA en IVI-Valencia. El 

rango de edad de las mujeres incluidas fue de 30-38 años y la edad media fue de 34,5±3,0 

años. El rango de IMC de las pacientes femeninas fue de 17,7 a 30 kg/m
2

 y la media de 

23,0±4,1 kg/m
2

 (Tabla 19). Nueve de las pacientes femeninas (90%) habían nacido en España, 

todas eran de raza caucásica y 7 tenían su residencia en la ciudad de Valencia o alrededores y 

las restantes en otras provincias españolas. En cuanto al nivel educativo de las pacientes 

femeninas, 7 de las 10 pacientes femeninas (70%) habían cursado estudios universitarios, 1 

(10%) formación profesional, una (10%) educación secundaria y una de las pacientes 

femeninas (10%) había cursado educación primaria. Debido a la profesión desarrollada por las 

pacientes femeninas, una de ellas (10%)  estaba expuesta ocupacionalmente a compuestos 

químicos. 

 

3.1.2. Variables de exposición 

3.1.2.1. Estilo de vida 

 

Tras el análisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de las pacientes femeninas, 

en el Anexo V se detalla la distribución de la población en cuanto a la actividad física realizada, 

consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto 

con plásticos y consumo de fármacos. 

 

3.1.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

3.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en orina 

 

De los 10 pacientes femeninas incluidas en el estudio, seis aportaron dos muestras de orina 

(orinas 1 y 2). En la tabla 16 se detallan los valores mínimos y máximos que se encontraron en 

las orinas de las pacientes femeninas de nuestro estudio. En las primeras orinas fueron 

detectados todos los disruptores endocrinos analizados y la cafeína. La cotinina solo fue 

detectada en tres de las orinas 1, el resto presentaba una concentración inferior al LdD. En las 

segundas orinas (orina 2) no fue detectado p-Parabeno (<LdD) en una de las muestras, ni la 

cotinina en cinco de las muestras analizadas (<LdD). 
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Tabla 16: Valores mínimos y máximos medios y, media±DS de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos detectados 

en la orina de las pacientes femeninas. 

 

Para la descripción de los resultados consideraremos siempre que dispongamos de él, del valor 

medio de las orinas 1 y 2. En la Tabla 17 se muestran los niveles de cafeína, cotinina y todos 

los disruptores endocrinos analizados en orina de las pacientes femeninas. 

 

En cuanto a la cafeína, fue detectada en todas las muestras de orina, con valor medio mínimo 

de 1,532 ng/ng creatinina y máximo de 37,242 ng/ng creatinina. Las pacientes femeninas que 

se declararon grandes consumidoras de cafeína (tomaban café diariamente) tenían 

concentraciones superiores a 7,486 ng cafeína/ng creatinina.  

 

Con respecto a la cotinina fue detectada tres muestras de orina 1 y en una muestra de la orina 

2. En el resto la concentración fue inferior al LdD. El valor medio mínimo de cotinina 

encontrado en orina fue 0,008 ng/ng creatinina y el máximo 8,068 ng/ng creatinina. La 

concentración de cotinina fue inferior al LdD en no fumadoras y exfumadoras. Las mayores 

concentraciones medias en orina fueron detectada en la única paciente fumadora y en una 

paciente que se declaró exfumadora.  

 

La daidzeína, se detectó en todas las muestras de orina. Las pacientes declararon nulo 

consumo de soja en diversas formas pero el valor medio mínimo de daidzeína encontrado fue 

1,249 ng/ng creatinina y el máximo 307,371 ng/ng creatinina. Las concentraciones de 

daidzeína parecían independientes del consumo de soja en diferentes formas. Se observaba 

una alta variación entre las concentraciones de la orina 1 y 2. 

 

La genisteína se detectó en todas las muestras de orina. Aunque las pacientes femeninas 

declararon nulo consumo de soja en diversas formas, el valor medio mínimo de genisteína fue 

1,146 ng/ng creatinina y el máximo 83,902 ng/ng creatinina. Las concentraciones de genisteína 

parecían independientes del consumo de soja en diferentes formas, con una alta variación 

entre las concentraciones de las orinas 1 y 2. 
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Por otro lado, el BPA fue detectado en todas las muestras de orina. El valor medio mínimo de 

BPA detectado en orina fue 0,057 ng/ng creatinina y el máximo 2,422 ng/ng creatinina. La 

concentración de BPA media en orina parecía independiente del consumo de agua del grifo, 

enlatados y envasados pero, se observaban concentraciones medias en orina más altas en 

consumidoras frecuentes (consumo diario) de agua en botella de plástico. La concentración de 

BPA media en orina parecía independiente de reutilizar la botella de agua de plástico, de 

almacenar alimentos en recipiente de plástico, de calentar la comida en recipiente de plástico 

y de ser portadora de empastes. 

 

En cuanto al MEHP, se detectó en todas las muestras de orina. Las concentraciones en las 

orinas 1 y 2 fueron similares. El valor medio mínimo de MEHP encontrado en orina fue 0,025 

ng/ng creatinina y el máximo 0,127 ng/ng creatinina. La concentración de MEHP media en 

orina parecía independiente del consumo de bebidas embotelladas, enlatados y envasados y del 

contacto con plásticos. Las mayores concentraciones de MEHP se observaron en pacientes 

usuarias frecuentes de leche corporal y fotoprotector solar.  

 

El m-Parabeno se detectó en todas las muestras de orina. El valor medio mínimo detectado en 

orina fue 0,051 ng/ng creatinina y el máximo 2,624 ng/ng creatinina. Se obtuvieron 

concentraciones similares en ambas orinas. Las mayores concentraciones se observaron en 

pacientes femeninas que utilizaban con frecuencia leche corporal y fotoprotector solar.  

 

Finalmente, el p-Parabeno se detectó en todas las orinas. El valor medio mínimo de p-

Parabeno detectado en orina fue 0,004 ng/ng creatinina y el máximo 0,568 ng/ng creatinina. 

Las mayores concentraciones se detectaron en las pacientes femeninas que usaban 

diariamente leche corporal. 
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Tabla 17: Concentraciones medias normalizadas de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de las pacientes femeninas. 

<LdD: inferior al límite de detección de la técnica.
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3.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en líquido folicular 

 

Recibimos líquido folicular de nueve de las diez pacientes incluidas en este estudio. En la 

Tabla 18, se muestran los valores mínimos y máximos que encontramos en líquido folicular de 

las pacientes femeninas. 

 

Tabla 18: Valores mínimos y máximos, media±DS y, número de muestras en las que no se detectaron en líquido 

folicular de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD). 

 

Como el líquido folicular fue recogido el mismo día que la orina 1, usaremos como referencia 

la media esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en líquido 

folicular se recogen en la Tabla 19. 

 

La concentración de cotinina fue inferior al LdD en el 33,3% de las muestras de plasma 

seminal, daidzeína en el 100%, genisteína en el 66,7%, BPA en el 22,2%, y p-Parabeno en el 

44,4% de las muestras. 

 

La cafeína fue detectada en concentraciones que iban de 2,830 ng/ml a 910,733 ng/ml. Las 

concentraciones altas de cafeína en orina suponían concentraciones altas en el líquido 

folicular. Las mayores concentraciones de cafeína aparecían en el líquido folicular de 

consumidoras diarias de café.  

 

En cuanto a la cotinina, fue detectada en seis de los líquidos foliculares. La concentración 

mínima detectada fue 0,008 ng/ml y la máxima 19,165 ng/ml. Las mayores concentraciones de 

cotinina en líquido folicular se observaron en la única paciente fumadora y en una paciente 

que se declaró exfumadora.  

 

La daidzeína no pudo ser medida ninguna de las muestras de líquido folicular. La genisteína se 

detectó en tres de los nueve líquidos foliculares, coincidiendo con las mayores concentraciones 

encontradas en la orina 1. En el resto, la concentración fue inferior al LdD. Las 
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concentraciones mínima y máxima encontradas fueron 0,260 ng/ml y 1,602 ng/ml. Ninguna de 

las pacientes consumía productos de soja y derivados. 

 

Se detectó BPA en 7 de los líquidos foliculares. Las concentraciones mínima y máxima 

detectadas fueron 0,355 ng/ml y 15,343 ng/ml, sin relación con las concentraciones detectadas 

en orina. No se encontró relación con el consumo de alimentos enlatados, o envasados, ni con 

el contacto con plásticos para almacenar o calentar alimentos. 

 

El MEHP se detectó en todas las muestras de líquido folicular. Las concentraciones mínima y 

máxima encontradas fueron 0,532 ng/ml y 13,749 ng/ml. Las mayores concentraciones en 

líquido folicular no se correlacionaron con las encontradas en la orina 1. No se observó 

relación con el consumo de enlatados, envasados, con almacenar o calentar alimentos en 

plástico ni con el uso de ninguno de los productos de higiene personal por los que fueron 

preguntadas. 

 

El m-Parabeno fue detectado todas las muestras de líquido folicular. Las concentraciones 

mínima y máxima detectadas fueron 0,852 ng/ml y 2,561 ng/ml. Las mayores concentraciones 

en la orina 1 no se relacionaban con altas concentraciones en líquido folicular y se observaron 

en usuarias de leche corporal. 

 

Por último, p-Parabeno fue detectado en 5 de las muestras de líquido folicular en mujeres 

usuarias diarias de leche corporal. Las concentraciones mínima y máxima detectadas fueron 

0,479 ng/ml y 1,024 ng/ml. 
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Tabla 19: Concentraciones de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en el líquido folicular de las pacientes femeninas. 

  <LdD: inferior al límite de detección. N/A: no disponible. 
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3.1.3. Variables clínicas 

3.1.3.1. Estimulación y respuesta ovárica  

 

A continuación, se describen las variables clínicas más relevantes relacionadas con el protocolo 

de estimulación ovárica aplicado y los resultados en cuanto al E2 obtenido el día de la 

administración de la hCG para el desencadenamiento de la ovulación y, la respuesta ovárica 

valorada por el número total de ovocitos aspirados y el número de ovocitos MII. 

 

La media de días de estimulación fue 10,0±1,6. El número medio de folículos antrales due 

15,3±8,1. La media de E2 fue 1853,0±862,5 pg/ml. La dosis media diaria de FSH fue de 

189,4±47,3 mUI/ml. La dosis media total de FSH fue de 1932,6±750,8 mUI/ml. La dosis 

media de HMG fue de 839,1±358,5 mUI/ml. El número medio de ovocitos por punción fue 

de 13,5±8,0. El número medio de ovocitos metafase II por punción fue de 9,2±4,9 (Tabla 20). 
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Tabla 20: Edad, IMC, estimulación y respuesta ovárica de las pacientes. N/A: dato no disponible. 
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3.1.3.2. Resultados de los ciclos de PGS 

 

De las 10 parejas incluidas en el estudio, siete llevaron a cabo el análisis de los embriones 

mediante PGS (dos por FI, dos por AR y tres por FM). De estas diez parejas, una vitrificó para 

acumular embriones y dos hicieron transferencia embrionaria sin PGS. Tres de las parejas 

hicieron el PGS a partir de ovocitos frescos, dos de ellas a partir de embriones vitrificados en 

día 3 de desarrollo (D3) y dos de ellas hicieron un ciclo mixto D3 (ovocitos frescos y embriones 

vitrificados en D3). Las parejas tuvieron una media de 6,0±1,7 embriones analizados. La 

media del porcentaje de embriones anormales fue del 60,8±15,8%. Seis de las siete parejas 

que hicieron PGS tuvieron al menos un embrión euploide para transferir. Tres de las parejas 

con transferencia tuvieron gestación clínica (Tabla 21). 

 

Tabla 21: Resultados de los ciclos de PGS. 

 

3.2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS  

3.2.1. Relación entre estilo de vida y variables clínicas 

 

No encontramos relación estadísticamente significativa entre ninguno de los parámetros 

relacionados con el estilo de vida (cuestionario) y las variables clínicas (estimulación y 

respuesta ovárica y, tasa de embrión anormal y tasa de gestación en el ciclo de PGS). 

 

3.2.2. Relación entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

en orina y líquido folicular y, variables clínicas 

 

De las determinaciones realizadas en orina y líquido folicular solo se observó una asociación 

negativa estadísticamente significativa entre la concentración de BPA en líquido folicular y el 

porcentaje de embrión anormal por ciclo (p=0,015) (Figura 26).  
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Figura 26: Relación entre la concentración de BPA en líquido folicular y el porcentaje de embrión anormal. 

 

Asímismo, aunque la diferencia no era estadísticamente significativa, se observó una tendencia 

al aumento del porcentaje de embriones anormales conforme aumentaba la concentración 

media en orina de CAFEÍNA (ng/ng creatinina) 

 

3.2.3. Comparación entre disruptores endocrinos, cafeína y cotinina de las pacientes 

y controles femeninos 

 

Se observó un incremento estadísticamente significativo en la concentración de BPA media en 

la orina en pacientes femeninas con respecto a las donantes femeninas (p=0,0155). 

 

Con respecto al tabaquismo, se observó un incremento estadísticamente significativo en la 

concentración de COTININA en líquido folicular en donantes femeninas comparado con las 

pacientes (p=0,0294), posiblemente asociado al mayor consumo de tabaco en las donantes 

incluidas en este estudio. 

 

3.2.4. Comparación de estimulación y respuesta ovárica entre donantes y pacientes 

femeninas 

 

No encontramos diferencias estadísticamente significativas cuando comparamos parámetros 

de respuesta ovárica a la estimulación entre el grupo de donantes de ovocitos y el de pacientes 

femeninas. 
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4. RESULTADOS DE LOS PACIENTES MASCULINOS 

 

4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO 

4.1.1. Variables demográficas: características poblacionales 

 

Nuestro estudio incluyó diez pacientes masculinos que acudían a TRA en IVI-Valencia. El 

intervalo de edad de los pacientes masculinos era de 31-39 años con una edad media de 

36,1±2,6 años. El intervalo de IMC de los pacientes masculinos fue de 19,5 a 31,7 kg/m
2,

, con 

un IMC medio de 24,7±3,6 kg/m
2

 (Tabla 24). Todos los pacientes masculinos habían nacido 

en España, eran de raza caucásica y 7 tenían su residencia en la ciudad de Valencia o 

alrededores y las restantes en otras provincias españolas. En cuanto al nivel educativo de los 

pacientes masculinos, cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) habían cursado estudios 

universitarios, dos (20%) formación profesional, dos (20%) educación secundaria y uno de los 

pacientes masculinos (10%) había cursado educación primaria. Debido a la profesión 

desarrollada por los pacientes masculinos, uno (10%) de ellos estaba expuesto 

ocupacionalmente a compuestos químicos. 

