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PALABRAS CLAVE Resumen La posible relacion entre la exposicion residencial a disruptores endocrinos
Disruptores endocrinos; (EDC) durante el periodo fetal y perinatal, y el aumento en la tasa de oligospermia toda-
Leche materna; via no ha sido bien caracterizada. En este estudio se investiga la posible asociacion entre
Oligospermia. los niveles de EDC en la leche materna de mujeres lactantes y la tasa de oligospermia
Hispospadias; previamente reportada en diferentes comunidades autonomas de Espafia con marcadas
Criptorquidia; diferencias en el desarrollo industrial. Se evaluaron un total de 38 EDC en 69 muestras de
Bifenilos policlorados; leche materna de mujeres lactantes de las comunidades de Cataluna (n = 34) y Galicia
Pesticidas (n = 35). Los analisis se realizaron mediante gas chromatography -electron ionization -
organoclorados; mass spectrometry (GC-EI-MS) vy liquid chromatography-quadruple-linear ion trap-
Eteres bifenilos tandem (LC-QqLIT MS). Los valores medios de las concentraciones de la suma de bifenilos
policlorados policlorados (PCB), pesticidas organoclorados (OCP) y éteres bifenilos polibromados

(PBDE) en las muestras de Cataluna fueron respectivamente 13, 5y 0,3 ng/g de grasa,
mientras que en las de Galicia estos valores fueron significativamente mas bajos, 3, 2,5
y < 0,1 ng/g de grasa. Los resultados de este estudio indican que la concentracién de EDC
en la leche materna se correlaciona con la tasa de oligospermia en estas regiones y pro-
porciona soporte adicional a la hipotesis de que la exposicion a EDC durante el periodo
fetal y perinatal podria ser causa de esterilidad masculina idiopatica.
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Relationship between exposure to endocrine disruptors during the fetal and
perinatal period and the rate of oligospermia

Abstract The relationship between residential exposure to endocrine disruptor
compounds (EDCs) during fetal and perinatal life and the increase in the rate of
oligospermia has not been well characterized yet. This study investigates this potential
association by comparing the levels of EDCs in breast milk of lactating women with the
rate of oligospermia previously reported in two regions of Spain with marked differences
in industrial development. Thirty-eight EDCs were evaluated in 69 breast milk samples
from women from Catalonia (n = 34) and Galicia (n = 35). The analyses were performed
by gas chromatography electron ionization - mass spectrometry (GC-EI-MS), and liquid
chromatography-quadrupole-linear ion trap-tandem (LC-QgLIT MS). The average
concentrations of polychlorinated biphenyls, organo chlorinated pesticides, and
polybrominated diphenyl ethers in breast milk samples from Catalonia and Galicia were
respectively 13, 5 and 0,3 ng/g, and 3, 2,5 and < 0,1 ng/g of fat. In conclusion, the
concentration of endocrine disruptor compounds in breast milk correlated with the rate
of oligospermia in these regions and provides additional support to the hypothesis that
exposure to EDCs during fetal and perinatal life could lead to male infertility.
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Introduccién

Durante el siglo XX, la produccion y uso de compuestos qui-
micos ha aumentado de forma rapida como resultado de los
procesos modernos de manufactura, dando lugar a la intro-
duccion de miles de disruptores endocrinos (EDC) en el me-
dio ambiente. Durante las pasadas décadas, la atencion
prestada a los posibles riesgos que para la salud se pueden
derivar de los téxicos medioambientales se ha centrado en
la posible induccion del cancer. Actualmente, los riesgos
para la esterilidad masculina, tanto real como potencial,
son también centro de atencion. Sin embargo, es dificil de
establecer la relacion entre los niveles de EDC presentes en
el medio ambiente y sus efectos en la salud reproductiva
humana. La evidencia que existe sobre los efectos de com-
puestos toxicos medioambientales como factores clave en
la génesis de la esterilidad masculina y el cancer de testicu-
lo no es concluyente. No obstante, se considera un proble-
ma de salud publica muy importante que requiere una ma-
yor atencion.

Estudios de biomonitorizacion de los niveles de EDC en
tejidos humanos y fluidos bioldgicos proporcionan una me-
dida directa de las dosis interna de estos compuestos. La
estabilidad fisico-quimica de los bifenilos policlorados
(PCB), pesticidas organoclorados (OCP) y éteres bifenilos
polibromados (PBDE) determina en gran parte su presencia
prolongada en humanos, mientras que su alta lipofilia de-
termina su bioacumulacion en la fraccion lipidica de los te-
jidos. El contenido lipidico relativamente alto de la leche
materna la hace una matriz ideal para la bioacumulacion y
el analisis de EDC. Ademas, los niveles de EDC en la leche
materna no solo reflejan su bioacumulacion en la madre
sino también en el feto y el recién nacido, que son estados
de desarrollo muy sensibles a los efectos de estos compues-

tos. Otro grupo de EDC son los compuestos perfluorados
(PFC) que pueden bioacumularse uniéndose a la fraccion
proteica. Numerosas publicaciones han reportado estudios
de bioacumulacion de EDC clorados'’ y perfluorados en la
leche materna®®.

