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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 quimicos incluidos en la composicion de productos de uso cotidiano,
podrian influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo en esta tesis
doctoral es determinar una posible asociacién entre los niveles corporales de estos compuestos
y el resultado del tratamiento de reproduccion asistida realizado. Para ello hemos medido los
niveles urinarios y en liquido folicular o plasma seminal de ciertos téxicos ambientales, con
capacidad conocida para la disrupcién endocrina (BPA, parabenos, ftalatos, metabolitos de la
soja, cafefna y nicotina), con la intencién de relacionarlos con las aneuplodias encontradas en
embriones y espermatozoides y con los resultados reproductivos de parejas con aborto de
repeticion (AR), fallo repetido de implantacién (FI) y factor masculino severo (FM), que se
realizan un tratamiento con diagnéstico genético preimplantacional (DGP) para el cribado
de aneuplodias 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 donacién 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 exposicién potencial a
diferentes toéxicos ambientales. La medida de los disruptores endocrinos se ha realizado
mediante cromatografia liquida acoplada a espectometria de masas (HPLC-ESI/MS). La
determinacién de las aneuploidias en espermatozoides se ha valorado mediante FISH y las
aneuploidias en embriones mediante arrays de CGH. En nuestro estudio se observaron
mayores niveles de disruptores endocrinos en las donantes de ovocitos en comparacién con los
donantes de semen. Ademds, se detectaron mayores niveles de disruptores endocrinos en
nuestro grupo de pacientes con alto riesgo de aneuploidia, en comparacién con los grupos
control de donantes de fertilidad probada, destacando mayores niveles de BPA, m-Parabenos y
cafeina en pacientes. En las donantes femeninas, se observé disminucién de la respuesta
ovdrica tras exposicion a quimicos en el lugar de trabajo, y mayor respuesta con el consumo de
soja y cafefna. En los donantes masculinos, el mayor consumo de soja se asocié tanto a
disminucién de la movilidad espermdtica como a un aumento de aneuplodias en
espermatozoides. El m-Parabeno se asocié con disminucién de la movilidad y el p-Parabeno
con aumento de disomias 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 cafeina y menor concentracion de BPA. Sin embargo, en los
varones observamos una tendencia a mayor porcentaje de aneuploidias embrionarias en los
varones con mayor concentracién de BPA. En la evaluacién de la pareja infértil destacamos la
necesidad de considerar la influencia de la exposicion ambiental a disruptores endocrinos

como un factor determinante para el resultado del tratamiento de reproduccion 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. EXPOSICION AMBIENTAL E INFERTILIDAD

La infertilidad se define como la incapacidad para concebir después de un ano de relaciones
sexuales sin proteccién 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 etiologia
masculina y femenina, y no se ha identificado ninguna causa evidente en el 15% restante
(infertilidad idiopética) (Bretveld er al., 2007), a pesar del aumento de los conocimientos sobre

la base fisiolégica de la infertilidad.

Desde la mitad del siglo XX, numerosos estudios han reportado un aumento en la incidencia
de enfermedades de la reproduccién humana y la consiguiente disminucién de la funcién
reproductiva en todo el mundo (Woodruff er al, 2011). Dado el corto periodo de tiempo en el
que se ha producido este empeoramiento de la capacidad reproductiva, dificilmente esto
puede ser explicado por cambios genéticos, por lo que se piensa que exposiciones a ciertos
compuestos relacionados con el desarrollo industrial podrian ser responsables de estas

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

El elevado niimero de compuestos quimicos al que estamos expuestos, la variedad de sus
posibles efectos adversos y la incertidumbre sobre sus consecuencias clinicas, han generado
una preocupacion razonable en cientificos, y en una gran parte del resto de la sociedad (Porta
et al., 2002; Weinhold et a/, 2003; Stokstad et al, 2004; Porta et al, 2006). Actualmente,
existe un gran interés en la determinacion 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 exposicion a la que un individuo se somete desde la concepcion hasta la
muerte (Wild er al, 2012). El concepto de exposoma se desarroll6 para llamar la atencién
sobre la necesidad de una evaluacién mds completa de la exposicion ambiental en estudios
epidemiolégicos (Wild et al., 2005; Wild er 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 descripcién completa de la historia de la
exposicion de toda la vida (Wild er al, 2012). Se pueden considerar tres grandes categorias de
exposiciones no genéticas: interna, externa especifica y externa general (Figura 1) (Wild er 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 especificas que han sido el foco principal de los
estudios epidemiolégicos y que tratan de vincular los factores ambientales con el riesgo de

cancer. En tercer lugar, el exposoma incluye las influencias sociales, econémicas y psicoldgicas
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en el individuo. Aqui se engloban los determinantes sociales de la salud (Wild er al., 2012).
Hay una superposicién en estos tres dominios y, a veces, dificultad en la colocacién de una

exposicion particular en un dominio u otro (Wild er al, 2012).

GENERAL
EXTERNO

EXPOSOMA

ESPECIFICO

INTERNO INTERNO

Figura 1: Dominios que comprende el exposoma.

2. ANEUPLOIDIAS EMBRIONARIAS Y SU RELACION CON LA INFERTILIDAD

Las aneuploidias son alteraciones cromosémicas comunes en los embriones humanos (Harper
et al, 1995; Munné et al, 1998). Las trisomias y las monosomias 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 aneuploidias en los ovocitos y en los embriones es
m4s elevada en mujeres de edad materna avanzada (EMA) (Hassold er al, 1980)
probablemente por defectos en la recombinacién meiética debidos a la edad (Lamb er al,
1996). Estos efectos ligados a la edad resultan en una mayor incidencia de aneuploidias en la
descendencia, en un incremento de abortos espontdneos y, por tanto, en una reduccién de las

tasas de implantacion.

La presencia de aneuploidias también puede influir en otras parejas infértiles. Por ejemplo, se
ha descrito como una de las causas mas frecuentes de abortos en parejas con aborto recurrente
(AR) (Sugiura-Ogasawara et al., 2012). En parejas con fallo repetido de implantacién (FI) el
diagnéstico sigue siendo un desaffo clinico ya que sus causas pueden ser multiples,
contribuyendo tanto el factor embrionario como el endometrial y se ha propuesto la presencia
de aneuploidias como una de sus principales causas (Margalioth er al, 2006). En parejas
infértiles con un factor masculino (FM) severo asociado, se ha descrito una mayor incidencia
de abortos con alteraciones cromosémicas de gestaciones conseguidas tras inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI, del inglés /ntracytoplasmic Sperm Injection)

(Kim et al, 2010). Adicionalmente, se ha descrito una mayor incidencia de anomalias
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cromosémicas en los espermatozoides de varones infértiles debido a errores durante la meiosis
(Rodrigo er al,, 2010; Rubio et al., 2001), lo que podria explicar estos resultados. Asi, estudios
citogenético-moleculares de restos fetales abortivos procedentes de gestaciones espontdneas
muestran que el 40,6% presentan alteraciones cromosémicas. Esta incidencia incrementa al
62,7% en gestaciones conseguidas tras tratamientos de reproduccién asistida (TRA) en
pacientes infértiles con el uso de ovocitos propios, y alcanza el 72,7% cuando existe ademés un

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

Espontineos | | Ovocitos propios | |0vocitos donados

40,6 % Anormal 62,7 % Anormal 12,8 % Anormal

<5 Mill/mL =5 Mill/mL

72,7 % Anormal 53,6 % Anormal

Figura 2: Incidencia de aneuploidias en restos fetales de gestaciones detenidas espontdneamente.

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP) permite conocer el contenido genético y
cromosémico de los embriones antes de ser transferidos al ttero materno, sin afectar
negativamente a su desarrollo o capacidad de implantacién (Hardy et a/., 1990). Ha resultado
de gran utilidad en parejas con elevado riesgo de transmisién de enfermedades monogénicas a
la descendencia, y para descartar anomalias cromosémicas numéricas y estructurales. A finales
de los 90, esta tecnologia empezé a aplicarse también como una herramienta adicional para la
seleccion de embriones euploides en varios grupos de pacientes, consideradas como de mal
prondstico dentro de los centros de reproduccion 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 corpisculo polar, biopsia
embrionaria de una célula en dia 3 de desarrollo, o biopsia de blastocisto con la obtencién de
varias células del trofoectodermo en dia 5-6 de desarrollo. Tras la biopsia se aplican técnicas
de biologfa molecular o de citogenética en funcién del tipo de alteracién que interese evaluar.
En los dltimos 20 afios, la tecnologia utilizada para el estudio cromosémico ha cambiado a
medida que se desarrollaban nuevas técnicas moleculares; mientras que en 1995 la hibridacion
in situ fluorescente (FISH, del inglés Fluorescence in situ Hybridization) se aplicaba
principalmente en blastémeras y permitia el andlisis de un ntimero limitado de cromosomas,

desde 2008 se comenzaron a utilizar los arrays de hibridacién genémica comparada (aCGH,
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del inglés array Comparative Genomic Hybridization), generalizindose su uso y han permitido
el andlisis de los 24 cromosomas, no sélo en célula tdnica sino también en biopsia de
blastocisto. Otras plataformas de andlisis 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 ltimos afios (Handyside ef a/., 2013).

3. DISRUPTORES ENDOCRINOS.

3.1. Generalidades. Aproximaci6n histérica. Definici6n.

En 1991, un grupo de cientificos de mds de una docena de disciplinas, convocado por la Dra.
T. Colborn de la Fundacion World Wildlife, se reunieron para discutir sobre las alteraciones
del desarrollo observadas en poblaciones de vida silvestre después de la exposicién a
compuestos quimicos. Alli, se establecié el término disruptor endocrino (DE) (Colborn y
Clement, 1992) para describir una clase de productos quimicos, incluidos los que acttan
como agonistas y antagonistas de los receptores de estrégeno (RE), receptor de andrégenos
(RA), receptor de la hormona tiroidea y otros (Vandenberg er al,, 2009). Desde esta reunion el
término DE ha sido ampliamente aceptado en la comunidad cientifica (Vandenberg et al,

2009).

En la actualidad, se estiman en mds de 100.000 las sustancias quimicas diferentes catalogadas

en BEuropa para su uso comercial, y se registran cientos de sustancias nuevas cada afio

(Goldman er 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 consensué la primera definicién
general: Sustancia quimica exogena que tiene efectos adversos para la salud de un organismo
intacto o su descendencia, como consecuencia de cambios en la funcion endocrina. La
definicién emitida por la Unién Europea (UE) en 2012, consistente con la definicion de la
Agencia Europea de Seguridad Alimentaria en 2013 (EFSA, del inglés European Food Safety
Agency) establece que un DE es: Sustancia exogena que causa efectos adversos a la salud en

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

Los DE pueden dividirse en compuestos naturales, tales como los fitoestrégenos de soja,
extractos y férmulas de varias plantas u hongos y, un amplio espectro de productos
manufacturados e industriales (Hampl er al, 2014). Estos dltimos productos quimicos
comprenden los utilizados en la lucha contra la vida silvestre no deseada y las amenazas

agricolas (pesticidas, fungicidas, insecticidas y rodenticidas) o varios compuestos sintéticos
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como son las sustancias utilizadas en la produccion de plasticos y plastificantes, materiales de
embalaje, o una amplia gama de productos quimicos industriales utilizados como materiales de
construccion, pinturas y materiales de aislamiento (Hampl er al, 2014). Los DE también
incluyen muchos medicamentos derivados de las hormonas naturales, en particular todos los

anticonceptivos (Hampl er al, 2014).

Los DE se disefiaron originalmente para una accién especifica 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 endégenas perturbando la fisiologia normal del
cuerpo (Martina er al., 2012; Schug et al,, 2011). Esta disrupcion puede ocurrir alterando los
niveles hormonales normales, inhibiendo o estimulando la produccién 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 accién

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

Parathyrosd :
Thyrold :
Cardiovascular

T System TN

7 Mammary
Glanos

e Adronal

Pancreas

T Tissue
_—— Uterus

- Ovares

Figura 3: Principales glindulas de sistema endocrino de una mujer (rojo) y de un hombre (azul).
http/www.slideshare.net/isacol53/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 exposicién a los DE en el medio ambiente es compleja. Aunque las
restricciones en el uso de sustancias téxicas, se han aplicado en algunos paises, algunos DE y
sus derivados pueden todavia ser ampliamente detectados en el medio ambiente (Knez et al,
2013). La poblacién, en general, estd expuesta a DE a través de la ingestion de alimentos

contaminados, la inhalacién de aire y polvo contaminado, y el contacto con la piel, mientras
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que algunas zonas estan sometidas a mayor riesgo debido a razones geograficas 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 afios, al evaluar los efectos toxicos de los posibles DE,
los toxicélogos se han basado en el principio de que /a dosis hace el veneno (Paracelso, 1493 -
1541), nada es inocuo, todo es veneno; solo la dosis hace la diferencia, 1o que implica que se
espera que las dosis mas altas causen mayor dafo, esto es, efectos directamente proporcionales
a la dosis ingerida (curva mondétonica) (Vandenberg et al., 2009) por lo tanto, los efectos que
no se ven a dosis elevadas no se esperan a dosis bajas (Vandenberg er al., 2009). Este modelo
identifica una dosis segura mediante la evaluacién de diferentes dosis de una sustancia
quimica hasta que se determina el nivel sin efecto observable (NOEL) (del inglés, /No-
Observed-Eftect Level). Se ha sugerido que, similar a las hormonas, los DE tienen una curva
de respuesta bifdsica, en forma de U, con altas respuestas a bajos y altos niveles de exposicion,
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 monoténicas
(NMDRs, del inglés Non-Monotonic-Dose-Response), es decir, dosis muy bajas podrian tener

efectos significativos sobre la proliferacion celular o el desarrollo (Schug er al., 2011).

3.3. Efecto céctel

Las mezclas de DE pueden dar lugar a efectos combinados. El entorno no nos expone a DE
especificos, sino a un coctel complejo (Knez er al, 2013). Generalmente, se cree que las
sustancias estrogénicas (hormonas y DE) actian de manera aditiva, lo que significa que los
efectos de las mezclas se pueden predecir por la concentracion de cada sustancia y la afinidad
de union relativa al receptor estrogénico (Howdeshell er 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
estrégeno (Li er al, 2012). Por otra parte, la complejidad de los mecanismos involucrados en
las acciones quimicas que provocan perturbaciones endocrinas significa que sus efectos sobre
la salud pueden ser el resultado de la accion a través de multiples vias, que podria dar lugar a
efectos mayores que el aditivo (Kortenkamp et al,, 2007). Tales interacciones podrian incluso
permitir que las sustancias que no producirfan ningtin efecto por si mismas, podrian producir
efectos significativos en las concentraciones presentes ambientalmente (Christiansen er al.,

2012).
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3.4. Ventana de susceptibilidad a la exposicién

El periodo en que se produce la exposicion a DE es crucial para su toxicidad. La evidencia
sugiere que la exposicién temprana a ciertos productos quimicos téxicos puede asociarse
directamente con aumentos en las tasas de muchas de las enfermedades humanas mas
comunes y las enfermedades que mds han crecido en los tltimos 20 afios, incluyendo el asma,
los problemas de aprendizaje y de conducta, la pubertad temprana, la infertilidad, el cdncer de
mama y de prostata, 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 disrupcion endocrina se ha acunado el principio de /as 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 propensién de
ese individuo a desarrollar una enfermedad més tarde (Diamanti-Kandarakis ef a/, 2009). Este
concepto se ha extendido mas alld del periodo fetal para incluir el periodo de desarrollo

postnatal temprano cuando los 6rganos contindan viviendo un desarrollo sustancial.

El periodo de desarrollo durante el que se produce la exposicién a los DE es un factor critico
en cuanto a las consecuencias para la salud. Aunque la exposicion adulta puede causar dafios,
la exposicion de fetos y bebés es atin mds relevante, ya que la susceptibilidad a los efectos
adversos de los DE es mucho mas alta durante estos periodos. Estos efectos dafinos durante
los perfodos de desarrollo pueden ocurrir con la exposicién a dosis mucho mas bajas que las
que se consideran perjudiciales para adultos (Schug er a/, 2011). Las razones de este aumento
de la sensibilidad pueden ser explicadas por la falta de mecanismos de proteccion, en general,
presentes en los adultos, como el mecanismo de reparacion del ADN, la presencia de enzimas
detoxificantes eficientes, la madurez del higado que permite el aclaramiento sérico de los
compuestos quimicos, y la proteccion de la barrera hematoencefélica. En consecuencia, el
periodo en que se produce la exposicion a DE tiene un papel crucial en su toxicidad

(Diamanti-Kandarakis et al, 2009).

4. DISRUPTORES ENDOCRINOS Y INFERTILIDAD

Los DE imitan la accién de las hormonas (Schiffer er al, 2014) que intervienen en la
concepcién humana y el desarrollo (Vandenberg er al,, 2012), a través de la alteracion de los
procesos mediados por estr6genos o andrégenos por lo que se han relacionado con efectos
adversos en la reproduccién humana como la disminucién de las tasas de fecundidad en el

mundo occidental (Diamanti-Kandarakis er al, 2009; Bergman er al, 2013), el cdncer de
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testiculo y la infertilidad generalizada (Carlsen er al., 1992; Skakkebaek er al., 2001; Bergman
et al, 2013; Mortimer et al., 2013).

El papel central de los estrogenos en el sistema reproductivo ha llevado a la sugerencia de que
las exposiciones ambientales a compuestos que imitan los efectos biolégicos de estradiol son
una causa subyacente de los trastornos de la reproduccién, de la alta incidencia de
enfermedades relacionadas con las hormonas y del cdncer en la poblacién occidental (Byrne er

al., 2009).

Los estrégenos son una familia de hormonas esteroides producidas por la modificacion
enzimitica del colesterol y que se sintetizan en diferentes tejidos, pero durante los afios
reproductivos de la mujer se producen principalmente en los ovarios (Byrne et al,, 2009). Los
estrégenos tienen efectos sobre muchos niveles de organizacion bioldgica, desde la totalidad
del individuo a los sistemas de 6rganos, células y la expresion génica. El principal estr6geno
sintetizado en las mujeres durante los afos fértiles es el 17B-estradiol o estradiol (E2) que
deriva de la testosterona por accién de la actividad aromatasa (Schug et al, 2011). Los DE

imitan los efectos bioldgicos de estradiol.

Inicialmente se pensé que los DE ejercian su funcién tdnicamente 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 actdan los DE son mucho mas amplios
que los inicialmente identificados lo que lleva a una increible diversidad y complejidad de
accion. De hecho, ademds de alterar la senalizacion 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 enzimdticas implicadas en la
biosintesis y metabolismo esteroides, a través de la modificacion del aclaramiento plasmatico,
o actuando directamente sobre la expresion génica por medio de modificaciones epigenéticas y
otros numerosos mecanismos que convergen en los sistemas endocrinos y reproductivos

(Diamanti-Kandarakis er a/,, 2009; Diamanti-Kandarakis ez a/., 2010; Schug et al., 2011).

La mayoria de los DE actdan a nivel de tejido somitico e influyen en la fisiologfa del
organismo expuesto (Skinner, 2011) pero en algunos casos promueven una transmision a
través de sucesivas generaciones (Schug et al, 2011). Este mecanismo de transmisién implica
modificaciones epigenéticas de la linea germinal, como cambios en la metilacién del ADN vy la
acetilacion de histonas (Schug er al, 2011). Estos efectos son particularmente problemaéticos

porque las alteraciones en la programacion genética durante las etapas tempranas del
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desarrollo pueden tener profundos efectos afos més tarde y pueden llevar a una herencia
transgeneracional de una enfermedad (Skinner, 2011; Costa er al., 2014). Un ejemplo clasico
de efecto epigenético secundario a los DE se demostré después de la exposicion de mujeres
embarazadas a dietilestilbestrol (DES), utilizado para prevenir abortos involuntarios en los 50s
y 60s (Newbold er al, 2000; Newbold er al, 2008). Se observé 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), disminucién de la fertilidad, aumento de las tasas
de embarazo ectopico (Goldberg er al, 1999), y menopausia precoz (Hatch er al, 2006). Se
observé una mayor incidencia de trastornos de la reproduccién en la segunda generacion de
estas mujeres expuestas al DES en el dtero, lo que sugeria que los cambios epigenéticos
podian ser transmitidos a las generaciones posteriores (Christensen y Marsit, 2011). Como
Newbold senalaba, /o 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 exposicion criticos, y que la enfermedad reproductiva puede no

aparecer sino hasta décadas después de la exposicion (Newbold et al., 2004).
5. BISFENOL A

El bisfenol A (BPA) [2, 2-bis(4-hidroxifenil) propano] es un monémero quimico ampliamente
ubicuo (Carwile er al, 2009; Lopez-Cervantes y Paseiro-Losada, 2003) utilizado en la
fabricacion de plédsticos 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 ef al,

2011) (Figura 4).

CH3

Lo

CH3
Figura 4: Estructura quimica del BPA.

Estd presente en una amplia variedad de productos (Vandenberg et al,, 2013) como biberones
y tuberfas de suministro de agua, envases de alimentos, equipos médicos (Sasaki er al., 2005;
Joskow er al., 2006), discos compactos, electrénica de consumo, papel de copia sin carbén,
papel térmico y muchos otros productos (vom Saal y Myers, 2008; Biedermann, Tschudin, y
Grob, 2010; Knez er al,, 2013; Vandenberg er al., 2007; Geens et al., 2012; Welshons, Nagel,
y vom Saal, 2006; Carwile er al,, 2009; Rathee, Malik, y Singh, 2012; Vandenberg er 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 ingestion estd considerada la principal via de exposicién al BPA en los seres humanos
(Kang, Kondo y Katayama, 2006; Geens, 2012). La exposiciéon se cree que se produce
principalmente a través lixiviacion del BPA de los materiales de embalaje en los productos
alimenticios (Vandenberg et al, 2013). EI 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 exposicion 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 inhalacién o la absorcion
transdérmica, pueden estar siendo subestimados como fuentes de exposicion (Stahlhut,
Welshons y Swan, 2009; Vandenberg et al, 2013). Como resultado de la utilizacion
generalizada de este producto la exposicion 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 mas de
90% de las muestras de orina procedentes de diferentes poblaciones de referencia y esté
presente en la mayorfa de las muestras biolégicas como suero (Vandenberg et al.,, 2007), suero
de mujeres embarazadas (Schonfelder er al., 2002), leche materna (Kuruto-Niwa et al., 2007;
Sun et al., 2004), liquido amnidético (Ikezuki et al, 2002), liquido folicular (Ikezuki et al,
2002), sangre de cordén umbilical, tejido placentario (Schonfelder er al,, 2002; Vandenberg et
al., 2007), higado fetal (Nahar er al, 2013), asi como en plasma seminal (Inoue er al, 2002;
Kaddar er al, 2009). Los niveles relativamente altos de BPA en el suero de las mujeres
embarazadas, la sangre del cordén umbilical, y el plasma fetal (Vandenberg er al, 2007)

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

Los estudios farmacocinéticos han documentado que el BPA ingerido es absorbido
rapidamente en el tracto gastrointestinal, conjugado con el dcido glucurénico, metabolito
formado en el higado (Volkel er al, 2002), y luego se excreta por la orina, con tasa de
aclaramiento metabdlico (vida media bioldgica) de ~6h (Volkel er al., 2002; Volkel, Bittner y
Dekant et al, 2005) con la excreciéon urinaria casi completa en 24h (Volkel et al, 2002;
Volkel, Bittner y Dekant, 2005). La forma BPA glucurénido-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 er al, 2009; Malffini et
al., 2006) con una afinidad débil para los RE (Welshons et a/., 2003). En estudios in vitroy
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ensayos bioquimicos se ha demostrado que el BPA puede interactuar con ambos subtipos de
receptores de estrégenos (ay B3), con aproximadamente 10 veces mayor afinidad para REB. No
obstante, la afinidad de BPA por los receptores estrogénicos, es baja cuando se compara con
E2, situdndose en un orden de 10.000 a 100.000 veces menos potente. Sin embargo, estudios
sobre los mecanismos de accién de BPA a bajas concentraciones, han revelado que BPA puede
desencadenar toda una bateria de respuestas estrogénicas celulares de igual o mayor eficacia y
potencia que el propio E2 (Welshons er al., 2003; Welshons, Nagel y vom Saal er al., 2006).
También puede exhibir inhibicién competitiva en presencia de E2 mediante el bloqueo de la
union del estrégeno natural a los RE para ejercer efectos antiestrogénicos (Gould er al., 1998;
Kuiper y Gustafsson, 1997; Li er al, 2012; Richter et al, 2007; Wetherill et al, 2007;
Bonefeld-Jorgensen et al., 2007). Por otro lado, el BPA interfiere con la produccion (Roy et al.,
2004; Paris et al., 2002; Lee et al., 2003; Akingbemi et al., 2004) y la funcién de andrégenos
(Akingbemi er al, 2004; Lee er 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 andrégenos (efecto antiandrogénico) (Wetherill er al,, 2007;
Bonefeld-Jorgensen et al., 2007; Kitamura et al.,, 2005; vom Saal er al., 2007; Richter et al.,
2007). También se ha descrito que tiene la capacidad de afectar a la funcién 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 clisicos nucleares de estrégeno (Richter et al, 2007; Wetherill
et al., 2007), asi como a los receptores de estrégeno no clisicos 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 y relacionados con el

estrogeno (RREy) (Horard y Vanacker, 2003; Okada et al., 2008).

Varias revisiones han estudiado la exposiciéon humana al BPA y su relacion con la enfermedad
en adultos, encontrando una asociacién con trastornos reproductivos tales como la
endometriosis, la infertilidad, el sindrome de ovario poliquistico (SOP), y las enfermedades
tiroideas (Rubin er al, 2011; Maffini er al., 2006; Rochester er al., 2013). Ademads, parece que
la exposicion prenatal BPA en humanos podria estar relacionada con el parto prematuro, bajo
peso al nacer, y la reduccion de la circunferencia de la cabeza (Miao et al, 2011, Snijder er al.,

2012).

6. FTALATOS

Los Diésteres de 4cido 1,2-bencenodicarboxilico (dcido ftélico), comitnmente llamados

ftalatos, suelen usarse como plastificantes y disolventes en envases de alimentos, cosméticos,
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perfumes, lacas de ufas, revestimientos para suelos y otros productos industriales para mejorar
la plasticidad de los polimeros industriales y estin presentes en muchos productos de uso
diario (Knez, 2013) tales como, juguetes, pinturas, adhesivos, lubricantes, envases de
alimentos, materiales de construccion, articulos de cuidado personal como cosméticos,
electrénica, dispositivos médicos como las bolsas de transfusién de sangre y, siendo una parte
inevitable de la vida moderna (Shea er a/, 2003) (Figura 5). Los ésteres de acido ftalico 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 ez a/., 2008). Algunos ftalatos pueden tener actividad
estrogénica muy débil (Harris et al., 1997).
O
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Figura 5: Estructura quimica de los ftalatos.

Los ftalatos tienen una vida media bastante corta en el medio ambiente con una degradacion
superior al 50% en 28 dias, principalmente a través de la fotodegradacion. Estos agentes estdn
unidos no covalentemente a los plasticos lo que lo que los hace susceptibles a la lixiviacion de

la matriz (Fromme er al., 2013).

Como en el caso del BPA, los seres humanos estamos expuestos a los ftalatos por muchas
rutas: oral, dérmica, por inhalacién e incluso por via subdérmica, y la ruta varfa dependiendo
del ftalato particular (Adibi er al, 2003; Rudel et al, 2003; Rudel y Perovich, 2009). Una vez
consumidos los ftaltos son rapidamente metabolizados en el intestino, higado y sangre
mediante esterasas y lipasas (Hannon y Flaws, 2015). La exposicién durante las primeras
etapas de desarrollo puede ocurrir por via transplacentaria y durante la lactancia. Los bebés y

los nifios pequetios son los receptores mds vulnerables (Zoeller, 2006).

En los seres humanos, los ftalatos se han detectado en matrices tales como sangre, orina,
saliva, liquido amniético, leche materna y sangre de cordén (Latini er al, 2003b; Main er al.,
2006; Silva er al, 2005) e incluso en liquido folicular (Heudorf, Mersch-Sundermann, y
Angerer, 2007; (NHANES) 1999-2000; Marsee et al., 2006). Tras la exposicion, los ftalatos se

metabolizan y se excretan rdpidamente 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 sintesis de los ftalatos podria reemplazar la tasa de eliminaciéon natural
dirigiendo a una eventual acumulacién de estos quimicos en el ambiente y por tltimo, en los
humanos (James-Todds et al, 2012). Como los seres humanos pueden estar expuestos
simultdneamente a varios ftalatos toda evaluacién de los riesgos planteados por los ftalatos

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

Los ftalatos alteran la reproduccion, producen dafio en el esperma (Rozati er al, 2002),
inducen el inicio temprano de la pubertad en nifas (Wolff er al, 2010), anomalias del tracto
reproductivo (Desdoits-Lethimonier er al,, 2012), infertilidad (Rozati et a/., 2002; Tranfo et al.,
2013) vy resultados adversos del embarazo (Latini et al, 2003; Whyatt er al, 2009), del
desarrollo neurolégico (Engel et al, 2010; Miodovnik er al., 2011) e incluso estén relacionados

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

7. PARABENOS

Los parabenos son ésteres del acido p-hidroxibenzoico que se utilizan como conservantes
antimicrobianos en productos de cuidado personal y farmacéuticos (Guo y Kannan, 2013)
(Figura 6).
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Figura 6: Estructura quimica de los parabenos.