 

4.1.2. Variables de exposición 

4.1.2.1. Estilo de vida 

 

Tras el análisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de los pacientes masculinos, 

en el Anexo V se detalla la distribución de la población en cuanto a la actividad física realizada, 

consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto 

con plásticos y consumo de fármacos. 

 

4.1.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

4.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en orina 

 

De los 10 pacientes masculinos incluidos en el estudio, seis aportaron dos muestras de orina 

(orinas 1 y 2). En todas las primeras y segundas orinas fueron detectados todos los disruptores 

endocrinos analizados así como la cafeína y la cotinina. En la Tabla 22, se muestran los valores 

mínimos y máximos que encontramos en orina de los pacientes masculinos de nuestro estudio. 

Para la descripción de los resultados consideraremos, siempre que dispongamos de él, el valor 

medio de las orinas 1 y 2 (Tabla 23).  
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Tabla 22: Valores mínimos y máximos medios y, media±DS de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos detectados 

en la orina de los pacientes masculinos. 

 

La cafeína fue detectada en todas las muestras de orina. Los valores mínimo y máximo 

detectados fueron 0,194 ng/ng creatinina y 10,460 ng/ng creatinina. Los mayores 

consumidores de cafeína (café y refrescos con cafeína) tuvieron mayores concentraciones 

medias de cafeína. 

 

La cotinina fue detectada en todas las muestras de orina. Los valores mínimo y máximo 

encontrados fueron 0,005 ng/ng creatinina y 34,608 ng/ng creatinina. Dos de los pacientes 

masculinos eran exfumadores y presentaron las concentraciones medias más altas en orina.  

 

La daidzeína, se detectó en todas las muestras de orina. Los pacientes masculinos, declararon 

escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio mínimo de daidzeína 

encontrado en orina fue 0,869 ng/ng creatinina y el máximo 21,853 ng/ng creatinina. Las 

concentraciones de daidzeína parecían independientes del consumo de soja en diferentes 

formas.  

 

La genisteína se detectó en todas las muestras de orina. Los pacientes masculinos, declararon 

escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero los valores medios mínimo y máximo 

detectados fueron 0,685 ng/ng creatinina y 16,216 ng/ng creatinina. Las concentraciones de 

genisteína parecían independientes del consumo de soja en diferentes formas.  

 

El BPA fue detectado en todas las muestras de orina. Los valores mínimo y máximo detectados 

fueron 0,066 ng/ng creatinina y 3,598 ng/ng creatinina. Las mayores concentraciones medias 

en orina que se encontraron en pacientes no se asociaban ni al consumo de alimentos 

envasados, ni enlatados, ni al contacto con plásticos.  

 

El MEHP se detectó en todas las muestras de orina. Los valores mínimo y máximo detectados 

fueron 0,018 ng/ng creatinina y 0,106 ng/ng creatinina. La concentración fue independiente 
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del consumo de bebidas embotelladas, enlatados, envasados y el uso de productos de higiene 

personal. 

 

El m-Parabeno se detectó en todas las muestras de orina con un valor mínimo de 0,035 ng/ng 

creatinina y un máximo de 5,748 ng/ng creatinina. No se encontró ninguna relación entre los 

niveles de m-Parabeno y el uso de productos de higiene personal por los que se preguntó. 

 

Finalmente, el p-Parabeno se detectó en todas las orinas. El valor mínimo encontrado fue 

0,012 ng/ng creatinina y el  máximo 0,819 ng/ng creatinina. No se encontró ninguna relación 

entre los niveles de p-Parabeno y el uso de productos de higiene personal por los que se 

preguntó a los pacientes masculinos. 
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Tabla 23: Concentraciones medias normalizadas de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de los pacientes masculinos. 
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4.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeína y cotinina en plasma seminal 

 

En la siguiente tabla (Tabla 24) se muestran los valores mínimos y máximos que se 

encontraron en plasma seminal de los pacientes incluidos en este estudio. 

 

Tabla 24: Valores mínimos y máximos, media±DS y, número de muestras en las que no se detectaron en plasma 

seminal de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos. (<LdD). 

 

La muestra de semen fue recogida el mismo día que la orina 1, por lo que usaremos como 

referencia esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones en plasma seminal se 

recogen en la Tabla 25. 

 

La concentración de cotinina fue inferior al LdD en el 60% de las muestras de plasma seminal, 

daidzeína en el 100%, genisteína en el 10%, BPA en el 10%, y p-Parabeno en el 80% de las 

muestras de plasma seminal. 

 

La cafeína fue detectada en todos los pacientes masculinos con concentraciones que iban de 

los 3,283 ng/ml a 786,580 ng/ml. Las concentraciones más altas coincidieron con las 

concentraciones más altas en la orina 1. Los pacientes con mayores concentraciones fueron los 

que consumían con frecuencia café y refrescos con cafeína. 

 

La cotinina, fue detectada en 4 de los pacientes, el resto tuvieron concentraciones inferiores al 

LdD. Los valores mínimo y máximo encontrados fueron 0,028 ng/ml y 58,342 ng/ml. Las 

concentraciones más elevadas se encontraron en los dos pacientes fumadores. Los seis 

pacientes con concentración inferior al límite de detección fueron pacientes que no habían 

fumado nunca y un exfumador. Las dos concentraciones más bajas fueron de no fumador y 

fumador pasivo.  

 

La daidzeína no pudo ser medida en ninguna de las muestras de plasma seminal. La genisteína 

se detectó en nueve de las muestras. La concentración mínima detectada fue 0,104 ng/ml y la 

máxima 4,484 ng/ml. Los pacientes con mayor concentración en el plasma seminal tuvieron 
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mayores concentraciones de genisteína en la orina 1, aunque nunca consumían productos de 

soja y derivados. 

 

Se detectó BPA en nueve de los plasmas seminales. La concentración mínima observada fue 

0,119 ng/ml y la máxima 1,938 ng/ml. Las mayores concentraciones aparecieron en los 

pacientes con mayores concentraciones en orina. No se encontró relación con el consumo de 

enlatados, envasados o contacto con plásticos.   

 

El MEHP se detectó en todas las muestras de plasma seminal. La concentración mínima 

detectada fue 0,336 ng/ml y la máxima 139,473 ng/ml. Encontramos una concentración 

anormalmente alta (139,473ng/ml) en el paciente con referencia interna P-006. Este paciente 

consumía más de seis veces al día agua del grifo y consumía varias veces a la semana alimentos 

enlatados y reutilizaba las botellas de plástico.   

 

El m-Parabeno fue detectado en todas las muestras. La concentración mínima encontrada fue 

0,227 ng/ml y la máxima 1,776 ng/ml. Las mayores concentraciones en la orina 1 no se 

relacionaban con altas concentraciones en plasma seminal. No encontramos relación con el 

uso de ningún producto de higiene personal. 

 

Por último, el p-Parabeno fue detectado sólo en dos de las muestras. En estos dos casos los 

pacientes masculinos declararon no usar nunca ninguno de los productos de higiene personal 

por los que fueron preguntados en el cuestionario. 
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Tabla 25: Concentraciones de cafeína, cotinina y disruptores endocrinos en el plasma seminal de los pacientes. 

<LdD: inferior al límite de detección. N/A: no disponible. 
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4.1.3. Variables clínicas 

4.1.3.1. Parámetros seminales 

 

Los parámetros seminales considerados (volumen, concentración, número total de 

espermatozoides y porcentaje de espermatozoides progresivos, no progresivos e inmóviles) en 

cada uno de los pacientes se recogen en la Tabla 26.  

 

El volumen del eyaculado osciló entre 1-5 ml. El volumen medio fue 2,7±1,3 ml. La 

concentración/ml varió entre 0,02-80 millones/ml y la concentración media fue 15,6±25,2 

millones/ml. La concentración total varió entre 0,02-400 millones siendo la concentración 

media de 63,8±126,4 millones/ml. Los espermatozoides móviles progresivos variaron entre 6-

60%. La media de espermatozoides móviles progresivos fue 35,5±18,0%. Los espermatozoides 

móviles no progresivos variaron entre 2-12%. La media de espermatozoides móviles no 

progresivos fue 5,5±3,3%. Los espermatozoides inmóviles variaron entre 38-88%. La media de 

espermatozoides móviles no progresivos fue 59,0±17,3%.  
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Tabla 26: Edad, IMC, parámetros seminales y medias ±DS de los pacientes. 
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4.2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

4.2.1. Relación entre estilo de vida y variables clínicas 

No encontramos relación estadísticamente significativa entre ninguno de los parámetros 

relacionados con el estilo de vida (cuestionario) y las variables clínicas (parámetros seminales y 

tasa de embrión anormal y tasa de gestación en el ciclo de PGS) 

 

4.2.2. Relación entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

en orina y plasma seminal y, variables clínicas 

No encontramos ninguna relación estadísticamente significativa entre las concentraciones de 

cafeína, cotinina y disruptores endocrinos medidos en orina y plasma seminal y las variables 

clínicas (parámetros seminales y PGS). 

 

Aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa, se observó que las mayores 

concentraciones de BPA media en orina (ng/ng creatinina) correspondían a los mayores 

porcentajes de embriones anormales. 

 

4.2.3. Comparación entre disruptores endocrinos, cafeína y cotinina de pacientes y 

controles masculinos 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas en la concentración de BPA media en 

orina en donantes masculinos y pacientes masculinos (p=0,0005), con valores más elevados en 

los pacientes. 

 

También observaron valores más elevados con diferencias estadísticamente significativas en la 

concentración de p-PARABENO en plasma seminal en donantes masculinos y pacientes 

masculinos (p=0,0105). 

 

Por último, se observaron concentraciones medias de CAFEÍNA en orina más elevadas y 

estadísticamente significativas en las pacientes femeninas que en sus parejas masculinas 

(p=0,02), asociado también a un mayor consumo de café en las mujeres. 

 

4.2.4. Comparación de parámetro seminales entre pacientes y donantes masculinos 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas cuando comparamos los valores 

medios±DS de volumen (p=0,0160), concentración (p=0,0001), concentración total 

(p=0,0005), porcentaje de espermatozoides móviles progresivos (p=0,0249), no progresivos 

(p=0,0003) e inmóviles (p=0,0003). 
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DISCUSIÓN 
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1. SOBRE EL DISEÑO DEL ESTUDIO  

 

En este estudio se incluyó un grupo control femenino de 31 donantes de ovocitos y un grupo 

control masculino de 25 donantes de semen con el objeto de tener valores de referencia de los 

niveles de disruptores endocrinos de una población de fertilidad probada y con las 

características étnicas y geográficas de nuestra población de estudio. Para el grupo de 

pacientes, se seleccionaron parejas en las que estaba comprometida la viabilidad embrionaria 

por aneuploidías y se incluyó, exclusivamente, a mujeres con 38 años para descartar el 

incremento de aneuploidías asociado a la edad materna avanzada (Rodrigo et al., 2014) y tratar 

de identificar otros factores (estilo de vida y disruptores endocrinos) que pudieran incrementar 

el riesgo de aneuploidía embrionaria en mujeres jóvenes. Hasta donde sabemos, este es el 

primer estudio en el que se valoran en un mismo individuo un panel de compuestos 

sospechosos o con capacidad para la disrupción endocrina confirmada y en el que se utiliza el 

PGS como instrumento para determinar su posible impacto sobre la génesis de aneuploidías 

embrionarias. Por ello, se seleccionaron parejas cuya indicación de PGS se había relacionado 

con incremento de aneuploidías como son el AR, el FI y el FM (Rodrigo et al., 2014). Para 

descartar otras causas de abortos y fallos de implantación, se incluyeron sólo aquellas parejas 

en las que se habían descartado otras causas conocidas de infertilidad, como la patología 

endocrina, inmune, la endometriosis o el sobrepeso, así como las alteraciones en el cariotipo. 

Estos estrictos criterios de inclusión dificultaron y ralentizaron el reclutamiento de parejas del 

grupo de estudio. Además, se excluyó a parejas que cumpliendo criterios no nos 

proporcionaron muestras y/o cuestionarios. A las parejas se les solicitaba la entrega de 

muestras y/o cuestionarios el día de la punción folicular y el día de la transferencia 

embrionaria, si la había, por lo que no debemos olvidar el nivel de estrés que los pacientes 

viven en esas circunstancias y el desgaste emocional propio de los tratamientos de fertilidad. 

Además, como ya se ha comentado con anterioridad, algunas parejas llegado el momento del 

tratamiento decidieron no realizar PGS. 

 

2. SOBRE LA METODOLOGÍA 

 

a. Selección de los disruptores endocrinos incluidos en este estudio.  

El estudio DEMOCOPHES tiene por objetivo evaluar la exposición de niños en edad escolar y 

de sus madres, a sustancias potencialmente tóxicas que están presentes en el medio ambiente. 

En este estudio ha seleccionado como biomarcadores de la contaminación la cotinina, el 

cadmio, el mercurio, el BPA y los ftalatos. Tomando como referencia este estudio europeo y 

otros similares como INMA, CREAL y HELIX y, por su capacidad para actuar como 

agonistas-antagonistas androgénicos o estrogénicos alterando el equilibrio hormonal e 
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induciendo fenómenos patológicos en la función reproductiva según bibliografía reciente, 

seleccionamos el BPA, el MEHP, m-parabeno, p-parabeno, la daidzeína y la genisteína. 

También incluimos la cafeína y la cotinina por su capacidad conocida para alterar la función 

reproductiva y/o usar mismas vías de exposición que algunos de los disruptores analizados. 

 

b. Interpretación de los resultados obtenidos en los CFA. 