Es probable que el contacto repetido con productos que contengan parabenos conduzca a una
exposicion humana generalizada a través de la ingestion, inhalacion o contacto dérmico. Los
parabenos se excretan en cuestion de horas después de la exposicion (Janjua er al., 2008), por
tanto, los efectos en la salud estdn probablemente relacionados con exposiciones recurrentes
que se producen con el tiempo (Smith er 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 poblacion 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 er al,

2010).
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Se sospecha que los parabenos son DE. Son débilmente estrogénicos, y tienen una afinidad de
union al RE mds baja que el estrégeno endégeno. Los parabenos se unen tanto a los RE ay
(Gomez et al., 2005; Okubo er al, 2001) y su actividad estrogénica aumenta al aumentar la
longitud y ramificacién de la cadena alquilo (Butilparabeno>p-Parabeno>m-Parabeno) (Byford
et al., 2002; Routledge er al., 1998; Vo er al.,, 2010). Recientes estudios experimentales han
reportado que ciertos parabenos pueden actuar también como antiandrégenos (Chen er al.,
2007; Darbre y Harvey, 2008). Los parabenos son estructuralmente similares a algunos
disruptores de estrogenos (Kester et al, 2002) Un estudio realizado por Prusakiewicz et al.,
mostré que los parabenos inhibian al estrégeno y la sulfatacion del estradiol por inhibicién de
la actividad sulfotransferasa en la piel, lo que sugerfa que la aplicacién tépica crénica de
parabenos podria conducir a efectos estrogénicos prolongados en la piel (Prusakiewicz er al,
2007). Los datos en humanos sobre los efectos en la salud reproductiva de la exposicion
parabenos son muy limitados. Parece algunos parabenos pueden tener un efecto negativo sobre

la funcién endocrina masculina y femenina pero se necesitan mds investigaciones al respecto.

8. FITOESTROGENOS

Los fitoestrégenos se clasifican en varios grupos, incluyendo las isoflavonas (como la genisteina
y la daidzeina), los lignanos, los cumestanos, y los estilbenos (Byrne er al., 2009). Los primeros
estudios ecoldgicos y epidemiolégicos mostraban que las poblaciones asidticas que consumifan
dietas ricas en fitoestrégenos tenfan una menor incidencia de cdancer de mama planteando la
posibilidad de que los fitoestrgenos podian ser agentes quimiopreventivos eficaces contra el
cancer de mama. Sin embargo, la mayoria de los estudios epidemiol6gicos no mostraron un

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

HO 0O

Figura 7: Estructura quimica de la daidzeina (a) y la genisteina (b).

Las isoflavonas, especialmente genisteina y daidzeina, son compuestos polifenélicos 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 a y B siendo capaces de

unirse a REa una con una afinidad 100-1000 veces menor que el E2 (Rostagno er al, 2007;
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Miksicek., 1994; Kuiper et al., 1998; Song er al., 1999; Matthews er al., 2000; Branham et al.,
2002; Harris er al,, 2002) actuando como agonistas o antagonistas débiles de E2 (Hwang et al.,
2006; Santell er al., 1997; Kuiper, et al., 1997). Las isoflavonas también se unen fuertemente a
RE de membrana (Thomas y Dong, 2006) para ejercer acciones no genémicas potencialmente
perjudiciales para la fertilidad masculina (Fraser et al., 2006). Ademas, las isoflavonas han sido
relacionadas con trastornos reproductivos masculinos en los mamiferos, incluyendo la
alteracion del desarrollo de los 6rganos reproductivos, especialmente después de la exposicion

intrauterina (Atanassova et al., 2000).

La actividad biolégica de las isoflavonas de soja se ha demostrado ampliamente in vitroy en
modelos animales, (Dang, 2009; Akiyama et al,, 1987; Dang et al., 2003; Wagner er al., 2008;
Kavanagh er al, 2008), asi como en humanos adultos (Hooper er al, 2009). Sin embargo
pocos estudios, han abordado los efectos a largo plazo sobre el desarrollo y la funcién
reproductiva de la exposicién temprana a proteinas de soja (Adgent er al, 2011). Los
fitoestrogenos administrados a roedores en altas dosis o en estadios criticos del desarrollo
pueden dar lugar a desérdenes graves en el tracto reproductivo (Strauss er al, 1998). Sus
potenciales efectos reproductivos fueron descritos inicialmente en el ganado ovino. Un
sindrome caracterizado por la feminizacién 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 disminucién de la
fertilidad, estaba vinculado a la introduccién de pastos de trébol ricos en fitoestrégenos
(Bennetts, 1946a; Bennetts, 1946b; Meyer, 1970). Mientras que los efectos nocivos de los
fitoestrégenos sobre la reproduccion se han descrito en otras especies de mamiferos (Kyselova

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

Los beneficios para la salud de los fitoestrégenos 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 ain no se han establecido. Los diferentes estudios han revelado
que los bebés que ingirieron preparados a base de soja pueden tener una concentracién sérica
fitoestrégenica 13.000 a 22.000 veces superior a los niveles de estrégenos endggenos (Setchell
et al, 1998), lo que ha llevado a la preocupacién por sus posibles efectos adversos sobre el
cerebro y morfologia de los 6rganos reproductores y el desarrollo funcional y, en dltima

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

Un cigarrillo encendido genera cerca de 4000 compuestos toxicos. Los constituyentes
principales que afectan la salud son: nicotina, alquitran en la fase de particulas y monéxido de
carbono en la fase gaseosa (Hammond ez a/, 2006) (Figura 8). El humo del cigarrillo contiene
compuestos sospechosos de alterar la funcion hormonal (Windham et al, 2005). Debido la
naturaleza de la asociacion con enfermedades hormonales, el tabaquismo se ha se ha

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

H

/
-

Fioura 8: Estructura quimica de la nicotina (a) y de la cotinina (b)

Se sospecha de una relacién causal entre el tabaquismo y la alteracion de la fecundidad y la
funcion reproductiva pero los datos disponibles no son concluyentes, tanto en su efecto sobre

la calidad del semen en los hombres como, en la funcién ovdrica en las mujeres (Caserta et

al, 2013).
10. CAFEINA

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina), un alcaloide xantina, es una droga psicotrépica (Eskenazi,
1993), que estd 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 varian de pais a pafs, en promedio, una taza

de café de 260 ml contiene alrededor de 100 mg de cafeina.
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Figura 9: Estructura quimica de la cafeina.

Algunos estudios muestran que el alto consumo cafeina puede causar aborto involuntario,
parto prematuro o deterioro del crecimiento fetal (Care Study Group, 2010; Bakker er al,
2010; Bracken et al., 2003), aunque otros estudios no encuentran estas asociaciones (Maslowa

et al, 2010; Mills et a/, 1993; Clausson et al., 2002).
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HIPOTESIS
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Las anomalfas cromosémicas estdn presentes en el 40-70% de los abortos espontdneos
esporddicos y son responsables de problemas reproductivos, como son fallo repetido de
implantacion, el aborto de repeticién y el factor masculino severo, en parejas con cariotipo
normal. Nuestra hipétesis es que la exposicion a disruptores endocrinos, cafeina y/o cotinina,
presentes en la alimentacion y otros productos de uso cotidiano puede ser la causa de
aneuploidias espermadticas y aneuploidias embrionarias, que son la causa de fallo repetido de
implantacién, aborto de repeticion e infertilidad por factor masculino vy, del fracaso de el

tratamiento de reproduccion asisitida.
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OBJETIVOS
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Objetivo general:

Determinar la relacion de ciertos disruptores endocrinos, cafeina y nicotina con la incidencia

de anomalias cromosémicas embrionarias y espermdticas y su efecto sobre la funcién

reproductiva.

Objetivos especificos:

l.

Determinar los niveles en orina, semen o liquido folicular de varios disruptores

endocrinos, cafefna y nicotina en donantes de gametos fértiles.

Determinar los niveles en orina, semen o liquido folicular de varios disruptores
endocrinos, cafefna y nicotina en parejas con aborto de repeticion, fallo de

implantacion o factor masculino.

Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina con la

estimulacion y respuesta ovérica de las pacientes femeninas y las donantes de ovocitos.

Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina con la

calidad seminal de donantes de semen y pacientes masculinos.

Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina con las
alteraciones cromosémicas: en el grupo control de varones con el analisis de
aneuploidias en espermatozoides, y en las parejas infértiles con el anilisis de

aneuploidias embrionarias.
Relacionar los niveles observados de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina con

estilo de vida y consumo, asi como, con la calidad seminal, la respuesta ovdrica y las

anomalfas cromosémicas en embriones y espermatozoides.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo, exploratorio prospectivo observacional en el que se incluyeron donantes y
parejas que aceptaron la participacion 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
valoracién por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Instituto Universitario IVI-
Valencia (IU-IVI Valencia) que concedi6 su aprobacion para la realizacion del mismo antes de
ser iniciado (Cddigo Proyecto: 1307-C-122-CR) (Anexo ). Este estudio ha sido financiado por
la Fundacién Salud 2000, con el Premio de Investigacion MERCK SERONO 2015 en el

campo de la Fertilidad.
2. LUGARES DE EJECUCION

e Instituto Universitario (IU-IVI). Valencia, Espana.

e IGENOMIX. Valencia, Espana.

e Fundacion IVI (FIVI). Valencia, Espana.

e Unidad Analitica, Instituto de Investigacion Sanitaria, Fundacion Hospital La Fe,

Valencia, Espana.
3. POBLACION DE ESTUDIO

3.1. PACIENTES

3.1.1. Criterios de inclusién

Se seleccion6 una cohorte de 10 mujeres que se realizaron un diagnéstico genético
preimplantacional para cribado de aneuploidias (PGS) con ovocitos propios por una historia de
AR, FI o FM severo y edad < 38 afios, con indice de masa corporal (IMC) <30 kg/m* asi como
sus respectivas parejas. Se define AR como al menos dos abortos previos tras gestacion
espontdnea o tras TRA, en las que la etiologia del aborto se considere como desconocida tras
realizar el estudio previo mencionado a continuacién. Se define FI como >2 fallos de
implantacion en ciclos previos de fecundacion 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 concentracion seminal <2
millones/ml. Se incluyeron parejas que en el tercer dia de desarrollo embrionario tuvieran un
minimo de 4 embriones evolutivos en los que se pudiera realizar la biopsia embrionaria y el

andlisis cromosémico de los embriones.
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Previamente a su inclusion, se realizé un estudio detallado para descartar otras posibles causas
de AR o FI. Este estudio previo comprendia: histerosalpingografia, ecografia vaginal 2-D
(histerosonografia o histeroscopia cuando era necesario), cariotipo de ambos miembros de la
pareja, determinaciones de Anticuerpos Anticardiolipina (IgG o IgM), Anticoagulante lipico,
Antitrombina I11, Resistencia a la proteina C activada (APCR) (si positivo, mutaciéon G1691A
del factor V Leiden), Proteina C vy S, Homocisteina sérica, mutacién para
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (mutacién C677T), y mutacién para el Factor 11
(mutacién G20210A).

Las parejas fueron identificadas para su inclusion en el estudio a través de las Consultas de
Ginecologia de IVI-Valencia por Facultativos especialistas en reproduccion asistida. Una vez
identificadas eran informadas del estudio (Anexo II). En ningtin caso, la propuesta de
inclusion en este estudio modificé la estrategia terapéutica de los pacientes. En ningtn caso,

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

3.1.2. Criterios de exclusién

Los criterios de exclusion de las parejas fueron los siguientes: mujeres con anomalias uterinas
y/o trombofilias positivas y parejas en las que alguno de los miembros presenté cariotipo
alterado. Asimismo, se excluyé aquellas parejas que optaron por el cambio de uno o ambos
gametos. De las parejas inicialmente incluidas en el estudio, se excluy6 a una que opté por el
cambio de gameto masculino. Se excluy6 a tres parejas que no entregaron el cuestionario y a

una pareja que no entregé las muestras de orina.

No se excluyeron del estudio 2 parejas que no realizaron PGS pero que si aportaron muestras
de las que extrajimos datos que pudimos relacionar con la evolucién del ciclo de reproduccion
asistida. No se realiz6 PGS cuando el nimero de embriones fue reducido y se decidi6 vitrificar
para la acumulacién de embriones para un préximo ciclo o cuando se realiz6 la transferencia

de los embriones sin andlisis cromosémico.

3.2. DONANTES FEMENINAS

3.2.1. Criterios de inclusién

El grupo control femenino estuvo formado por 31 donantes de ovocitos fértiles pertenecientes
al programa de donacién de ovocitos de IVI-Valencia que realizaron donacién de forma
anénima vy altruista. Los criterios de inclusion especificos fueron los siguientes: fertilidad

probada (al menos un hijo nacido vivo y/o interrupcién voluntaria del embarazo), IMC normal
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(18-30 kg/m*), ciclos menstruales regulares entre 25-35 dfas, estudio hormonal basal normal
(FSH<10UI/L y E2<50 pg/ml). Todas las mujeres debian cumplir los criterios de inclusion del
programa de donacién de ovocitos de VI, que incluia la realizacién de una exploracion fisica
general y ginecoldgica normales, ausencia de enfermedades hereditarias familiares, cariotipo
normal, negatividad en el estudio del sindrome de X-Fragil y ausencia de exposicién previa a
radiaciones, productos téxicos o drogas intravenosas. No se podia haber tomado medicacion de
efecto endocrino (incluyendo gonadotropinas o anticonceptivos orales) durante los tres meses
previos. Ademds las donantes debian tener edad comprendida entre 18 y 35 afios, y serologias
negativas para enfermedades de transmisién 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 inclusién en el estudio a través de las
Consultas de ginecologia de [VI-Valencia por Facultativos especialistas en reproduccién

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

3.2.2. Criterios de exclusién

Se excluyeron del estudio las donantes con endometriosis, dos o mds abortos espontdneos
previos y/o SOP (segun criterios de Rotterdarm) definido por la ausencia de al menos dos de
los siguientes criterios: hiperandrogenismo clinico o analitico (testosterona >1,9 ng/ml),
alteracién menstrual tipo oligopamenorreas y patrén ecografico caracteristico (12 6 mds foliculos

de 2-9 mm).

3.3. DONANTES MASCULINOS

3.3.1. Criterios de inclusién

El grupo control masculino lo compusieron 25 donantes de semen pertenecientes al programa
de donacion de semen de 1VI-Valencia. Solo fueron aceptadas muestras de semen con mas de
90 millones de espermatozoides méviles 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 inclusién para los donantes de semen fueron:
edad comprendida entre 18 y 35 afios, con exploracion fisica y cariotipo normales; sin historia
familiar de enfermedades hereditarias o cromosémicas y con serologias negativas para
enfermedades de transmision 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 inseminacién artificial de

IVI-Valencia.

Los donantes de semen eran identificados para su inclusion en el estudio a través del
laboratorio de andrologia de IVI-Valencia por Bidlogos especializados en reproduccién asistida.

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

3.3.2. Criterios de exclusién

Se excluyeron aquellos donantes sin fertilidad probada en el momento del estudio, con
concentracién espermatica menor a la estipulada el dia de la obtencién de la muestra del

estudio o que tuvieran algtin resultado positivo en las analiticas efectuadas.

4., MATRICES BIOLOGICAS

4.1. PROTOCOLOS DE RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

A todos los sujetos de estudio (donantes y pacientes) se les entregé una hoja informativa del
estudio (Anexo IlI) y aquellos que aceptaron participar firmaron el correspondiente
consentimiento informado (Anexo III). Se informé del estudio en la consulta médica (Figuras

10, 11, 12y 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 excluy6 del estudio. De las 32 donantes reclutadas inicialmente, continuaron en el estudio
31. La donante con referencia interna Dm-028 no entregé las muestras de orina y fue excluida.
De las 15 parejas incluidas en el estudio, quedaron fuera de ¢l cinco: la pareja con referencia
interna P-007, cambi6 el gameto masculino, la pareja con referencia interna P-014 no entregé
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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Dia de la consulta

™ PRESENTACION ESTUDIO
o
CUESTIONARIO
Enla (C i en casa) 9 6‘
consulta
r'l INFORMACION y
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Dia de la puncion
o ORINA
Encasa | A > 1 (12 orina de la mafiana) g
Ll Entregar CUESTIONARIO
En el Lab. a LiQUIDO FOLICULAR Q
de FIV Py SEMEN 6\
Dia del transfer
= ORINA
En casa ﬁu‘ ? n (12 orina de la mafiana) 9 6\

Figura 10: Protocolo de recogida de muestras de pacientes.

Diade la visita

. PRESENTACION ESTUDIO
Enla - = CUESTIONARIO {cumpliment )
cumplimentsr en cass,
Consulta L P
INFORMACION y CONSENTIMIENTO INFORMADO
Dia de la puncién
h Entregar CUESTIONARIO
Encasa Au‘ > ORINA
(12orina de la mafiana)
EnelLab. 1-‘1 Mantener en frigarifico hasta
T s SANGRE (EDTA) :
@nal envio
EnelLab. 2 LiQUIDO FOLICULAR
FIV =)
Dia 5 tras donacion
.
Encasa A EY I'-l ORINA Mantener en frigorifico hasta envio
i L) {12 0rina de Is mafiana)

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

PRESENTACION ESTUDIO
Enla g ﬁ
Consulta ‘ CUESTIONARIO (cumplimentar en casa)
INFORMACION y CONSENTIMIENTO INFORMADO
Dia de la donacién
* Entregar CUESTIONARIO
En casa /l.\ > R ORINA
(1% orina de la mafiana) Mantener en frigorifico hasta
- envio
En el Lab. = SEMEN
[}
Dia 5 tras donacién
.1 Mantener en frigorifico hasta
A\ ORINA
ol i
En casa L L) (1% orina de la mafana) envio

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

Dia de la puncién

Enel lab. =] LiQUIDO FOLICULAR
de FIV . SEMEN
Dia 0 dela FIV
Enel Lab.

de FIV

Dia 3/ Dia 5 del desarrollo embrionario

BIOPSIA EMBRIONARIA

Enel Lab. Dia 4/ Dia 6 de desarrollo embrionario
de DGP

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

Para la determinacién de los disruptores endocrinos, cafeina y cotinina se recogieron dos
muestras de orina, tal y como se detalla a continuacion:

- Los pacientes (ambos miembros de la pareja) recogieron la primera orina de la
mafiana, tanto el dia de la puncién como el dia correspondiente a la transferencia
embrionaria (5 dias después de la puncion folicular).

- El grupo control femenino recogié la primera orina de la mafiana, el dia de la puncién
y otra muestra 5 dias después.

- El grupo control masculino recogia la primera orina de la mafiana el dia que deja la

muestra de semen y 5 dias después.

Se utilizaron frascos de orina de polipropileno estériles (Maran Medical, Madrid, Espafa) para
la recoleccién de orina (libres de BPA). Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta el envio 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 4°C e inmediatamente se
congelaron a -80 °C y se mantuvieron congeladas hasta la medida de los DE. Las muestras
congeladas fueron enviadas a la Unidad Analitica, del Instituto de Investigacién Sanitaria, de la
Fundaciéon Hospital La Fe, para su anilisis. 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 cafeina 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), genisteina, daidzeina, cotinina y cafeina
(Tabla 1).

4.3. SEMEN

Las muestras de eyaculado se recogieron por ipsacién en un recipiente estéril (libre de BPA),
previo lavado aséptico de manos y genitales. Se recomendé un periodo de abstinencia sexual
no inferior a tres difas, asegurando asi un volumen seminal 6ptimo para obtener la mayor

cantidad posible de espermatozoides con la eyaculacion.

En el caso de los pacientes, el dia de la puncién se proponia la entrega de una muestra del

semen sobrante, en fresco, tras ICSI, en tubo de polipropileno (libre de BPA) (Biologix, TX,

46



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 realiz6 un seminograma completo en el laboratorio de andrologia de

IVI-Valencia.

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

Parabeno, MEHP, genisteina, daidzeina, cotinina y cafeina (Tabla 1).

En espermatozoides aislados tras centrifugacion del plasma seminal se realiz6 una FISH para

el anélisis de anomalias cromosémicas (Tabla 1).

4.4. LIQUIDO FOLICULAR

El dia de la puncién, tras la aspiracién folicular se recogié aproximadamente 10 ml liquido
folicular (LF) en tubos de polipropileno de 15 ml (Biologix, TX, Estados Unidos), tras el
aislamiento de los complejos corona-ovocito. El LF se alicuoté una vez recibido en nuestro
laboratorio en tubos eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se

mantuvo a -80°C hasta su anlisis para la valoracién de diferentes DE.

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

genisteina, daidzeina, cotinina y cafeina (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 andlisis de aneuploidias embrionarias se realiz6 mediante aCGH (Tabla
1). Tras la estimulacion ovirica y el correspondiente ciclo de FIV, se realizé la biopsia de una
tnica blastémera en el tercer dia de desarrollo embrionario. En todos nuestros casos, la biopsia
se realizé en dia 3 y la blastémera obtenida se deposité en un tubo de PCR y se transport6
congelada al Laboratorio de DGP Cromosémico para su andlisis. En este estudio solo
evaluamos la dotaciéon cromosémica de blastémeras de embriones obtenidos con gametos
propios de las parejas incluidas en el estudio. En ningtin caso se analizaron blastémeras de
embriones obtenidos con gametos de los individuos incluidos en los grupos de donantes (casos

ovodén-banco).

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

andlisis simultdneo de los 23 pares de cromosomas humanos de una tnica célula, siendo capaz
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de detectar desequilibrios cromosémicos mayores de 5 Mb a lo largo de todo el genoma

humano.

TIPO DE MATRIZ] DETERMINACION | METODOLOGIA

BPA

m-Parabeno

ORINA p-Parabeno

. MEHP
LIQUIDO FOLICULAR UPLC/ESI-MS

Cafefna
PLASMA SEMINAL Cotinina

Genisteina

Daidzeina

ESPERMATOZOIDES Aneuploidias FISH
BLASTOMERA Aneuploidias aCGH

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

Todas las muestras recogidas en este estudio se transportaron en frio hasta la llegada a nuestro
a laboratorio donde orina, semen y liquido folicular de donantes y pacientes, fueron
preprocesadas y congeladas a -80°C para su posterior andlisis y las biopsias embrionarias de dfa
3 de los embriones de las parejas del estudio entraron en protocolo rutinario de nuestro
laboratorio de DGP Cromosémico informdndose de resultados en el dia 5 del desarrollo

embrionario.

5. METODOLOGIA DE ANALISIS

5.1. ESTIMACION DE ESTILO DE VIDA Y FACTORES DE RIESGO

A los participantes se les entregé un cuestionario para cumplimentar en casa (Anexo V). El
cuestionario contenfa informaciéon sobre pardmetros antropométricos, nivel de estudios,
profesion, exposicion a quimicos en el trabajo, demografia, historia médica reproductiva,
antecedentes clinicos, lugar de residencia, actividad fisica (horas de suefio, actividad fisica 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 plastico
para comida, frecuencia de uso de distintos productos de higiene personal, tabaquismo, y
tratamientos farmacolégicos. Este cuestionario estd basado en el cuestionario de frecuencia

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

INMA.

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

5.2.1. Procedimiento extraccién de metabolitos en orina.

Se parti6é de 1 ml de orina al que se afiadieron 100 pl de Acetato de Amonio (AcONH,) 1M
(pH=6) y 10 pl B-Glucuronidasa E. coli K12 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). La orina se incub6 durante 2h a 37 °C. Una vez finalizada la desconjugacion, se
centrifug6 15 min (13000 rpm; 4°C) y con el sobrenadante se procedié como sigue:

- Para los metabolitos que se encontraban en mayor concentracién en orina y que se
midieron mediante el modo ESI+, se precipité y centrifugé. Para medir la cafeina se
diluy6 la muestra unas 20 veces (punto 5.2.1.1).

- Para los metabolitos que se encontraban a baja concentracién, se realizé una
extraccion liquido-liquido (L-L), se evaporé y redisolvi6 para preconcentrar los analitos

y poder detectarlos instrumentalmente (punto punto 5.2.1.2).

5.2.1.1.  Precipitado de metabolitos y centrifugacién.

A partir de 150 pl de orina incubada y se afiadieron 75 pl de Metanol (MeOH) frio, se
centrifugé (15 min; 13000 rpm; 4°C) y se recogi6 el sobrenadante. Al sobrenadante (unos 180
nl) se le anadieron 10 pl de Cotinine-d3 (1ppm en H,0) y 10 pl del marcador Cafeina-13C
(Ippm en H,O) para medir cotinina, genisteina y daidzeina. Por otro lado, a 20 pl de
sobrenadante, se le afiadieron 160 pl de H,O y 10 pl  del marcador Cotinine-d3 (1ppm en
H,0) ademds de 10 pl del marcador Cafeina-13C (1ppm en H20) para medir cafeina, ya que

hubo que diluirla unas 20 veces.

5.2.1.2. Extraccién liquido-liquido

Se parti6 de 1 ml de orina incubada a la que se le afiadieron 0,5 ml H,O (0,1% Férmico) mas
1,5 ml de Acetato de etilo (AcOEt) (Merck, Darmstadt, Germany) en tubos de 15 ml de
polipropileno (Biologix, TX, Estados Unidos). Se agit6é durante 15 minutos y, a continuacion,
se separ6 la fase orgdnica (AcOEt), repitiendo la extraccion con 1,5 ml de AcOEt. Se juntaron
las fases orgdnicas 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 pl de MeOH
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con patrones internos BPA-d16, m-Par-13C y p- Par-13C a un nivel de concentraciéon de

1000, 100 y 100 ng/ml, respectivamente.

5.2.2. Procedimiento extraccién de metabolitos para liquido folicular y plasma

seminal.

Se parti6 de 1 ml de muestra aproximadamente, que se centrifugé a 300g, 10 min a
temperatura ambiente (25°C). A continuacién, se separé el sobrenadante en alicuotas de 500
pl en tubos eppendorf Safe-Lock de 2 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se anadieron 50
pl de AcONH, 1M pH=6y 5 pl de B-Glucuronidasa EColi K12 para desconjugar, durante 2h
a 37 °C. A continuacién, se centrifugé durante 15 min (13000 rpm; 4°C) y del sobrenadante
(500 pl) se realiz6 una extraccion L-L, afiadiendo 100 pl de H,O (0,1% Férmico) y 500 pl de
AcOEt. Se agité durante 5 min y se centrifugé 5 min a 12500 rpm (4°C). Se recogi6 el
sobrenadante (aprox 500 pl) y se repiti6 dos veces mas la extraccion 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 °C. Posteriormente, se redisolvié en 100 pl de
MeOH (con IS a un nivel de concentracién de 100 ng/ml excepto para bisphenol A-d16 que
era de 1000 ng/ml. Se centrifugé a 13000 rpm durante 2 min, se separ6 una alicuota de 10 ply
se llevé a un volumen final de 200 pl en Acetonitrilo (ACN)/H,O (1:1) (Fisher Scientific,
Pittsburg, PA, USA) para medir cafeina y se tomé otra alicuota de 70 pl y se llevé a 100 pl en
MeOH (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) para analizar el resto de metabolitos por
UPLC/ESI-MS.