Es importante recordar que, en estudios en los que se utilizan cuestionarios de dieta y estilo de 

vida, los errores de medición y errores en la clasificación de la exposición son una importante 

fuente de sesgo (Mínguez-Alarcón et al., 2015). En la actualidad, los CFA son el método de 

evaluación de la dieta de elección en la mayoría de los estudios epidemiológicos, 

principalmente, debido a su bajo coste y facilidad de administración y han sido validados en 

muchas poblaciones (Henríquez-Sánchez et al., 2009). El CFA que en este estudio se entregó 

a pacientes y donantes es una modificación del cuestionario de Vioque et al., (Vioque et al., 

2013). El uso de CFA representa un menor gasto respecto a la biomonitorizacion, definida 

como la estimación de la exposición a sustancias químicas presentes en el medio ambiente 

mediante la medida directa de dichas sustancias o sus metabolitos en diferentes matrices 

biológicas (sangre, orina, pelo, etc.) para saber la cantidad de sustancias químicas a las que 

diariamente estamos expuestos y que han sido absorbidas por el organismo. Incluso, hay 

estudios, como los realizados por Mínguez-Alarcón et al., Chavarro et al., Vanegas et al., que 

estiman la concentración del compuesto elegido únicamente a partir de lo contestado en el 

CFA, sin cuantificar el analito en ninguna muestra biológica (Mínguez-Alarcón et al., 2015; 

Chavarro et al., 2015; Vanegas et al., 2015). La bibliografía consultada, en su mayoría, a la 

hora de estimar y cuantificar la exposición a compuestos tales como los incluidos en este 

estudio como BPA (Callan et al., 2013; Braun et al., 2011; Casas et al., 2013; Mok-Lin et al., 

2010; Chen at al., 2013; Caserta et al., 2013; Ehrlich et al., 2012; Lassen et al., 2014), ftalatos 

(Buck Louis et al., 2014; James-Todd et al., 2012), parabenos (Smith et al., 2012; Braun et al., 

2014; Smith et al., 2013; Dodge et al., 2015) e isoflavonas (Minguez-Alarcon et al., 2015; 

Chavarro et al., 2015; Vanegas et al., 2015), incluyen un cuestionario de estimación de estilo 

de vida que los participantes en el correspondiente estudio completaban en casa. En líneas 

generales, estos cuestionarios contienen cuestiones acerca de características antropométricas y 

personales, frecuencia de consumo de alimentos y bebidas, uso de productos de higiene 

personal y tabaquismo. 

 

c. Técnica utilizada para la detección de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

Valoramos los disrutores endocrinos, cafeína y cotinina mediante UPLC/ESI-MS. Existe una 

gran variedad de opciones en cuanto a la técnica seleccionada para estas determinaciones lo 

que nos lleva a considerar este punto como una de las causas para la heterogeneidad de los 
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resultados obtenidos en los estudios que implican a estos compuestos. En general, podemos 

decir que la metodología de elección es el HPLC/UPLC-MS/MS, utilizada para la estimación 

de niveles de distintos disruptores en poblaciones tales como, mujeres gestantes (Callan et al., 

2012; Braun et al., 2011; Casas et al., 2013) población general, (Buck Louis et al., 2014; 

Bernert et al., 1997) población infértil, (Mok-Lin et al., 2010, Bloom et al., 2011; Caserta et 

al., 2013; Ehrlich et al., 2012) o población expuesta ocupacionalmente, (Li et al., 2011). En 

otros trabajos, se han utilizado otras técnicas para llevar a cabo estas determinaciones, aunque 

de sensibilidad menor, como son ELISA (Sugiura-Ogasawara et al., 2005) y RIA (Harthe et al., 

2012).  

 

Es importante destacar que para la recogida, procesamiento y almacenamiento de las muestras 

se utilizó siempre material libre de BPA con el fin de evitar una posible fuente de 

contaminación y de confusión en la estimación de este compuesto. 

 

d. Determinación de los analitos en orina 

En nuestro estudio analizamos la concentración de disruptores endocrinos, cafeína y cotinina 

en orina. En el caso del BPA, la determinación en orina se considera el biomarcador más 

adecuado de la exposición debido a que el BPA se metaboliza y excreta de forma rápida (Koch 

y Calafat, 2009). La medición de las concentraciones urinarias de metabolitos de ftalatos se ha 

utilizado como enfoque de la vigilancia biológica para investigar la exposición humana a los 

ftalatos (Jeng, 2014). Calafat et al., establecieron que los niveles urinarios de parabenos podían 

ser usados como buenos marcadores de exposición (Calafat et al., 2010). Sin embargo, en la 

estimación de compuestos como BPA y ftalatos, algunos estudios utilizan niveles séricos como 

marcadores de esta exposición considerándose este punto como otra fuente de heterogeneidad 

de resultados entre los distintos estudios (Caserta et al., 2013; Lathi et al., 2014; Zhou et al., 

2013). Se ha demostrado que las determinaciones de algunos disruptores endocrinos como el 

BPA en orina, son más exactas que las determinaciones en sangre para medir la exposición real 

de un individuo, con una probabilidad menor de errores o de contaminación de las muestras 

(Geens et al., 2012). 

 

De acuerdo con la bibliografía consultada recogimos dos muestras de orina por sujeto incluido 

en el estudio para hacer una estimación real de la exposición de los compuestos analizados 

(Callan et al., 2012; Braun et al., 2011; Casas et al., 2013; Ehrlich et al., 2012). Nosotros, 

elegimos el día de la punción de los ovocitos, tanto en el caso de pacientes como de donantes 

femeninas para la recogida de la primera orina puesto ese iba a ser el escenario metabolómico 

en el que se iban a valorar la estimulación y respuesta ovárica, los ovocitos recuperados y los 

parámetros seminales. Para la recogida de la segunda orinas se eligió el día del transfer (5 días 
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tras la punción) en el caso de pacientes por cuestiones logísticas, ya que ese día en el caso de 

tener embrión euploide y apto para transferencia, los pacientes acudirían a nuestra clínica. 

Para homogeneizar condiciones, a los donantes de semen y a las donantes de ovocitos se les 

solicitó la segunda muestra de orina cinco días después de dejar la primera. Nuestro estudio 

mostró sólo una correlación muy débil entre las mediciones de disruptores endocrinos, cafeína 

y cotinina entre las dos muestras de orina recogidas. Esta alta variabilidad entre las muestras 

de orina de la misma persona, no es sorprendente debido a la naturaleza de la exposición a los 

disruptores endocrinos, cafeína y cotinina (consumo episódico de alimentos, de tabaco y el uso 

de productos de higiene), y la corta vida media biológica de algunos de estos compuestos. En 

nuestro estudio, a donantes y a pacientes se les solicitaron dos muestras de orina. Sin embargo, 

no fueron descartados los pacientes o donantes que solo entregaron la primera orina 

basándonos en lo reportado por Mahalingaiah et al., que para el BPA sostuvo que, a pesar de la 

variabilidad dentro de la persona en las concentraciones de BPA en orina, una sola muestra era 

moderadamente predictiva de la exposición a largo plazo (durante semanas o meses) y ofrecía 

una buena sensibilidad para clasificar a los individuos en los estudios epidemiológicos 

(Mahalingaiah et al., 2008). 

 

Como control para la dilución de la orina en este estudio utilizamos creatinina. La creatinina 

es un producto final endógeno del metabolismo humano. Puesto que la excreción de creatinina 

permanece relativamente constante para cada sujeto, mientras que el volumen de excreción 

urinario puede variar apreciablemente, se utiliza el nivel de creatinina en la orina como índice 

al que referir los valores de sustancias y/o sus metabolitos que se eliminan de igual forma a 

través de la filtración y no se reabsorben. Las normalizaciones con creatinina deben tener en 

cuenta que las concentraciones de creatinina pueden ser en algunas ocasiones confundidas 

por la masa muscular, la actividad física, el flujo de orina, la hora del día, la dieta y la 

enfermedad (Boeniger, Lowry, Rosenberg 1993). La bibliografía consultada normaliza los 

resultados obtenidos de los diferentes diruptores endocrinos analizados mediante creatinina 

(Braun et al., 2011; Callan et al., 2012; Casas et al., 2012; Li et al., 2011) o mediante 

concentración gravimétrica (Braun et al., 2012; Mahalingaiah et al., 2008; Meeker et al., 2011; 

Smith et al., 2012). 

 

e. Sobre los análisis cromosómicos en espermatozoides y embriones 

La evaluación de la FISH de espermatozoides se realizó de manera no automatizada y con dos 

observadores para confirmar/descartar la presencia de una alteración. Sin embargo, este 

análisis se limita a 5 cromosomas (13, 18, 21, X e Y) debido a la dificultad de analizar mayor 

número de cromosomas sobre una única célula y la vez poder analizar un número elevado de 

espermatozoides para obtener resultados representativos de la muestra.  
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La capacidad de los arrays de CGH para el cribado de aneuploidías depende en buena medida 

de la eficiencia de amplificación que está determinada por las características de la célula 

biopsiada y por la destreza en el procesado de la célula para colocarla intacta en el interior del 

tubo de PCR. Se consideran buenos valores de eficiencia de amplificación superiores al 95%. 

Debemos señalar que la plataforma de arrays utilizada no permite detectar ni blastómeras 

poliploides, ni alteraciones estructurales equilibradas. Esta técnica no permite identificar la 

presencia de contaminación.  

 

3. SOBRE LOS RESULTADOS 

 

a. Variabilidad internensayo 

Del análisis de nuestros resultados, inferimos la importancia del análisis simultáneo de las 

orinas, líquidos foliculares y plasmas seminales para la determinación de los compuestos que 

nos ocupan con el fin de evitar la variabilidad interensayo que es fuente de errores de 

valoración. Este punto resulta de vital importancia si pretendemos, por la dificultad que 

entraña la inclusión de pacientes, ampliar nuestro tamaño muestral implicando a otros centros 

en el reclutamiento. Asímismo, dada la sensibilidad de la técnica utilizada y las bajas 

concentraciones detectadas, todas las analíticas deben ser realizadas en el mismo laboratorio 

de referencia. 

 

b. Resultados similares de disruptores endocrinos en ambos miembros de una pareja 

En la investigación de la influencia de los contaminantes del medio ambiente se debe 

mencionar que ambos miembros de la pareja estarán expuestos a dichas sustancias. De hecho, 

se ha demostrado que las concentraciones de BPA urinario son más similares entre los 

individuos que son pareja que entre aquellos que no lo son (Mahalingaiah et al., 2008). En 

nuestro estudio, destacan las bajas correlaciones en las concentraciones químicas entre ambos 

miembros de la pareja, disminuyendo la preocupación sobre un posible efecto combinado de 

ambos miembros sobre el resultado reproductivo. La razón de la falta de correlaciones para las 

concentraciones de las parejas es desconocida, pero puede reflejar la variación 

comportamientos o estilos de vida, exposición ocupacional, o dinámica metabolica. Es por eso, 

que es importante la cuantificación de las exposiciones de ambos miembros de la pareja en la 

evaluación de los resultados reproductivos puesto que hay hallazgos que serían esencialmente 

nulos o en sentido contrario si sólo se hubiera considerado la pareja femenina (Buck Louis et 

al., 2014).  
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c. Posibles efectos aditivos 

A la hora de evaluar riesgo de exposición a disruptores endocrinos se deben tener cuenta los 

efectos aditivos y sinérgicos de las mezclas de estos compuestos, ya que por este mecanismo se 

puede potenciar el efecto de la exposición. Teniendo de fondo esta posibilidad, comentaremos 

nuestros resultados de manera individual. 

 

d. Cafeína  

La cafeína fue detectada en todas las orinas, líquidos foliculares y plasmas seminales 

analizados. Los estudios en animales sugieren posibles efectos adversos reproductivos, pero en 

los seres humanos, los estudios han llegado a conclusiones mixtas. Algunos expertos creen que 

los resultados ambiguos pueden deberse a las diferencias individuales en el metabolismo de la 

cafeína (Grosso et al., 2006).  

 

En nuestro grupo control femenino observamos que, tanto el número total de ovocitos 

recuperados el día de la punción folicular como, el número de ovocitos MII, aumentaba 

significativamente al aumentar la concentración media de cafeína en orina y en líquido 

folicular. Klonoff-Cohen, Bleha y Lam-Kruglick y, Choi et al., demostraron que el consumo de 

cafeína por parte de las mujeres antes o durante el TRA no estaba relacionado con la 

recuperación de ovocitos, la fecundación, la transferencia de embriones, o el embarazo 

(Klonoff-Cohen, Bleha y Lam-Kruglick 2002; Choi et al., 2011). En nuestro caso, la población 

en la que observamos diferencias es fértil en contraste con de la de estos investigadores.  

 

En el caso de las pacientes femeninas, se observó una tendencia al aumento del porcentaje de 

embriones anormales conforme aumentaba la concentración media de cafeína en orina 

(diferencia no significativa). La relación de la cafeína y las aneuploidías fue demostrada por 

Katsuki et al., en líneas HeLa y fibroblastos primarios observando que las altas 

concentraciones de cafeína inducían aneuploidías porque afectaban a la estabilidad genómica 

de las células en división y producían una división celular asimétrica. La mayoría de las células 

mitóticas tratadas con cafeína mostraron una falta de alineación de los cromosomas en las 

placas metafásicas, y se detuvieron en prometafase (Katsuki et al., 2008). 

 

Las concentraciones urinarias de cafeína eran más elevadas y estadísticamente significativas en 

las pacientes femeninas que en sus parejas masculinas lo que asociamos a un mayor consumo 

de café en las mujeres, de acuerdo a lo recogido en el cuestionario. 

 

La cafeína se considera un factor de riesgo para el retraso en la concepción (Wilcox et al., 

1988; Williams et al., 1990; Hatch y Bracken, 1993; Stanton y Gray, 1995; Bolumar et al., 

http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=J.+Bleha&sortspec=date&submit=Submit
http://humrep.oxfordjournals.org/search?author1=J.+Bleha&sortspec=date&submit=Submit
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1997; Jensen et al,. 1998). El alto consumo de cafeína también se ha considerado como un 

factor de riesgo para abortos espontáneos (Srisuphan y Bracken, 1986; Fenster et al., 1991; 

Armstrong et al., 1992; Infante-Rivard et al., 1993) aunque algunos estudios no han 

encontrado esta relación (Wilcox et al., 1990;. Mills et al., 1993).  