5.2.3. Separaci6n y UPLC/ESI-MS

La separacion cromatografica se llevé a cabo en un cromatégrafo de alta presion Waters
(UPLC) mediante una columna cromatografica ACQUITY HSS T3 1.8 pm (2.1 x 100 mm)
(Waters Corporation, Milford, USA). Para separar los metabolitos por cromatografia se
utilizaron las siguientes condiciones:
Fases moviles:

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

- AcONH, (10 mM pH 8.5 (A)) y ACN para medir en ESI (-)
Flujo: 0,4 ml/min
T? Col: 30°C

Volumen inyeccién: 5 pl
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Los gradientes variaron dependiendo de si el instrumento operaba en modo ESI(+) o ESI(-)
segin la Tabla 2. En cuanto al espectémetro de masas, el instrumento usado para realizar las
mediciones fue el Agilent 6460 Triple Quad LC/MS. La temperatura de operacién fue de
325°C, el flujo de gas de 10 I/min y la adquisicion de datos se realizé en modo MRM (Multiple
Reaction Monitoring) dindmico. En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestran los pardmetros

usados para cada uno de los metabolitos medidos:

Gradiente ESI (+)

Tiempo FFase mavil

Gradiente ESI (-)

Tll‘l
0' 1

min)
0-1 5% B 40% B
1-2.25 5%B- 80% B 1-5 40%B- 95% B
2.25-3 80% B-95% B 5-6 95% B-95% B
3-5 95% B 6.1-7 40% B
5.1-6 5% B
Transicién (m/z) VoltajeColl
BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 227227 110 0 ESI (-)
m-Parabeno (Bellelonte, PA, USA) 15192 100 20 ESI (-)
p-Parabeno {Sigma St. Louis, MO, USA) 17992 120 20 ESI (-)
MELIP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 277=134 100 10 ESI (-)
Caleina (Sigma, St. Louis, MO, USA) 195>138 100 15 ESI (+)
Cotinina (Sigma, St. Louis, MO, USA) 177=80 100 20 ESI (+)
Daidzeina (Sigma, St. Louis, MO, USA) 255=199 150 30 ESI (+)
Genisteina (Sigma, St. Louis, MO, USA) 271=>153 150 25 ESI (+)
Caleina-13C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA} 198=>140 100 15 ESI (+)
Cotinina-d3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 180=80 100 20 ESI (+)
BPA-d16 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 241241 100 0 ESI (-)
m-Par-13C (FLUKA eu-Ulm, Germany) 157=98 100 20 ESI (-)
p-Par-13C (FLUKA eu-Ulm, Germany) 185>98 120 20 ESI (-)

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

Los limites de deteccion de la técnica utilizada se muestran en la Tabla 3:

|| cafeina | Cotinina | Daidzeina | Genisteina | BPA | MEHP | MP | PP |
LdD (ng/ml) 0,44 0,44 0,44 0,44 1,66 0,41 0,41 0,41

Tabla 3: Limites de deteccion de UPLC/ESI-MS para cafeina, cotinina y DE. LdD: Limite de deteccion

5.3. ANALISIS CROMOSOMICO DE ESPERMATOZOIDES MEDIANTE FISH
PARA LOS CROMOSOMAS 13, 18,21, XEY.

La FISH utiliza sondas de ADN marcadas con moléculas fluorescentes que se unen
especificamente a secuencias de dcidos nucléicos de un cromosoma, de modo que se pueden
enumerar las copias de un determinado cromosoma presente en el nicleo de los
espermatozoides. Los espermatozoides son fijados y extendidos en portaobjetos vy
posteriormente descondensados y desnaturalizados, para poder hibridar con sondas para los

cromosomas 13, 18, 21, X e Y. La valoracion de las sefales de hibridacién se realiza bajo
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microscopio de fluorescencia utilizando criterios estrictos. Se evalda la incidencia de
espermatozoides haploides, diploides y disémicos para alguno de los cromosomas analizados en

cada una de las muestras.
5.3.1. Fijacién de las muestras de eyaculado

La FISH en espermatozoides requiere de un paso previo de fijacion y extension en
portaobjetos de las muestras de espermatozoides. Tras esperar a que licue la muestra, se lleva a
cabo un seminograma con recuento de volumen, concentracion, movilidad y morfologia, y se
deposita la muestra en un tubo cénico de 15 ml de polipropileno (Biologix, TX, Estados
Unidos). El semen fresco se centrifuga 10 minutos, a 1700 rpm, a 4°C. Se recoge el plasma
seminal para la determinacion de DE en un tubo eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania) y se resuspende el pellet con Carnoy (Metanol:Acido acético glacial
(3:1)(Merck, Darmstadt, Germany) como solucién de fijacion. La solucién de fijacion, se
aflade, gota a gota agitando con el vortex, hasta un volumen final de 3-4 ml. Se centrifuga 5
minutos a 600 g, se elimina el sobrenadante vy se repite este paso una vez mas. Tras la segunda
centrifugacion, se descarta el sobrenadante y se afade de nuevo Carnoy hasta conseguir una
dilucién semitransparente. Finalmente, se extienden los espermatozoides, dejando caer una
gota de la dilucion 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 estan

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

14).
g 10° 600g 4°C
——

Muestra de espermatozoides

=

Pellet

/

Carnoy

0
%\b B

Extensién de espermatozoides
P 3 lavados

Carnoy

[

Figura 14: Fijacion de muestras de eyaculado.



5.3.2. Hibridacién in situ Fluorescente (FISH)

Se trata de una técnica de anilisis citogenético que consiste en marcar con sondas de ADN
fluorescentes secuencias centroméricas (CEP, del inglés Chromosome-specitic Centromeric
Enumeration Probes) o especificas 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 drea del
portaobjetos donde estaban localizados los espermatozoides se marcé con un ldpiz de
tungsteno, correspondiendo a un drea 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 dejé secar por completo.

e DESCONDENSACION: Se incubaron las muestras durante 5-7 minutos en una
cubeta Coplin con DTT (pH: 7,4; 1,4-DTT (Roche, Mannheim, Germany) 5SmM/Tris
(Roche, Mannheim, Germany) y Triton X-100 (Roche, IN, Estados Unidos)
atemperado a 37°C. Posteriormente, se realiz6 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.

e DESNATURALIZACION: A continuacién, 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.

e HIBRIDACION: Se aplicaron 2 pl de la sonda sobre el drea de hibridacién marcada al
inicio, se colocé un cubreobjetos de 12x12 mm, y se sell6 con cola. A continuacién, se
hibridaron las muestras en una placa calefactora Hybrite (Abbott Molecular, Abbott
Park, Illinois, U.S.A) a 37°C con hibridaciones entre 8-24 horas.

e DETECCION E INTERPRETACION: Tras la hibridacién, se eliminé la cola, se

retir6 el cubreobjetos deslizandolo 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 pl de una contratincién de DAPI 11 (Abbott Molecular Inc., Des Plaines,
IL, Estados Unidos), se colocé un cubreobjetos de 15x15 mm, se sell6 con esmalte de
ufias y se almacenaron los portaobjetos a -20°C hasta la evaluacién al microscopio de

fluorescencia (Figura 15).
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10-20', 37°C 70% 37°G

Figura 15: Hibridacion de las muestras de semen

EVALUACION DE LAS SENALES DE HIBRIDACION: La visualizacién de las
sefiales de hibridacion 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 anomalias cromosémicas que suelen presentar los
espermatozoides para un determinado cromosoma, se analizaron entre 2000-5000
espermatozoides, aproximadamente, por donante. Para la interpretacion de las sefales
de hibridacién se siguieron los criterios de evaluacion descritos por Blanco, Egozcue y
Vidal (Blanco, Egozcue y Vidal, 1996) que se detallan a continuacién (Figura 16):
Espermatozoide haploide normal: si presenta una sefal tnica para cada cromosoma
analizado.

Espermatozoide disémico: si presenta dos sefales para un cromosoma concreto y una
sefial tnica para el resto de cromosomas analizados.

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

analizados.
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XY18 : disomfa XY
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XY1818: diploide

Fioura 16: Triple FISH: CEP X (Spectrum Green), CEPY (Spectrum Orange), CEP 18 (Spectrum Aqua).

Los resultados obtenidos tras el estudio de FISH de espermatozoides se compararon mediante
un test estadistico Chi-cuadrado (p<0,05) con los valores de referencia de muestras obtenidas
de una poblacién control de donantes fértiles normozoospérmicos. Asi, si se observé un
incremento estadisticamente significativo en la incidencia de alteraciones cromosémicas para
al menos uno de los cromosomas analizados, se consideré que la muestra analizada presentaba

un resultado de FISH anormal.

5.4. ANALISIS DE ANEUPLOIDIAS EMBRIONARIAS: PGS

5.4.1. Estimulaci6n ovérica y cultivo embrionario

La estimulacién ovarica de las pacientes se realizé mediante FSH recombinante (FSHrec,
Gonal®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) o hMG Gonadotropina menopatsica humana
altamente purificada (hp-hMG, Menopur®, Ferring Pharmaceuticals, Copenhague,
Dinamarca) siguiendo los protocolos establecidos en IVI-Valencia. El desencadenante de la
ovulacién se produjo mediante la administracion de hCG (hormona gonadotropina coriénica,
6500 unidades internacionales (UI), Ovitrelle®, Merk-Serono, Madrid, Espafia) o con un
andlogo de la GnRH (Decapeptyl®, Ferring Pharmaceuticals, Barcelona, Espafa) y se realiz6
cuando al menos dos foliculos alcanzaron 18-18,5 mm de didmetro medio, programando la

puncién folicular 36 horas mas tarde bajo sedacién general.

Tras la recuperacion y lavado de los ovocitos se procedié al ICSI. Transcurridas 17-20 h horas
de la microinyeccion se evalué la correcta fecundacion de los ovocitos y los embriones fueron
mantenidos en medio de cultivo IVF/CCM (Scandinavian IVF, Goteborg, Sweden) y la

divisién embrionaria fue evaluada cada 24h.
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5.4.2. Biopsia embrionaria

En el presente estudio, la biopsia embrionaria se realiz6 en dia 3 de desarrollo. Solo se
biopsiaron aquellos embriones con al menos 6 blastémeras de similar tamafo y menos del 25%
de fragmentacion, es decir, con morfologia normal y desarrollo adecuado (Mir er al, 2013).

(Figura 17).

Cronologfa de un ciclo de DGP

1csl . FECUNDACION
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— /

BIOPSIA EMBRIONARIA ; X
D3 : ;

RESULTADOS Y
TRANSFERENCIA
D5

ey
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Figura 17: Desarrollo embrionario y cronologia de un ciclo de DGP.

La biopsia embrionaria se realiz6 en un medio sin Ca®* y Mg (G-PGD, Vitrolife,
Scandinavian IVF, Suecia) suplementado con albimina, utilizando un sistema de ldser de
infrarrojos (Octax Laser Shot™, Fertilase®, Herbron, Alemania). Por otro lado, las blastémeras
extraidas fueron lavadas de forma individual en un medio de 1% polivinilpirrolidona (PVP)/
Phosphate Buftered Saline (PBS) y depositadas en un tubo de 0,2 mL de PCR con 2 pl de
PBS (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La transferencia embrionaria de embriones euploides

se realiz6 en dia 5 de desarrollo embrionario.

5.4.3. Arrays de CGH

Tras la recepcion de los tubos eppendorf de 0,2 pl con las blastémeras, en el laboratorio de
genética se comenzé con una etapa de amplificacion que se realiza en condiciones de
esterilidad y en una campana de flujo laminar. A continuacion, 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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Fioura 18: Esquema del protocolo de arrays de CGH para el estudio de aneuploidias de 23 pares de cromosomas
sobre blastomeras.

e Amplificacién genémica completa (de inglés, Whole Genome Amplification, WGA)):
Consta de una fase de lisis en la que se afladen 3 pl de Cell Extraction Buffer en el
tubo de PCR con la blastémera a amplificar y 5 pl de un mix compuesto por 4,8 ul de
Dilution buftery 0,2 pl de Extraction Enzyme. Se llevan los tubos al termociclador con
el programa de termociclado proporcionado por la casa comercial. Seguidamente, se
realiza una pre-amplificacion en la que se afiade a cada tubo 5 pl del mix compuesto
por 4,8 ul de Pre-amplification Buffery 0,2 pl de Pre-amplification Enzyme. Se llevan
los tubos al termociclador con el programa de pre-amplificacién establecido por la casa
comercial. Por dltimo, se realiza la amplificacion, en la que se afiade a cada tubo 60 pl
del mix compuesto por 34,2 pl de H,O (Nuclease-free water), 25 pl de Amplitication
Buftery 0,8 pl de Amplification Enzyme. Se introducen los tubos en el termociclador
con el programa de temperaturas de amplificacion establecido por la casa comercial
(todos los reactivos provienen del Kit de amplificacion, Sureplex (Illumina, Cambridge,
UK). Se realiza una electroforesis en gel de agarosa para comprobar la

presencia/ausencia de amplicones.

e Marcaje: En una placa de 96 pocillos se dispensan 5 pl de Primer Solution. A
continuacion, se afiaden 8 pl de ADN amplificado de cada blastémera 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 94°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se extraen los tubos del termociclador y se pasan inmediatamente a
una gradilla refrigerada a 4°C 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 afiaden 5ul. de Reaction Buffer por

muestra/control, 5 pl de dCTP mix por muestra/control y 1 pl de enzima de marcaje

57



Klenow por muestra/control. A uno de los tubos se le afade 1 pl del fluoréforo Cy3
dCTP por muestra/control y al otro 1 plL del fluoréforo Cy5 dCTP por
muestra/control. Se dispensan 12 pL del mix con Cy3 a las filas impares de la placa de
96 pocillos y 12 L. 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 marcard el ADN

amplificado (Kit Labelling System, lllumina, Cambridge, UK).

Precipitacién: Finalizado el marcaje, se extraen la placa del termociclador. Se
dispensan 25 pl. 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 asi sucesivamente. Se lleva a cabo la precipitacion del ADN mediante
centrifugaciéon en vacio a 75°C durante 1h (Genevac, Ipswich, UK) (Kit de

precipitacion, [llumina, Cambridge, UK).

Hibridacién: Se afiaden 21uL. de tampén de hibridaciéon (Illumina, Cambridge, UK)
atemperado a 75°C y se desnaturaliza el ADN precipitado en un termobloque Hybex
(SciGene, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) a 75°C durante 10 minutos. Tras dejar
enfriar, y en la campana de extraccion de gases, se afladen 18 pl de cada muestra a un
cubreobjetos de 22x22 mm, y se monta sobre el drea de hibridacion del array. Los
arrays se incuban toda la noche en una cdmara de hibridaciéon que contiene una
soluciéon de SSC y formamida (Roche, IN, Estados Unidos) y se hibridan incubando

estas cdmaras en un bafio térmico a 47 °C.

Lavado: En campana de extraccion de gases, se sacan los arrays de la cdmara de
hibridacién y se elimina el cubreobjetos por deslizamiento humedeciéndolos con una
solucion de 2xSSC/0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA). Sin dejar secar, se lavan
en agitacion a 850 rpm y temperatura ambiente en 2xSSC/0,05% Tween20 (10 min) y
1xSSC (10 min) en 0,1xSSC a 60°C (5 min) y finalmente en 0,1xSSC a temperatura
ambiente (1 min). Finalmente, se secan los arrays centrifugindolos 3 minutos a 180

rcf y se almacenan a temperatura ambiente hasta su lectura.

Escaneado de arrays e interpretacién de resultados: La lectura de los arrays de CGH
se realiza con un scanner (Powerscanner, TECAN, Minnedorf, Switzerland) equipado
con ldser de dos canales, un canal verde (532 nm) para la excitacion y la lectura de la
sefial Cy3y un canal rojo (635 nm) para la excitacion y lectura de la sefial Cy5. Las

imdgenes . 7/FF generadas por el scanner se analizaron con un programa informatico
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BlueFuse (Illumina, Cambridge, UK) que genera graficas de las que se infiere

visualmente la ganancia (trisomia) o pérdida (monosomia) de cromosoma/s concreto/s

(Figura 19).

Log2 Ratio Ch1/Ch2 ~  Chromosemal Position
200
180
120
0%
z0
120
180
~ * » - ER R T T L
A.
Log2 Ratio Ch1/Ch2 ~  Chromosomal Position
200
180
120
00
o
oo HaEongh il phat ot o b et oo m st s i s, S cetenliant o f“"’@g o
.40 3 £
020 h
120
180
~ " > » « e T T T
B.
Log2 Ratio Ch1/Ch2 ~ Chromosomal Position -+
20
180
120
0%
0w fah e
oop MEsEan e ad s wn Do S Becfus S8 008003 s odo otmand o agdho s 8@, mh ol il sfilem el Bl o
Y R T e gyE o wenen Ll it ok (e R L L s Sabl
]
80
EES
80
~ " 5 B T I I I T T
C

Figura 19: A. Perfil de un array de CGH correspondiente a una blastomera normal, XY. B. Perfil de un array de
CGH correspondiente a una blastomera anormal, -22.XY. C., Perfil de un array de CGH correspondiente a una
blastomera anormal, +7,XY.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

A continuacion, se describen las variables del estudio y los tests estadisiticos utilizados en este
trabajo.
= Variables de exposicion:
- Analitos: BPA, m-Parabeno, p-Parabeno, MEHP, genisteina, daidzeina, cotinina y
cafefna.

- Cuestionario sobre el estilo de vida (Anexo 1V)
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Variables de resultados:

- Parametros de estimulacion y respuesta ovdrica: Dias estimulacion, ndimero de
foliculos antrales, E2 el dia de la hCG, dosis diaria de FSH, dosis total de FSH, dosis
hMG, ntimero de ovocitos recuperados el dia de la puncién y nimero de ovocitos
Metafase I1 (MII) recuperados el dias de la puncion.

- Pardmetros del seminograma: volumen de eyaculado, concentracién de
espermatozoides/ml, concentracion de espermatozoides total, porcentaje de
espermatozoides méviles progresivos, porcentaje de espermatozoides no progresivos y
porcentaje de espermatozoides inméviles.

- Parametros de la FISH de espermatozoides: porcentaje de disomias de autosomas,
porcentaje de disomias de cromosomas sexuales, porcentaje de espermatozoides
diploides.

- Pardmetros del ciclo de PGS: porcentaje de embrion anormal por ciclo y tasa de

gestacion clinica.

Para el andlisis descriptivo hemos desarrollado un informe exploratorio de los datos
utilizando el soporte informdtico 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 tipicas de los datos continuos. El
analisis exploratorio nos ha permitido detectar errores de introduccién de los datos y

hemos homogeneizado las categorias de las variables correspondientes.

Para el andlisis de los datos se ha utilizado el programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, Illinois, E.E.U.U.) para la realizacion de test
Kruskal Wallis. En todas las pruebas estadisticas realizadas con las variables de
resultados, se establecié un nivel de significacion estadistica p< 0,05. Para la
comparacion de medias y DS (desviacion estdndar) y el FISH de espermatozoides

utilizamos el programa estadistico /nStat (GraphPad INSTAT Software).
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1. RESULTADOS DE LAS DONANTES DE OVOCITOS

1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.1.1. Variables demogréficas: caracterfsticas poblacionales

Nuestro estudio incluy6 31 donantes pertenecientes al programa de donacién de ovocitos de
[VI-Valencia. El intervalo de edad de las donantes de ovocitos fue 18-34 afos con una edad
media de 28,4+ 4,0 afios. El intervalo de IMC de las donantes de ovocitos fue de 17,6 a 27,2
kg/m* con un IMC medio de 21,8+ 2,4 kg/m* (Tabla 8). De las donantes de ovocitos, 25
(78,1%) habian nacido en Espafia, todas eran de raza caucdsica y todas tenian su residencia en
la ciudad de Valencia o alrededores. En cuanto a su nivel educativo, una de las donantes
(3,2%) habian cursado estudios universitarios, 8 (25,8%) formacién profesional, 14 (45,2%)
educacion secundaria y una (3,2%) de las donantes habia cursado educacién primaria. Debido
a la profesion desarrollada por las donantes, 2 (6,5%) de ellas estaban expuestas laboralmente a

compuestos quimicos.

1.1.2. Variables de exposicién
1.1.2.1.  Estilo de vida

Tras el andlisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de las donantes de ovocitos,
en el Anexo V se detalla la distribucién de la poblacién en cuanto a la actividad fisica realizada,
consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto

con pldsticos y consumo de farmacos.

1.1.2.2.  Disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

1.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafefna 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 acepté participar en el estudio, no aport6
las muestras de orina que se le solicitaban por lo fue excluida. Recogimos la primera orina de
la manana el dia que se realizaba la puncién de los ovocitos para donacién (orina 1) y otra orina
5-7 dias después (orina 2). De las 31 donantes de ovocitos incluidas en el estudio, 26

aportaron las dos muestras de orina (orinas 1y 2).

Salvo en dos muestras en las que no se detect6 genisteina porque su concentracion fue inferior
al limite de deteccion de la técnica (<L.dD), en todas las primeras orinas (orina 1) fueron

detectados todos los disruptores endocrinos analizados, asf como la cafeina 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 minimos y maximos que se encontraron en

la orina de las donantes de ovocitos de nuestro estudio. (Tabla 4).

[ | o [ conun [ owmn | e vee | meanaseno | ppananeno

Valor min.
(ng/ng 0,149 0,020 0,347 0,176 0,003 0,036 0,036 0,002
creatinina)

Valor méx.
(ng/ng 82,279 39,685 221,929 85,921 0,822 28,121 4,263 4,689

creatinina)

(RCITEEDRN  18,353+22,531  11,124=13,489  24,936+52,669  8,041x16,531  0,127+0,169 1,065£5,025 0,549%1,008 0,474%1,055

Tabla 4: Valores minimos y maximos medios y, mediazDS de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos detectados
en la orina de las donantes de ovocitos.

En la siguiente tabla (Tabla 5) se muestran los niveles de cafeina, cotinina y de los disruptores
endocrinos analizados en orina de las donantes femeninas. Para la descripcion de los

resultados consideraremos, siempre que dispongamos de él, el valor medio de las orinas 1y 2.

Respecto a la cafeina, fue detectada en todas las muestras de orina que se recibieron con un
valor medio minimo de 0,149 ng/ng creatinina y un valor medio maximo de 82,279 ng/ng
creatinina. Las concentraciones mds altas se encontraron en donantes que se declararon
grandes consumidoras de café y refrescos con cafeina (5-6 veces a la semana o mds). Se
observaron considerables diferencias de concentracién en la orina 1 y 2 independientemente

del consumo de café o refrescos de cafeina.

La cotinina fue detectada en todas las muestras orina que se recibieron con un valor medio
minimo de 0,020 ng/ng creatinina y un valor medio mdximo de 39,685 ng/ng creatinina. Las
menores concentraciones de cotinina se detectaron en las donantes que no habian fumado
nunca y en exfumadoras. El valor medio minimo detectado en fumadoras fue de 0,887 ng/ng
creatinina. Las fumadoras consumfan una media de 9,6 cigarrillos/dia. Se observé cierto

aumento de cotinina conforme se incrementaba el consumo de cigarrillos al dia.

La daidzeina se detecté en todas las muestras de orina con un valor medio minimo de 0,347
ng/ng creatinina y un valor medio maximo de 221,929 ng/ng creatinina. Se observé una gran
variacién de concentracién en la orina 1 y 2, curiosamente, aunque casi la totalidad de las

donantes no consumfan nunca soja en ninguna de las formas en las que fueron preguntadas.

La genisteina fue detectada en todas las orinas salvo en dos muestras de orina 1 en las que la

concentracion fue inferior al LdD. El valor medio minimo fue 0,176 ng/ng creatinina y el valor
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medio médximo de 85,921 ng/ng creatinina. En las concentraciones menores se observé poca
variacion entre la concentracion de la orina 1 y 2. La concentraciéon 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 detect6 en todas las muestras de orina salvo en dos de las orinas 2, en las que la
concentracion fue inferior a LdD. La concentracién media minima en orina fue de 0,003 ng/ng
creatinina y la mdxima de 0,822 ng/ng creatinina. Las concentraciones en la orina 1y 2 fueron
similares pero las diferencias aumentaban en aquellas donantes con concentraciones medias
mayores. La concentraciéon media de BPA en orina fue independiente del consumo de agua
embotellada, envasados y enlatados. Tampoco se observé relacion con almacenar los alimentos
en plastico o calentarlos en recipiente de plastico, asi como tampoco con reutilizar la botella de

plastico o ser portadora de empastes.

El MEHP se detect6 en todas las muestras de orina salvo en dos de las orinas 2, en las que la
concentracién fue inferior a LdD con una concentracién minima media de 0,036 ng/ng
creatinina y una concentraciéon media maxima 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 concentracién
media de MEHP en orina fue independiente del consumo de agua embotellada, envasados y
enlatados. Tampoco se observo relacién con calentar los alimentos en recipiente de pléstico asi
como tampoco con reutilizar la botella de pldstico o ser portadora de empastes. Las mayores
concentraciones medias se observaron en donantes que almacenaban los alimentos en
recipiente de pldstico y en usuarias frecuentes (varias veces a la semana o mds) de leche

corporal, maquillaje y desmaquillante.

El m-Parabeno aparecia en la orina de todas las donantes de ovocitos. La concentracién media
minima detectada fue de 0,036 ng/ng creatinina y la maxima 4,263 ng/ng creatinina. Las
mayores concentraciones medias se detectaron en donantes que eran usuarias frecuentes

(varias veces a la semana o mds) de maquillaje y desmaquillante.

El p-Parabeno aparecia en la orina de todas las donantes de ovocitos. La concentracién media
minima detectada fue de 0,002 ng/ng creatinina y la maxima 4,689 ng/ng creatinina. Las
mayores concentraciones se detectaron en donantes que eran usuarias frecuentes (varias veces

a la semana o més) de crema hidratante, leche corporal y maquillaje.
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CONCENTRACIONES MEDIAS NORMALIZADAS DE CAFEINA, COTININAY DISRUPTORES ENDOCRINOS EN ORINA (ng/ngcreatinina)

REF INT CAFEINA COTININA DAIDZEINA GENISTEINA MEHP m-PARABENO p-PARABENO

Dm-001 5,832 4,430 9,358 1,661 0,090 0,066 1,140 1,135
Dm-002 6,125 0,934 76,730 15,341 0,277 28,121 0,097 0,117
Dm-003 13,136 11,434 4,292 4,466 0,197 0,078 4,263 4,689
Dm-004 11,063 0,020 0,347 0,542 0,012 0,059 0,232 0,037
Dm-005 62,268 0,062 6,439 2,405 0,394 0,417 0,216 0,017
Dm-006 60,625 0,041 4,388 2,276 0,028 0,073 0,114 0,019
Dm-007 1,848 5,773 38,821 8,110 0,003 0,067 0,211 0,035
Dm-008 1,068 15,753 1,030 2,875 0,044 0,221 0,498 0,714
Dm-009 0,149 7,095 3,268 2,520 0,220 0,230 0,042 3,578
Dm-010 10,161 3,653 0,868 1,511 0,065 0,052 0,716 1,677
Dm-011 18,291 28,392 2,983 1,308 0,078 0,152 0,295 0,286
Dm-012 61,327 31,735 0,439 0,994 0,091 0,074 0,062 0,020
Dm-013 16,256 0,080 8,337 2,629 0,030 0,148 1,980 0,570
Dm-014 10,135 0,056 221,929 42,294 0,228 0,095 0,081 0,085
Dm-015 2,133 0,133 62,538 10,501 0,822 0,094 0,972 0,056
Dm-016 2,219 10,278 4,714 1,383 0,012 0,043 0,157 0,143
Dm-017 3,598 0,097 13,753 17,388 0,049 0,055 0,048 0,019
Dm-018 55,624 0,129 3,193 5,316 0,109 0,230 0,188 0,283
Dm-019 0,803 0,887 11,545 2,186 0,030 0,036 0,046 0,014
Dm-020 25,123 0,105 2,010 0,681 0,047 0,801 0,395 0,086
Dm-021 14,375 0,101 3,780 2,220 0,016 0,048 0,083 0,017
Dm-022 22,813 31,684 2,974 2,496 0,084 0,325 3,721 0,596
Dm-023 82,279 39,685 197,776 85,921 0,093 0,113 0,159 0,048
Dm-024 0,191 35,680 1,355 0,176 0,164 0,096 0,130 0,096
Dm-025 13,472 39,531 9,124 2,268 0,021 0,069 0,071 0,060
Dm-026 18,792 19,178 8,713 6,591 0,058 0,107 0,325 0,086
Dm-027 7,165 4,728 1,880 0,705 0,026 0,038 0,070 0,035
Dm-029 1,340 15,318 7,347 7,248 0,052 0,211 0,480 0,085
Dm-030 1,186 10,980 37,256 7,000 0,451 0,734 0,110 0,039
Dm-031 2,949 26,802 1,899 0,504 0,037 0,055 0,036 0,002
Dm-032 36,583 0,069 23,944 7,756 0,115 0,110 0,072 0,054

Tabla 5: Concentraciones medias normalizadas de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de las donantes de ovocitos.
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1.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeina y cotinina en liquido folicular

En la siguiente tabla (Tabla 6) se muestran los valores minimos y maximos en el liquido
folicular de los donantes de ovocitos de nuestro estudio. No recibimos liquido folicular de dos

de las donantes de ovocitos.

Valor min.

2,741 0,162 0,119 0,191 --- 0,449 0,139 0,029
(ng/ml)
Valor méx. _
2716,380 70,435 25,402 21,043 57,794 2,399 5,197 4,382
(ng/ml)
a+DS 572,1414669,560  26,826423,337  2,29145,731 1,860+4,018 57,794 1,424+1,379 0,894+1,359 1,030+1,585

0 9 5 0 28 27 10 13
) (0%) (31,0%) (17,2%) (0%) (96,6%) (93,1%) (34,5%) (44,8%)

Tabla 6: Valores minimos y maximos, media=DS y, nimero de muestras en las que no se detectaron en liguido
folicular de caleina, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD).

Como el liquido folicular fue recogido el mismo dia que la orina 1, usaremos como referencia
la media esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en liquido

folicular se recogen en la Tabla 7.

La concentracién de cotinina fue inferior al LdD en el 31,0% de las muestras de liquido
folicular, daidzeina 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 concentracién minima detectada en liquido folicular de cafeina fue de 2,741 ng/ml y la
mdxima de 2716,380 ng/ml. Las mayores concentraciones en el liquido folicular correspondian
a las mayores concentraciones detectadas en orina 1 y éstas aparecian en donantes que eran

consumidoras frecuentes (5-6 veces a la semana o mds) de café y refrescos de cafeina.

La cotinina present6 una concentracién minima de 0,162 ng/ml y un valor méximo de 70,435
ng/ml. Las mayores concentraciones se detectan el liquido folicular de fumadoras con una
concentraciéon minima de 0,567 ng/ml. La concentracién en liquido folicular fue inferior a
LdD en las no fumadoras y en las que se declararon fumadoras pasivas. Las mayores
concentraciones en liquido folicular correspondieron con las mayores concentraciones
detectadas en la orina 1. La concentracién en liquido folicular parece estar relacionada con el

ndmero de cigarrillos consumidos al dia.
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La daidzeina aparecia en liquido folicular con una concentraciéon minima de 0,119 ng/ml y un
valor méximo de 25,402 ng/ml. Las mayores concentraciones detectadas en liquido folicular
aparecian en las donantes con las mayores concentraciones en la orina 1. Estas donantes
respondieron en el cuestionario que nunca consumian ninguno de los productos de soja y

derivados que se les plantearon.

La genisteina fue detectada en todas las muestras de liquido folicular con una concentracién
minima de 0,191 ng/ml y una concentracién maxima de 21,043 ng/ml. Al igual que ocurria con
la daidzeina, y en las mismas donantes, se detectan las mayores concentraciones en liquido
folicular y orina 1. Estas donantes segtin lo contestado en el cuestionario no consumian nunca

soja o sus derivados.

EL BPA solo fue detectado en uno de los liquidos foliculares con una concentracién de 57,794
ng/ml. Este valor en liquido folicular corresponde a un valor de concentracién intermedio
detectado en la orina 1. Esta donante declar6 un consumo de 2 6 3 veces al dia de refrescos
enlatados y zumos envasados y, una reutilizacion de 4 veces o mds de las botellas de plastico

de agua.

El MEHP se detect6 en dos muestras de liquido folicular. En el resto la concentracién era
inferior a LdD. Estas dos muestras pertenecian a donantes que eran consumidoras muy
frecuentes (consumo diario) de agua embotellada, almacenaban la comida en recipiente de
plastico y eran usuarias frecuentes (2-4 veces a la semana 0 mds) de leche corporal, maquillaje

y esmalte de unas.

El m-Parabeno se detect6 en liquido folicular con concentracién minima de 0,139 ng/ml y
mdxima de 5,197 ng/ml, sin relacién con la concentracién detectada en orina 1. Las donantes
con mayores concentraciones en liquido folicular declararon usar diariamente crema

hidratante.

El p-Parabeno se encontré en liquido folicular con una concentracién minima de 0,029 ng/ml
y una concentracién méaxima de 4,382 ng/ml. No se observé relacion con la concentracién
detectada en orina 1. Las donantes con mayores concentraciones en liquido folicular
declararon usar diariamente crema hidratante y eran las mismas que presentaban mayores

concentraciones de m-Parabeno en liquido folicular.
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[NA, COTININAY DISRUPTOR NDOCRINOSEN LIQU FOLICULAR (ng /ml)

REFINT CAFEINA COTININA DAIDZEINA | GENISTEINA - MEHP m-PARABENO | p-PARABENO

Dm-001 230,605 12,519 1,258 1,358 <LdD <LdD 0,397 0,221
Dm-002 215,389 0,567 14,860 8,755 <LdD 0,349 <LdD <LdD
Dm-003 801,722 26,873 0,681 1,417 <LdD <LdD 0,482 0,172
Dm-004 770,012 <LdD <LdD 0,319 <LdD <LdD 0,222 0,217
Dm-005 2716,380 <LdD 0,836 0,757 <LdD <LdD 0,384 0,373
Dm-006 1771,087 <LdD 0,613 0,490 <LdD <LdD 0,220 0,029
Dm-007 70,566 3,471 2,191 1,950 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-008 57,589 46,463 <LdD 0,451 <LdD <LdD 1,006 3,855
Dm-009 7,510 7,598 0,407 0,896 <LdD <LdD 5,197 4,382
Dm-010 805,926 7,752 <LdD 0,523 <[.dD <[.dD 1,144 0,363
Dm-011 440,044 65,041 1,050 1,117 <LdD <LdD 4,024 4,365
Dm-012 1545,139 70,435 <LdD 0,227 <LdD <LdD 0,587 0,513
Dm-013 542,422 <LdD 1,139 1,729 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-014 221,296 <LdD 25,402 21,043 <LdD <LdD 0,383 0,254
Dm-015 201,203 32,042 1,167 2,966 <LdD <LdD 0,139 <LdD
Dm-016 81,514 10,001 0,119 0,191 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-017 109,102 <LdD 0,217 1,147 <LdD 2,399 <LdD <LdD
Dm-018 333,344 <LdD 0,227 0,914 <LdD <LdD 0,184 0,185
Dm-019 54,165 1,154 0,994 1,092 <LdD <LdD 0,198 <LdD
Dm-020 1953,958 0,162 0,399 0,348 <LdD <LdD 0,558 0,176
Dm-021 436,270 <LdD 0,333 1,766 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-022 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Dm-023 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Dm-024 2,741 67,796 0,242 0,427 <LdD <LdD 0,267 0,286
Dm-025 356,019 31,861 1,020 0,927 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-026 1225,580 35,008 0,158 0,251 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-027 303,734 4,805 0,179 0,376 <LdD <LdD 0,152 <LdD
Dm-029 89,662 46,791 0,689 1,095 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-030 77,523 35,681 0,205 0,531 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dm-031 514,847 30,499 0,591 0,671 57,794 <[.dD 0,381 0,319
Dm-032 656,744 <LdD <LdD 0,197 <LdD <LdD 1,058 0,776

Tabla 7: Concentraciones de caleina, cotinina y disruptores endocrinos en el liquido folicular de las donantes de ovocitos.
<LdD: inferior al limite de deteccion de la técnica. N/A: dato no disponible.
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1.1.3. Variables clinicas

1.1.3.1.  Estimulaci6n y respuesta ovérica

A continuacién, se describen las variables clinicas mds relevantes relacionadas con el protocolo
de estimulacién ovirica aplicado y los resultados en cuanto al E2 obtenido el dia de la
administracién de la hCG para el desencadenamiento de la ovulacion y, la respuesta ovérica

valorada por el nimero total de ovocitos aspirados y el niimero de ovocitos MII.

El promedio de dias de estimulacion fue 9,5+0,9 dias. La media de foliculos antrales fue de
17,3£5,3 foliculos. 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 nimero medio de ovocitos por puncién
fue de 13,8+4,5 El niimero medio de ovocitos metafase 11 por puncién fue de 10,7+3,7 (Tabla

8).
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- ‘ IMC Estimulacién O ionefiees E2 (pg/ml) Dosis diaria | Dosis total FSH hMG N° ovocitos
HEFINT HDAD (Kg/m?) (DiahCG) JFSH (mUI/ml) (mUI/ml) (mUI/ml) uncién Ml
26 11 7+8

Dm-001 21,2 2799 150 1650 825 9 9
Dm-002 26 25,6 9 747 3475 300 2700 675 16 15
Dm-003 23 19,1 9 16+10 1770 150 1350 N/A 14 14
Dm-004 23 18,9 9 7+10 2124 150 1350 675 13 11
Dm-005 29 25,1 12 7+7 1732 225 2700 N/A 14 13
Dm-006 33 21,3 9 10+13 3771 200 1750 N/A 20 16
Dm-007 31 22,7 9 8+12 3295 200 1750 N/A 10 1
Dm-008 22 27,2 10 546 2487 225 2250 750 24 15
Dm-009 30 21,5 9 1147 2003 225 2025 675 10 7
Dm-010 33 24,2 9 N/A 1873 225 2025 675 13 12
Dm-011 32 19,7 9 4+6 4824 N/A N/A 2700 17 14
Dm-012 26 22,9 10 8+9 3726 150 1500 1500 18 14
Dm-013 24 20,8 9 9+9 1921 225 2025 675 12 11
Dm-014 30 23,1 9 9+10 2248 225 2025 675 10 8
Dm-015 31 22,0 8 5+4 770 300 2400 300 7 6
Dm-016 29 24,3 10 1147 4071 150 1500 750 15 14
Dm-017 18 23,4 10 10+12 831 187 1870 N/A 13 10
Dm-018 31 25,2 10 12+10 5318 N/A N/A 2250 15 9
Dm-019 29 20,4 1 10+15 2358 N/A N/A 2057 10 9
Dm-020 30 22,3 1 12+10 4484 225 2475 N/A 18 14
Dm-021 27 23,9 8 8+6 3339 300 1650 750 14 10
Dm-022 31 17,8 9 14+12 2397 150 1350 N/A 18 10
Dm-023 31 24,5 10 10+10 3023 225 2250 N/A 20 17
Dm-024 24 19,5 1 8+6 857 250 1000 N/A 12 11
Dm-025 30 20,7 10 8+8 5716 N/A N/A 2250 14 12
Dm-026 29 18,0 9 8+7 1960 150 1350 N/A 17 14
Dm-027 33 20,8 9 545 2735 N/A N/A 2700 7 6
Dm-029 31 20,6 9 545 1789 225 2025 675 7 5
Dm-030 22 17,6 9 18+10 2092 150 1350 N/A 13 10
Dm-031 34 21,8 9 8+3 1535 300 2700 N/A 6 6
Dm-032 33 20,8 9 747 1940 300 2700 N/A 21 10
MediatDS  28,4+4,0 21,8424  9,5+0,9 17,345,3  2685,9+1263,1 213,9+54,1  1912,3+500,9 1197,6+805,0 13,8445 10,7+3,7

Tabla 8: Edad, IMC, estimulacion y respuesta ovirica de las donantes de ovocitos.N/A: dato no disponible.
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1.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

1.2.1. Relaci6n entre estilo de vida y variables clinicas

De todas las variables de exposicion que aparecen en el cuestionario, se detallan a

continuacion aquellas en las que se observaron diferencias significativas:

En cuanto a la ACTIVIDAD FISICA, las donantes fueron preguntadas por la
frecuencia con la que caminaban al dia. Las respuestas se categorizaron como sigue:
no camina casi nunca, menos de 20 minutos al dfa, 20-40 minutos al dfa, 40-60
minutos al dia, entre 1 y 1 hora y media al dia o mds de 1 hora y media al dia. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el ndmero de foliculos
antrales y el tiempo caminando (p=0,039). Respecto al tiempo que las donantes
hacian 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 mds de una hora a la
semana. Se observaron diferencias estadisticamente significativas para el tiempo
dedicado a hacer bicicleta a la semana con el ndmero de ovocitos metafase II

(p=0,033) y con la dosis total de FSH (p=0,037).

Si tenemos en cuenta la EXPOSICION A QUfMICOS (si/no), se observé una
disminucién estadisticamente significativa en el ndmero de foliculos antrales
(p=0,044), el ndmero total de ovocitos (p=0,042) y el ntmero 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 observé un
incremento estadisticamente significativo en el nimero de foliculos 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 dia o mds. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el ndmero 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 PLASTICO para
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almacenar alimentos (si/no) y si calentaban los alimentos contenidos en un envase de
plastico (si/no). Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
ndmero de foliculos antrales y la costumbre de calentar alimentos en recipiente de
plastico (p=0,048) y entre almacenar comida en plastico 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, desmagquillante y esmalte de ufas. Se agruparon las respuestas en tres
categorias: semanal/diariamente, mensualmente y nunca. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el ntmero de foliculos 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. Relacién entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

en orina y liquido folicular y, variables clinicas

De todas las mediciones realizadas en liquido folicular y orina, s6lo se observaron
diferencias significativas en la concentracion de CAFEINA, mostrando una relacion
positiva estadisticamente significativa entre el niimero total de ovocitos con la cafeina
media en orina (p=0,002) y con la cafeina en liquido folicular (p=0,040). También se
observé esta relacién entre el nimero de ovocitos MII y la cafeina media en orina

(p=0,005) y la cafeina en liquido folicular (p=0,008) (Figura 20).
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Figura 20: Relacion entre la concentracion de caleina en orina y liquido folicular y el niimero de ovocitos y
el nimero de ovocitos MII.
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2. RESULTADOS DE LOS DONANTES DE SEMEN

2.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

2.1.1. Variables demogréficas: caracterfsticas poblacionales

Nuestro estudio incluyé 25 donantes pertenecientes al programa de donacién de semen de
IVI-Valencia. El intervalo de edad de los donantes de semen fue de los 18-34 afios con una
edad media de 24,4+4,7 afos. El intervalo de IMC de los donantes de semen fue entre 19,6 y
35,7 kg/m* con un IMC medio de 23,9+4,0 kg/m*(Tabla 13). Todos los donantes de semen
habian nacido en Espafia, eran de raza caucdsica y tenian su residencia en la ciudad de
Valencia o alrededores. En cuanto al nivel educativo de los donantes, 8 de los 25 (32%) habian
cursado estudios universitarios, 8 (32%) formacion profesional, 8 (32%) educacién secundaria
y uno (4%) de los donantes habia cursado educacién primaria. Debido a su profesion, 3 de los

donantes (12%) estaban expuestos ocupacionalmente a compuestos quimicos.

2.1.2. Variables de exposicién
2.1.2.1.  Estilo de vida

Tras el andlisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de los donantes de semen,
en el Anexo V se detalla la distribucién de la poblacién en cuanto a la actividad fisica realizada,
consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto

con pldsticos y consumo de farmacos.

2.1.2.2.  Disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

2.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafefna 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 asi como, la cafeina y la cotinina. En las segundas orinas (orina 2) no
fue detectada cafeina 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 minimos y maximos que

se encontraron en la orina de los donantes de semen de nuestro estudio (Tabla 9).
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- CAFEINA COTININA DAIDZEINA GENISTEINA MEHP m-PARABENO | p-PARABENO

Valor min.

(ng/ng 0,031 0,013 0,018 0,065 0,006 0,031 0,004 0,001
creatinina)

Valor méx.
(ng/ng 20,272 40,284 86,702 22,815 0,632 1,838 1,574 0,327

creatinina)

3,654+5,056 5,589+10,623 10,942420,579 4,53046,377 0,116+0,150 0,216+0,354 0,176+0,341 0,053+0,092

Tabla 9: Valores minimos y maximos medios y, media+DS de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos detectados
en la orina de los donantes de semen.

En la siguiente tabla (Tabla 10) se muestran los niveles de cafeina, cotinina y los disruptores
endocrinos analizados en orina de los donantes masculinos. Para la descripcion de los
resultados consideraremos, siempre que dispongamos de €l el valor medio de las orinas 1y 2

(orina media).

La cafeina fue detectada en todas las muestras de orina salvo en una de ellas en la que la
concentracion era inferior al LdD de la técnica. El valor medio minimo de cafeina detectado
en orina fue 0,031 ng/ng creatinina y el maximo fue 20,272 ng/ng creatinina. Observamos que
los donantes que se declararon grandes consumidores de cafeina (tomaban café 5 6 6 veces a
la semana o mds), en general, tenfan concentraciones superiores a 1,080 ng de cafeina/ng de
creatinina. Si tomamos como referencia de alto consumo 1,080 ng de cafeina/ng de creatinina,
en los donantes poco consumidores de bebidas con cafeina (café y refrescos) encontramos
concentraciones similares en las orinas 1 y 2. También observamos que en grandes

consumidores se detectan grandes diferencias de concentracion en las orinas 1y 2.

Con respecto a la cotinina, fue detectada en todas las muestras de orina (orinas 1y 2). El valor
medio minimo de cotinina detectado en orina fue 0,013 ng/ng creatinina y el maximo 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 concentracion de cotinina
media en orina no parecia dependiente del nidmero de cigarrillos fumados. En los no

fumadores se obtuvieron valores de cotinina similares en ambas orinas.
La daidzeina se detect6 en todas las muestras de orina. Los donantes, en general, declararon

escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio minimo de daidzeina en

orina fue 0,018 ng/ng creatinina y el maximo fue 86,702 ng/ng creatinina. Las concentraciones
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de daidzeina parecen independientes del consumo de soja en diferentes formas. A partir de
una concentracion media de 1,802 ng/ng creatinina se observa una alta variacién entre las

concentraciones de la orina 1y 2.

La genisteina se detecté en todas las muestras de orina. Al igual que ocurria con la daidzeina,
los donantes declararon escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio
minimo de genisteina detectado en orina fue 0,065 ng/ng creatinina y el méaximo fue 22,815
ng/ng creatinina. Las concentraciones de genisteina parecen independientes del consumo de
soja en diferentes formas. A partir de una concentracion media de 4,426 ng/ng creatinina

observa una alta variacién entre las concentraciones de la orina 1y 2.

El BPA fue detectado en todas las muestras de orina con concentraciones similares en las
orina 1 y 2. El valor medio minimo de BPA detectado en orina fue 0,006 ng/ng creatinina y el
maximo fue 0,632 ng/ng creatinina. Se obtuvieron valores de BPA similares en ambas orinas.
La concentracion de BPA media en orina parece independiente del consumo de agua
embotellada, pero se observan concentraciones medias en orina mds altas en consumidores
frecuentes (5 6 6 veces a la semana o mds) de zumos envasados y embutidos envasados. La
concentracién de BPA media en orina parece independiente de reutilizar la botella de agua de
plastico. La concentracion de BPA media en orina también parece independiente del
almacenamiento de alimentos en pldstico, aunque las mayores concentraciones se encuentran
en donantes que almacenaban alimentos en recipientes de pldstico. La concentraciéon de BPA
media en orina parece independiente de calentar la comida en recipiente de pléstico, de

reutilizar la botella de plastico o incluso de ser portador de empastes.

En cuanto al MEHP, se detect6 en todas las muestras de orina. Las concentraciones en las
orinas 1y 2 fueron muy similares. El valor medio minimo de MEHP encontrado en orina fue
0,031 ng/ng creatinina y el maximo 1,838 ng/ng creatinina. Se obtuvieron valores de MEHP
similares en ambas orinas. La concentracién de MEHP media en orina parecia independiente

del consumo de bebidas embotelladas, enlatados, envasados y, productos de higiene personal.

El m-Parabeno se detecté en todas las muestras de orina menos en 3 muestras (orina 2) en las
que la concentracion fue inferior a LdD. El valor medio minimo de m-Parabeno detectado en
orina fue 0,004 ng/ng creatinina y el maximo 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 detect6 en todas las orinas 1, pero fue inferior a LdD en 12 de
las muestras. El valor medio minimo de p-Parabeno encontrado en orina fue 0,001 ng/ng
creatinina y el maximo 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 més).
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CONCENTRACIONES MEDIAS NORMALIZADAS DE CAFEINA, COTININAY DISRUPTORES ENDOCRINOS EN ORINA (ng/ng creatinina)

CAFEINA COTININA DAIDZEINA GENISTEINA MEHP m-PARABENO | p-PARABENO

Dh-001 20,272 0,062 36,899 13,439 0,133 0,078 0,046 0,023
Dh-002 0,237 0,015 0,147 0,957 0,014 0,206 0,191 0,062
Dh-003 3,868 2,216 28,247 11,896 0,051 0,099 0,019 0,003
Dh-004 6,431 4,737 0,526 0,196 0,051 0,164 0,860 0,020
Dh-005 5,415 13,502 2,617 1,335 0,032 0,186 0,034 0,118
Dh-006 3,805 0,025 2,558 1,889 0,141 0,390 0,026 0,006
Dh-007 1,080 40,284 11,677 2,023 0,012 0,052 0,213 0,015
Dh-008 4,474 0,058 0,177 0,304 0,235 0,282 1,574 0,327
Dh-009 1,114 2,856 1,046 1,047 0,059 1,838 0,206 0,023
Dh-010 0,975 0,020 6,297 5,346 0,380 0,350 0,100 0,019
Dh-011 0,352 0,013 0,259 0,649 0,379 0,145 0,028 0,006
Dh-012 0,779 0,015 0,487 0,499 0,085 0,031 0,030 0,008
Dh-013 3,448 8,417 1,087 1,176 0,079 0,116 0,081 0,150
Dh-014 1,954 0,059 13,367 8,114 0,104 0,131 0,076 0,067
Dh-015 3,350 0,410 1,675 1,575 0,038 0,056 0,353 0,327
Dh-016 18,515 0,079 2,757 0,725 0,007 0,106 0,041 0,002
Dh-017 0,031 13,486 14,222 6,903 0,011 0,078 0,038 0,008
Dh-018 2,428 8,883 86,702 21,368 0,039 0,071 0,015 0,005
Dh-019 3,679 1,839 1,802 2,304 0,026 0,405 0,013 0,002
Dh-020 0,418 0,021 2,539 4,426 0,163 0,093 0,236 0,102
Dh-021 3,544 0,126 53,618 22,815 0,006 0,045 0,041 0,004
Dh-023 1,417 0,048 0,234 1,520 0,018 0,172 0,025 0,007
Dh-024 0,572 2,104 1,309 1,674 0,047 0,060 0,004 0,001
Dh-025 0,438 35,891 3,276 1,004 0,170 0,124 0,111 0,004
Dh-026 2,743 4,561 0,018 0,065 0,632 0,133 0,028 0,005

Tabla 10: Concentraciones medias normalizadas de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de los donantes de semen.
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2.1.2.2.2.  Disruptores endocrinos, cafeina y cotinina en plasma seminal

En la Tabla 11, se muestran los valores minimos y méximos que encontramos en plasma

seminal de los donantes masculinos incluidos en este estudio.

- COTININA DAIDZEINA | GENISTEINA | BPA ORINA MEHP n-PARABENO] p-PARABENO

Valor min.

1,281 0,126 0,144 0,584 0,734 0,094 0,097 0,106
(ng/ml)

Valor méx.

(ng/ml)

153,0754202,206  22,876+29,363  12,159443,542  10,381+18,297 1,2440,813 0,490+0,786  0,690£0,713  0,191+0,085
# 0 10 2 0 22 18 18 21
(0%) (40%) (8%) (0%) (88%) (72%) (72%) (84%)

Tabla 11: Valores minimos y maximos media+DS y, nimero de muestras en las que no se detectaron en plasma
seminal caleina, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD).

713,354 101,269 210,662 69,844 2,182 2,258 1,963 0,279

Como el plasma seminal fue recogido el mismo dia que la orina 1, usaremos como referencia
esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en liquido folicular se

recogen en la Tabla 12.

La concentracion de cotinina fue inferior al LdD en el 40% de las muestras de plasma seminal,
daidzeina 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 cafeina 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 mayoria de casos concentraciones altas de

cafeina en orina suponian concentraciones altas en plasma seminal.

La concentracién minima de cotinina detectada fue 0,126 ng/ml y la maxima 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 encontré
cotinina en plasma seminal. En los otros nueve, la concentracién era inferior a LdD. Cuando
la concentracién en orina era igual o superior a 0,086 ng/ng creatinina, ésta era detectada en

plasma seminal.
Por otro lado, la daidzeina s6lo pudo ser detectada en dos de las muestras de plasma seminal.

La concentracién minima observada fue 0,144 ng/ml y la médxima 210,662 ng/ml. Pese a que

los donantes no consumifan soja en ninguna de las formas por las que eran preguntados, se
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detectaba daidzeina en altas concentraciones que coincidian con los donantes con mayores

concentraciones en orina 1.

La genisteina se detect6 en todas las muestras de plasma seminal. La concentracién minima
detectada fue 0,584 ng/ml y la maxima 69,844 ng/ml. Al igual que ocurria con la daidzeina, se
encontr6 genisteina en el plasma seminal en diferentes concentraciones, aunque respondieron

en el cuestionario que nunca consumian productos de soja y derivados.

Sélo se detecté BPA en 3 de los plasmas seminales. En el resto de muestras la concentracion
fue inferior al LdD. No encontramos ningtin tipo de relacién con las concentraciones

encontradas en orina.

El MEHP se detecté en 7 de las muestras de plasma seminal. La concentracion minima
detectada fue 0,094 ng/ml y la maxima 2,258 ng/ml. Dos de las mayores concentraciones mas

altas en orina coincidian con las concentraciones mas altas en plasma seminal.

El m-Parabeno fue detectado en 7 de las muestras de plasma seminal, en el resto la
concentracién era inferior al LdD. La concentracién minima detectada fue 0,097 ng/ml y la
maxima 1,963 ng/ml. Las mayores concentraciones en la orina 1, se relacionaban con altas

concentraciones en plasma seminal.

Por dltimo, el p-Parabeno fue detectado sélo en 4 de las muestras de plasma seminal en el
resto la concentracion era inferior al LdD. Solo en 3 de las muestras se detecté 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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CENTRACIONES DE CAFEINA, COTININAY DISRUPTORES ENDOCRI N PLASMA SEMINAL (ng/ml

REFINT CAFEINA COTININA DAIDZEINA GENISTEINA MEHP m-PARABENC

)
p-PARABENO

Dh-001 177,850 <LdD 6,992 6,259 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dh-002 1,317 <LdD 0,391 1,765 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dh-003 31,205 3,561 17,940 13,461 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dh-004 304,445 12,420 0,440 1,667 <LdD 0,101 0,453 <LdD
Dh-005 400,018 31,581 0,195 2,671 <LdD <LdD 0,097 <L.dD
Dh-006 100,516 <L.dD 6,574 11,224 <[.dD 0,094 <L.dD <[.dD
Dh-007 29,896 101,269 2,702 1,547 <LdD <LdD 1,963 0,247
Dh-008 33,987 0,126 1,048 1,264 <LdD <LdD 0,117 <L.dD
Dh-009 36,927 5,601 1,689 10,310 2,182 2,258 0,773 0,131
Dh-010 20,764 <I.dD 16,472 17,972 <I.dD <LdD <I.dD <I.dD
Dh-011 37,898 <L.dD 0,576 6,840 <L.dD <LdD <L.dD <I.dD
Dh-012 76,849 <LdD 1,307 4,358 <LdD <LdD <LdD <L.dD
Dh-013 184,564 14,358 1,609 2,016 <LdD 0,303 <L.dD 0,106
Dh-014 47,468 <LdD <LdD 7,605 <L.dD <L.dD <L.dD <L.dD
Dh-015 696,394 1,084 0,735 3,255 <[LdD 0,142 <L.dD <[.dD
Dh-016 283,653 0,131 1,089 1,771 <LdD <LdD <LdD <L.dD
Dh-017 1,281 27,683 1,911 5,973 <LdD <LdD 1,298 0,279
Dh-018 21,464 37,769 1,158 1,308 0,818 0,178 0,127 <L.dD
Dh-019 34,041 8,959 0,535 15,487 <LdD 0,351 <LdD <LdD
Dh-020 10,885 <LdD 0,144 1,339 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dh-021 301,125 <LdD 210,662 69,844 <LdD <LdD <LdD <LdD
Dh-023 17,934 <LdD 0,333 68,055 0,734 <LdD <L.dD <L.dD
Dh-024 25,331 10,011 4,799 2,160 <L.dD <LdD <L.dD <L.dD
Dh-025 713,354 75,634 0,352 0,782 <LdD <LdD <I.dD <I.dD
Dh-026 237,717 12,958 <LdD 0,584 <LdD <LdD <LdD <LdD

Tabla 12: Concentraciones de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en el plasma seminal de los donantes de semen. <LdD: inferior al limite de deteccion.
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2.1.3. Variables clinicas

2.1.3.1. Pardmetros seminales

Los pardmetros seminales considerados (volumen, concentracién, ndmero total de
espermatozoides y porcentaje de espermatozoides progresivos, no progresivos e inmoviles)
mostraron, en todos los casos, valores normales segtin los criterios establecidos por el programa

de donacién de semen de IVI-Valencia (Tabla 13).