 

e. Cotinina 

Aproximadamente el 75% de la nicotina se convierte en cotinina en los seres humanos. La 

cotinina es un biomarcador hidrosoluble ampliamente aceptado debido a su vida media 

relativamente larga y especificidad en los fluidos corporales (~16 horas) en comparación a la 

nicotina (~2 horas) (Benowitz et al., 2009). La cotinina fue detectada en todas las orinas de 

donantes de ovocitos (64,5% de fumadoras), de donantes de semen (32% de fumadores), de 

pacientes masculinos (20% de fumadores) y en tres de las muestras de orinas de las pacientes 

femeninas (10% fumadoras). En líquido folicular se encontró en cerca del 70% de las muestras 

y en plasma seminal en el 40% de las muestras de pacientes y en el 60% de las muestras de 

donantes de semen. La cotinina se detectó por primera vez en líquido folicular en fumadoras 

(Weiss y Eckert, 1989), e incluso se ha detectado en líquido folicular de fumadoras pasivas 

(Zenzes et al., 1996). Poco después, Zenzes y Reed demostraron la importancia de medir 

cotinina en determinados fluidos biológicos, tales como el líquido folicular, ya que las 

diferentes concentraciones encontradas nos permitían discriminar entre fumadoras activas, 

pasivas y no fumadoras (Zenzes y Reed, 1998). La presencia de cotinina también ha sido 

previamente descrita en el plasma seminal (Vine et al., 1993). El hecho de que la cotinina sea 

detectable en el plasma seminal de fumadores y no fumadores sugiere que otros componentes 

nocivos del tabaco humo podrían pasar a través de la barrera hematotesticular (Vine et al., 

1993). En nuestro caso, la presencia de cotinina en líquido folicular y plasma seminal en 

población que se declaró no fumadora nos lleva a pensar en posibles errores en las respuestas 

en los cuestionarios, a que debe tenerse en cuenta la población de fumadores pasivos como 

población de riesgo en cuanto a la exposición a cotinina o a que un porcentaje de los no 

fumadores son fumadores sociales/esporádicos. 

 

En nuestro estudio, se observó un incremento estadísticamente significativo en la 

concentración de cotinina en líquido folicular en donantes femeninas comparado con las 

pacientes, lo que se justifica porque sólo el 10% de las pacientes femeninas eran fumadoras 

mientras que el 64,5% de las donantes lo era. En el caso de las mujeres, se ha reportado que 

fumar cigarrillos altera la foliculogénesis y la reserva ovárica acelerando la atresia folícular 

(Freour et al., 2008). La intensidad con la que se fuma se ha correlacionado negativamente 

con el recuento de folículos antrales y positivamente con los niveles de FSH, lo que sugiere un 

efecto perjudicial proporcional de los componentes del tabaco en la reserva ovárica (Freour  et 
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al., 2008; Neal  et al., 2007). En mujeres, (Rosevear et al., 1992; Zenzes et al., 1995) se ha 

demostrado que la nicotina disminuye el número de ovocitos recuperados y que la proporción 

de ovocitos diploides (Rosevear et al., 1992; Zenzes et al., 1995) y espermatozoides disómicos 

(Rubes et al., 1998) es más frecuente en fumadores. De nuestras poblaciones de estudio, en 

las pacientes femeninas no pudimos sacar ninguna conclusión debido a su escaso hábito 

tabáquico. Las donantes de ovocitos fueron el grupo con mayor porcentaje de fumadores. 

Aunque no hemos observado relación entre la concentración de cotinina y parámetros de 

respuesta ovárica a la estimulación, debería ser un factor a tener en cuenta a la hora de 

seleccionar donantes puesto que el tabaquismo se ha asociado con la menopausia temprana, 

los trastornos menstruales, el retraso de la concepción, el aumento del riesgo de aborto 

involuntario y el parto prematuro, la restricción del crecimiento fetal, y un mayor riesgo de 

fracaso en el tratamiento de infertilidad (Practice Committee of American Society for 

Reproductive Medicine, 2008; Kaleta, Usidame y Polanska, 2011; Waylen et al., 2009). Sin 

embargo, en parejas que se someten a FIV, Cinar et al., informaron de que el consumo de 

cigarrillos no tenía efectos perjudiciales sobre los resultados reproductivos (Cinar et al., 2014). 

 

En los donantes de semen el 32% eran fumadores y el 20% de los pacientes masculinos. Pese a 

que se ha descrito que factores tales como el número de cigarrillos fumados por día, años de 

tabaquismo y niveles de subproductos de nicotina presentes en fluidos corporales están 

correlacionados negativamente con la cantidad y la calidad del semen (Chia et al, 1994), 

nosotros no hemos encontrado esta asociación. Según nuestros resultados de la FISH de 

espermatozoides realizada en el semen del grupo control masculino, no encontramos relación 

entre la tasa de aneuploidía en espermatozoides y la concentración de cotinina en orina o 

plasma seminal. Varios estudios han examinado la asociación entre la aneuploidía espermática 

y el consumo de cigarrillos usando FISH. Robbins et al., no observaron diferencias 

significativas en la frecuencia de cualquier tipo de disomía cuando se comparaban fumadores y 

no fumadores (Robbins et al., 1997). Harkonen et al.,  detectaron una frecuencia 

significativamente mayor de disomía para el cromosoma 1 en los fumadores respecto los no 

fumadores (Harkonen et al., 1999). Shi et al., observaron que la frecuencia de disomías para el 

cromosoma 13 estaba significativamente elevada en fumadores respecto a no fumadores (Shi 

et al., 2001). Estos datos sugieren que el aumento de riesgo de aneuploidía por el tabaco solo 

afectaría a algunos cromosomas. 

 

f. Isoflavonas 

La daidzeína y genisteína fueron detectadas en todas las muestras de orinas de donantes y 

pacientes. La daidzeína no se detectó en ningún líquido folicular, ni plasma seminal de 

pacientes pero sí en el 82,8% de los líquidos foliculares de donantes de ovocitos y el 92% de 
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plasmas seminales de donantes de semen. La genisteína se detectó en todas las muestras de 

líquido folicular de las donantes de ovovitos y de plasma seminal de los donantes semen, en el 

33,3% de los líquidos foliculares de pacientes femeninas y en el 90% de los plasmas seminales 

de los pacientes. 

 

En nuestro caso, tanto los grupos de donantes como de pacientes, declararon no consumir 

nunca soja en bruto o en distintas formas (fuente de isoflavonas), pero pese a ello encontramos 

concentraciones medias en orina superiores a 8,705±7,017 ng daidzeína/ng creatinina y 

4,394±4,755 ng genisteína/ng creatinina (concentraciones medias detectadas en pacientes 

masculinos) en todas nuestras poblaciones. Los estudios consultados que relacionan 

isoflavonas con fertilidad (Chavarro et al., 2008; Chavarro et al., 2015; Vanegas et al., 2015) 

no cuantifican los niveles de isoflavonas en ningún fluido corporal, sino que estiman 

concentraciones a partir del CFA que entregan a los sujetos incluidos en sus estudios. Esta 

estimación la realizan basándose en tablas de equivalencia como USDA-Iowa State University 

Database on the Isoflavone Content of Foods 

(/www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/80400525/Data/isoflav/isoflav1-4.pdf). Desde nuestro 

punto de vista, esta estrategia llevaría a errores de interpretación puesto que de acuerdo con lo 

recogido en nuestros cuestionarios, asumiríamos muy baja concentración de daidzeína y 

genisteína porque el consumo declarado por nuestras poblaciones de estudio era 

prácticamente nulo, sin embargo tuvimos niveles elevados en orina. 

 

La soja y los alimentos basados en soja son la fuente más importante de fitoestrógenos en 

humanos. Las personas que consumen más productos derivados de la soja están expuestas a 

niveles más altos de isoflavonas. Sin embargo, la cantidad de isoflavonas ingeridas también 

depende de factores agronómicos tales como variedades de soja, condiciones de cultivo y 

métodos de procesamiento de soja (Cederroth, Zimmermann y Nef, 2012). En cualquier caso, 

asumiremos que los productos de soja por los que nuestras poblaciones fueron preguntadas en 

el CFA son fuente de dadizeína y genisteína. 

 

En donantes femeninas, se observó incremento estadísticamente significativo del número de 

folículos antrales (respuesta a la estimulación) asociado al consumo de harina de soja, 

consumo de yogur de soja, consumo de leche de soja, y consumo de tofu.  

 

En nuestras parejas infértiles no observamos relación estadísticamente significativa entre el 

consumo de productos de soja y las concentraciones de genisteína y daidzeína y la respuesta 

ovárica, los parámetros seminales y el resultado del ciclo de PGS. Un estudio evaluó si los 

fitoestrógenos afectaban a la fecundidad de una pareja más que a la calidad del semen y no 
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encontraron asociación entre los niveles urinarios de fitoestrógenos de la pareja masculina y la 

fecundidad en parejas sin antecedentes de infertilidad (Mumford et al., 2014). Mínguez-

Alarcón en una cohorte de hombres de parejas subfértiles que acudían a una clínica de 

fertilidad, observaron que la ingesta de alimentos de soja y las isoflavonas de soja 

pretratamiento de reproducción asistida no tenía relación con los resultados del tratamiento de 

FIV. No estaba relacionado con la tasa de fertilización, la calidad del embrión, la tasa de 

implantación, embarazo clínico, o los recién nacidos vivos (Mínguez-Alarcón et al., 2015).   

 

Las isoflavonas parecen tener efectos beneficiosos reproductivos en las mujeres. Dos ensayos 

clínicos en mujeres sometidas a tratamiento de la infertilidad encontraron que la 

suplementación con isoflavonas durante los ciclos de tratamiento daban como resultado tasas 

significativamente mayores de embarazo y de nacidos vivos (Shahin et al., 2008) pero el 

contenido de isoflavonas de los suplementos utilizados en estos ensayos era 100 veces más alta 

que la ingesta típica en la población occidental (Chun, Chung y Song 2009) y 10 veces 

superiores a la de los asiáticos (Messina, Nagata y Wu, 2006). No está claro si los beneficios 

observados en los ensayos de suplementación con dosis altas también podrían esperarse en las 

mujeres expuestas a las isoflavonas en su dieta normal. Se ha reportado que el consumo por 

parte de las mujeres de alimentos de soja se relacionaba positivamente con la probabilidad de 

tener un recién nacido vivo durante la FIV (Vanegas et al., 2015). Mumford et al., no 

encontraron ninguna relación entre las isoflavonas urinarias y la fecundidad entre las parejas 

que intentan conseguir un embarazo (Mumford  et al., 2014). 

 

En donantes de semen, se observó un aumento, estadísticamente significativo, del porcentaje 

de disomías de autosomas con el consumo de miso, de soja germinada, y de tofu y con el 

incremento de la concentración de daidzeína en orina y plasma seminal. También se observó 

un aumento, estadísticamente significativo, del porcentaje de disomías de los cromosomas 

sexuales y el consumo de yogur de soja, de soja germinada, así como con el aumento de la 

concentración de genisteína en plasma seminal. El porcentaje de diploides totales aumentaba 

con el aumento de la concentración de daidzeína en plasma seminal (diferencia 

estadísticamente significativa) en donantes de semen. Hasta el momento desconocemos la 

existencia de estudios previos que relacionen los niveles de estas isoflavonas con las 

aneuploidías espermáticas.  

 

En los hombres, la suplementación de soja conduce a pequeños cambios en el entorno 

hormonal (Habito et al., 2000; Nagata et al., 2001). Se ha reportado que la ingesta de 

isoflavonas (Chavarro et al., 2008; Vanegas et al., 2015) y los niveles urinarios de isoflavnonas 

se relacionaba con una disminución en la concentración de espermatozoides. Sin embargo, 
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esta relación inversa no se ha observado en otros estudios (Mitchell  et al., 2001). La ingesta 

de alimentos de soja no estaba relacionada con movilidad de los espermatozoides, morfología, o 

volumen de la eyaculación, (Chavarro et al., 2008). En nuestro grupo de donantes de semen sí 

observamos un aumento estadísticamente significativa del volumen del eyaculado con el 

consumo de miso, el consumo de tofu y el aumento de la concentración de genisteína en 

plasma seminal. Por último, se encontró una disminución en el porcentaje de espermatozoides 

progresivos y un aumento en el porcentaje de espermatozoides inmóviles con el consumo de 

leche de soja. 

 

g. BPA 

El BPA fue detectado en todas las muestras de orina. Fue detectado en el 3,4% las muestras 

de líquidos foliculares de las donantes de ovocitos, en el 77,8% de los líquidos foliculares de 

las pacientes femeninas, en el 12% de las muestras de plasma seminal de los donantes de 

semen, y en el 90% de las muestras de pacientes masculinos. Previamente, se había descrito la 

presencia de BPA en líquido folicular (Ikezuki et al., 2002) y en plasma seminal (Inoue et al., 

2002; Kaddar et al., 2009). 

 

En nuestro grupo de pacientes femeninas encontramos asociación estadísticamente 

significativa entre la concentración de BPA en líquido folicular y el porcentaje de embrión 

anormal por ciclo. A mayores concentraciones de BPA disminuía el porcentaje de embrión 

anormal. El pequeño tamaño muestral de nuestro grupo de pacientes, las diferentes 

indicaciones para PGS de las parejas incluidas, e incluso las diferentes edades de las pacientes 

(aunque todas fueran ≤38 años) podrían considerarse factores de confusión que podrían 

explicar nuestras diferencias con lo anteriormente publicado. Sugiura-Ogasawara et al., 

observaron que las mujeres que experimentaban abortos involuntarios recurrentes tenían una 

concentración de BPA sérica significativamente mayor que los controles sanos. Además, 

analizaron los cariotipos de algunos de los fetos abortados, y había una tendencia a una mayor 

concentración de BPA en las mujeres con embriones anormales (Sugiura-Ogasawara et al., 

2005). Si bien este estudio analizaba BPA en sangre, el tamaño muestral era pequeño y 

además hay otras posibles causas de aborto involuntario (García-Enguidanos et al., 2002), los 

autores sugerían que el aumento de la incidencia de aborto involuntario tras la exposición a 

BPA podía ser debido a un aumento de anomalías cromosómicas de los ovocitos debido a 

alteraciones meióticas, tal y como se ha demostrado en ratones (Sugiura-Ogasawara et al., 

2005; Eichenlaub-Ritter et al., 2008; Hunt et al., 2003). Por el contrario, Lathi et al., 

sugirieron una correlación significativa entre el nivel en suero materno de BPA y el aborto 

involuntario en el primer trimestre, tanto aneuploide y euploide, planteando que el BPA podía 
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estar actuando tanto a nivel preimplantatorio, como después de la implantación (Lathi et al., 

2014), y no estando relacionado con mayor riesgo de aneuploidías. 