El volumen del eyaculado oscil6 entre 2,1-6,5 ml con un volumen medio de 3,8+1,1 ml. La
concentracién/ml varié entre 22-113 millones/ml y la concentraciéon media fue de 55,3+24,3
millones/ml. La concentracion total varié de 66-376 millones siendo la concentracién media
fue 199,0+79,0 millones/ml. Los espermatozoides méviles progresivos variaron entre 21-72%.
La media de espermatozoides moéviles progresivos fue 47,5+11,6%. Los espermatozoides
moviles no progresivos variaron entre 6-28%. La media de espermatozoides mdviles no
progresivos fue 13,1+£5,5%. Los espermatozoides inmdéviles variaron entre 19-64%. La media

de espermatozoides méviles no progresivos fue de 39,4+10,9%.
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IMC Volumen Concentracién Concentracién Total | Progresivos | No progresivos | Inméviles
REFINT JEDAD | ey | (ml) (millones/ml) (millones) %)
6,0

Dh-001 29,0 22,1 5,3 33,6 178,1 52,0 42,0
Dh-002 22,0 21,0 3,0 53,0 159,0 45,0 24,0 31,0
Dh-003 18,0 22,0 25 101,0 252,5 54,0 18,0 28,0
Dh-004 19,0 29,8 2,1 55,0 115,5 36,0 17,0 47,0
Dh-005 28,0 23,9 4,0 60,0 240,0 36,0 28,0 36,0
Dh-006 23,0 24,9 3,0 52,0 156,0 43,0 9,0 48,0
Dh-007 34,0 25,5 4,0 30,0 120,0 42,0 13,0 45,0
Dh-008 25,0 20,6 3,0 22,0 66,0 37,0 17,0 46,0
Dh-009 20,0 24,8 35 34,0 119,0 53,0 12,0 35,0
Dh-010 21,0 27,8 3,0 22,0 66,0 37,0 17,0 46,0
Dh-011 34,0 22,6 45 44,0 198,0 38,0 10,0 52,0
Dh-012 18,0 24,2 3,2 493 157,8 52,0 6,0 42,0
Dh-013 20,0 20,9 5,5 66,6 366,3 68,0 13,0 19,0
Dh-014 230 31,2 4,2 48,0 201,6 53,0 17,0 30,0
Dh-015 20,0 22,7 26 113,0 293,8 42,0 11,0 47,0
Dh-016 27,0 35,8 4,0 44,0 176,0 49,0 7,0 44,0
Dh-017 29,0 21,3 2,5 86,6 216,5 56,0 16,0 28,0
Dh-018 24,0 21,5 4,7 80,0 376,0 59,0 12,0 29,0
Dh-019 28,0 23,2 25 81,0 202,5 21,0 15,0 64,0
Dh-020 29,0 20,3 3,2 78,0 249.6 62,0 6,0 32,0
Dh-021 240 25,7 5,3 36,6 194,0 42,0 15,0 43,0
Dh-023 230 21,6 6,5 27,0 175,5 57,0 10,0 33,0
Dh-024 21,0 23,5 42 37,0 155,4 35,0 9,0 56,0
Dh-025 30,0 24,0 4,0 70,0 280,0 72,0 8,0 20,0
Dh-026 21,0 16,3 4,5 58,0 261,0 47,0 12,0 41,0
Media+D$S 24,447 23,940  3,8x1,1 55,3+24,3 199,0+79,0 47,5:11,6 13,1£5,5 39,4+10,9

Tabla 13: Edad, IMC, parametros 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 disomias 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 poblaciéon 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 ningtin 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 clinico, consideramos que un resultado de FISH es anormal cuando se observa un
incremento significativo de disomias y diploidias para los cromosomas analizados al
compararlos con los de la poblacién control (Tabla 14).

DISOMIAS AUTOSOMAS (%) DISOMIAS CROMOSOMAS DIPLOIDIA
SEXUALES (%) TOTAL (%)

Espermatozoides analizados

X/Y/18 13/21 Cr-13 Cr-16 Cr-21
6821 7467 12(0,16)  3(0,004) 19 (0,25) 23(0,34) 39 (0,27)

Tabla 14: Tabla grupo control en espermatozoides de testiculo (Rodrigo et al,, 201 1).
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REF INT Sptz. X,Y,18 % DISXY | % DIS 18 % DIPL X,Y,18 Sptz.13,21 % DIS 13 %DIS 21 % DIP 13,21
0,01

Dh-001 9552 50,23 49,77 0,06 0,01 0,02 7469

Dh-002 5472 48,73 51,27 0,07 0,00 0,02 2046 0,05 0,10 0,00
Dh-003 5631 50,63 49,37 0,14 0,00 0,00 5136 0,02 0,02 0,02
Dh-004 6119 50,28 49,72 0,03 0,00 0,08 5842 0,00 0,02 0,00
Dh-005 4438 50,19 49,81 0,02 0,00 0,00 2016 0,00 0,15 0,00
Dh-006 5624 49,64 50,36 0,04 0,02 0,00 3094 0,00 0,00 0,00
Dh-007 6038 50,34 49,66 0,13 0,00 0,12 3250 0,00 0,00 0,00
Dh-008 6986 50,92 49,08 0,04 0,00 0,04 7089 0,01 0,01 0,00
Dh-009 5772 52,99 47,01 0,03 0,00 0,02 5823 0,00 0,05 0,00
Dh-010 5685 51,01 48,99 0,00 0,00 0,04 4598 0,02 0,02 0,00
Dh-011 6529 50,54 49,46 0,08 0,08 0,41 8069 0,01 0,04 0,06
Dh-012 5652 51,22 48,78 0,04 0,02 0,02 2053 0,00 0,00 0,00
Dh-013 4426 50,73 49,27 0,02 0,05 0,00 2007 0,00 0,00 0,00
Dh-014 2078 48,00 52,00 0,05 0,00 0,00 2101 0,00 0,14 0,00
Dh-015 4900 49 48 50,52 0,00 0,00 0,02 5079 0,02 0,00 0,00
Dh-016 4387 49,08 50,92 0,11 0,00 0,02 4201 0,05 0,02 0,00
Dh-017 2009 49,63 50,37 0,10 0,00 0,00 2064 0,00 0,15 0,00
Dh-018 2034 51,84 48,16 0,05 0,00 0,00 2047 0,00 0,05 0,00
Dh-019 2189 52,61 47,39 0,00 0,05 0,00 2002 0,10 0,10 0,00
Dh-020 4981 49,99 50,01 0,04 0,02 0,02 5002 0,00 0,02 0,02
Dh-021 5065 49,18 50,82 0,08 0,00 0,00 5050 0,04 0,06 0,02
Dh-023 2028 47,40 52,60 0,10 0,10 0,05 2106 0,00 0,09 0,00
Dh-024 5346 49,29 50,71 0,11 0,04 0,00 5003 0,04 0,06 0,00
Dh-025 3898 47,25 52,75 0,03 0,03 0,05 2580 0,04 0,00 0,00
Dh-026 2165 47,82 52,18 0,23 0,09 0,00 2099 0,00 0,05 0,00

Media=DS  4760,16+1868,80 49,96+1,46 50,04+1,46 0,06+0,05  0,02+0,03 0,04+0,08 3913,04£1956,86  0,02+0,02  0,05£0,05 0,01+0,01

Tabla 15: Resultado de la FISH de espermatozoides de los donantes de semen. Sptz: Espermatozoides. DIS: disomia. DIPL: diploidia.
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2.2. ANALISIS ESTADISTICO

2.2.1. Relaci6n entre estilo de vida y variables clinicas

De todas las variables de exposicion que aparecen en el cuestionario, se detallan, a

continuacion, aquellas en las que se observaron diferencias significativas:

En cuanto a la ACTIVIDAD FISICA, los donantes fueron preguntados por la
frecuencia con la que caminaban al dia. Las respuestas se categorizaron como sigue:
no camina casi nunca, menos de 20 minutos al dfa, 20-40 minutos al dfa, 40-60
minutos al dia, entre 1 y 1 hora y media al dia 6 mds de 1 hora y media al dia. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tiempo dedicado a las

tareas del hogar y el porcentaje de disomias de los cromosomas sexuales (p=0,020).

Respecto al CONSUMO DE SQOJA, a los donantes se les pregunté con qué frecuencia
consumian 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 encontré un incremento estadisticamente significativo
en el porcentaje de disomfas 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 estadisticamente significativas positivas para las disomfas de
cromosomas sexuales y el consumo de yogur de soja (p=0,050) y de soja germinada
(p=0,044). Se encontré un incremento estadisticamente 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 observé una disminucion estadisticamente significativa del porcentaje de
espermatozoides progresivos (p=0,045) y un aumento del porcentaje de

espermatozoides inméviles (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 dia o mds. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para las disomias de autosomas
con el consumo de yogur (p=0,022) y con el consumo de carne (p=0,046). También
se encontr6 correlacion para porcentaje de diploides totales con el consumo de
visceras (p=0,023), con el consumo de aceitunas enlatadas (p=0,042) y con el
consumo attin enlatado (p=0,028). El consumo de verdura fresca se correlacioné con
el porcentaje de espermatozoides inméviles (p=0,007) y con el porcentaje de

espermatozoides progresivos (p=0,027).
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e Las respuestas sobre el uso de productos de HIGIENE PERSONAL como crema
hidratante, leche corporal, fotoprotector solar, autobronceador, maquillaje,
desmaquillante 'y esmalte de ufias, se agruparon en tres categorias:
semanal/diariamente, mensualmente y nunca. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la concentracién total de espermatozoides y el uso

de fotoprotector solar (p=0,047).

e Los donantes fueron preguntados si usaban ENVASES DE PLASTICO para
almacenar alimentos (si/no) y si calentaban los alimentos contenidos en un envase de
plastico (si/no). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
calentar comida en recipiente de plastico y el porcentaje de espermatozoides no

progresivos (p=0,001).

2.2.2. Relacién entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

en orina y plasma seminal y, variables clinicas

De las determinaciones realizadas en orina y plasma seminal se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los siguientes analitos:
e Con respecto a la DAIDZEINA, se observé un incremento estadisticamente
significativo del porcentaje de disomias de autosomas y la concentracién en orina
(p=0,031) y en plasma seminal (p=0,004) y para el porcentaje de diploides totales y la

concentracién en plasma seminal (p=0,008) (Figura 21).

craatining)

DAIDZEINA MEDIA ORINA (;

g

8
1

g
DAIDZEINA PS (nglmL)

DAIDZEINA P$ (ngimL)

oo 8 8§ o o 8 o o o B8 8 o

0gom 20000 I 2000 a0 00000 o 2 H H
% DIS AUTO % DIPL TOTALES

Figura 21: Relacion entre la concentracion de daidzeina en orina y plasma seminal y el porcentaje de
disomias de autosomas y de diploides totales.
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e En el caso de la GENISTEINA, se observé un aumento estadisticamente significativo
en el porcentaje de disomfas de cromosomas sexuales (p=0,027) y en el volumen del

eyaculado (p=0,025) y la concentracién en el plasma seminal (Figura 22).
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Fioura 22: Relacion entre la concentracion de genisteina en plasma seminal y el porcentaje de disomias de
cromosomas sexuales y el volumen de eyaculado.

e Se observaron diferencias estadisticamente = significativas positivas  entre la
concentracion de m-PARABENO en plasma seminal y el porcentaje de

espermatozoides no progresivos (p=0,003) (Figura 23).
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Figura 23: Relacion entre la concentracion de m-Parabeno en plasma seminal y porcentaje de
espermatozoides no progresivos.

e Se encontraron diferencias estadisticamente significativas positivas entre la
concentracion media de p-PARABENO en orina y el porcentaje de disomfas de

cromosomas sexuales (p=0,008) (Figura 24).
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Figura 24: Relacion entre la concentracion de p-Parabeno en orina y porcentaje de disomias de
cromosomas sexuales.

88



e Se observaron diferencias significativas positivas entre la concentracién media en orina

de MEHP y la concentracién/ml (p=0,035) (Figura 25).
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Figura 25: Relacion entre la concentracion de MEHP en orina y la concentracion/ml.
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3. RESULTADOS DE LAS PACIENTES FEMENINAS

3.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

3.1.1. Variables demogréficas: caracterfsticas poblacionales

Nuestro estudio incluyé diez pacientes femeninas que acudian a TRA en IVI-Valencia. El
rango de edad de las mujeres incluidas fue de 30-38 afos y la edad media fue de 34,5+3,0
afos. El rango de IMC de las pacientes femeninas fue de 17,7 a 30 kg/m* y la media de
23,0+4,1 kg/m* (Tabla 19). Nueve de las pacientes femeninas (90%) habfan nacido en Espafa,
todas eran de raza caucdsica y 7 tenfan su residencia en la ciudad de Valencia o alrededores y
las restantes en otras provincias espafolas. En cuanto al nivel educativo de las pacientes
femeninas, 7 de las 10 pacientes femeninas (70%) habian cursado estudios universitarios, 1
(10%) formacion profesional, una (10%) educacién secundaria y una de las pacientes
femeninas (10%) habia cursado educacién primaria. Debido a la profesion desarrollada por las
pacientes femeninas, una de ellas (10%) estaba expuesta ocupacionalmente a compuestos

quimicos.

3.1.2. Variables de exposicién
3.1.2.1.  Estilo de vida

Tras el andlisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de las pacientes femeninas,
en el Anexo V se detalla la distribucién de la poblacién en cuanto a la actividad fisica realizada,
consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto

con pldsticos y consumo de farmacos.

3.1.2.2.  Disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

3.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafefna y cotinina en orina

De los 10 pacientes femeninas incluidas en el estudio, seis aportaron dos muestras de orina
(orinas 1y 2). En la tabla 16 se detallan los valores minimos y maximos 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 cafeina. La cotinina solo fue
detectada en tres de las orinas 1, el resto presentaba una concentracién inferior al LdD. En las
segundas orinas (orina 2) no fue detectado p-Parabeno (<L.dD) en una de las muestras, ni la

cotinina en cinco de las muestras analizadas (<LdD).
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| o [ comun | owwm | oo mete | mpananino | o eananeno

Valor min.
(ng/ng 1,532 0,008 1,249 1,146 0,057 0,025 0,051 0,004
creatinina)

Valor max.
(ng/ng 37,242 8,068 307,371 83,902 2,422 0,127 2,624 0,568

creatinina)

MediatDS 17,116+14,513  3,662+4,259  58,445+94,684 19,747£26,756 0,490+0,761 0,070+0,043 0,850+0,931 0,117+0,182

Tabla 16: Valores minimos y maximos medios y, media+DS de cateina, cotinina y disruptores endocrinos detectados
en la orina de las pacientes femeninas.

Para la descripcion de los resultados consideraremos siempre que dispongamos de él, del valor
medio de las orinas 1y 2. En la Tabla 17 se muestran los niveles de cafeina, cotinina y todos

los disruptores endocrinos analizados en orina de las pacientes femeninas.

En cuanto a la cafeina, fue detectada en todas las muestras de orina, con valor medio minimo
de 1,532 ng/ng creatinina y maximo de 37,242 ng/ng creatinina. Las pacientes femeninas que
se declararon grandes consumidoras de cafeina (tomaban café diariamente) tenfan

concentraciones superiores a 7,486 ng cafeina/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 concentracién fue inferior al LdD. El valor medio minimo de cotinina
encontrado en orina fue 0,008 ng/ng creatinina y el mdximo 8,068 ng/ng creatinina. La
concentracién de cotinina fue inferior al LdD en no fumadoras y exfumadoras. Las mayores
concentraciones medias en orina fueron detectada en la dnica paciente fumadora y en una

paciente que se declaré exfumadora.

La daidzeina, se detect6 en todas las muestras de orina. Las pacientes declararon nulo
consumo de soja en diversas formas pero el valor medio minimo de daidzeina encontrado fue
1,249 ng/ng creatinina y el méaximo 307,371 ng/ng creatinina. Las concentraciones de
daidzeina parecian independientes del consumo de soja en diferentes formas. Se observaba

una alta variacién entre las concentraciones de la orina 1y 2.

La genisteina se detecté en todas las muestras de orina. Aunque las pacientes femeninas
declararon nulo consumo de soja en diversas formas, el valor medio minimo de genisteina fue
1,146 ng/ng creatinina y el maximo 83,902 ng/ng creatinina. Las concentraciones de genisteina
parecian independientes del consumo de soja en diferentes formas, con una alta variacién

entre las concentraciones de las orinas 1y 2.
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Por otro lado, el BPA fue detectado en todas las muestras de orina. El valor medio minimo de
BPA detectado en orina fue 0,057 ng/ng creatinina y el maximo 2,422 ng/ng creatinina. La
concentraciéon de BPA media en orina parecia independiente del consumo de agua del grifo,
enlatados y envasados pero, se observaban concentraciones medias en orina mds altas en
consumidoras frecuentes (consumo diario) de agua en botella de plastico. La concentracion de
BPA media en orina parecia independiente de reutilizar la botella de agua de plastico, de
almacenar alimentos en recipiente de plastico, de calentar la comida en recipiente de pléstico

y de ser portadora de empastes.

En cuanto al MEHP, se detecté en todas las muestras de orina. Las concentraciones en las
orinas 1y 2 fueron similares. El valor medio minimo de MEHP encontrado en orina fue 0,025
ng/ng creatinina y el maximo 0,127 ng/ng creatinina. La concentracién de MEHP media en
orina parecia independiente del consumo de bebidas embotelladas, enlatados y envasados y del
contacto con plasticos. Las mayores concentraciones de MEHP se observaron en pacientes

usuarias frecuentes de leche corporal y fotoprotector solar.

El m-Parabeno se detect6 en todas las muestras de orina. El valor medio minimo detectado en
orina fue 0,051 ng/ng creatinina y el mdximo 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 detecté en todas las orinas. El valor medio minimo de p-
Parabeno detectado en orina fue 0,004 ng/ng creatinina y el maximo 0,568 ng/ng creatinina.
Las mayores concentraciones se detectaron en las pacientes femeninas que usaban

diariamente leche corporal.
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CONCENTRACIONES MEDIAS NORMALIZADAS DE CAFEINA, COTININAY DISRUPTORES ENDOCRINOS EN ORINA (ng/ng creatinina)

REFINT CAFEINA COTININA | DAIDZEINA | GENISTEINA MEHP m-PARABENO p-PARABENO

Pm-001 1,532 <LdD 307,371 35,291 1,133 0,042 1,958 0,307
Pm-002 3,645 <LdD 15,163 83,902 0,057 0,025 0,225 0,004
Pm-003 35,872 8,068 4,352 2,702 0,060 0,034 0,098 0,008
Pm-004 5,348 <LdD 1,249 1,146 0,078 0,113 1,034 0,112
Pm-005 7,486 0,017 16,878 3,688 0,116 0,109 1,654 0,030
Pm-006 32,602 <LdD 91,359 31,689 0,077 0,028 0,642 0,048
Pm-008 28,370 0,008 4,796 2,743 0,275 0,027 0,106 0,041
Pm-009 10,472 <LdD 101,470 31,835 0,595 0,127 2,624 0,568
Pm-012 37,242 <LdD 3,593 2,161 2,422 0,077 0,105 0,040
Pm-015 8,587 6,555 38,220 2,314 0,092 0,119 0,051 0,014

Tabla 17: Concentraciones medias normalizadas de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de las pacientes femeninas.
<LdD: inferior al limite de deteccion de la técnica.
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3.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeina y cotinina en liquido folicular

Recibimos liquido folicular de nueve de las diez pacientes incluidas en este estudio. En la

Tabla 18, se muestran los valores minimos y maximos que encontramos en liquido folicular de

las pacientes femeninas.

- CAFEINA COTININA | DAIDZEINA JGENISTEINA MEHP n-PARABENOJp-PARABENO]

Valormin.

2,830 0,008 0,000 0,260 0,355 0,532 0,852 0,479
(ng/ml)
Valor méax.
910,733 19,165 0,000 1,602 15,343 13,749 2,561 1,024
MediatDS 385,429+£298,370  4,126+7,689 0,000+£0,000 0,978+0,676 4,425£5,345 2,727+4,195 1,307+0,577  0,681+0,214
it <LdD 0 3 9 6 2 0 0 4
(%) (0%) (33,3%) (100%) (66,7%) (22,2%) (0%) (0%) (44,4%)

Tabla 18: Valores minimos y maximos, media=DS y, niimero de muestras en las que no se detectaron en liguido
folicular de caleina, cotinina y disruptores endocrinos (<LdD).

Como el liquido folicular fue recogido el mismo dia que la orina 1, usaremos como referencia
la media esta orina para establecer correlaciones. Las concentraciones detectadas en liquido

folicular se recogen en la Tabla 19.

La concentracién de cotinina fue inferior al LdD en el 33,3% de las muestras de plasma
seminal, daidzeina en el 100%, genisteina en el 66,7%, BPA en el 22,2%, y p-Parabeno en el

44 4% de las muestras.

La cafeina fue detectada en concentraciones que iban de 2,830 ng/ml a 910,733 ng/ml. Las
concentraciones altas de cafeina en orina suponian concentraciones altas en el liquido
folicular. Las mayores concentraciones de cafeina aparecian en el liquido folicular de

consumidoras diarias de café.

En cuanto a la cotinina, fue detectada en seis de los liquidos foliculares. La concentracion
minima detectada fue 0,008 ng/ml y la méaxima 19,165 ng/ml. Las mayores concentraciones de
cotinina en liquido folicular se observaron en la tnica paciente fumadora y en una paciente

que se declaré exftumadora.
La daidzeina no pudo ser medida ninguna de las muestras de liquido folicular. La genisteina se
detect6 en tres de los nueve liquidos foliculares, coincidiendo con las mayores concentraciones

encontradas en la orina 1. En el resto, la concentracién fue inferior al LdD. Las
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concentraciones minima y médxima encontradas fueron 0,260 ng/mly 1,602 ng/ml. Ninguna de

las pacientes consumia productos de soja y derivados.

Se detect6 BPA en 7 de los liquidos foliculares. Las concentraciones minima y maxima
detectadas fueron 0,355 ng/ml y 15,343 ng/ml, sin relacion con las concentraciones detectadas
en orina. No se encontré relacién con el consumo de alimentos enlatados, o envasados, ni con

el contacto con plasticos para almacenar o calentar alimentos.

El MEHP se detecté en todas las muestras de liquido folicular. Las concentraciones minima y
maxima encontradas fueron 0,532 ng/ml y 13,749 ng/ml. Las mayores concentraciones en
liquido folicular no se correlacionaron con las encontradas en la orina 1. No se observo
relacién con el consumo de enlatados, envasados, con almacenar o calentar alimentos en
plastico 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 liquido folicular. Las concentraciones
minima y maxima detectadas fueron 0,852 ng/mly 2,561 ng/ml. Las mayores concentraciones
en la orina 1 no se relacionaban con altas concentraciones en liquido folicular y se observaron

en usuarias de leche corporal.
Por dltimo, p-Parabeno fue detectado en 5 de las muestras de liquido folicular en mujeres

usuarias diarias de leche corporal. Las concentraciones minima y maxima detectadas fueron

0,479 ng/mly 1,024 ng/ml.
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ENTRACIONES DE CAFEINA, COTININAY DISR ES ENDOCRIN

REFINT EINA COTININA DAIDZEINA NISTEINA MEHP m-PARABENO BENO

Pm-001 25,097 <LdD 0,000 <LdD 0,355 1,277 1,451 0,479
Pm-002 2,830 <LdD 0,000 1,602 6,898 2,323 1,124 <LdD
Pm-003 262,912 5,520 0,000 <LdD 3,493 1,420 0,942 <LdD
Pm-004 291,828 0,036 0,000 <LdD <LdD 2,600 2,561 1,024
Pm-005 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Pm-006 477,347 <LdD 0,000 1,073 <LdD 13,749 0,852 <LdD
Pm-008 910,733 0,008 0,000 <LdD 15,343 0,578 0,954 0,638
Pm-009 452,895 0,016 0,000 0,260 0,768 0,532 0,976 0,537
Pm-012 729,522 0,010 0,000 <LdD 3,485 0,781 0,993 <LdD
Pm-015 315,700 19,165 0,000 <LdD 0,632 1,284 1,911 0,726

Tabla 19: Concentraciones de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en el liquido folicular de las pacientes femeninas.
<LdD: inferior al limite de deteccion. N/A: no disponible.
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3.1.3. Variables clinicas

3.1.3.1.  Estimulaci6n y respuesta ovirica

A continuacién, se describen las variables clinicas mds relevantes relacionadas con el protocolo
de estimulacién ovarica aplicado y los resultados en cuanto al E2 obtenido el dia de la
administracién de la hCG para el desencadenamiento de la ovulacion vy, la respuesta ovdrica

valorada por el nimero total de ovocitos aspirados y el niimero de ovocitos MII.

La media de dias de estimulacién fue 10,0+1,6. El nimero medio de foliculos 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 nimero medio de ovocitos por puncion fue

de 13,5£8,0. El niimero medio de ovocitos metafase 11 por puncion fue de 9,2+4,9 (Tabla 20).
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Feain s | P2 06000 | Dot [ et | iy | Moo
Pm-001 37 20,31 7 10+6 839 193 1.350 750 9 8
Pm-002 34 22,58 9 N/A 1.808 200 1.800 N/A 31 16
Pm-003 30 19,05 10 [4+12 2.733 150 1.500 N/A 19 18
Pm-004 30 21,72 10 N/A 1911 173 1.725 488 8 5
Pm-005 37 31,24 10 N/A 850 190 1.900 750 7 4
Pm-006 37 27,41 11 N/A 2.853 200 2.200 1.650 5 4
Pm-008 32 17,69 9 N/A 3.262 100 900 675 20 12
Pm-009 34 25,65 10 N/A 950 180 1.800 600 9 7
Pm-012 36 24,51 11 3+4 1.725 225 2.475 825 16 11
Pm-015 38 20,7 13 4+8 1.599 283 3.675 975 11 7

Media+DS 34,5+3,0 23,1+4,1 10,0+1,6 15,3+8,1 1853,0+862,5 189,4+47,3 1932,6+£750,8 839,1+358,5 13,548,0 9,24+4,9

Tabla 20: Edad, IMC, estimulacion y respuesta ovarica 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 andlisis de los embriones
mediante PGS (dos por FI, dos por AR y tres por FM). De estas diez parejas, una vitrific6 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
dia 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 embrién euploide para transferir. Tres de las parejas

con transferencia tuvieron gestacion clinica (Tabla 21).

REFINT [ Indicacién | Origen embriones | N°embriones analizados | % embrién anormal | Transferencia Gestacién
S NO

P-001 Vitrificados D3 75,0
P-002 FI Vitrificados D3 4 50,0 si si
P-003 FM Ovocito fresco 8 62,5 i NO
P-004 Transferencia sin PGS
P-005 AR Mixto D3 6 50,0 sf si
P-006 AR Mixto D3 7 85,7 S NO
P-008 FM Ovocito fresco 5 40,0 i si
P-009 Transferencia sin PGS
P-012 M Ovocito fresco 8 62,5 NO NO
P-015 Vitrificacién

Media+DS 6,0£1,7 60,8+15,8

Tabla 21: Resultados de los ciclos de PGS.

3.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
3.2.1. Relacién entre estilo de vida y variables clinicas

No encontramos relacion estadisticamente significativa entre ninguno de los pardmetros
relacionados con el estilo de vida (cuestionario) y las variables clinicas (estimulacién y

respuesta ovdrica y, tasa de embrién anormal y tasa de gestacion en el ciclo de PGS).

3.2.2. Relacién entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina

en orina y liquido folicular y, variables clinicas
De las determinaciones realizadas en orina y liquido folicular solo se observé una asociacién

negativa estadisticamente significativa entre la concentracién de BPA en liquido folicular y el

porcentaje de embrién anormal por ciclo (p=0,015) (Figura 26).
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Figura 26: Relacion entre la concentracion de BPA en liquido folicular y el porcentaje de embrion anormal.

Asimismo, aunque la diferencia no era estadisticamente significativa, se observé una tendencia

al aumento del porcentaje de embriones anormales conforme aumentaba la concentracion

media en orina de CAFEINA (ng/ng creatinina)

3.2.3. Comparaci6n entre disruptores endocrinos, cafefna y cotinina de las pacientes

y controles femeninos

Se observé un incremento estadisticamente significativo en la concentracién de BPA media en

la orina en pacientes femeninas con respecto a las donantes femeninas (p=0,0155).

Con respecto al tabaquismo, se observé un incremento estadisticamente significativo en la
concentraciéon de COTININA en liquido 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. Comparaci6n de estimulacién y respuesta ovérica entre donantes y pacientes

femeninas
No encontramos diferencias estadisticamente significativas cuando comparamos pardmetros

de respuesta ovirica a la estimulacion 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 demogréficas: caracterfsticas poblacionales

Nuestro estudio incluy6 diez pacientes masculinos que acudian a TRA en IVI-Valencia. El
intervalo de edad de los pacientes masculinos era de 31-39 afios con una edad media de
36,1+2,6 afios. El intervalo de IMC de los pacientes masculinos fue de 19,5 a 31,7 kg/m*, con
un IMC medio de 24,7+3,6 kg/m* (Tabla 24). Todos los pacientes masculinos habfan nacido
en Espafia, eran de raza caucdsica y 7 tenfan su residencia en la ciudad de Valencia o
alrededores vy las restantes en otras provincias espafiolas. En cuanto al nivel educativo de los
pacientes masculinos, cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) habian cursado estudios
universitarios, dos (20%) formacién profesional, dos (20%) educacién secundaria y uno de los
pacientes masculinos (10%) habia cursado educacién primaria. Debido a la profesion
desarrollada por los pacientes masculinos, uno (10%) de ellos estaba expuesto

ocupacionalmente a compuestos quimicos.

4.1.2. Variables de exposicién
4.1.2.1.  Estilo de vida

Tras el andlisis de los cuestionarios cumplimentados por el grupo de los pacientes masculinos,
en el Anexo V se detalla la distribucién de la poblacién en cuanto a la actividad fisica realizada,
consumo de alimentos varios y bebidas, rutina en la higiene personal, tabaquismo, contacto

con pldsticos y consumo de farmacos.

4,1.2.2.  Disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

4.1.2.2.1. Disruptores endocrinos, cafeina y cotinina en orina

De los 10 pacientes masculinos incluidos en el estudio, seis aportaron dos muestras de orina
(orinas 1y 2). En todas las primeras y segundas orinas fueron detectados todos los disruptores
endocrinos analizados asi como la cafeina y la cotinina. En la Tabla 22, se muestran los valores
minimos y mdximos que encontramos en orina de los pacientes masculinos de nuestro estudio.
Para la descripcion de los resultados consideraremos, siempre que dispongamos de él, el valor

medio de las orinas 1y 2 (Tabla 23).
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- CAFEINA COTININA DAIDZEINA GENISTEINA MEHP m-PARABENO | p-PARABENO

Valor min.
(ng/ng 0,194 0,005 0,869 0,685 0,066 0,018 0,035 0,012

creatinina)

Valor max.
(ng/ng 10,460 34,608 21,853 16,216 3,598 0,106 5,748 0,819

creatinina)

W=D 5,125+3,177  4,862+10,733  8,705£7,017 4,394+4,755  1,037£1,189 0,067+0,031 0,868+1,671 0,162+0,244

Tabla 22: Valores minimos y maximos medios y, media+DS de cateina, cotinina y disruptores endocrinos detectados
en la orina de los pacientes masculinos.

La cafeina fue detectada en todas las muestras de orina. Los valores minimo y maximo
detectados fueron 0,194 ng/ng creatinina y 10,460 ng/ng creatinina. Los mayores
consumidores de cafeina (café y refrescos con cafeina) tuvieron mayores concentraciones

medias de cafeina.

La cotinina fue detectada en todas las muestras de orina. Los valores minimo y maximo
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 mds altas en orina.

La daidzeina, se detecté en todas las muestras de orina. Los pacientes masculinos, declararon
escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero el valor medio minimo de daidzeina
encontrado en orina fue 0,869 ng/ng creatinina y el maximo 21,853 ng/ng creatinina. Las
concentraciones de daidzefna parecian independientes del consumo de soja en diferentes

formas.

La genisteina se detect6 en todas las muestras de orina. Los pacientes masculinos, declararon
escaso o nulo consumo de soja en diversas formas pero los valores medios minimo y méximo
detectados fueron 0,685 ng/ng creatinina y 16,216 ng/ng creatinina. Las concentraciones de

genistefna parecian independientes del consumo de soja en diferentes formas.

El BPA fue detectado en todas las muestras de orina. Los valores minimo y maximo 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 plasticos.

El MEHP se detect6 en todas las muestras de orina. Los valores minimo y maximo detectados

fueron 0,018 ng/ng creatinina y 0,106 ng/ng creatinina. La concentracién 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 detecté en todas las muestras de orina con un valor minimo de 0,035 ng/ng
creatinina y un maximo de 5,748 ng/ng creatinina. No se encontr6 ninguna relacién entre los

niveles de m-Parabeno y el uso de productos de higiene personal por los que se pregunto.

Finalmente, el p-Parabeno se detecté en todas las orinas. El valor minimo encontrado fue
0,012 ng/ng creatinina y el méaximo 0,819 ng/ng creatinina. No se encontré ninguna relacion
entre los niveles de p-Parabeno y el uso de productos de higiene personal por los que se

preguntd a los pacientes masculinos.
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CONCENTRACIONES MEDIAS NORMALIZADAS DE CAFEINA, COTININAY DISRUPTORES ENDOCRINOS EN ORINA (ng/ng creatinina)

CAFEINA | COTININA | DAIDZEINA |GENISTEINA MEHP m-PARABENO | p-PARABENO
Ph-001 4,856 0,042 16,985 5,212 1,536 0,060 0,199 0,034
Ph-002 2,554 0,010 16,841 16,216 0,212 0,095 0,171 0,031
Ph-003 3,868 34,608 1,020 0,685 2,695 0,101 0,144 0,018
Ph-004 5,732 0,005 0,869 1,069 0,077 0,106 0,048 0,012
Ph-005 10,460 13,807 8,312 9,588 0,676 0,054 1,183 0,819
Ph-006 1,383 0,031 3,839 1,459 0,066 0,018 0,096 0,021
Ph-008 5,214 0,045 21,853 4,249 0,078 0,095 0,944 0,338
Ph-009 9,684 0,034 5,813 3,703 3,598 0,072 5,748 0,244
Ph-012 0,194 0,008 8,476 1,049 1,340 0,046 0,035 0,015
Ph-015 7,305 0,027 3,043 0,707 0,093 0,021 0,106 0,088

Tabla 23: Concentraciones medias normalizadas de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en la orina de los pacientes masculinos.
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4.1.2.2.2. Disruptores endocrinos, cafeina y cotinina en plasma seminal

En la siguiente tabla (Tabla 24) se muestran los valores minimos y méximos que se

encontraron en plasma seminal de los pacientes incluidos en este estudio.

- CAFEINA COTININA DAIDZEINA | GENISTEINA MEHP m-PARABENO [p-PARABENO

Valor min. ) )
3,283 0,028 0,000 0,104 0,119 0,336 0,227 0,603

(ng/ml)

Valormabx: 786,580 58,342 0,000 4,484 1,938 139,473 1,776 0,804
(ng/ml)

282,479+307,711  25,232429,805 1,654+1,350  1,049+0,619  14,415+4394]1  0,663+0,464  0,703+0,142
# 0 6 10 1 1 0 0 8
(0%) (60%) (100%) (10%) (10%) (0%) (0%) (80%)

Tabla 24: Valores minimos y maximos, media=DS y, niimero de muestras en las que no se detectaron en plasma
seminal de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos. (<LdD).

La muestra de semen fue recogida el mismo dia 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 concentracion de cotinina fue inferior al LdD en el 60% de las muestras de plasma seminal,
daidzeina en el 100%, genisteina en el 10%, BPA en el 10%, y p-Parabeno en el 80% de las

muestras de plasma seminal.

La cafeina fue detectada en todos los pacientes masculinos con concentraciones que iban de
los 3,283 ng/ml a 786,580 ng/ml. Las concentraciones mds altas coincidieron con las
concentraciones mds altas en la orina 1. Los pacientes con mayores concentraciones fueron los

que consumian con frecuencia café y refrescos con cafeina.

La cotinina, fue detectada en 4 de los pacientes, el resto tuvieron concentraciones inferiores al
LdD. Los valores minimo y maximo encontrados fueron 0,028 ng/ml y 58,342 ng/ml. Las
concentraciones mds elevadas se encontraron en los dos pacientes fumadores. Los seis
pacientes con concentracién inferior al limite de deteccién fueron pacientes que no habian
fumado nunca y un exfumador. Las dos concentraciones mas bajas fueron de no fumador y

fumador pasivo.

La daidzeina no pudo ser medida en ninguna de las muestras de plasma seminal. La genisteina
se detect6 en nueve de las muestras. La concentracién minima detectada fue 0,104 ng/ml y la

maxima 4,484 ng/ml. Los pacientes con mayor concentracién en el plasma seminal tuvieron
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mayores concentraciones de genisteina en la orina 1, aunque nunca consumian productos de

soja y derivados.

Se detecté BPA en nueve de los plasmas seminales. La concentracién minima observada fue
0,119 ng/ml y la médxima 1,938 ng/ml. Las mayores concentraciones aparecieron en los
pacientes con mayores concentraciones en orina. No se encontré relacion con el consumo de

enlatados, envasados o contacto con plasticos.

El MEHP se detect6 en todas las muestras de plasma seminal. La concentracion minima
detectada fue 0,336 ng/ml y la médxima 139,473 ng/ml. Encontramos una concentracién
anormalmente alta (139,473ng/ml) en el paciente con referencia interna P-006. Este paciente
consumia mds de seis veces al dia agua del grifo y consumia varias veces a la semana alimentos

enlatados y reutilizaba las botellas de plastico.

El m-Parabeno fue detectado en todas las muestras. La concentracién minima encontrada fue
0,227 ng/ml y la méaxima 1,776 ng/ml. Las mayores concentraciones en la orina 1 no se
relacionaban con altas concentraciones en plasma seminal. No encontramos relacién con el

uso de ningtin producto de higiene personal.
Por dltimo, el p-Parabeno fue detectado sélo 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.

106



IONES DE CAFEINA, COTININAY DISRUPT

CAFEINA COTININA | DAIDZEINA | GENISTEL MEHP m-PARABENO | p-PARABENO

Ph-001 731,458 0,040 N/A 4,484 0,334 0,606 1,200 0,804
Ph-002 36,985 <LdD N/A 0,570 1,280 0,724 0,483 <LdD
Ph-003 193,113 58,342 N/A 1,512 0,440 0,420 0,540 <LdD
Ph-004 160,540 <LdD N/A 2,244 1,938 0,831 1,776 0,603
Ph-005 616,969 42,519 N/A 2,790 0,119 0,486 0,501 <LdD
Ph-006 3,283 <LdD N/A 1,011 1,119 139,473 0,418 <LdD
Ph-008 12,754 <LdD N/A 0,104 <LdD 0,336 0,513 <LdD
Ph-009 786,580 <LdD N/A <LdD 1,652 0,446 0,227 <LdD
Ph-012 67,239 <LdD N/A 1,459 1,286 0,360 0,470 <LdD
Ph-015 215,873 0,028 N/A 0,711 1,273 0,468 0,505 <LdD

Tabla 25: Concentraciones de cafeina, cotinina y disruptores endocrinos en el plasma seminal de los pacientes.
<LdD: inferior al limite de deteccion. N/A: no disponible.
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4.1.3. Variables clinicas

4.1.3.1. Pardmetros seminales

Los pardmetros seminales considerados (volumen, concentracién, ndmero total de
espermatozoides y porcentaje de espermatozoides progresivos, no progresivos e inméviles) en

cada uno de los pacientes se recogen en la Tabla 26.

El volumen del eyaculado oscil6 entre 1-5 ml. El volumen medio fue 2,7+1,3 ml. La
concentracién/ml varié entre 0,02-80 millones/ml y la concentracion media fue 15,6+25,2
millones/ml. La concentracién total varié entre 0,02-400 millones siendo la concentracién
media de 63,8+126,4 millones/ml. Los espermatozoides méviles progresivos variaron entre 6-
60%. La media de espermatozoides méviles progresivos fue 35,5+18,0%. Los espermatozoides
moviles no progresivos variaron entre 2-12%. La media de espermatozoides mdviles no
progresivos fue 5,5+3,3%. Los espermatozoides inméviles variaron entre 38-88%. La media de

espermatozoides mdviles no progresivos fue 59,0+17,3%.
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REF INT

Ph-001

Ph-002

Ph-003

Ph-004

Ph-005

Ph-006

Ph-008

Ph-009

Ph-012

Ph-015

Media+DS

EDAD

39

35

35

35

37

39

39

31

37

34

36,1+ 2,9 24,7436

IMC

(Kg/m?)

27,7

31,7

25,5

25,5

23,7

19,5

22,4

20,2

23,8

26,5

Volumen Concentracién

(mL) (millones/mL)

3 15
1,5 7
4 0,04
2 7
4 37
5 80
1 0,02
2,5 1
2 6
2 3
2,7+1,3 15,6+25,5

Concentracién Total
(millones)

45

10,5

0,16

14

148

400

0,02

2,5

12

63,8+126,4

Progresivos

)

51

38

33

29

60

58

37

10

33

35,5+18,0

Tabla 26: Edad, IMC, parametros seminales y medias +DS de los pacientes.
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No progresivos

(%)

10

12

5,5+3,3

[nméviles

(%)

47

58

88

60

6l

38

38

51

86

63

59,0+£17,3



4.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
4.2.1. Relaci6n entre estilo de vida y variables clinicas
No encontramos relacién estadisticamente significativa entre ninguno de los pardmetros
relacionados con el estilo de vida (cuestionario) y las variables clinicas (pardmetros seminales y

tasa de embrion anormal y tasa de gestacion en el ciclo de PGS)

4.2.2. Relacién entre concentraciones de disruptores endocrinos, cafefna y cotinina

en orina y plasma seminal y, variables clinicas
No encontramos ninguna relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones de
cafeina, cotinina y disruptores endocrinos medidos en orina y plasma seminal y las variables

clinicas (pardametros seminales y PGS).

Aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, se observé que las mayores
concentraciones de BPA media en orina (ng/ng creatinina) correspondian a los mayores

porcentajes de embriones anormales.

4.2.3. Comparacién entre disruptores endocrinos, cafefna y cotinina de pacientes y
controles masculinos

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de BPA media en

orina en donantes masculinos y pacientes masculinos (p=0,0005), con valores mds elevados en

los pacientes.

También observaron valores mds elevados con diferencias estadisticamente significativas en la
concentracién de p-PARABENO en plasma seminal en donantes masculinos y pacientes

masculinos (p=0,0105).

Por dltimo, se observaron concentraciones medias de CAFEINA en orina mds elevadas y
estadisticamente 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. Comparacién de pardmetro seminales entre pacientes y donantes masculinos
Se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando comparamos los valores
medios+DS de volumen (p=0,0160), concentraciéon (p=0,0001), concentracién total
(p=0,0005), porcentaje de espermatozoides maviles progresivos (p=0,0249), no progresivos

(p=0,0003) e inmdoviles (p=0,0003).
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1. SOBRE EL DISENO DEL ESTUDIO

En este estudio se incluyé 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 poblacién de fertilidad probada y con las
caracteristicas étnicas y geograficas de nuestra poblacion de estudio. Para el grupo de
pacientes, se seleccionaron parejas en las que estaba comprometida la viabilidad embrionaria
por aneuploidias y se incluy6, exclusivamente, a mujeres con 38 afios para descartar el
incremento de aneuploidias asociado a la edad materna avanzada (Rodrigo er al, 2014) y tratar
de identificar otros factores (estilo de vida y disruptores endocrinos) que pudieran incrementar
el riesgo de aneuploidia embrionaria en mujeres jovenes. 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 disrupcion endocrina confirmada y en el que se utiliza el
PGS como instrumento para determinar su posible impacto sobre la génesis de aneuploidias
embrionarias. Por ello, se seleccionaron parejas cuya indicacion de PGS se habia relacionado
con incremento de aneuploidias como son el AR, el FI y el FM (Rodrigo et al, 2014). Para
descartar otras causas de abortos y fallos de implantacion, se incluyeron sélo aquellas parejas
en las que se habian descartado otras causas conocidas de infertilidad, como la patologia
endocrina, inmune, la endometriosis o el sobrepeso, asi como las alteraciones en el cariotipo.
Estos estrictos criterios de inclusion dificultaron y ralentizaron el reclutamiento de parejas del
grupo de estudio. Ademds, se excluy6 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 dia de la puncién folicular y el dia de la transferencia
embrionaria, si la habfa, 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.
Ademds, como ya se ha comentado con anterioridad, algunas parejas llegado el momento del

tratamiento decidieron no realizar PGS.

2. SOBRE LA METODOLOGIA

a. Seleccién de los disruptores endocrinos incluidos en este estudio.
El estudio DEMOCOPHES tiene por objetivo evaluar la exposicién de nifios en edad escolar y
de sus madres, a sustancias potencialmente téxicas que estan presentes en el medio ambiente.
En este estudio ha seleccionado como biomarcadores de la contaminacién 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 fenémenos patoldgicos en la funcién reproductiva segtin bibliografia reciente,
seleccionamos el BPA, el MEHP, m-parabeno, p-parabeno, la daidzeina y la genisteina.
También incluimos la cafeina y la cotinina por su capacidad conocida para alterar la funcion

reproductiva y/o usar mismas vias de exposicién que algunos de los disruptores analizados.

b. Interpretacioén 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 medicion y errores en la clasificacion de la exposicién son una importante
fuente de sesgo (Minguez-Alarcén er al, 2015). En la actualidad, los CFA son el método de
evaluacion de la dieta de eleccion en la mayoria de los estudios epidemioldgicos,
principalmente, debido a su bajo coste y facilidad de administracion y han sido validados en
muchas poblaciones (Henriquez-Sanchez et al., 2009). EI CFA que en este estudio se entregd
a pacientes y donantes es una modificacion 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 estimacion de la exposicién a sustancias quimicas presentes en el medio ambiente
mediante la medida directa de dichas sustancias o sus metabolitos en diferentes matrices
biolégicas (sangre, orina, pelo, etc.) para saber la cantidad de sustancias quimicas a las que
diariamente estamos expuestos y que han sido absorbidas por el organismo. Incluso, hay
estudios, como los realizados por Minguez-Alarcén et al., Chavarro et al., Vanegas et al., que
estiman la concentracién del compuesto elegido tinicamente a partir de lo contestado en el
CFA, sin cuantificar el analito en ninguna muestra biolégica (Minguez-Alarcén et al., 2015;
Chavarro et al, 2015; Vanegas et al,, 2015). La bibliograffa consultada, en su mayorfa, a la
hora de estimar y cuantificar la exposiciéon a compuestos tales como los incluidos en este
estudio como BPA (Callan ef a/, 2013; Braun et al, 2011; Casas et al., 2013; Mok-Lin er a/,
2010; Chen at al,, 2013; Caserta et al.,, 2013; Ehrlich er al, 2012; Lassen et al., 2014), ftalatos
(Buck Louis er al,, 2014; James-Todd er al,, 2012), parabenos (Smith et a/., 2012; Braun et al.,
2014; Smith er al, 2013; Dodge et al, 2015) e isoflavonas (Minguez-Alarcon et al, 2015;
Chavarro er al., 2015; Vanegas er al., 2015), incluyen un cuestionario de estimacién de estilo
de vida que los participantes en el correspondiente estudio completaban en casa. En lineas
generales, estos cuestionarios contienen cuestiones acerca de caracteristicas antropométricas y
personales, frecuencia de consumo de alimentos y bebidas, uso de productos de higiene

personal y tabaquismo.

c. Técnica utilizada para la deteccién de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina
Valoramos los disrutores endocrinos, cafeina 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 metodologia de eleccién es el HPLC/UPLC-MS/MS, utilizada para la estimacion
de niveles de distintos disruptores en poblaciones tales como, mujeres gestantes (Callan ef al.,
2012; Braun et al, 2011; Casas et al, 2013) poblacién general, (Buck Louis er al, 2014;
Bernert et al., 1997) poblacion infértil, (Mok-Lin er al., 2010, Bloom et al,, 2011; Caserta et
al., 2013; Ehrlich er al, 2012) o poblacién expuesta ocupacionalmente, (Li ef 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 utiliz6 siempre material libre de BPA con el fin de evitar una posible fuente de

contaminacién y de confusién en la estimacion de este compuesto.

d. Determinacién de los analitos en orina
En nuestro estudio analizamos la concentracion de disruptores endocrinos, cafeina y cotinina
en orina. En el caso del BPA, la determinacién en orina se considera el biomarcador més
adecuado de la exposicion debido a que el BPA se metaboliza y excreta de forma rdpida (Koch
y Calafat, 2009). La medicién de las concentraciones urinarias de metabolitos de ftalatos se ha
utilizado como enfoque de la vigilancia bioldgica para investigar la exposicion humana a los
ftalatos (Jeng, 2014). Calafat er al., establecieron que los niveles urinarios de parabenos podian
ser usados como buenos marcadores de exposicion (Calafat et al., 2010). Sin embargo, en la
estimacion de compuestos como BPA vy ftalatos, algunos estudios utilizan niveles séricos como
marcadores de esta exposicion considerandose este punto como otra fuente de heterogeneidad
de resultados entre los distintos estudios (Caserta et al., 2013; Lathi et a/, 2014; Zhou et al.,
2013). Se ha demostrado que las determinaciones de algunos disruptores endocrinos como el
BPA en orina, son més exactas que las determinaciones en sangre para medir la exposicion real
de un individuo, con una probabilidad menor de errores o de contaminacién de las muestras

(Geens et al, 2012).

De acuerdo con la bibliografia consultada recogimos dos muestras de orina por sujeto incluido
en el estudio para hacer una estimacion real de la exposicion de los compuestos analizados
(Callan et al, 2012; Braun et al, 2011; Casas et al, 2013; Ehrlich et al, 2012). Nosotros,
elegimos el dia de la puncién 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 metabolémico
en el que se iban a valorar la estimulacion y respuesta ovdrica, los ovocitos recuperados y los

pardmetros seminales. Para la recogida de la segunda orinas se eligié el dia del transfer (5 dias
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tras la puncién) en el caso de pacientes por cuestiones logisticas, ya que ese dia en el caso de
tener embrion euploide y apto para transferencia, los pacientes acudirian a nuestra clinica.
Para homogeneizar condiciones, a los donantes de semen y a las donantes de ovocitos se les
solicité la segunda muestra de orina cinco dias después de dejar la primera. Nuestro estudio
mostré s6lo una correlacion muy débil entre las mediciones de disruptores endocrinos, cafeina
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 exposicién a los
disruptores endocrinos, cafeina y cotinina (consumo episédico de alimentos, de tabaco y el uso
de productos de higiene), y la corta vida media bioldgica 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
basandonos en lo reportado por Mahalingaiah ef a/., 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 exposicion a largo plazo (durante semanas o meses) y ofrecia
una buena sensibilidad para clasificar a los individuos en los estudios epidemiolégicos

(Mahalingaiah er al,, 2008).

Como control para la dilucién de la orina en este estudio utilizamos creatinina. La creatinina
es un producto final endggeno del metabolismo humano. Puesto que la excrecion de creatinina
permanece relativamente constante para cada sujeto, mientras que el volumen de excrecion
urinario puede variar apreciablemente, se utiliza el nivel de creatinina en la orina como indice
al que referir los valores de sustancias y/o sus metabolitos que se eliminan de igual forma a
través de la filtracién 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 fisica, el flujo de orina, la hora del dia, la dieta y la
enfermedad (Boeniger, Lowry, Rosenberg 1993). La bibliografia consultada normaliza los
resultados obtenidos de los diferentes diruptores endocrinos analizados mediante creatinina
(Braun et al, 2011; Callan er al, 2012; Casas et al, 2012; Li et al, 2011) o mediante
concentracién gravimétrica (Braun er al, 2012; Mahalingaiah er al., 2008; Meeker er al., 2011;
Smith et al, 2012).

e. Sobre los anélisis cromosémicos en espermatozoides y embriones
La evaluacion de la FISH de espermatozoides se realizé6 de manera no automatizada y con dos
observadores para confirmar/descartar la presencia de una alteracién. Sin embargo, este
analisis se limita a 5 cromosomas (13, 18, 21, X e Y) debido a la dificultad de analizar mayor
ntimero de cromosomas sobre una tnica célula y la vez poder analizar un nimero 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 aneuploidias depende en buena medida
de la eficiencia de amplificacién que estd determinada por las caracteristicas 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 amplificacién superiores al 95%.
Debemos sefnalar que la plataforma de arrays utilizada no permite detectar ni blastémeras
poliploides, ni alteraciones estructurales equilibradas. Esta técnica no permite identificar la

presencia de contaminacion.

3. SOBRE LOS RESULTADOS

a. Variabilidad internensayo
Del anilisis de nuestros resultados, inferimos la importancia del andlisis simultdneo de las
orinas, liquidos foliculares y plasmas seminales para la determinacién de los compuestos que
nos ocupan con el fin de evitar la variabilidad interensayo que es fuente de errores de
valoracion. Este punto resulta de vital importancia si pretendemos, por la dificultad que
entrafia la inclusion de pacientes, ampliar nuestro tamafio muestral implicando a otros centros
en el reclutamiento. Asimismo, dada la sensibilidad de la técnica utilizada y las bajas
concentraciones detectadas, todas las analiticas deben ser realizadas en el mismo laboratorio

de referencia.

b. Resultados similares de disruptores endocrinos en ambos miembros de una pareja
En la investigacién de la influencia de los contaminantes del medio ambiente se debe
mencionar que ambos miembros de la pareja estardn expuestos a dichas sustancias. De hecho,
se ha demostrado que las concentraciones de BPA urinario son mds similares entre los
individuos que son pareja que entre aquellos que no lo son (Mahalingaiah er al, 2008). En
nuestro estudio, destacan las bajas correlaciones en las concentraciones quimicas entre ambos
miembros de la pareja, disminuyendo la preocupacion sobre un posible efecto combinado de
ambos miembros sobre el resultado reproductivo. La razén de la falta de correlaciones para las
concentraciones de las parejas es desconocida, pero puede reflejar la variacion
comportamientos o estilos de vida, exposicién ocupacional, o dindmica metabolica. Es por eso,
que es importante la cuantificacién de las exposiciones de ambos miembros de la pareja en la
evaluacion de los resultados reproductivos puesto que hay hallazgos que serfan esencialmente
nulos o en sentido contrario si s6lo se hubiera considerado la pareja femenina (Buck Louis er

al, 2014).
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c. Posibles efectos aditivos
A la hora de evaluar riesgo de exposicion 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 exposicion. Teniendo de fondo esta posibilidad, comentaremos

nuestros resultados de manera individual.

d. Cafeina
La cafeina fue detectada en todas las orinas, liquidos 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

cafefna (Grosso et al., 2006).

En nuestro grupo control femenino observamos que, tanto el ntmero total de ovocitos
recuperados el dia de la puncién folicular como, el nimero de ovocitos MII, aumentaba
significativamente al aumentar la concentraciéon media de cafeina en orina y en liquido
folicular. Klonoff-Cohen, Bleha y Lam-Kruglick y, Choi et al,, demostraron que el consumo de
cafeina por parte de las mujeres antes o durante el TRA no estaba relacionado con la
recuperaciéon de ovocitos, la fecundacion, la transferencia de embriones, o el embarazo
(Klonoff-Cohen, Bleha y Lam-Kruglick 2002; Choi et al., 2011). En nuestro caso, la poblacién

en la que observamos diferencias es fértil en contraste con de la de estos investigadores.

En el caso de las pacientes femeninas, se observé una tendencia al aumento del porcentaje de
embriones anormales conforme aumentaba la concentracion media de cafefna en orina
(diferencia no significativa). La relaciéon de la cafeina y las aneuploidias fue demostrada por
Katsuki er al, en lineas Hela y fibroblastos primarios observando que las altas
concentraciones de cafefna inducian aneuploidias porque afectaban a la estabilidad genémica
de las células en division y producian una divisién celular asimétrica. La mayorfa de las células
mitéticas tratadas con cafeina mostraron una falta de alineacién de los cromosomas en las

placas metafasicas, y se detuvieron en prometafase (Katsuki er al, 2008).

Las concentraciones urinarias de cafeina eran mds elevadas y estadisticamente 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 cafeina se considera un factor de riesgo para el retraso en la concepcion (Wilcox er al.,

1988; Williams er al, 1990; Hatch y Bracken, 1993; Stanton y Gray, 1995; Bolumar et al,
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1997; Jensen er al. 1998). El alto consumo de cafeina también se ha considerado como un
factor de riesgo para abortos espontdneos (Srisuphan y Bracken, 1986; Fenster er al., 1991;
Armstrong ef al, 1992; Infante-Rivard er al, 1993) aunque algunos estudios no han

encontrado esta relaciéon (Wilcox et al,, 1990;. Mills ef 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 comparacién 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 liquido folicular se encontr6 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 detecté por primera vez en liquido folicular en fumadoras
(Weiss y Eckert, 1989), e incluso se ha detectado en liquido folicular de fumadoras pasivas
(Zenzes et al., 1996). Poco después, Zenzes y Reed demostraron la importancia de medir
cotinina en determinados fluidos bioldgicos, tales como el liquido folicular, ya que las
diferentes concentraciones encontradas nos permitian 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 ez 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 podrian pasar a través de la barrera hematotesticular (Vine er al,
1993). En nuestro caso, la presencia de cotinina en liquido folicular y plasma seminal en
poblacién que se declaré no fumadora nos lleva a pensar en posibles errores en las respuestas
en los cuestionarios, a que debe tenerse en cuenta la poblacién de fumadores pasivos como
poblacién de riesgo en cuanto a la exposicién a cotinina 0 a que un porcentaje de los no

fumadores son fumadores sociales/esporadicos.