 

Finalmente, encontramos un incremento estadísticamente significativo en la concentración de 

BPA media en orina de pacientes femeninas comparado con las donantes femeninas fértiles. 

Aunque cuando revisamos estimulación y respuesta ovárica y el resultado del ciclo de PGS no 

observamos diferencias significativas, debemos considerar al BPA como un marcador a tener 

en cuenta tras lo descrito por Brieño-Enriquez et al., que evaluaron por primera vez los 

posibles efecto del BPA en ovocitos fetales humanos en profase meiótica en ovarios cultivados 

y observaron que el BPA disminuía la supervivencia ovocitaria, interrumpía la progresión 

meiótica e incrementaba el número de focos MLH1 (marcador de recombinación), lo que 

podía relacionarse con riesgo aumentado de aneuploidías (Brieño-Enriquez et al., 2011). 

Anteriormente, Hunt et al., presentó evidencias de que la exposición de ratones hembras a 

dosis bajas de BPA durante las últimas etapas de crecimiento de los ovocitos aumentaba la 

probabilidad de producir gametos aneuploides (Hunt et al., 2003). Susiarjo et al., que reveló 

un efecto del BPA en la segregación de los cromosomas meióticos al alterar la sinapsis y la 

recombinación entre homólogos en el ovario fetal lo que se correlacionaba con el aumento de 

aneuploidías en varias especies eucariotas (Susiarjo et al., 2007).  

 

En nuestro grupo de pacientes masculinos se observa que, aunque la diferencia no fue 

estadísticamente significativa, las mayores concentraciones de BPA media en orina 

correspondían a mayores porcentajes de embriones anormales. En un pequeño estudio en 

parejas que se sometieron a FIV se encontró una asociación inversa entre la concentración 

sérica de BPA paterno medido el día de la punción y el número de células embrionarias y un 

mayor grado de fragmentación embrionaria, lo que disminuía la calidad embrionaria (Bloom et 

al., 2011). Un estudio previo observó una tendencia a un aumento de BPA urinario paterno 

asociado con una disminución de la formación de blastocisto en el día 5 de la fecundación 

(Erlich et al., 2012). 

 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas en la concentración de BPA media en 

orina en donantes masculinos y pacientes masculinos, con valores más elevados en los 

pacientes. Los estudios del efecto de BPA en el sistema reproductor masculino humano han 

sido limitados. Li et al., publicaron la primera evidencia epidemiológica de que la exposición a 

BPA tenía un efecto adverso sobre los cuatro parámetros que miden la calidad del semen 

(concentración espermática, recuento total de espermatozoides, vitalidad, y motilidad) en una 

población humana adulta expuesta ocupacionalmente (Li et al., 2011). Se ha sugerido que la 

exposición a BPA puede ejercer un efecto negativo sobre los parámetros de la calidad del 
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esperma y puede producir daños en el ADN del espermatozoide en los hombres que acuden a 

clínicas de infertilidad (tendencia no significativa) y en varones de parejas subfértiles (Knez et 

al., 2014), pero no en una población de hombres fértiles (Mendiola et al., 2010). Por otro lado, 

Chen et al., no encontraron asociación entre la concentración de BPA urinario y la infertilidad 

masculina idiopática cuando se comparaba con controles de hombres fértiles (Chen et al., 

2013).  

 

h. Ftalatos (MEHP) 

El MEHP fue detectado en todas las muestras de orina de donantes y pacientes y en todos los 

líquidos foliculares y plasmas seminales de pacientes, pero solo en el 6,9% de los líquidos 

foliculares de donantes de ovocitos y en el 28% de los plasmas seminales de donantes de 

semen. Anteriormente se había descrito la presencia de ftalatos en líquido folicular (Heudorf, 

Mersch-Sundermann, y Angerer, 2007; Marsee et al., 2006). En la mayoría de referencias 

bibliográficas consultadas cuando valoran ftalatos, analizan varios de sus metabolitos o la suma 

molar de algunos de ellos (Buck Louis et al., 2014; Braun et al., 2011; Braun et al., 2012). 

Nosotros determinamos en este estudio los niveles de un ftalato, MEHP. Seleccionamos 

MEHP por ser el metabolito primario de DEHP (el ftalato más comúnmente usado y 

ampliamente distribuido) tras la digestión y ser el preferentemente absorbido, y por su alta 

frecuencia de detección. 

 

Los ftalatos son considerados como uno de los principales grupos de sustancias 

antiadrogénicas y, por lo tanto, son tóxicos para la reproducción y desarrollo (Grady y 

Sathyanarayana, 2012). En nuestra población de donantes de semen, sorprendentemente 

encontramos una diferencia estadísticamente significativa, con mayor concentración media en 

orina de MEHP en los casos con mayor concentración/ml de espermatozoides. Un estudio en 

168 hombres de parejas con subfertilidad asoció los niveles de ftalatos con una menor 

concentración de espermatozoides y menor movilidad (Duty et al., 2003). Otros estudios han 

confirmado asociaciones débiles entre la exposición a los metabolitos de ftalatos y menor 

concentración de espermatozoides, movilidad y morfología de los adultos (Duty et al., 2004; 

Hauser et al., 2008; Liu et al., 2012; Wirth et al., 2008) si bien, otros no han demostrado esta 

conexión (Herr et al., 2009; Jonsson et al.,  2005).  

 

 

i. Parabenos 

En general, m-Parabeno y p-Parabeno fueron detectados en todas las muestras de orina. El m-

Parabeno fue detectado en todas las muestras de líquido folicular y plasma seminal de 

pacientes, en el 66,5% de los líquidos foliculares de las donantes de ovocitos y en el 28% de los 
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plasmas seminales de los donantes de semen. El p-Parabeno fue detectado en 

aproximadamente el 55% los líquidos foliculares de donantes de ovocitos y pacientes 

femeninas y en alrededor del 20% de plasmas seminales de donantes de semen y pacientes 

masculinos. El porcentaje de detección se incrementa al incrementarse la concentración 

media en estos fluidos. 

 

En las pacientes femeninas, no encontramos relación con la estimulación y respuesta ovárica o 

con el resultado del ciclo de PGS y las concentraciones de m-parabeno y p-Parabeno (Smith et 

al., 2013) encontraron evidencias, en mujeres que acudían a una clínica de fertilidad, de una 

relación negativa entre el p-Parabeno urinario y recuento de folículos antrales, considerado 

uno de los mejores marcadores de reserva ovárica (Rosen et al., 2012), sugiriendo que la 

exposición a p-Parabeno podía afectar negativamente a la reserva ovárica, y así contribuir al 

envejecimiento ovárico (Smith et al., 2013). Niveles más altos de p-Parabeno urinario se 

asociaron con una mayor concentración de FSH en día 3, lo que concuerda con la asociación 

negativa del p-Parabeno con el recuento de folículos antrales. No encontraron evidencia clara 

de asociaciones entre las concentraciones urinarias de m-Parabeno con cualquiera de los 

marcadores de reserva ovárica. 

 

Se observaron valores más elevados con diferencias estadísticamente significativas en la 

concentración de p-Parabeno en plasma seminal en donantes masculinos y pacientes 

masculinos (más elevados en pacientes). Atribuimos esta diferencia posiblemente a la rutina 

de higiene personal de los grupos comparados.  

 

En los donantes de semen había una diferencia estadísticamente significativa entre la 

concentración de m-Parabeno en plasma seminal y el porcentaje de espermatozoides no 

progresivos. A mayor concentración de m-Parabeno aumentaba el porcentaje de 

espermatozoides no progresivos. Glander, Rytter y Schonborn, encontraron que m-Parabeno no 

sólo reducía la contaminación microbiológica del medio crioprotector utilizado para la 

congelación de semen, sino que también producía una disminución de la motilidad 

espermática (Glander, Rytter y Schonborn, 1984) y demostraron que estos parabenos eran 

espermicidas eficaces. Meeker at al., no encontraron pruebas de una relación entre los 

parabenos urinarios y los parámetros de calidad del semen (Meeker et al., 2011). En nuestro 

estudio se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre concentración media 

de p-Parabeno en orina de los donantes de semen y el porcentaje de disomías de cromosomas 

sexuales aumentanto estas disomías con el aumento de la concentración. No nos consta que lo 

publicado hasta el momento relacione los niveles de parabenos en fluidos corporales con 

aneuploidías en espermatozoides.  
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4. LIMITACIONES DE NUESTRO ESTUDIO 

 

Establecer asociaciones entre los niveles de los disruptores endocrinos elegidos en este estudio 

y parámetros reproductivos y comparar nuestros resultados con los obtenidos en las  

publicaciones comentadas no  está exento de cierto nivel de dificultad, fundamentalmente por 

las características  particulares  de  cada  protocolo  de  estudio.  Las discrepancias observadas 

entre los estudios sobre fertilidad y disruptores endocrinos y que  podrían  influir  en  los 

resultados obtenidos podrían tener su origen en el tamaño poblacional, al fluido biológico 

donde se realiza el análisis, la hora de recogida de  las muestras de orina, el  método de 

detección utilizado, los límites de detección de la técnica analítica, los métodos de 

normalización empleados, y a la composición de la población de estudio, sobre todo en lo que 

respecta a la selección de acuerdo con el estado de fertilidad. No descartamos que las 

asociaciones vistas en un solo estudio puedan ser hallazgos casuales en lugar de verdaderas 

asociaciones biológicas. 

 

Por lo estudiado en la presente tesis doctoral, sospechamos que posiblemente estos disruptores 

endocrinos no tengan ningún efecto sobre población altamente fértil, pero no descartamos que 

puedan ser nocivos en circunstancias de fertilidad comprometida (calidad del semen 

disminuida, baja reserva ovárica, etc.), pudiéndose observar algunas asociaciones que están 

ausentes en una población fértil. Aunque esta hipótesis es consistente con buena parte de la 

literatura existente, se debe evaluar exhaustivamente en estudios controlados, aumentando el 

tamaño muestral. 
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1. En este trabajo pudimos determinar la concentración de los disruptores endocrinos 

seleccionados, no sólo en orina, sino también en líquido folicular y plasma seminal. 

 

2. Se observaron mayores niveles de disruptores endocrinos en las donantes de ovocitos 

en comparación con los donantes de semen, en algunos casos relacionado con el estilo 

de vida. 

 

3. Se detectaron mayores niveles de disruptores endocrinos en nuestro grupo de 

pacientes con alto riesgo de aneuploidías, en comparación con los grupos control de 

donantes de fertilidad probada, destacando mayores niveles de BPA, m-Parabeno y 

cafeína en pacientes. 

 

4. En las donantes femeninas, se observó disminución de la respuesta ovárica tras 

exposición a químicos en el lugar de trabajo, y mayor respuesta en donantes con mayor 

consumo de soja y cafeína. 

 

5. En los donantes masculinos, el mayor consumo de soja se asoció tanto a disminución 

de la movilidad espermática como a aumento de aneuplodías en espermatozoides. El 

m-Parabeno también se asoció con una disminución de la movilidad espermática y el 

p-Parabeno con un aumento de disomías de cromosomas sexuales en espermatozoides. 

 

6. Dentro de las parejas infértiles, en las mujeres se observó una tendencia a mayor 

porcentaje de aneuploidías embrionarias a mayor consumo de cafeína y menor 

concentración de BPA. Sin embargo, en los varones se observó una tendencia a mayor 

porcentaje de aneuploidías embrionarias cuando la concentración de BPA era mayor. 

 

7. En la evaluación de la pareja infértil y en la selección de donantes, destacamos la 

necesidad de considerar la influencia de la exposición ambiental y su relación con los 

niveles de disruptores endocrinos, como un factor determinante para el resultado del 

tratamiento de reproducción asistida.  
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ABREVIATURAS  

aCGH Array comparative genomic hybridization 

ACN Aceto nitrilo 

AcOEt  Acetato de etilo 

AcONH
4
 Acetato de amonio 

APCR Resistencia a la proteína C activada 

AR  Aborto recurrente 

BPA Bisfenol A 

CEIC Comité Ético de Investigación Clínica 

CEP Chromosome-specific Centromeric Enumeration Probes 

CFA Cuestionario de frecuencia alimentaria 

Cy3 Cyanine 3 

Cy5 Cyanine 5 

D3 Día 3 de desarrollo embrionario 

DBP Ftalato de dibutilo 

DE  Disruptor endocrino 

DEP Dietil ftalato 

DES Dietilestilbestrol 

DGP   Diagnóstico genético preimplantacional 

DS Desviación estándar 

E2 17β-estradiol o estradiol  

EFSA European Food Safety Agency 

EMA Edad materna avanzada 

FeBAD Fetal Basis of Adult Disease 

FI Fallo repetido de implantación 

FISH Fluorescence in situ Hybridization 

FIV Fecundación in vitro 

FM Factor Masculino 

hCG  Hormona gonadotropina coriónica 

hMG  Gonadotropina menopaúsica humana 

ICSI Intracytoplasmic Sperm Injection  

IMC Índice de masa corporal 

LdD Límite de detección 

LF Líquido folicular 

L-L Líquido-Líquido 

LSI Locus Specific Identifier 

MEHP Mono (2-etilhexil) ftalato 

MeOH Metanol 

MII Metafase II 

m-Parabeno Metilparabeno 

MRM  Multiple Reaction Monitoring 

MTHFR Metilentetrahidrofolato reductasa 

N/A Dato no disponible 

NMDRs Non-Monotonic-Dose-Response 

NOEL No-Observed-Effect Level 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PGS Preimplantational Genetic Screening 

p-Parabeno Propilparabeno 

PS Plasma seminal 

PVP Polivinilpirrolidona 

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction 

RA Receptor de andrógenos 

RE Receptor de estrógenos 

RRE γ Receptor γ relacionado con el receptor de estrógenos 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 

SOP Síndrome de ovario poliquístico  

SSC Saline Sodium Citrate 

TRA  Tratamiento de reproducción asistida  

UI Unidad internacional 

UPLC-ESI-MS. Ultra-performance liquid chromatography-electrospray tandem mass spectrometry 

VIH Virus de la inmunoeficiencia humana 

WGA  Whole Genome amplification 
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ESTUDIO EXPOSOMA 

Día de la consulta 

En la 

consulta 

PRESENTACIÓN ESTUDIO 

♀ ♂ 
CUESTIONARIO 

 (Cumplimentar en casa) 

INFORMACIÓN y 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Día de la punción 

En casa   

ORINA  

(1ª orina de la mañana) 

♀♂  
Entregar CUESTIONARIO 

En el 

Quirófano 

 

SANGRE 

 

En el Lab.  

de FIV 

LÍQUIDO FOLICULAR Este material SIEMPRE se desecha ♀ 

♂ SEMEN UNICAMENTE utilizaremos el sobrante 

Día del transfer 

En casa    
ORINA 

(1ª orina de la mañana) 
♀ ♂ 

 

 
Estimados pacientes, 
 
            Su historia clínica reproductiva les convierte en candidatos idóneos para ser incluidos en nuestro 
estudio. Dada la relevancia de su participación en el mismo, les agradeceríamos que lo tomaran en 
consideración. 
 
Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente 
sensibles a los agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos químicos 
incluidos en la composición de productos de uso cotidiano, podrían  influir en la salud reproductiva de 
hombres y mujeres. Nuestro objetivo es investigar una posible asociación entre los niveles corporales de 
estos compuestos y el resultado del tratamiento de reproducción asistida realizado.  
 

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com  o llamar al 963 90 53 01 

¿En qué va a consistir su participación? 

PACIENTES 



 



Día de la visita a IVI 

En la Consulta 

PRESENTACIÓN ESTUDIO 

CUESTIONARIO  

(cumplimentar en casa) 

INFORMACIÓN y CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Día de la Punción 

En casa             

 

Entregar CUESTIONARIO 

ORINA  

(1ª orina de la mañana) 

En el Lab. Gnal 

 

SANGRE  

 

En el Qx LÍQUIDO FOLICULAR 

5 días tras la Punción 

En casa    

 

ORINA 

(1ª orina de la mañana) 

 

 

 
Estimada donante de ovocitos, 
 
            Sus características clínicas le convierten en un candidato idóneo para ser incluido en nuestro estudio. 
Dada la relevancia de su participación en el mismo le agradeceríamos que lo tomara en consideración. 
 
Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los 
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos químicos incluidos en la composición 
de productos de uso cotidiano, podrían  influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo 
es investigar una posible asociación entre los niveles corporales de estos compuestos y el resultado del 
tratamiento de reproducción asistida realizado.  
 

¿En qué va a consistir su participación? 

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com o llamar al 963 90 53 01 

ESTUDIO EXPOSOMA 

DONANTE OVOCITOS 

mailto:Inmaculada.Campos@iviomics.com


 



Día de la visita a IVI 

En la Consulta 

PRESENTACIÓN ESTUDIO 

CUESTIONARIO  

(cumplimentar en casa) 

INFORMACIÓN y CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Día de la donación 

En casa             

 

Entregar CUESTIONARIO 

ORINA  

(1ª orina de la mañana) 

En el Lab. Gnal 

 

SANGRE  

 

En el lab.  

de FIV 

SEMEN 

UNICAMENTE utilizaremos el sobrante 

5 día s tras la donación 

En casa    

 

ORINA 

(1ª orina de la mañana) 

 

 

 
Estimado donante de semen, 
 
            Sus características clínicas le convierten en un candidato idóneo para ser incluido en nuestro estudio. 
Dada la relevancia de su participación en el mismo le agradeceríamos que lo tomara en consideración. 
 
Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los 
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos químicos incluidos en la composición 
de productos de uso cotidiano, podrían  influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo 
es investigar una posible asociación entre los niveles corporales de estos compuestos y el resultado del 
tratamiento de reproducción asistida realizado.  
 

¿En qué va a consistir su participación? 

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com o llamar al 963 90 53 01 

ESTUDIO EXPOSOMA 

DONANTE SEMEN 

mailto:Inmaculada.Campos@iviomics.com
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1 

 

HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE 
NHC                                                      NOMBRE Y APELLIDOS 
 
 

CLÍNICA IVI                                          FECHA 

                                                                                                                                                   Código: 1307-C-122-CR  
 

ESTUDIO:  

RIESGO REPRODUCTIVO POR EXPOSICIÓN A ALTERADORES ENDOCRINOS: IDENTIFICACIÓN DE 
MARCADORES  PREDICTIVOS DE ANOMALÍAS CROMOSÓMICAS EN EMBRIONES Y EN 
ESPERMATOZOIDES 
Investigadores Principales: Dra. Carmen Rubio (IVIOMICS). Dr. Francisco Domínguez (Fundación IVI) 

 

Le invitamos a participar en este estudio de investigación. Antes de confirmar su participación en el estudio es 
importante que entienda en qué consiste, por lo que rogamos lea detenidamente este documento y haga 
todas las preguntas que le puedan surgir al respecto. Debe saber que este estudio ha sido aprobado 
previamente por el Comité Ético de Investigación Clínica del IVI correspondiente de acuerdo a la legislación 
vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigación Biomédica. 

 

PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA 

Su participación en este estudio es totalmente voluntaria. Este consentimiento informado le proporciona 
información sobre el estudio y además, su médico comentará esta información con Ud. Cuando haya 
comprendido el estudio se le solicitará que firme este consentimiento informado si desea participar en él. Se 
le dará una copia de este documento para que pueda guardarlo. Con el fin de que pueda decidir si desea 
participar en este estudio, Ud. debe comprender las ventajas e inconvenientes del mismo para que sea capaz 
de tomar una decisión informada al respecto. Este proceso es lo que se conoce como consentimiento 
informado.  

Ud. recibirá respuesta a cualquier pregunta, duda u aclaración acerca de los procedimientos, riesgos, 
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigación. También se le proporcionará información 
actualizada obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar a su voluntad  para continuar 
participando. 

 

DERECHO A PREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y A ABANDONARLO  

Si Ud. tiene alguna pregunta con respecto al estudio o a sus derechos como paciente puede contactar con el 
investigador que realiza el estudio.  

Si Ud. decidiera participar, podrá retirarse del estudio en cualquier momento sin tener que dar ninguna 
explicación y sin que ello afecte a su atención médica posterior.  

 

DESCRIPCION Y PROPÓSITO DEL ESTUDIO 

Sabemos que las anomalías cromosómicas están presentes en el 40-70% de los abortos espontáneos 
esporádicos y que son responsables de problemas reproductivos, como son el fallo repetido de implantación 
y el aborto de repetición. Los motivos por los que ciertas parejas presentan mayor porcentaje de embriones 
anormales se desconocen en la mayoría de los casos. La intención de este estudio es determinar si algunos 
factores genéticos y/o algunos estilos de vida pueden contribuir a la generación de embriones con anomalías 
cromosómicas. 

 
CRITERIOS DE SELECCIÓN DE PARTICIPANTES 

La selección de las personas invitadas a participar depende de unos criterios  que están descritos en el 
protocolo de la investigación.  

PARA PACIENTE MUJER: Ud. es invitada a participar porque cumple con esos criterios: mujer menor de 
38 años con historia de aborto de repetición (al menos dos abortos previos tras gestación espontánea o 
tras técnicas de reproducción asistida, en las que la etiología del aborto se considere como 
desconocida), fallo de implantación (2 ó más fallos de implantación en ciclos previos) o infertilidad por 
factor masculino (varones con concentración seminal menor de 2 millones/mL) sin otros antecedentes 
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que los justifiquen y que se vaya a someter a un ciclo de Diagnóstico Genético Preimplantacional con 
ovocitos y semen propios.  

 PARA PACIENTE HOMBRE: Ud. es invitado a participar porque cumple con esos criterios: pareja de mujer 
menor de 38 años con historia de aborto de repetición, fallo de implantación o infertilidad por factor 
masculino, sin otros antecedentes que los justifiquen y que se vaya a someter a un ciclo de Diagnóstico 
Genético Preimplantacional con ovocitos y semen propios. 

 GRUPO CONTROL FEMENINO: Ud. es invitada a participar porque cumple con esos criterios: mujer 
incluida en el programa de donación de ovocitos y con cariotipo normal.  

 GRUPO CONTROL MASCULINO: Ud. es invitado a participar porque cumple con esos criterios: varón 
incluido en el programa de donación de semen y con cariotipo normal.  

 
PROCEDIMIENTO DE ESTUDIO, MUESTRAS A RECOGER Y RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO  

- Cumplimentar un cuestionario que le entregará su ginecólogo (le llevará unos 15 minutos). Del análisis de 
las respuestas obtendremos unos datos  que serán analizados estadísticamente comparándolos con un 
grupo control. La realización del cuestionario no comporta ningún riesgo para Ud.  

- Recogida de la primera orina del día orina el día de la punción y el día del transfer. La recogida de la 
muestra de orina de forma espontánea no supone ningún riesgo para Ud. 

- Extracción de sangre periférica el día de la punción. La extracción de sangre no conlleva más molestias 
que un simple pinchazo en el brazo. A veces, muy raramente, le puede ocasionar un pequeño hematoma 
o una leve inflamación que remitirán en pocos días.  

Las muestras biológicas que se describen a continuación se descartan habitualmente en el laboratorio de FIV 
después de realizar el protocolo asociado a su tratamiento, no comprometiéndose nunca el resultado del 
mismo. 

- Semen y plasma seminal descartados tras realizar el ICSI.  
- Células de la granulosa descartadas de los ovocitos tras su decumulación rutinaria para realizar el ICSI. 
- Líquido folicular descartado tras la aspiración folicular y el aislamiento e identificación de los óvulos 

recuperados para posterior ICSI. 

Las muestras sobrantes no serán almacenadas tras su análisis. 

 

BENEFICIOS ASOCIADOS AL ESTUDIO  

No existe ningún beneficio personal para Ud. por el hecho de participar en el estudio; sin embargo, la 
información que se obtenga podría derivar en un mayor conocimiento de las causas del aborto de repetición 
o el fallo de implantación y beneficiar al mejor tratamiento de los pacientes con aborto de repetición o el fallo 
de implantación. No existen compensaciones o pagos por su participación. 

Ud. podrá recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen si así  lo solicita. Estos resultados pueden 
no tener aplicación  clínica ni una interpretación clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberían ser 
comentados con el médico del estudio.  

 
RESPONSABILIDADES DEL PARTICIPANTE  

El participante se compromete a ser veraz en los datos que facilite y en seguir en todo momento las 
instrucciones que le dará el investigador/ginecólogo responsable. 
 

PERMISO PARA LA REVISION DE SUS DATOS / CONFIDENCIALIDAD  

Su identidad y todos los datos referentes a su información personal serán confidenciales, salvo que se solicite 
lo contrario por la ley. El equipo que lleva a cabo el estudio recogerá información acerca de Ud. y utilizará tan 
sólo sus iniciales. No se publicará ninguna información que lo identifique. Se respetará lo establecido en los 
apartados 23 y 26 de la Declaración de Helsinki. En ningún caso se podrá inferir ningún tipo de información 
genética de usted en el estudio. Se permitirá el acceso para la revisión de sus registros médicos al Comité 
Ético, y a las Autoridades Sanitarias. Firmando este documento Ud. está de acuerdo con lo expuesto. Sus 
datos se encontrarán protegidos por la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre, de Protección de Datos de 
Carácter Personal. 

 

INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO  

La Dra. Carmen Rubio (Carmen.Rubio@iviomics.com) será la persona a la que usted deba llamar para 
consultar cualquier duda o pregunta en relación con el estudio. 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO 

TÍTULO DEL ESTUDIO/código:  

 

EFECTO DE LOS ALTERADORES ENDOCRINOS EN LA INFERTILIDAD Y EN LA INCIDENCIA DE ANOMALÍAS 

CROMOSÓMICAS. Código: 1307-C-122-CR 

 

Yo, 
.………………………………..………………………………..………………………………..…………………………………………………………… 

(nombre y apellidos) 

con NIF …………………………………………………………. y NHC …………………………………………………………...................... 

he leído la hoja  de información que se me ha entregado, 

he podido hacer preguntas sobre el estudio, 

he recibido suficiente información sobre el estudio y 

he hablado con ………………………………..………………………………………………………………..  
(nombre del médico/investigador) 

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: 

1. Cuando quiera 

2. Sin tener que dar explicaciones 

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos 

 

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy consentimiento para el acceso y 

utilización de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de información. 

 

Accedo a que la muestras de sangre y/o orina obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en el 

futuro para nuevos análisis relacionados con el protocolo actual, quedando excluidos los análisis 

genéticos siempre y cuando no formen parte de los objetivos del estudio: SÍ   NO  

 
Firma del paciente: Firma del médico/investigador: 
 
 
 

………………………………..…………………………………….. ………………………………..…………………………………….. 
                        (nombre y apellidos) (nombre y apellidos) 

Fecha: ……………………..…………………………………….. 
 

Fecha: ………………..………………………………………
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NHC     NOMBRE Y APELLIDOS 

             

CLÍNICA IVI    GINECÓLOGO     FECHA 
 
 
 
 
El periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los 
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos químicos incluidos en la 
composición de productos de uso cotidiano, podrían  influir en la salud reproductiva de hombres y 
mujeres. El siguiente cuestionario pretende recopilar información sobre la exposición a diferentes 
compuestos químicos para investigar su posible asociación con el resultado del tratamiento de 
reproducción asistida realizado. Sus respuestas serán de gran utilidad, por lo que le rogamos preste su 
máxima atención. Cuando una respuesta no se adapte plenamente a su rutina, trate de aproximarla a 
las situaciones indicadas. 
 
Si tiene alguna duda sobre este cuestionario, puede enviar un email a la siguiente dirección: 
Inmaculada.Campos@iviomics.com  

(Cuestionario basado en CFA de 101 INMA EMBARAZADAS de Vioque. Nutr J. 2013) 

 

 

 Edad: ______ años. 

 Edad de su madre: ______ años. Profesión de la madre: ________________________. Edad en 
el momento del nacimiento del paciente: ______. 

 Edad de su padre: ______ años. Profesión del padre: ________________________. Edad en el 
momento del nacimiento del paciente: ______. 

 Altura: ______ m.     

 Peso:  ______ kg. 

 País de origen__________________. 

 Raza: 
 Caucasiana 
 Afroamericana 
 Asiática 

 Hispana 
 Gitana 
 Africana 

 Árabe  
 Otra

 Nivel educativo: 
 Educación primaria 
 Educación secundaria 

 Formación profesional 
 Universitario 

 Profesión: ____________. 

 En su trabajo, ¿está expuesto a productos químicos? 
 No 
 Sí. ¿Cuál/es? ____________________________________________________________ 

 Lugar de residencia:  Localidad/pueblo/ciudad: _______________________________________ 

 

 

 ¿Cuántas horas al día suele dormir, incluida la siesta? ______ horas. 