En nuestro estudio, se observé un incremento estadisticamente significativo en la
concentracién de cotinina en liquido folicular en donantes femeninas comparado con las
pacientes, lo que se justifica porque sélo 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 ovdrica acelerando la atresia folicular
(Freour et al, 2008). La intensidad con la que se fuma se ha correlacionado negativamente
con el recuento de foliculos antrales y positivamente con los niveles de FSH, lo que sugiere un

efecto perjudicial proporcional de los componentes del tabaco en la reserva ovarica (Freour er
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al., 2008; Neal et al, 2007). En mujeres, (Rosevear er al., 1992; Zenzes et al., 1995) se ha
demostrado que la nicotina disminuye el nimero de ovocitos recuperados y que la proporcion
de ovocitos diploides (Rosevear et al, 1992; Zenzes et al., 1995) y espermatozoides disémicos
(Rubes er al, 1998) es mas frecuente en fumadores. De nuestras poblaciones de estudio, en
las pacientes femeninas no pudimos sacar ninguna conclusiéon debido a su escaso habito
tabdquico. Las donantes de ovocitos fueron el grupo con mayor porcentaje de fumadores.
Aunque no hemos observado relacion entre la concentracion de cotinina y pardmetros de
respuesta ovarica a la estimulacién, deberfa 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 concepcion, el aumento del riesgo de aborto
involuntario y el parto prematuro, la restriccion 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 er al,, 2009). Sin
embargo, en parejas que se someten a FIV, Cinar er al, informaron de que el consumo de

cigarrillos no tenia 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 nimero de cigarrillos fumados por dia, afios de
tabaquismo y niveles de subproductos de nicotina presentes en fluidos corporales estdn
correlacionados negativamente con la cantidad y la calidad del semen (Chia er al, 1994),
nosotros no hemos encontrado esta asociacién. Segin nuestros resultados de la FISH de
espermatozoides realizada en el semen del grupo control masculino, no encontramos relacion
entre la tasa de aneuploidia en espermatozoides y la concentraciéon de cotinina en orina o
plasma seminal. Varios estudios han examinado la asociacién entre la aneuploidia espermadtica
y el consumo de cigarrillos usando FISH. Robbins er al, no observaron diferencias
significativas en la frecuencia de cualquier tipo de disomia cuando se comparaban fumadores y
no fumadores (Robbins er al, 1997). Harkonen er al, detectaron una frecuencia
significativamente mayor de disomfa para el cromosoma 1 en los fumadores respecto los no
fumadores (Harkonen er al, 1999). Shi et al., observaron que la frecuencia de disomias 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 aneuploidia por el tabaco solo

afectarfa a algunos cromosomas.

f. Isoflavonas
La daidzeina y genisteina fueron detectadas en todas las muestras de orinas de donantes y
pacientes. La daidzeina no se detecté en ningtn liquido folicular, ni plasma seminal de

pacientes pero si en el 82,8% de los liquidos foliculares de donantes de ovocitos y el 92% de
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plasmas seminales de donantes de semen. La genisteina se detect6é en todas las muestras de
liquido folicular de las donantes de ovovitos y de plasma seminal de los donantes semen, en el
33,3% de los liquidos 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 daidzeina/ng creatinina y
4,394+4755 ng genisteina/ng creatinina (concentraciones medias detectadas en pacientes
masculinos) en todas nuestras poblaciones. Los estudios consultados que relacionan
isoflavonas con fertilidad (Chavarro er al, 2008; Chavarro et al, 2015; Vanegas et al., 2015)
no cuantifican los niveles de isoflavonas en ningin fluido corporal, sino que estiman
concentraciones a partir del CFA que entregan a los sujetos incluidos en sus estudios. Esta
estimacion la realizan basdndose en tablas de equivalencia como USDA-lowa 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 llevarfa a errores de interpretacién puesto que de acuerdo con lo
recogido en nuestros cuestionarios, asumirfamos muy baja concentraciéon de daidzeina y
genisteina porque el consumo declarado por nuestras poblaciones de estudio era

practicamente nulo, sin embargo tuvimos niveles elevados en orina.

La soja y los alimentos basados en soja son la fuente mds importante de fitoestrégenos en
humanos. Las personas que consumen mds productos derivados de la soja estdn expuestas a
niveles més altos de isoflavonas. Sin embargo, la cantidad de isoflavonas ingeridas también
depende de factores agronémicos 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 dadizeina y genisteina.

En donantes femeninas, se observé incremento estadisticamente significativo del ntmero de
foliculos antrales (respuesta a la estimulacién) 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 relacion estadisticamente significativa entre el
consumo de productos de soja y las concentraciones de genisteina y daidzeina y la respuesta
ovdrica, los pardmetros seminales y el resultado del ciclo de PGS. Un estudio evalué si los

fitoestrégenos afectaban a la fecundidad de una pareja mds que a la calidad del semen y no
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encontraron asociacién entre los niveles urinarios de fitoestrégenos de la pareja masculina y la
fecundidad en parejas sin antecedentes de infertilidad (Mumford et al., 2014). Minguez-
Alarcén en una cohorte de hombres de parejas subfértiles que acudian a una clinica de
fertilidad, observaron que la ingesta de alimentos de soja y las isoflavonas de soja
pretratamiento de reproduccion asistida no tenia relacion con los resultados del tratamiento de
FIV. No estaba relacionado con la tasa de fertilizacién, la calidad del embrién, la tasa de

implantacion, embarazo clinico, o los recién nacidos vivos (Minguez-Alarcon et al., 2015).

Las isoflavonas parecen tener efectos beneficiosos reproductivos en las mujeres. Dos ensayos
clinicos en mujeres sometidas a tratamiento de la infertilidad encontraron que la
suplementacion 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 mas alta
que la ingesta tipica en la poblacién occidental (Chun, Chung y Song 2009) y 10 veces
superiores a la de los asidticos (Messina, Nagata y Wu, 2006). No esté claro si los beneficios
observados en los ensayos de suplementacion con dosis altas también podrian 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 relacion entre las isoflavonas urinarias y la fecundidad entre las parejas

que intentan conseguir un embarazo (Mumford er al, 2014).

En donantes de semen, se observé un aumento, estadisticamente significativo, del porcentaje
de disomfas de autosomas con el consumo de miso, de soja germinada, y de tofu y con el
incremento de la concentracion de daidzeina en orina y plasma seminal. También se observo
un aumento, estadisticamente significativo, del porcentaje de disomias de los cromosomas
sexuales y el consumo de yogur de soja, de soja germinada, asi como con el aumento de la
concentracién de genisteina en plasma seminal. El porcentaje de diploides totales aumentaba
con el aumento de la concentracion de daidzeina en plasma seminal (diferencia
estadisticamente significativa) en donantes de semen. Hasta el momento desconocemos la
existencia de estudios previos que relacionen los niveles de estas isoflavonas con las

aneuploidias espermaticas.

En los hombres, la suplementaciéon de soja conduce a pequefos 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 disminucién en la concentracién de espermatozoides. Sin embargo,

122



esta relacion 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, morfologia, o
volumen de la eyaculacion, (Chavarro er al, 2008). En nuestro grupo de donantes de semen si
observamos un aumento estadisticamente significativa del volumen del eyaculado con el
consumo de miso, el consumo de tofu y el aumento de la concentracién de genisteina en
plasma seminal. Por dltimo, se encontré una disminucion en el porcentaje de espermatozoides
progresivos y un aumento en el porcentaje de espermatozoides inméviles 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 liquidos foliculares de las donantes de ovocitos, en el 77,8% de los liquidos 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 habia descrito la
presencia de BPA en liquido folicular (Ikezuki er al., 2002) y en plasma seminal (Inoue et al,
2002; Kaddar et al, 2009).

En nuestro grupo de pacientes femeninas encontramos asociacién estadisticamente
significativa entre la concentraciéon de BPA en liquido folicular y el porcentaje de embrién
anormal por ciclo. A mayores concentraciones de BPA disminuia el porcentaje de embrién
anormal. El pequefio tamafio 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 afios) podrian considerarse factores de confusién que podrian
explicar nuestras diferencias con lo anteriormente publicado. Sugiura-Ogasawara et al,
observaron que las mujeres que experimentaban abortos involuntarios recurrentes tenfan una
concentraciéon de BPA sérica significativamente mayor que los controles sanos. Ademds,
analizaron los cariotipos de algunos de los fetos abortados, y habia una tendencia a una mayor
concentraciéon de BPA en las mujeres con embriones anormales (Sugiura-Ogasawara et al,
2005). Si bien este estudio analizaba BPA en sangre, el tamafio muestral era pequefio y
ademds hay otras posibles causas de aborto involuntario (Garcfa-Enguidanos er al., 2002), los
autores sugerfan que el aumento de la incidencia de aborto involuntario tras la exposicién a
BPA podia ser debido a un aumento de anomalias cromosémicas de los ovocitos debido a
alteraciones meiéticas, tal y como se ha demostrado en ratones (Sugiura-Ogasawara et al,
2005; Eichenlaub-Ritter ef al, 2008; Hunt et al, 2003). Por el contrario, Lathi er al,
sugirieron una correlacién 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 podia
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estar actuando tanto a nivel preimplantatorio, como después de la implantacién (Lathi er al,

2014), y no estando relacionado con mayor riesgo de aneuploidias.

Finalmente, encontramos un incremento estadisticamente significativo en la concentracion de
BPA media en orina de pacientes femeninas comparado con las donantes femeninas fértiles.
Aunque cuando revisamos estimulacion y respuesta ovarica 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 Briefo-Enriquez et al, que evaluaron por primera vez los
posibles efecto del BPA en ovocitos fetales humanos en profase meidtica en ovarios cultivados
y observaron que el BPA disminufa la supervivencia ovocitaria, interrumpia la progresion
meidtica e incrementaba el nimero de focos MLH1 (marcador de recombinacion), lo que
podia relacionarse con riesgo aumentado de aneuploidias (Briefio-Enriquez et al, 2011).
Anteriormente, Hunt et al, presenté evidencias de que la exposicion de ratones hembras a
dosis bajas de BPA durante las dltimas etapas de crecimiento de los ovocitos aumentaba la
probabilidad de producir gametos aneuploides (Hunt er al, 2003). Susiarjo et al., que revel6
un efecto del BPA en la segregacion de los cromosomas meiéticos al alterar la sinapsis y la
recombinacién entre homélogos en el ovario fetal lo que se correlacionaba con el aumento de

aneuploidias en varias especies eucariotas (Susiarjo et al., 2007).

En nuestro grupo de pacientes masculinos se observa que, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa, las mayores concentraciones de BPA media en orina
correspondian a mayores porcentajes de embriones anormales. En un pequefio estudio en
parejas que se sometieron a FIV se encontré una asociacion inversa entre la concentracién
sérica de BPA paterno medido el dia de la puncion y el ndmero de células embrionarias y un
mayor grado de fragmentacién embrionaria, lo que disminuia la calidad embrionaria (Bloom er
al, 2011). Un estudio previo observé una tendencia a un aumento de BPA urinario paterno
asociado con una disminucion de la formacién de blastocisto en el dia 5 de la fecundacién

(Erlich et al, 2012).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentraciéon de BPA media en
orina en donantes masculinos y pacientes masculinos, con valores mds 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 epidemiolégica de que la exposicién a
BPA tenfa un efecto adverso sobre los cuatro pardmetros que miden la calidad del semen
(concentracién espermatica, recuento total de espermatozoides, vitalidad, y motilidad) en una
poblacién humana adulta expuesta ocupacionalmente (Li ef al,, 2011). Se ha sugerido que la

exposicion a BPA puede ejercer un efecto negativo sobre los pardmetros de la calidad del
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esperma y puede producir dafios en el ADN del espermatozoide en los hombres que acuden a
clinicas de infertilidad (tendencia no significativa) y en varones de parejas subfértiles (Knez er
al., 2014), pero no en una poblacién de hombres fértiles (Mendiola er al,, 2010). Por otro lado,
Chen et al., no encontraron asociacién entre la concentracién de BPA urinario y la infertilidad

masculina idiopdtica cuando se comparaba con controles de hombres fértiles (Chen er al.,

2013).

h. Ftalatos (MEHP)
El MEHP fue detectado en todas las muestras de orina de donantes y pacientes y en todos los
liquidos foliculares y plasmas seminales de pacientes, pero solo en el 6,9% de los liquidos
foliculares de donantes de ovocitos y en el 28% de los plasmas seminales de donantes de
semen. Anteriormente se habfa descrito la presencia de ftalatos en liquido folicular (Heudorf,
Mersch-Sundermann, y Angerer, 2007; Marsee et al, 2006). En la mayoria de referencias
bibliograficas consultadas cuando valoran ftalatos, analizan varios de sus metabolitos o la suma
molar de algunos de ellos (Buck Louis er al., 2014; Braun et al, 2011; Braun er al,, 2012).
Nosotros determinamos en este estudio los niveles de un ftalato, MEHP. Seleccionamos
MEHP por ser el metabolito primario de DEHP (el ftalato mds cominmente usado y
ampliamente distribuido) tras la digestion y ser el preferentemente absorbido, y por su alta

frecuencia de deteccion.

Los ftalatos son considerados como uno de los principales grupos de sustancias
antiadrogénicas y, por lo tanto, son toxicos para la reproduccion y desarrollo (Grady y
Sathyanarayana, 2012). En nuestra poblacién de donantes de semen, sorprendentemente
encontramos una diferencia estadisticamente significativa, con mayor concentraciéon media en
orina de MEHP en los casos con mayor concentracién/ml de espermatozoides. Un estudio en
168 hombres de parejas con subfertilidad asoci6 los niveles de ftalatos con una menor
concentracién de espermatozoides y menor movilidad (Duty er al, 2003). Otros estudios han
confirmado asociaciones débiles entre la exposicion a los metabolitos de ftalatos y menor
concentracién de espermatozoides, movilidad y morfologia 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

conexion (Herr er al,, 2009; Jonsson er al., 2005).

i Parabenos
En general, m-Parabeno y p-Parabeno fueron detectados en todas las muestras de orina. EI m-
Parabeno fue detectado en todas las muestras de liquido folicular y plasma seminal de

pacientes, en el 66,5% de los liquidos foliculares de las donantes de ovocitos y en el 28% de los
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plasmas seminales de los donantes de semen. EI p-Parabeno fue detectado en
aproximadamente el 55% los liquidos 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 deteccién se incrementa al incrementarse la concentracion

media en estos fluidos.

En las pacientes femeninas, no encontramos relacién con la estimulacion y respuesta ovarica o
con el resultado del ciclo de PGS vy las concentraciones de m-parabeno y p-Parabeno (Smith er
al., 2013) encontraron evidencias, en mujeres que acudian a una clinica de fertilidad, de una
relacion negativa entre el p-Parabeno urinario y recuento de foliculos antrales, considerado
uno de los mejores marcadores de reserva ovarica (Rosen et al, 2012), sugiriendo que la
exposicion a p-Parabeno podia afectar negativamente a la reserva ovdrica, y asi contribuir al
envejecimiento ovérico (Smith er al, 2013). Niveles mds altos de p-Parabeno urinario se
asociaron con una mayor concentracién de FSH en dia 3, lo que concuerda con la asociacién
negativa del p-Parabeno con el recuento de foliculos antrales. No encontraron evidencia clara
de asociaciones entre las concentraciones urinarias de m-Parabeno con cualquiera de los

marcadores de reserva ovarica.

Se observaron valores mds elevados con diferencias estadisticamente significativas en la
concentracién de p-Parabeno en plasma seminal en donantes masculinos y pacientes
masculinos (mds elevados en pacientes). Atribuimos esta diferencia posiblemente a la rutina

de higiene personal de los grupos comparados.

En los donantes de semen habia una diferencia estadisticamente significativa entre la
concentraciéon de m-Parabeno en plasma seminal y el porcentaje de espermatozoides no
progresivos. A mayor concentracion de m-Parabeno aumentaba el porcentaje de
espermatozoides no progresivos. Glander, Rytter y Schonborn, encontraron que m-Parabeno no
s6lo reducia la contaminacién microbiolégica del medio crioprotector utilizado para la
congelacion de semen, sino que también producfa una disminucién de la motilidad
espermdtica (Glander, Rytter y Schonborn, 1984) y demostraron que estos parabenos eran
espermicidas eficaces. Meeker ar al, no encontraron pruebas de una relacién entre los
parabenos urinarios y los pardmetros de calidad del semen (Meeker er al, 2011). En nuestro
estudio se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre concentracién media
de p-Parabeno en orina de los donantes de semen y el porcentaje de disomfas de cromosomas
sexuales aumentanto estas disomias con el aumento de la concentracion. No nos consta que lo
publicado hasta el momento relacione los niveles de parabenos en fluidos corporales con

aneuploidias 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 pardmetros reproductivos y comparar nuestros resultados con los obtenidos en las
publicaciones comentadas no estd exento de cierto nivel de dificultad, fundamentalmente por
las caracteristicas particulares de cada protocolo de estudio. Las discrepancias observadas
entre los estudios sobre fertilidad y disruptores endocrinos y que podrian influir en los
resultados obtenidos podrian tener su origen en el tamafio poblacional, al fluido biolégico
donde se realiza el andlisis, la hora de recogida de las muestras de orina, el método de
deteccién utilizado, los limites de deteccién de la técnica analitica, los métodos de
normalizaciéon empleados, y a la composicién de la poblacion de estudio, sobre todo en lo que
respecta a la seleccion 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 bioldgicas.

Por lo estudiado en la presente tesis doctoral, sospechamos que posiblemente estos disruptores
endocrinos no tengan ningtin efecto sobre poblacién altamente fértil, pero no descartamos que
puedan ser nocivos en circunstancias de fertilidad comprometida (calidad del semen
disminuida, baja reserva ovdrica, etc.), pudiéndose observar algunas asociaciones que estdn
ausentes en una poblacién fértil. Aunque esta hipétesis es consistente con buena parte de la
literatura existente, se debe evaluar exhaustivamente en estudios controlados, aumentando el

tamafio muestral.
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CONCLUSIONES
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En este trabajo pudimos determinar la concentracién de los disruptores endocrinos

seleccionados, no sélo en orina, sino también en liquido folicular y plasma seminal.

Se observaron mayores niveles de disruptores endocrinos en las donantes de ovocitos

en comparacion con los donantes de semen, en algunos casos relacionado con el estilo

de vida.

Se detectaron mayores niveles de disruptores endocrinos en nuestro grupo de
pacientes con alto riesgo de aneuploidias, en comparacién con los grupos control de
donantes de fertilidad probada, destacando mayores niveles de BPA, m-Parabeno y

cafefna en pacientes.

En las donantes femeninas, se observé disminucién de la respuesta ovdrica tras
exposicion a quimicos en el lugar de trabajo, y mayor respuesta en donantes con mayor

consumo de soja y cafeina.

En los donantes masculinos, el mayor consumo de soja se asoci6 tanto a disminucién
de la movilidad espermitica como a aumento de aneuplodias en espermatozoides. El
m-Parabeno también se asocié con una disminucién de la movilidad espermatica y el

p-Parabeno con un aumento de disomias de cromosomas sexuales en espermatozoides.

Dentro de las parejas infértiles, en las mujeres se observé una tendencia a mayor
porcentaje de aneuploidias embrionarias a mayor consumo de cafeina y menor
concentracién de BPA. Sin embargo, en los varones se observé una tendencia a mayor

porcentaje de aneuploidias embrionarias cuando la concentracion de BPA era mayor.

En la evaluacién de la pareja infértil y en la seleccion de donantes, destacamos la
necesidad de considerar la influencia de la exposicion ambiental y su relacién con los
niveles de disruptores endocrinos, como un factor determinante para el resultado del

tratamiento de reproduccion asistida.
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ABREVIATURAS

aCGH
ACN
AcOEt
AcONH,
APCR
AR
BPA
CEIC
CEP
CFA
Cy3
Cy5

D3
DBP
DE
DEP
DES
DGP
DS

E2
EFSA
EMA
FeBAD
FI
FISH
FIV
FM
hCG
hMG
ICSI
IMC
LdD
LF

L-L
LSI
MEHP
MeOH
MII
m-Parabeno
MRM
MTHFR
N/A
NMDRs
NOEL
PBS
PCR
PGS
p-Parabeno
PS

PVP
qPCR
RA

RE
RREy
SNP
SOP
SSC
TRA
Ul
UPLC-ESI-MS.
VIH
WGA

Array comparative genomic hybridization
Aceto nitrilo

Acetato de etilo

Acetato de amonio

Resistencia a la proteina C activada
Aborto recurrente

Bisfenol A

Comité Etico de Investigacién Clinica
Chromosome-specific Centromeric Enumeration Probes
Cuestionario de frecuencia alimentaria
Cyanine 3

Cyanine 5

Dia 3 de desarrollo embrionario
Ftalato de dibutilo

Disruptor endocrino

Dietil ftalato

Dietilestilbestrol

Diagnéstico genético preimplantacional
Desviacién estdndar

17B-estradiol o estradiol

European Food Safety Agency

Edad materna avanzada

Fetal Basis of Adult Disease

Fallo repetido de implantacién
Fluorescence in situ Hybridization
Fecundacién in vitro

Factor Masculino

Hormona gonadotropina coriénica
Gonadotropina menopatsica humana
Intracytoplasmic Sperm Injection
Indice de masa corporal

Limite de deteccién

Liquido folicular

Liquido-Liquido

Locus Specitic Identifier

Mono (2-etilhexil) ftalato

Metanol

Metafase 11

Metilparabeno

Multiple Reaction Monitoring
Metilentetrahidrofolato reductasa
Dato no disponible
Non-Monotonic-Dose-Response
No-Observed-Effect Level

Phosphate Buftered Saline

Polymerase Chain Reaction
Preimplantational Genetic Screening
Propilparabeno

Plasma seminal

Polivinilpirrolidona

Quantitative Polymerase Chain Reaction
Receptor de andrégenos

Receptor de estrégenos

Receptor y relacionado con el receptor de estrégenos
Single Nucleotide Polymorphism
Sindrome de ovario poliquistico

Saline Sodium Citrate

Tratamiento de reproduccion asistida
Unidad internacional

Ultra-performance liquid chromatography-electrospray tandem mass spectrometry

Virus de la inmunoeficiencia humana
Whole Genome amplification
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incluidos en la composicion de productos de uso cotidiano, podrian influir en la salud reproductiva de
hombres y mujeres. Nuestro objetivo es investigar una posible asociacion entre los niveles corporales de
estos compuestos y el resultado del tratamiento de reproduccién asistida realizado.

¢En qué va a consistir su participacion?

Dia de la consulta

™ PRESENTACION ESTUDIO
Enla of CUESTIONARIO
(Cumplimentar en casa) 9 6\
consulta o )
m INFORMACION y
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dia de la puncion

= ORINA
En casa @ N n (12 orina de la mafiana)
Entregar CUESTIONARIO 9 6\
En el : SANGRE
Quiréfano fai
En el Lab. - LIQUIDO FOLICULAR Este material SIEMPRE se desecha 9
-

de FIV . SEMEN UNICAMENTE utilizaremos el sobrante 6\

Dia del transfer

- ORINA Q 3

N
En casa @ m (12 orina de la mafiana)

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com o llamar al 963 90 53 01
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|v|) DONANTE OVOCITOS Iviomics

ESTUDIO EXPOSOMA

Estimada donante de ovocitos,

Sus caracteristicas clinicas le convierten en un candidato idéneo para ser incluido en nuestro estudio.
Dada la relevancia de su participacidén en el mismo le agradeceriamos que lo tomara en consideracion.

Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos quimicos incluidos en la composicion
de productos de uso cotidiano, podrian influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo
es investigar una posible asociacion entre los niveles corporales de estos compuestos y el resultado del
tratamiento de reproduccion asistida realizado.

¢En qué va a consistir su participacion?

Dia de la visita a VI

PRESENTACION ESTUDIO
ey +

‘ 1-1 CUESTIONARIO
En la Consulta ‘ )
(cumplimentar en casa)

INFORMACION y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dia de la Puncién

+
@ | Entregar CUESTIONARIO
En casa >
ORINA
(12 orina de la mafiana)
+
En el Lab. Gnal o SANGRE
-
En el Qx ‘ LiQUIDO FOLICULAR

5 dias tras la Puncion

m ORINA
En casa @ > (12 orina de la mafiana)

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com o llamar al 963 90 53 01
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ESTUDIO EXPOSOMA

Estimado donante de semen,

Sus caracteristicas clinicas le convierten en un candidato idéneo para ser incluido en nuestro estudio.
Dada la relevancia de su participacién en el mismo le agradeceriamos que lo tomara en consideracion.

Sabemos que el periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos quimicos incluidos en la composicion
de productos de uso cotidiano, podrian influir en la salud reproductiva de hombres y mujeres. Nuestro objetivo
es investigar una posible asociaciéon entre los niveles corporales de estos compuestos y el resultado del
tratamiento de reproduccion asistida realizado.

¢En qué va a consistir su participacion?

Dia de la visita a VI

PRESENTACION ESTUDIO
1—‘:1 CUESTIONARIO

(cumplimentar en casa)

INFORMACION y CONSENTIMIENTO INFORMADO

En la Consulta =
i)

Dia de la donacién

-+
@ j= | Entregar CUESTIONARIO
9

En casa
ORINA
(12 orina de la mafiana)
-+
En el Lab. Gnal - | SANGRE
En el lab. : SEMEN
de FIV . UNICAMENTE utilizaremos el sobrante
5dia s tras la donacion
-+
[~ | ORINA
En casa @ > (12 orina de la mafiana)

Si tienen alguna duda puede enviar un email a Inmaculada.Campos@iviomics.com o llamar al 963 90 53 01
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

NHC NOMBRE Y APELLIDOS
CLiNICA IVI FECHA
Cédigo: 1307-C-122-CR
ESTUDIO:

RIESGO REPRODUCTIVO POR EXPOSICION A ALTERADORES ENDOCRINOS: IDENTIFICACION DE
MARCADORES PREDICTIVOS DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS EN EMBRIONES Y EN
ESPERMATOZOIDES

Investigadores Principales: Dra. Carmen Rubio (IVIOMICS). Dr. Francisco Dominguez (Fundacion IVI)

Le invitamos a participar en este estudio de investigacion. Antes de confirmar su participacion 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 Etico de Investigacion Clinica del IVI correspondiente de acuerdo a la legislacién
vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. Este consentimiento informado le proporciona
informacion sobre el estudio y ademds, su médico comentara esta informacion con Ud. Cuando haya
comprendido el estudio se le solicitara que firme este consentimiento informado si desea participar en él. Se
le dara 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 decision informada al respecto. Este proceso es lo que se conoce como consentimiento
informado.

Ud. recibird respuesta a cualquier pregunta, duda u aclaracion acerca de los procedimientos, riesgos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion. También se le proporcionard informacién
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, podra retirarse del estudio en cualquier momento sin tener que dar ninguna
explicacién y sin que ello afecte a su atencién médica posterior.

DESCRIPCION Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Sabemos que las anomalias cromosdmicas estan presentes en el 40-70% de los abortos espontdneos
esporadicos y que son responsables de problemas reproductivos, como son el fallo repetido de implantacién
y el aborto de repeticidn. Los motivos por los que ciertas parejas presentan mayor porcentaje de embriones
anormales se desconocen en la mayoria de los casos. La intencion de este estudio es determinar si algunos
factores genéticos y/o algunos estilos de vida pueden contribuir a la generacién de embriones con anomalias
cromosoémicas.

CRITERIOS DE SELECCION DE PARTICIPANTES

La seleccién de las personas invitadas a participar depende de unos criterios que estan descritos en el
protocolo de la investigacion.

PARA PACIENTE MUIJER: Ud. es invitada a participar porque cumple con esos criterios: mujer menor de
38 afios con historia de aborto de repeticidn (al menos dos abortos previos tras gestacidén espontanea o
tras técnicas de reproduccion asistida, en las que la etiologia del aborto se considere como
desconocida), fallo de implantacion (2 6 mas fallos de implantacion en ciclos previos) o infertilidad por
factor masculino (varones con concentracion 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 Diagndstico 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 afios con historia de aborto de repeticiéon, fallo de implantacién o infertilidad por factor
masculino, sin otros antecedentes que los justifiquen y que se vaya a someter a un ciclo de Diagndstico
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 donacién de ovocitos y con cariotipo normal.

» GRUPO CONTROL MASCULINO: Ud. es invitado a participar porque cumple con esos criterios: varén
incluido en el programa de donacidn de semen y con cariotipo normal.

PROCEDIMIENTO DE ESTUDIO, MUESTRAS A RECOGER Y RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO

- Cumplimentar un cuestionario que le entregara su ginecélogo (le llevara unos 15 minutos). Del anadlisis de
las respuestas obtendremos unos datos que seran analizados estadisticamente comparandolos con un
grupo control. La realizacion del cuestionario no comporta ningun riesgo para Ud.

- Recogida de la primera orina del dia orina el dia de la puncién y el dia del transfer. La recogida de la
muestra de orina de forma espontanea no supone ningun riesgo para Ud.

- Extraccion de sangre periférica el dia de la puncion. La extraccidn de sangre no conlleva mas molestias
qgue un simple pinchazo en el brazo. A veces, muy raramente, le puede ocasionar un pequefio hematoma
o una leve inflamacién que remitiran en pocos dias.