 En su actividad en el trabajo u ocupación principal está... 
 Casi siempre sentado 
 Sentado la mitad del tiempo 
 Casi siempre de pie, quieto 
 Casi siempre caminando, levantando y llevando pocas cosas 
 Casi siempre caminando, levantando y llevando muchas cosas 
 Trabajo manual pesado 

  

                            

FACTORES SOCIODEMOGRÁFICOS 

ESTILO DE VIDA 

 

        

ESTUDIO EXPOSOMA 
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 ¿Cuánto tiempo camina al día? 
 Casi nunca 
 Menos de 20 minutos al día 
 20-40 minutos al día 

 40-60 minutos al día 
 Entre 1 y 1 hora y media al día 
 6 ó más de 1 hora y media al día 

 ¿Cuánto tiempo hace bicicleta a la semana? 
 Casi nunca 
 Menos de 20 minutos a la semana 
 20-40 minutos a la semana 

 40-60 minutos a la semana 
 Entre 1 y 1 hora y media a la semana 
 6 ó más de 1 hora y media a la semana 

 ¿Cuánto tiempo dedica a actividades o tareas en casa? 
 Menos de 1 hora al día 
 1-2 horas / día 
 3-4 horas / día 

 5-6 horas / día 
 7-8 horas / día 
 Más de 8 horas / día 

 En su actividad en tiempo libre, ¿cuánto tiempo dedica a hacer ejercicio o deporte? 
 Menos de 1 hora a la semana 
 1 hora / semana 
 2 horas / semana 

 3 horas / semana 
 4-5 horas / semana 
 Más de 5 horas / semana 

 Considerando toda su actividad física (trabajo u ocupación principal, hogar y tiempo libre), 
¿cómo se considera Ud.? 

 Sedentario (sentado casi siempre, sin actividad física, sin deporte, bajo cuidados). 
 Poco activo (profesiones o actividades sentadas, amas de casa con electrodomésticos, 

escaso deporte). 
 Moderadamente activo (trabajos manuales, amas de casa sin electrodomésticos, 

deporte ligero, etc.) 
 Bastante activo (trabajos o actividades de pie-andando, deporte intenso, etc.). 
 Muy activo (Trabajo muy vigoroso, deporte fuerte diario) 
 No sabe / no contesta 

 Tabaquismo: 
 Nunca 
 Exfumador. ¿Desde cuándo? ______ años. 
 Actualmente fumador: ______ nº cigarrillos/día 
 Fumador pasivo 

 ¿Con qué frecuencia consume… (número de veces) 
 

 Nunca o 
menos de 
1 al mes 

1-3 al 
mes 

 

1 a la 
semana 

 

2-4 a la 
semana 

 

5-6 a la 
semana 

 

1 al 
día 

 

2-3 al 
día 

 

4-5 al 
día 

 

6 ó más 
al día 

 

Agua embotellada en plástico?          
Agua del grifo?          
Refrescos enlatados? (naranja, limón…)          
Refrescos con cafeína? (cola, té…)          
Cerveza enlatada con/sin alcohol?           
Alcohol? (vino, cerveza…)          
Destilados? (ron, vodka, ginebra…)          
Zumo de frutas envasado?          
Café (no descafeinado)?          
Infusiones de té?          
Leche?          
Yogur?          
Embutidos envasados?          
Carne de ternera, cerdo, cordero, pollo?          
Vísceras?          
Pescado BLANCO: merluza, lenguado, 
dorada…? 

         

Pescado AZUL: atún, emperador, bonito, 
caballa, sardinas, boquerón/anchoas, 
salmón…? 

         

Atún o bonito enlatado?          
Sardinas o caballa enlatada?          
Almejas, mejillones, ostras, crustáceos…?           
Verdura fresca?          
Verdura enlatada?          
Patatas fritas?          
Salsa de tomate/kétchup, mayonesa, 
otras salsas? 

         

Aceitunas enlatadas?          
Fruta fresca?           
Fruta enlatada?           
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Fruta envasada?           
Zumo natural?          
Chocolate negro o con leche?          

 

 ¿Es usted vegetariano? 
 No 
 Parcial 

 Vegano  
 Estricto 

 ¿Consume soja en alguna de estas formas?  
 

 1 
vez/día 

4-6 
veces/semana 

1-3 
veces/semana 

1-3 
veces/mes 

< 1 vez/mes Nunca 

Harina de soja       
Yogur de soja        
Leche de soja        
Soja en bruto        
Soja germinada       
Natto        
Tempeh        
Miso        
Tofu       
Salsa de soja       

 

 ¿Utiliza envases de plástico para almacenar la comida?
 Sí  No 

 ¿Utiliza envases de plástico para calentar la comida? 
 Sí  No 

 ¿Reutiliza la misma botella de agua de plástico?
 No 
 Sí: 

 4 ó más veces a la semana 
 1-3 veces por semana 

 ¿Consume con cierta frecuencia fármacos tales como: analgésicos, antigripales, anticatarrales, 
tratamiento de la migraña, medicamentos para el mareo, antialopécicos, antiasmáticos, …? 

 No  
 Sí. ¿Cuáles? ____________________________________________________________ 

 Frecuencia/tiempo de consumo: ____________________________________ 

 ¿Sigue algún tratamiento farmacológico crónico para alguna enfermedad? 
 No 
 Sí. ¿Qué fármaco? _______________________________________________________ 

 ¿Utiliza algún tipo de terapia alternativa? 
 No 
 Sí. ¿Cuál? ______________________________________________________________ 

 ¿Lleva usted empastes dentales? 
 No 
 Sí.  

 ¿Utiliza lentillas a diario? 
 No  Sí.  

 En su cuidado personal, ¿usa con frecuencia algunos de los siguientes productos? 
 

 1 
vez/día 

4-6 
veces/semana 

1-3 
veces/semana 

1-3 
veces/mes 

< 1 vez/mes Nunca 

Crema hidratante/antiarrugas        
Leche corporal       
Protector solar       
Autobronceador        
Maquillaje (base, sombra de 
ojos, máscara de pestañas…) 

      

Productos desmaquillantes       
Esmalte de uñas       

 
  Gracias por su colaboración. 
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DESCRIPCIÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LAS 

DONANTES DE OVOCITOS 

Actividad física: Las donantes de ovocitos dormían una media 8,4±1,0 horas al día. Respecto a 

la actividad física, 9 de las 31 donantes (29,0%) caminaban de 40 a 60 minutos al día, 22 

(71%) no hacían bicicleta casi nunca, 14 (45,2%) practicaban deporte menos de 1 horas a las 

semana, 11 (35,5%) dedicaban de 1 a 2 horas al día a las tareas del hogar, 11 (35,5%) 

dedicaban de 3 a 4 horas al día a las tareas del hogar, el 70,9% de las donantes realizaban 

trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El 70,9% de las donantes de ovocitos se 

consideraban a sí mismas moderadamente o bastante activas.  

 

Consumo de agua: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumían agua en botella de plástico una 

vez al día. Veintiuna de las 31 donantes (67,7%) no consumía agua del grifo nunca o una vez al 

mes. 

 

Bebidas con cafeína e infusiones: Cinco de las 31 donantes (16,1%) consumían refrescos con 

cafeína de 2 a 4 veces a la semana. Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumían café 

nunca o una vez al mes. Catorce de las 31 donantes (45,2%) no consumían infusiones nunca o 

una vez al mes.  

 

Consumo de alcohol: Dieciocho de las 31 donantes (58,1%) no consumía alcohol nunca o una 

vez al mes. Veinte de las 31 donantes (64,5%) no consumían destilados nunca o una vez al 

mes. 

 

Consumo de enlatados: Cinco de las 31 donantes (12,9%) consumían refrescos enlatados de 5 

a 6 veces a la semana. Dieciocho de las 31 (58,1%) donantes no consumían cerveza enlatada 

con/sin alcohol nunca o 1 vez al mes. Diez de las 31 donantes (32,3%) consumían atún 

enlatado una vez a la semana. Diecisiete de las 31 donantes (54,8%) consumían sardina 

enlatada nunca o una vez al mes. Dieciséis de las 31 donantes (51,6%) no consumían verdura 

enlatada nunca o una vez al mes. Doce de las 31 donantes (38,7%) no consumían aceitunas 

enlatadas nunca o una vez al mes. Quince de las 31 donantes (48,4%) no consumían fruta 

enlatada nunca o lo hacían una vez al mes. 

 

Consumo de envasados: Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumían zumos de frutas 

envasados nunca o una vez al mes. Dieciséis de las 31 donantes (51,6%) no consumían fruta 

envasada nunca o una vez al mes. Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumían embutidos 

envasados de 2 a 4 veces a la semana. 



Consumo de verdura y fruta fresca: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumían fruta fresca 

de 2 a 4 veces a la semana. Siete de las 31 donantes (22,6%) consumían zumo natural de 5 a 6 

veces a la semana. Ocho de las 31 donantes (25,8%) consumían verdura fresca una vez a la 

semana. 

 

Consumo de pescado y marisco: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumían pescado blanco 

de 2 a 4 veces a la semana. Once de las 31 donantes (35,5%) consumían pescado azul una vez 

a la semana. Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumían marisco nunca o una vez al mes. 

 

Consumo de carne y vísceras: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumían carne de 2 a 4 

veces a la semana y 9 (29,0%) consumían carne de 5 a 6 veces a la semana. Catorce de las 31 

donantes (45,2%) no consumían vísceras nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de leche y yogur: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumían leche de 2 a 3 veces 

al día. Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumían yogur una vez a la semana.  

 

Consumo de chocolate y patatas fritas: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumían patatas 

fritas de 2 a 4 veces a la semana. Ocho de las donantes (25,8%) no consumían chocolate 

nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de soja: La mayoría de donantes de ovocitos no consumían nunca soja en bruto, 

natto, miso o tempeh. Tres de ellas consumían soja germinada menos de una vez al mes, dos 

leche de soja menos de una vez al mes, cuatro, harina de soja menos de una vez al mes y dos, 

tofu menos de una vez al mes. El resto de las donantes no consumía soja germinada, leche de 

soja, harina de soja, o tofu nunca. Tres de las donantes consumían yogur de soja varias veces a 

la semana, tres donantes consumían varias veces al mes y el resto nunca. Cinco de las 

donantes consumían salsa de soja una o varias veces al mes. Dos de las 31 donantes (6,4%) 

eran vegetarianas parciales.  

 

Higiene personal: Doce de las 31 donantes de ovocitos (38,7%) no usaban nunca crema 

hidratante, 9 (29,0%) usaban nunca leche corporal una vez al día, 11 (35,5%) no usaban nunca 

fotoprotector solar (FPS), 22 (71,0%) no usaban nunca autobronceador. Nueve de las 

donantes (29,0%) usaban maquillaje una vez al día. Ocho de las donantes (25,8%) no usaban 

desmaquillante nunca y 9 (29,0%) usaban esmalte de uñas menos de una vez al mes.  

 

Tabaquismo: De las 31 donantes 6 (19,3%) no habían fumado nunca, ninguna era fumadora 

pasiva, 4 (12,9%) eran exfumadoras y 20 (64,5%) eran fumadoras. 



 

Contacto con plásticos: Veintidós de las 31 donantes de ovocitos (71,0%) declararon 

almacenar alimentos en recipientes de plástico. Veintidós de las donantes (70,97 %) no 

calentaban alimentos en recipiente de plástico. Veintiuna de las donantes (67,7%) no 

reutilizaba nunca las botellas de plástico de agua y 10 (32,3%) las reutilizaban con frecuencia o 

con mucha frecuencia. 

 

Consumo de fármacos: 23 de 31 donantes (74,2%) no consumían fármacos rutinariamente. 

Treinta de las donantes seguía un tratamiento crónico y una de ellas no aportó esta 

información. Una  de las donantes seguía algún tipo de terapia alternativa. Trece de los 31 

donantes (41,9%) tenían empastes y ninguna era usuaria de lentillas. 

  



DESCRIPCIÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LOS 

DONANTES DE SEMEN 

Actividad física: Los donantes de semen dormían una media de 8±0 horas al día. Respecto a la 

actividad física, 9 de los 25 donantes (36%) caminaban de 20 a 40 minutos al día, 10 (40%) no 

hacían bicicleta casi nunca, 9 (36%) practicaban deporte más de 5 horas a las semana, 13 de 

los donantes (52%) dedicaban de 1 a 2 horas al día a las tareas del hogar, el 52% de los 

donantes realizaban trabajos en los que estaban la mayoría del tiempo sentados y el 44% 

realizaban trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El 64% de los donantes de semen 

se consideraban a sí mismos moderadamente o bastante activos.  

 

Consumo de agua: Seis de los 25 donantes (24%) consumían agua en botella de plástico más 

de 6 días a la semana. Quince de los 25 donantes (56%) no consumían agua del grifo nunca o 

una vez al mes. 

 

Bebidas con cafeína e infusiones: Ocho de los 25 donantes (32%) consumían refrescos con 

cafeína 1 vez a la semana y 8 (32%) de 2 a 4 veces a la semana. Once de los 25 donantes 

(44%) no consumían café nunca o una vez al mes. Once de los 25 donantes (44%) no 

consumían infusiones nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de alcohol: Ocho de los 25 donantes (32%) consumían alcohol de 1 a 3 veces al mes 

y 7 (28%) consumían alcohol de 2 a 4 veces a la semana. Doce de los 25 donantes (48%) 

consumían destilados de 1 a 3 veces al mes y 9 (36%) no consumía destilados nunca o una vez 

al mes. 

 

Consumo de enlatados: Se observó que 8 de los 25 donantes (32%) consumían refrescos 

enlatados 1 vez a la semana y 7 (28%) de 2 a 4 veces a la semana. En 7 de los 25 (28%) 

donantes consumían cerveza enlatada con/sin alcohol de 1 a 3 veces al mes y 7 (28%) de 2 a 4 

veces a la semana. Nueve de los 25 donantes (36%) consumían atún enlatado de 2 a 4 veces a 

la semana. Doce de los 25 donantes (48%) consumían sardina enlatada nunca o una vez al 

mes. Trece de los 25 donantes (52%) no consumían verdura enlatada nunca o una vez al mes. 

Diez de los 25 donantes (40%) consumían aceitunas enlatadas de 1 a 3 veces al mes. 