Las muestras bioldgicas que se describen a continuacidn 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 decumulacién rutinaria para realizar el ICSI.

- Liquido folicular descartado tras la aspiracion folicular y el aislamiento e identificacién de los évulos
recuperados para posterior ICSI.

Las muestras sobrantes no seran almacenadas tras su analisis.

BENEFICIOS ASOCIADOS AL ESTUDIO

No existe ningtin beneficio personal para Ud. por el hecho de participar en el estudio; sin embargo, la
informacion que se obtenga podria derivar en un mayor conocimiento de las causas del aborto de repeticion
o el fallo de implantacidn y beneficiar al mejor tratamiento de los pacientes con aborto de repeticion o el fallo
de implantacidn. No existen compensaciones o pagos por su participacion.

Ud. podra recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen si asi lo solicita. Estos resultados pueden
no tener aplicacién clinica ni una interpretacion clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian 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 dard el investigador/ginecélogo responsable.

PERMISO PARA LA REVISION DE SUS DATOS / CONFIDENCIALIDAD

Su identidad y todos los datos referentes a su informacion personal seran confidenciales, salvo que se solicite
lo contrario por la ley. El equipo que lleva a cabo el estudio recogera informacion acerca de Ud. y utilizara tan
sélo sus iniciales. No se publicara ninguna informacién que lo identifique. Se respetard lo establecido en los
apartados 23 y 26 de la Declaracion de Helsinki. En ningun caso se podra inferir ningln tipo de informacion
genética de usted en el estudio. Se permitird el acceso para la revisién de sus registros médicos al Comité
Etico, y a las Autoridades Sanitarias. Firmando este documento Ud. estd de acuerdo con lo expuesto. Sus
datos se encontraran protegidos por la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Cardcter Personal.

INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO

La Dra. Carmen Rubio (Carmen.Rubio@iviomics.com) sera la persona a la que usted deba llamar para
consultar cualquier duda o pregunta en relacion con el estudio.

Versién 2 Fecha: 10/11/2013
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

TITULO DEL ESTUDIO/cédigo:

EFECTO DE LOS ALTERADORES ENDOCRINOS EN LA INFERTILIDAD Y EN LA INCIDENCIA DE ANOMALIAS
CROMOSOMICAS. Cédigo: 1307-C-122-CR

he leido la hoja de informacién que se me ha entregado,
he podido hacer preguntas sobre el estudio,
he recibido suficiente informacion sobre el estudio y

NE NABIATO CON ...ttt e b e e ebe b sae e ebesnesrearnene s

(nombre del médico/investigador)

Comprendo que mi participacion 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
utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

Accedo a que la muestras de sangre y/o orina obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en el
futuro para nuevos andlisis relacionados con el protocolo actual, quedando excluidos los analisis
genéticos siempre y cuando no formen parte de los objetivos del estudio: S 0 NO O

Firma del paciente: Firma del médico/investigador:

(nombre y apellidos) (nombre y apellidos)

FECNA: ettt FECha: e

Versién 2 Fecha: 10/11/2013
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NOMBRE Y APELLIDOS

CLiNICA IVI GINECOLOGO FECHA

El periodo preconcepcional, periconcepcional y el embarazo son etapas altamente sensibles a los
agentes externos. Recientemente, se ha sugerido que ciertos compuestos quimicos incluidos en la
composicion de productos de uso cotidiano, podrian influir en la salud reproductiva de hombres y
mujeres. El siguiente cuestionario pretende recopilar informacién sobre la exposicién a diferentes
compuestos quimicos para investigar su posible asociacion con el resultado del tratamiento de
reproduccién asistida realizado. Sus respuestas serdn de gran utilidad, por lo que le rogamos preste su
maxima atencién. 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 direccion:

Inmaculada.Campos@iviomics.com
(Cuestionario basado en CFA de 101 INMA EMBARAZADAS de Vioque. Nutr J. 2013)

FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS

e Edad: afos.
e Edad de su madre: afios. Profesidn de la madre: . Edad en
el momento del nacimiento del paciente:
e Edad de su padre: anos. Profesién del padre: . Edad en el
momento del nacimiento del paciente:
e Altura: m.
e Peso: kg.
e Pais de origen
e Raza:
O Caucasiana O Hispana O Arabe
O Afroamericana O Gitana O Otra
O Asiatica O Africana
e Nivel educativo:
O Educacion primaria O Formacion profesional
O Educacion secundaria O Universitario

e  Profesion:
e Ensutrabajo, ¢estd expuesto a productos quimicos?
O No

O Si. éCudl/es?
e Lugar de residencia: Localidad/pueblo/ciudad:

ESTILO DE VIDA

e iCuantas horas al dia suele dormir, incluida la siesta? horas.

e Ensu actividad en el trabajo u ocupacion principal esta...

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

Ooooooo




¢Cudnto tiempo camina al dia?
O Casinunca
O Menos de 20 minutos al dia
O 20-40 minutos al dia
¢Cudnto tiempo hace bicicleta a la semana?
O Casinunca
O Menos de 20 minutos a la semana
O 20-40 minutos a la semana
¢Cuanto tiempo dedica a actividades o tareas en casa?
O Menos de 1 horaaldia
O 1-2 horas/ dia O 7-8horas/ dia
O 3-4 horas/ dia O Mas de 8 horas / dia
En su actividad en tiempo libre, écuanto tiempo dedica a hacer ejercicio o deporte?
O Menos de 1horaalasemana O 3horas/semana
O 1 hora/semana O 4-5horas/semana
O 2horas/semana O Masde5 horas/semana
Considerando toda su actividad fisica (trabajo u ocupacién principal, hogar y tiempo libre),
écémo se considera Ud.?
Sedentario (sentado casi siempre, sin actividad fisica, 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)

40-60 minutos al dia
Entre 1y 1 hora y media al dia
6 6 mas de 1 horay media al dia

40-60 minutos a la semana
Entre 1y 1 hora y media a la semana
6 6 mas de 1 horay media a la semana

OoooOo oOooo

O 5-6horas/ dia

ooo O oo

e Tabaquismo:
O Nunca

O Exfumador. ¢Desde cuando?

No sabe / no contesta

O Actualmente fumador:

O Fumador pasivo

e (Con qué frecuencia consume... (nimero de veces)

Agua embotellada en plastico?

Agua del grifo?

Refrescos enlatados? (naranja, limén...)
Refrescos con cafeina? (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?
Visceras?

Pescado BLANCO: merluza, lenguado,
dorada...?

Pescado AZUL: atun, emperador, bonito,
caballa, sardinas, boquerdén/anchoas,
salmon...?

Atun o bonito enlatado?

Sardinas o caballa enlatada?

Almejas, mejillones, ostras, crustaceos...?
Verdura fresca?

Verdura enlatada?

Patatas fritas?

Salsa de tomate/kétchup, mayonesa,
otras salsas?

Aceitunas enlatadas?

Fruta fresca?

Fruta enlatada?

Nuncao
menos de
1al mes

O OOOOoOOoO0Ooo0OoOo0oooo

Ooooooo 0O

ooo

afnos.

ne cigarrillos/dia

1-3al
mes

O OOOOoOOoO0Ooo0OoOo0oooo

Ooooooo 0O

ooo

lala
semana

O OOODOoOOoOo0oo0OoOooooo

Ooooooo 0O

ooo

2-4ala
semana

O OOOOoOOoOo0oo0OooOooon

Ooooooo 0O

ooo

5-6ala
semana

O OOOOoOOoOo0oo0OooOooon

Ooooooo 0O

ooo

1al
dia

O OOOoOOOoOooOoOoOoOoOoooo

Ooooooo 0O

ooo

2-3al
dia

O OOOoOOOoOooOoOoOoOoOoooo

Ooooooo 0O

ooo

4-5 al
dia

O OOOoOOOoOooOoOoOoOoOoooo

Ooooooo 0O

ooo

6 6 mas
al dia

O OOOOoOOoO0OOoOoOoOoOoooo

OOooooo 0O

oo




Fruta envasada?
Zumo natural?
Chocolate negro o con leche?

ooo
ooo
ooo
ooo
ooo
ooo
ooo
ooo
ooo

e  (Esusted vegetariano?
O No O Vegano
O Parcial O Estricto
e ¢Consume soja en alguna de estas formas?

1 4-6 1-3 1-3 < 1vez/mes Nunca
vez/dia veces/semana veces/semana veces/mes
Harina de soja O O O O O O
Yogur de soja O O O O O O
Leche de soja O O O O O O
Soja en bruto O O O O O O
Soja germinada O O O O O O
Natto O O O O O O
Tempeh O O O O O O
Miso O O O O O |
Tofu O O O O O O
Salsa de soja O O O O O O

e  ¢Utiliza envases de plastico para almacenar la comida?

O si O No
e (Utiliza envases de plastico para calentar la comida?

O si O No
e  (Reutiliza la misma botella de agua de plastico?

O No

O si

O 4 6 masveces alasemana
O 1-3 veces por semana
e (Consume con cierta frecuencia farmacos tales como: analgésicos, antigripales, anticatarrales,
tratamiento de la migrafia, medicamentos para el mareo, antialopécicos, antiasmaticos, ...?
O No
O Ssi. éCudles?
O Frecuencia/tiempo de consumo:
e  (Sigue algun tratamiento farmacolégico crénico para alguna enfermedad?
O No
O Si. ¢Qué farmaco?
e  (Utiliza algun tipo de terapia alternativa?

O No
O si.écudl?
e (lleva usted empastes dentales?
O No
O si
e (Utiliza lentillas a diario?
O No O si
e Ensucuidado personal, ¢usa con frecuencia algunos de los siguientes productos?
1 4-6 1-3 1-3 <1vez/mes Nunca
vez/dia veces/semana veces/semana veces/mes
Crema hidratante/antiarrugas O O O O O O
Leche corporal O O O O O O
Protector solar O O O O O O
Autobronceador O O O O O O
Maqmll.:;ue (base, somb~ra de O O O O O O
0jos, mascara de pestafias...)
Productos desmaquillantes O O O O O |
Esmalte de ufias O O O O O O

Gracias por su colaboracion.
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DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LAS
DONANTES DE OVOCITOS

Actividad fisica: Las donantes de ovocitos dormfan una media 8,4+1,0 horas al dia. Respecto a
la actividad fisica, 9 de las 31 donantes (29,0%) caminaban de 40 a 60 minutos al dfa, 22
(71%) no hacian 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 dia a las tareas del hogar, 11 (35,5%)
dedicaban de 3 a 4 horas al dia 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 sf mismas moderadamente o bastante activas.

Consumo de agua: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumian agua en botella de pléstico una
vez al dfa. Veintiuna de las 31 donantes (67,7%) no consumia agua del grifo nunca o una vez al

mes.

Bebidas con cafefna e infusiones: Cinco de las 31 donantes (16,1%) consumian refrescos con
cafeina de 2 a 4 veces a la semana. Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumfan café
nunca o una vez al mes. Catorce de las 31 donantes (45,2%) no consumfan infusiones nunca o

una vez al mes.

Consumo de alcohol: Dieciocho de las 31 donantes (58,1%) no consumia alcohol nunca o una
vez al mes. Veinte de las 31 donantes (64,5%) no consumian destilados nunca o una vez al

mes.

Consumo de enlatados: Cinco de las 31 donantes (12,9%) consumian refrescos enlatados de 5
a 6 veces a la semana. Dieciocho de las 31 (58,1%) donantes no consumian cerveza enlatada
con/sin alcohol nunca o 1 vez al mes. Diez de las 31 donantes (32,3%) consumian atin
enlatado una vez a la semana. Diecisiete de las 31 donantes (54,8%) consumian sardina
enlatada nunca o una vez al mes. Dieciséis de las 31 donantes (51,6%) no consumian verdura
enlatada nunca o una vez al mes. Doce de las 31 donantes (38,7%) no consumian aceitunas
enlatadas nunca o una vez al mes. Quince de las 31 donantes (48,4%) no consumian fruta

enlatada nunca o lo hacian una vez al mes.

Consumo de envasados: Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumian zumos de frutas
envasados nunca o una vez al mes. Dieciséis de las 31 donantes (51,6%) no consumian fruta
envasada nunca o una vez al mes. Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumian embutidos

envasados de 2 a 4 veces a la semana.



Consumo de verdura y fruta fresca: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumfan fruta fresca
de 2 a 4 veces a la semana. Siete de las 31 donantes (22,6%) consumian zumo natural de 5 a 6
veces a la semana. Ocho de las 31 donantes (25,8%) consumian verdura fresca una vez a la

s€mana.

Consumo de pescado y marisco: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumian pescado blanco
de 2 a 4 veces a la semana. Once de las 31 donantes (35,5%) consumian pescado azul una vez

a la semana. Nueve de las 31 donantes (29,0%) no consumian marisco nunca o una vez al mes.

Consumo de carne y visceras: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumfian carne de 2 a 4
veces a la semana y 9 (29,0%) consumian carne de 5 a 6 veces a la semana. Catorce de las 31

donantes (45,2%) no consumian visceras nunca o una vez al mes.

Consumo de leche y yogur: Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumian leche de 2 a 3 veces

al dia. Nueve de las 31 donantes (29,0%) consumian yogur una vez a la semana.

Consumo de chocolate y patatas fritas: Diez de las 31 donantes (32,3%) consumfan patatas
fritas de 2 a 4 veces a la semana. Ocho de las donantes (25,8%) no consumian chocolate

nunca o una vez al mes.

Consumo de soja: La mayoria de donantes de ovocitos no consumfan nunca soja en bruto,
natto, miso o tempeh. Tres de ellas consumian 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 consumia soja germinada, leche de
soja, harina de soja, o tofu nunca. Tres de las donantes consumian yogur de soja varias veces a
la semana, tres donantes consumian varias veces al mes y el resto nunca. Cinco de las
donantes consumian 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 dia, 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 dia. Ocho de las donantes (25,8%) no usaban

desmaquillante nunca y 9 (29,0%) usaban esmalte de ufias menos de una vez al mes.

Tabaquismo: De las 31 donantes 6 (19,3%) no habfan fumado nunca, ninguna era fumadora

pasiva, 4 (12,9%) eran exfumadoras y 20 (64,5%) eran fumadoras.



Contacto con plésticos: Veintidés de las 31 donantes de ovocitos (71,0%) declararon
almacenar alimentos en recipientes de pldstico. Veintidés de las donantes (70,97 %) no
calentaban alimentos en recipiente de plastico. Veintiuna de las donantes (67,7%) no
reutilizaba nunca las botellas de plastico de agua y 10 (32,3%) las reutilizaban con frecuencia o

con mucha frecuencia.

Consumo de farmacos: 23 de 31 donantes (74,2%) no consumian farmacos rutinariamente.
Treinta de las donantes segufa un tratamiento crénico y una de ellas no aporté esta
informacién. Una de las donantes seguia algin tipo de terapia alternativa. Trece de los 31

donantes (41,9%) tenian empastes y ninguna era usuaria de lentillas.



DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LOS
DONANTES DE SEMEN

Actividad fisica: Los donantes de semen dormfan una media de 8+0 horas al dia. Respecto a la
actividad fisica, 9 de los 25 donantes (36%) caminaban de 20 a 40 minutos al dfa, 10 (40%) no
hacian bicicleta casi nunca, 9 (36%) practicaban deporte més de 5 horas a las semana, 13 de
los donantes (52%) dedicaban de 1 a 2 horas al dia a las tareas del hogar, el 52% de los
donantes realizaban trabajos en los que estaban la mayorfa del tiempo sentados y el 44%
realizaban trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El 64% de los donantes de semen

se consideraban a si mismos moderadamente o bastante activos.

Consumo de agua: Seis de los 25 donantes (24%) consumian agua en botella de plastico mas
de 6 dias a la semana. Quince de los 25 donantes (56%) no consumian agua del grifo nunca o

una vez al mes.

Bebidas con cafefna e infusiones: Ocho de los 25 donantes (32%) consumian refrescos con
cafeina 1 vez a la semana y 8 (32%) de 2 a 4 veces a la semana. Once de los 25 donantes
(44%) no consumfan café nunca o una vez al mes. Once de los 25 donantes (44%) no

consumian infusiones nunca o una vez al mes.

Consumo de alcohol: Ocho de los 25 donantes (32%) consumian alcohol de 1 a 3 veces al mes
y 7 (28%) consumian alcohol de 2 a 4 veces a la semana. Doce de los 25 donantes (48%)
consumian destilados de 1 a 3 veces al mes y 9 (36%) no consumia destilados nunca o una vez

al mes.

Consumo de enlatados: Se observé que 8 de los 25 donantes (32%) consumian 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 consumfan 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%) consumian attin enlatado de 2 a 4 veces a
la semana. Doce de los 25 donantes (48%) consumian sardina enlatada nunca o una vez al
mes. Trece de los 25 donantes (52%) no consumian verdura enlatada nunca o una vez al mes.
Diez de los 25 donantes (40%) consumian aceitunas enlatadas de 1 a 3 veces al mes.
Dieciocho de los 25 donantes (72%) no consumian fruta enlatada nunca o lo hacfan una vez al

mes.

Consumo de envasados: Cinco de los 25 donantes (20%) no consumian 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%)



consumian zumos de frutas envasados de 2 a 4 veces a la semana. Catorce de los 25 donantes
(56%) no consumian fruta envasada nunca o una vez al mes. Cinco de los 25 donantes (20%)

consumian 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%) consumian fruta fresca de 2
a 4 veces a la semana y 6 (24%) una vez al dia. Seis de los 25 donantes (24%) consumian zumo
natural de una a 3 veces al mes, 6 (24%) una vez a la semana y 6 de los 25 donantes (24%)
consumian zumo natural de 2 a 4 veces a la semana. Seis de los 25 donantes (24%) consumian
verdura fresca una vez al dia, 5 (20%) de 2 a 4 veces a la semana y 5 de los 25 donantes (20%)

consumian verdura fresca 5 a 6 veces a la semana.

Consumo de pescado y marisco: Diez de los 25 donantes (40%) consumian pescado blanco de
de 2 a 4 veces a la semana. Siete de los 25 donantes (28%) consumian pescado azul una vez a
la semanay 7 (28%) de 2 a 4 veces a la semana. Once de los 25 donantes (44%) no consumian

marisco nunca o una vez al mes.

Consumo de carne y visceras: Doce de los 25 donantes (48%) consumian carne de 2 a 4 veces

a la semana. Quince de los 25 donantes (60%) no consumian visceras nunca o una vez al mes.

Consumo de leche y yogur: Nueve de los 25 donantes (36%) consumian leche de 2 a 3 veces
al diay 7 (28%) una vez al dia. Seis de los 25 donantes (24%) consumian yogur una vez al dia,
5 (24%) una vez a la semana y 5 de los 25 donantes (24%) consumian yogur de 2 a 4 veces a la

semana.

Consumo de chocolate y patatas fritas: Nueve de los 25 donantes (36%) consumfan 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%) consumian 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 vy,

casi la totalidad de los donantes no consumian 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 habian fumado nunca, 2 (8%) eran fumadores

pasivos, 2 (8%) eran exfumadores y 8 (32%) eran fumadores.

Contacto con plisticos: Diecisiete de los 25 donantes de semen (68%) declararon almacenar
alimentos en recipientes de plastico. Dieciséis de 25 (64%) no calentaban alimentos en
recipiente de plastico. Trece de los donantes (52%) no reutilizaba nunca las botellas de

plastico de aguay 12 (48%) las reutilizaban con frecuencia o con mucha frecuencia.

Consumo de farmacos: 22 de 25 donantes (88%) no consumian farmacos rutinariamente.
Ninguno de los donantes seguia un tratamiento crénico. Dos (8%) de los donantes segufan
algtin tipo de terapia alternativa (meditacion y relajacién). Trece de los 25 donantes (52%)

tenfan empastes y solo uno de los 25 (4%) era usuario de lentillas.



DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LAS
PACIENTES FEMENINAS

Actividad fisica: Las pacientes femeninas dormian una media 8,0+0,5 horas al dia, 3 de las 10
pacientes femeninas (30%) caminaban de 20 a 40 minutos al dia, 6 (60%) no hacian 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 dia 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 si mismas moderadamente o bastante activas.

Consumo de agua: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumian agua en botella de
plastico 6 veces o mds al dia. Siete de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumian agua

del grifo nunca o una vez al mes.

Bebidas con cafefna e infusiones: Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) no consumian
refrescos con cafeina nunca o lo hacfa una vez al mes. Cuatro de las 10 pacientes femeninas
(40%) consumian café una o varias veces al dia. Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) no

consumian infusiones nunca o lo hacfa una vez al mes.

Consumo de alcohol: Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) consumian alcohol una o
varias veces al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) no consumia destilados nunca

o lo hacia una vez al mes.

Consumo de enlatados: Se observé que 7 de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumian
refrescos enlatados nunca o lo hacfa rara vez al mes. Siete de las 10 (70%) no consumian
cerveza enlatada con/sin alcohol nunca o alguna vez al mes. Siete de las 10 pacientes
femeninas (70%) consumian attin enlatado una o varias veces a la semana. Siete de las 10
pacientes femeninas (70%) no consumian sardina enlatada nunca o lo hacfa una vez al mes.
Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) no consumfan verdura enlatada nunca o lo hacfa una
vez al mes. 5 de las 10 pacientes femeninas (50%) no consumian aceitunas enlatadas nunca o
lo hacfa una vez al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) no consumian fruta

enlatada nunca o lo hacian una vez al mes.

Consumo de envasados: Siete de las 10 pacientes femeninas (70%) no consumian zumos de

frutas envasados nunca o lo hacfa una vez al mes. Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%)



no consumian fruta envasada nunca o lo hacfa una vez al mes. Tres de las 10 pacientes

femeninas (30%) consumian embutidos envasados de 5 a 6 veces a la semana.

Consumo de verdura y fruta fresca: Tres de las 10 pacientes femeninas (30%) consumian fruta
fresca 2 6 3 veces al dia. Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) no consumian zumo
natural nunca o lo hacia una vez al mes, 3 de las 10 pacientes femeninas (30%) consumian

verdura fresca de 2 a 4 veces a la semana.

Consumo de pescado y marisco: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumian pescado
blanco una vez a la semana. Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) consumian pescado
azul una vez a la semana. Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) no consumian marisco

nunca o lo hacfa una vez al mes.

Consumo de carne y visceras: Cinco de las 10 pacientes femeninas (50%) consumian carne de
2 a 4 veces a la semana. Ocho de las 10 pacientes femeninas (80%). Ninguna consumia

visceras nunca o lo hacia una vez al mes.

Consumo de leche y yogur: Seis de las 10 pacientes femeninas (60%) consumian leche una vez
al dia. Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) consumian yogur una o varias veces a la

seémana.

Consumo de chocolate y patatas fritas: Cuatro de las 10 pacientes femeninas (40%) no
consumian patatas fritas nunca o lo hacian una vez al mes. Cinco de las 10 pacientes

femeninas (50%) consumian chocolate una o varias veces a la semana.

Consumo de soja: Ninguno de las pacientes consumia nunca harina de soja, yogur de soja, soja
en bruto, natto, tempeh, miso o tofu. Nueve de las 10 pacientes (90 %) no consumia 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 magquillaje.
Tres de las 10 pacientes femeninas (30%) usaban diariamente desmagquillante. Tres de las 10

pacientes femeninas (30%) usaban esmalte de ufias de 1 a 3 veces al mes.

Tabaquismo: De las 10 pacientes femeninas 6 (60%) no habian fumado nunca, 3 (30%) eran

exfumadoras y una (10%) era fumadora.



Contacto con plésticos: Nueve de las 10 pacientes femeninas (90%) declararon almacenar
alimentos en recipientes de plastico. Ocho de 10 (80%) no calentaban alimentos en recipiente
de pléstico. Seis de las pacientes femeninas (60%) no reutilizaba nunca las botellas de pléstico

de agua.

Consumo de fdrmacos: 8 de 10 pacientes femeninas (80%) no consumian fdrmacos
rutinariamente. Ninguno de las pacientes femeninas pacientes femeninas seguia ningtin
tratamiento para una enfermedad crénica. Una de las pacientes segufa algtin tipo de terapia
alternativa. Ocho de las 10 pacientes femeninas (80 %) tenian empastes y solo una de las 10

(10%) era usuaria de lentillas.



DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS DE LOS CUESTIONARIOS DE LOS
PACIENTES MASCULINOS

Actividad ffsica: Los pacientes masculinos dormfan una media 7,4+1,0 horas al dia, 4 de los 10
pacientes masculinos (40%) caminaban de hora a hora y media o mds al dia, 5 (50%) no hacifan
bicicleta casi nunca, 4 (40%) practicaban deporte mds de 5 horas a las semana, 7 de los
pacientes masculinos (70%) dedicaban menos de una hora al dia a las tareas del hogar, el 50%
de los pacientes masculinos realizaban trabajos que implicaban caminar llevando cosas. El

60% se consideraban a si mismos moderadamente o bastante activos.

Consumo de agua: Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) consumian agua en botella de
plastico una vez al dia o més. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) no consumian agua

del grifo nunca o una vez al mes.

Bebidas con cafefna e infusiones: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) consumfan
refrescos con cafeina una o varias veces a la semana. Cinco de los 10 pacientes masculinos
(50%) no consumian café nunca o una vez al mes. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%)

no consumian infusiones nunca o una vez al mes.

Consumo de alcohol: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) consumian alcohol una o
varias veces al mes y 5 (50%) consumian alcohol una o varias veces a la semana. Seis de los 10

pacientes masculinos (60%) no consumia destilados nunca o una vez al mes.

Consumo de enlatados: Se observé que 5 de los 10 pacientes masculinos (50%) consumian
refrescos enlatados rara vez al mes y 3 (30%) una vez a la semana. Siete de los 10 (70%) no
consumian cerveza enlatada con/sin alcohol nunca o alguna vez al mes. Cuatro de los 10
pacientes masculinos (40%) consumian atin enlatado una vez a la semana. Cinco de los 10
pacientes masculinos (50%) no consumian sardina enlatada nunca o una vez al mes. Siete de
los 10 pacientes masculinos (70%) no consumian verdura enlatada nunca o una vez al mes.
Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) no consumian aceitunas enlatadas nunca o una
vez al mes. Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) no consumian fruta enlatada nunca o

lo hacfan una vez al mes.

Consumo de envasados: Cuatro de los 10 pacientes masculinos (40%) no consumfan zumos de
frutas envasados nunca o una vez al mes. Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) no
consumian fruta envasada nunca o una vez al mes. Cuatro de los 10 pacientes masculinos

(40%) consumian embutidos envasados de 2-4 veces a la semana.



Consumo de verdura y fruta fresca: Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumian
fruta fresca una vez al dia o mds, 3 de los 10 pacientes masculinos (30%) no consumian 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%) consumian verdura fresca de 2-4 veces a la semana.

Consumo de pescado y marisco: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) consumian
pescado blanco una vez a la semana. Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumian
pescado azul una vez a la semana o mds. Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%) no

consumian marisco nunca o una vez al mes.

Consumo de carne y visceras: Seis de los 10 pacientes masculinos (60%) consumian carne de
2-4 veces a la semana. Ocho de los 10 pacientes masculinos (80%) no consumian visceras

nunca o una vez al mes.

Consumo de leche y yogur: Cuatro de los 10 pacientes masculinos (40%) consumian leche
una vez al dia o més al dia y 4 (40%) no consumian leche nunca o una vez al mes. Tres de los
10 pacientes masculinos (30%) no consumian yogur nunca o una vez al mes, y 3 de los 10
pacientes masculinos (30%) consumian yogur una vez al dia o més.

Consumo de chocolate y patatas fritas: Cinco de los 10 pacientes masculinos (50%)
consumian patatas fritas de 2-4 veces a la semana. Cinco de los 10 pacientes masculinos

(50%) no consumian chocolate nunca o varias veces al mes.

Consumo de soja: Ninguno de los pacientes consumia nunca yogur de soja, natto, tempeh, ni
leche de soja. Nueve de los 10 pacientes (90%) no consumia nunca harina de soja, soja en
bruto, soja germinada, miso, ni tofu. El 80% de los pacientes no consumia 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 habfan fumado nunca, 2 (20%) eran

exfumadores y 2 (20%) eran fumadores.

Contacto con plésticos: Nueve de los 10 pacientes masculinos (90%) declararon almacenar

alimentos en recipientes de pléstico, 8 de 10 (80%) no calentaban alimentos en recipiente de



plastico. Siete de los pacientes masculinos (70 %) no reutilizaba nunca las botellas de pléstico

de agua.

Consumo de firmacos: 7 de 10 pacientes masculinos (70%) no consumfan farmacos
rutinariamente, uno segufa tratamiento crénico para hipercolesterolemia. Ninguno seguia
terapias alternativas. Seis (60%) tenian empastes y solo 2 de los 10 (20%) eran usuarios de

lentillas.
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