Dieciocho de los 25 donantes (72%) no consumían fruta enlatada nunca o lo hacían una vez al 

mes. 

 

Consumo de envasados: Cinco de los 25 donantes (20%) no consumían zumos de frutas 

envasados nunca o una vez al mes, 5 (20%) de 1 a 3 veces al mes y 6 de los 25 donantes (24%) 



consumían zumos de frutas envasados de 2 a 4 veces a la semana. Catorce de los 25 donantes 

(56%) no consumían fruta envasada nunca o una vez al mes. Cinco de los 25 donantes (20%) 

consumían embutidos envasados de 1 a 3 veces al mes y 5 (20%) de 5 a 6 veces a la semana. 

 

Consumo de verdura y fruta fresca: Seis de los 25 donantes (24%) consumían fruta fresca de 2 

a 4 veces a la semana y 6 (24%) una vez al día. Seis de los 25 donantes (24%) consumían zumo 

natural de una a 3 veces al mes, 6 (24%) una vez a la semana y 6 de los 25 donantes (24%) 

consumían zumo natural de 2 a 4 veces a la semana. Seis de los 25 donantes (24%) consumían 

verdura fresca una vez al día, 5 (20%) de 2 a 4 veces a la semana y 5 de los 25 donantes (20%) 

consumían verdura fresca 5 a 6 veces a la semana. 

 

Consumo de pescado y marisco: Diez de los 25 donantes (40%) consumían pescado blanco de 

de 2 a 4 veces a la semana. Siete de los 25 donantes (28%) consumían pescado azul una vez a 

la semana y 7 (28%) de 2 a 4 veces a la semana. Once de los 25 donantes (44%) no consumían 

marisco nunca o una vez al mes. 

 

Consumo de carne y vísceras: Doce de los 25 donantes (48%) consumían carne de 2 a 4 veces 

a la semana. Quince de los 25 donantes (60%) no consumían vísceras nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de leche y yogur: Nueve de los 25 donantes (36%) consumían leche de 2 a 3 veces 

al día y 7 (28%) una vez al día. Seis de los 25 donantes (24%) consumían yogur una vez al día, 

5 (24%) una vez a la semana y 5 de los 25 donantes (24%) consumían yogur de 2 a 4 veces a la 

semana.  

 

Consumo de chocolate y patatas fritas: Nueve de los 25 donantes (36%) consumían patatas 

fritas de 2 a 4 veces a la semana y 8 (32%) de 1 a 3 veces al mes. Diez de los 25 donantes 

(40%) consumían chocolate de 2 a 4 veces a la semana. Uno de los 25 donantes (4%) era 

vegetariano parcial.  

 

Consumo de soja: Los donantes fueron preguntados por su frecuencia de consumo de soja en 

bruto, germinada, leche y yogur de soja, salsa y harina de soja, tempeh, natto, miso y tofu y, 

casi la totalidad de los donantes no consumían soja nunca o solo alguna vez al mes.  

 

Higiene personal: Catorce de los 25 donantes de semen (56%) no usaban nunca crema 

hidratante, 19 (76%) no usaban nunca leche corporal, 10 (40%) no usaban nunca fotoprotector 

solar, 22 (88%) no usaban nunca autobronceador. 

 



Tabaquismo: De los 25 donantes 13 (52%) no habían fumado nunca, 2 (8%) eran fumadores 

pasivos, 2 (8%) eran exfumadores y 8 (32%) eran fumadores. 

 

Contacto con plásticos: Diecisiete de los 25 donantes de semen (68%) declararon almacenar 

alimentos en recipientes de plástico. Dieciséis de 25 (64%)  no calentaban alimentos en 

recipiente de plástico. Trece de los donantes (52%) no reutilizaba nunca las botellas de 

plástico de agua y 12 (48%) las reutilizaban con frecuencia o con mucha frecuencia. 

 

Consumo de fármacos: 22 de 25 donantes (88%) no consumían fármacos rutinariamente. 

Ninguno de los donantes seguía un tratamiento crónico. Dos (8%) de los donantes seguían 

algún tipo de terapia alternativa (meditación y relajación). Trece de los 25 donantes (52%) 

tenían empastes y solo uno de los 25 (4%) era usuario de lentillas. 

 

  



DESCRIPCIÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LAS 

PACIENTES FEMENINAS 

 

Actividad física: Las pacientes femeninas dormían una media 8,0±0,5 horas al día, 3 de las 10 

pacientes femeninas (30%) caminaban de 20 a 40 minutos al día, 6 (60%) no hacían bicicleta 

casi nunca, 4 (40%) practicaban deporte de 4 a 5 horas a las semana, 5 de las pacientes 

femeninas (70%) dedicaban de 3 a 4 horas al día a las tareas del hogar, el 40% de las pacientes 

femeninas realizaban trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El 80% de las pacientes 

femeninas se consideraban a sí mismas moderadamente o bastante activas. 

 

Consumo de agua: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumían agua en botella de 

plástico 6 veces o más al día. Siete de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumían agua 

del grifo nunca o una vez al mes. 

 

Bebidas con cafeína e infusiones: Cinco de las 10 pacientes femeninas  (50%) no consumían 

refrescos con cafeína nunca o lo hacía una vez al mes. Cuatro de las 10 pacientes femeninas 

(40%) consumían café una o varias veces al día. Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) no 

consumían infusiones nunca o lo hacía una vez al mes.  

 

Consumo de alcohol: Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) consumían alcohol una o 

varias veces al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) no consumía destilados nunca 

o lo hacía una vez al mes. 

 

Consumo de enlatados: Se observó que 7 de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumían 

refrescos enlatados nunca o lo hacía rara vez al mes. Siete de las 10 (70%) no consumían 

cerveza enlatada con/sin alcohol nunca o alguna vez al mes. Siete de las 10 pacientes 

femeninas (70%) consumían atún enlatado una o varias veces a la semana. Siete de las 10 

pacientes femeninas (70%) no consumían sardina enlatada nunca o lo hacía una vez al mes. 

Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) no consumían verdura enlatada nunca o lo hacía una 

vez al mes. 5 de las 10 pacientes femeninas (50%) no consumían aceitunas enlatadas nunca o 

lo hacía una vez al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) no consumían fruta 

enlatada nunca o lo hacían una vez al mes. 

 

Consumo de envasados: Siete de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumían zumos de 

frutas envasados nunca o lo hacía una vez al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) 



no consumían fruta envasada nunca o lo hacía una vez al mes. Tres de las 10 pacientes 

femeninas (30%) consumían embutidos envasados de 5 a 6 veces a la semana. 

 

Consumo de verdura y fruta fresca: Tres de las 10 pacientes femeninas (30%) consumían fruta 

fresca  2 ó 3 veces al día.  Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) no consumían zumo 

natural nunca o lo hacía una vez al mes, 3 de las 10 pacientes femeninas (30%) consumían 

verdura fresca de 2 a 4 veces a la semana. 

 

Consumo de pescado y marisco: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumían pescado 

blanco una vez a la semana. Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) consumían pescado 

azul una vez a la semana. Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) no consumían marisco 

nunca o lo hacía una vez al mes. 

 

Consumo de carne y vísceras: Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) consumían carne de 

2 a 4 veces a la semana. Ocho de las 10 pacientes femeninas (80%). Ninguna consumía 

vísceras nunca o lo hacía una vez al mes.  

 

Consumo de leche y yogur: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumían leche una vez 

al día. Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) consumían yogur una o varias veces a la 

semana.  

 

Consumo de chocolate y patatas fritas: Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) no 

consumían patatas fritas nunca o lo hacían una vez al mes. Cinco de las 10 pacientes 

femeninas (50%) consumían chocolate una o varias veces a la semana.  

 

Consumo de soja: Ninguno de las pacientes consumía nunca harina de soja, yogur de soja, soja 

en bruto, natto, tempeh, miso o tofu. Nueve de las 10 pacientes (90 %) no consumía nunca 

leche de soja, soja germinada o salsa de soja. Dos de las pacientes eran vegetarianas parcial.  

 

Higiene personal: Siete de las 10 pacientes femeninas (70%) usaban diariamente crema 

hidratante, 7 (70%) usaban diariamente leche corporal y 4 (60%) usaban diariamente 

fotoprotector solar. Tres de las 10 pacientes femeninas (30%) usaban diariamente maquillaje. 

Tres de las 10 pacientes femeninas (30%) usaban diariamente desmaquillante. Tres de las 10 

pacientes femeninas (30%) usaban esmalte de uñas de 1 a 3 veces al mes. 

 

Tabaquismo: De las 10 pacientes femeninas 6 (60%) no habían fumado nunca, 3 (30%) eran 

exfumadoras y una (10%) era fumadora. 



 

Contacto con plásticos: Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) declararon almacenar 

alimentos en recipientes de plástico. Ocho de 10 (80%) no calentaban alimentos en recipiente 

de plástico. Seis de las pacientes femeninas (60%) no reutilizaba nunca las botellas de plástico 

de agua. 

 

Consumo de fármacos: 8 de 10 pacientes femeninas (80%) no consumían fármacos 

rutinariamente. Ninguno de las pacientes femeninas pacientes femeninas seguía ningún 

tratamiento para una enfermedad crónica. Una de las pacientes seguía algún tipo de terapia 

alternativa. Ocho de las 10 pacientes femeninas (80 %) tenían empastes y solo una de las 10 

(10%) era usuaria de lentillas. 

 

  



DESCRIPCIÓN DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LOS 

PACIENTES MASCULINOS 

Actividad física: Los pacientes masculinos dormían una media 7,4±1,0 horas al día, 4 de los 10 

pacientes masculinos (40%) caminaban de hora a hora y media o más al día, 5 (50%) no hacían 

bicicleta casi nunca, 4 (40%) practicaban deporte más de 5 horas a las semana, 7 de los 

pacientes masculinos (70%) dedicaban menos de una hora al día a las tareas del hogar, el 50% 

de los pacientes masculinos realizaban trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El 

60% se consideraban a sí mismos moderadamente o bastante activos.  

 

Consumo de agua: Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) consumían agua en botella de 

plástico una vez al día o más. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) no consumían agua 

del grifo nunca o una vez al mes.  

 

Bebidas con cafeína e infusiones: Cinco de los 10 pacientes masculinos  (50%) consumían 

refrescos con cafeína una o varias veces a la semana. Cinco de los 10 pacientes masculinos 

(50%) no consumían café nunca o una vez al mes. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) 

no consumían infusiones nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de alcohol: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) consumían alcohol una o 

varias veces al mes y 5 (50%) consumían alcohol una o varias veces a la semana. Seis de los 10 

pacientes masculinos (60%) no consumía destilados nunca o una vez al mes. 

 

Consumo de enlatados: Se observó que 5 de los 10 pacientes masculinos (50%) consumían 

refrescos enlatados rara vez al mes y 3 (30%) una vez a la semana. Siete de los 10 (70%) no 

consumían cerveza enlatada con/sin alcohol nunca o alguna vez al mes. Cuatro de los 10 

pacientes masculinos (40%) consumían atún enlatado una vez a la semana. Cinco de los 10 

pacientes masculinos (50%) no consumían sardina enlatada nunca o una vez al mes. Siete de 

los 10 pacientes masculinos (70%) no consumían verdura enlatada nunca o una vez al mes. 

Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) no consumían aceitunas enlatadas nunca o una 

vez al mes. Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) no consumían fruta enlatada nunca o 

lo hacían una vez al mes. 

 

Consumo de envasados: Cuatro de los 10 pacientes masculinos (40%) no consumían zumos de 

frutas envasados nunca o una vez al mes. Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) no 

consumían fruta envasada nunca o una vez al mes. Cuatro de los 10 pacientes masculinos 

(40%) consumían embutidos envasados de 2-4 veces a la semana. 



 

Consumo de verdura y fruta fresca: Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumían 

fruta fresca una vez al día o más, 3 de los 10 pacientes masculinos (30%) no consumían zumo 

natural nunca o una vez al mes, y 3 (30%) de 1 a 3 veces al mes, 5 de los 10 pacientes 

masculinos (50%) consumían verdura fresca de 2-4 veces a la semana. 

 

Consumo de pescado y marisco: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) consumían 

pescado blanco una vez a la semana. Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumían 

pescado azul una vez a la semana o más. Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) no 

consumían marisco nunca o una vez al mes. 

 

Consumo de carne y vísceras: Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumían carne de 

2-4 veces a la semana. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) no consumían vísceras 

nunca o una vez al mes.  

 

Consumo de leche y yogur: Cuatro de los 10 pacientes masculinos (40%) consumían leche 

una vez al día o más al día y 4 (40%) no consumían leche nunca o una vez al mes. Tres de los 

10 pacientes masculinos (30%) no consumían yogur nunca o una vez al mes, y 3 de los 10 

pacientes masculinos (30%) consumían yogur una vez al día o más.  

Consumo de chocolate y patatas fritas: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) 

consumían patatas fritas de 2-4 veces a la semana. Cinco de los 10 pacientes masculinos 

(50%) no consumían chocolate nunca o varias veces al mes.  

 

Consumo de soja: Ninguno de los pacientes consumía nunca yogur de soja, natto, tempeh, ni 

leche de soja. Nueve de los 10 pacientes (90%) no consumía nunca harina de soja, soja en 

bruto, soja germinada, miso, ni tofu. El 80% de los pacientes no consumía nunca salsa de soja. 

Ninguno de los pacientes era vegetariano.  

 

Higiene personal: Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) no usaban nunca crema 

hidratante, 7 (70%) no usaban nunca leche corporal y 6 (60%) no usaban nunca fotoprotector 

solar (FPS).  

 

Tabaquismo: De los 10 pacientes masculinos 5 (50%) no habían fumado nunca, 2 (20%) eran 

exfumadores y 2 (20%) eran fumadores. 

 

Contacto con plásticos: Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) declararon almacenar 

alimentos en recipientes de plástico, 8 de 10 (80%) no calentaban alimentos en recipiente de 



plástico. Siete de los pacientes masculinos (70 %) no reutilizaba nunca las botellas de plástico 

de agua. 

 

Consumo de fármacos: 7 de 10 pacientes masculinos (70%) no consumían fármacos 

rutinariamente, uno seguía tratamiento crónico para hipercolesterolemia. Ninguno seguía 

terapias alternativas. Seis (60%) tenían empastes y solo 2 de los 10 (20%) eran usuarios de 

lentillas. 
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