En la Ultima década se han publicado numerosos estudios
cientificos en los que se describen los posibles efectos de la
polucion medioambiental en la salud perinatal’. Sin embar-
go, otras rutas relevantes de exposicion, tales como el agua
y la comida, también deberian ser investigadas. En este
sentido, la determinacion de EDC en la leche materna es de
gran importancia a la hora de valorar de forma adecuada el
riesgo que supone la exposicion y bioacumulacion de EDC en
leche materna y que, por otra parte, representa una muy
valiosa fuente de informacién sobre una posible exposicion
fetal y perinatal a los EDC.

Estudios previos han reportado una disminucion de la ca-
lidad seminal y un aumento en la tasa de esterilidad en
areas industrializadas, y se ha postulado una posible rela-
cion con la contaminacion por EDC. Algunos de estos estu-
dios han demostrado que, por ejemplo, los daneses tienen
una concentracion espermatica mas baja que los finlande-
ses''. Estudios posteriores demostraron que los daneses tie-
nen una mayor prevalencia de criptorquidia e hipospa-
dias''. Durante las Ultimas dos décadas, varios grupos han
investigado el impacto de los EDC en la salud reproductiva.
Numerosos estudios han sido disenados para intentar de-
mostrar el efecto disruptor de los ftalatos, PCB y OCP'. La
asociacion entre la exposicion a EDC y la disminucion de la
calidad seminal ha sido confirmada en multiples estudios
realizados en diferentes paises. El estudio de los mecanis-
mos a través de los cuales los EDC aumentan la incidencia
del sindrome de disgenesia testicular en hombres (es decir,
criptorquidia e hispospadias en recién nacidos y cancer de
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testiculo y oligospermia en adultos) se ha realizado in vivo
en modelos experimentales animales'®. Sin embargo, el me-
canismo de accion del efecto de mezclas de EDC todavia no
ha sido elucidado. La relacion entre la exposicion a EDC en
humanos y el sindrome de disgenesia testicular es dificil de
establecer ya que, ademas de la propia exposicion a estos
compuestos toxicos, otros factores tales como los estadios
de desarrollo durante los cuales esta exposicion tiene lugar;
el papel de los procesos de detoxificacion y la bioactividad
de las mezclas de EDC deberian tenerse en cuenta. Estos
factores deberian incluirse en los estudios epidemioldgicos
del sindrome de disgenesia testicular para poder disefar asi
modelos experimentales animales mas adecuados.

Nuestro grupo ha reportado recientemente la presencia
de diferencias geograficas significativas en la tasa de oligos-
permia en diferentes regiones de Espaha'. La tasa de oli-
gospermia, definida como el porcentaje de hombres en una
poblacion con una concentracion espermatica por debajo de
20 millones/ml, fue significativamente mas alta en regiones
industrializadas como Catalufia que en regiones con una in-
corporacion mas reciente al desarrollo industrial, como es
el caso de Galicia. En este estudio postulamos la hipotesis
de que si la tasa de oligospermia idiopatica en jovenes sanos
viniese determinada por la exposicion a EDC (que se acumu-
lan en el tejido adiposo de la madre a lo largo de su vida)
durante el periodo fetal y perinatal, los niveles de EDC de-
berian ser mas altos en la leche materna de las mujeres de
regiones con una mayor tasa de oligospermia.

En este contexto, los objetivos principales de este estu-
dio fueron a) evaluar los niveles de un grupo selecto de EDC
en la leche materna de mujeres lactantes de las comunida-
des autoénomas de Cataluia y Galicia; y b) correlacionar la
bioacumulacion de EDC con la tasa de oligospermia en am-
bas regiones. Todos los compuestos analizados en este estu-
dio fueron seleccionados de acuerdo a su potencia como
EDC y su condicién de marcadores fiables de polucién indus-
trial. Que a nosotros nos conste, este es el primer estudio
en el que se presentan datos que correlacionan la bioacu-
mulacion de EDC en humanos y la tasa de oligospermia en
hombres jovenes sanos.

Material y métodos
Reactivos

Las soluciones estandar PCB-Mix19, y la de pesticidas Mix164
se obtuvieron del Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). La
solucion estandar PCB-Mix 19 esta compuesta por tres tri-
PCB (PCB 18, 28 y 31), dos tetra-PCB (PCB 44, 52), dos pen-
ta-PCB (PCB 101, 118), tres hexa-PCB (PCB 138, 149, 153),
dos hepta-PCB (PCB 170, 180), un octa-PCB (PCB 194), y un
deca-PCB (PCB 209), y la solucion estandar de pesticidas
Mix 164 se compone de o,p-DDD, p,p DDD, o,p DDE, p,p
DDE, o,p DDT y p,p DDT. Nonilfenol y octilfenol fueron ob-
tenidos de Merck (Darmstadt, Alemania).

La mezcla de isomeros o, B, Y de hexaclorohexano y
clordano se obtuvo de Sigma-Aldrich (Seelze, Alemania).
Los estandares utilizados fueron una mezcla de hexa-
clorobenzeno13C,4-n-nonilfenol-D8, y-hexaclorohexano-Dé6,
p,p-DDE-D8 se obtuvieron del Dr. Ehrenstorfer. La solucion

analitica estandar de PBDE, EO 4980 se obtuvo de Cam-
bridge Isotope Laboratories (Andover, MA, EE.UU.). El sul-
fonato de perfluorooctano (PFOS), y el acido perfluoroocta-
noico (PFOA) se obtuvieron de Wellington Laboratories Inc.,
Canada. EL 13C,-PFOS y el 13C,-PFOA también se obtuvieron
de Wellington Laboratories Inc. Los cartuchos de 5 g utiliza-
dos para la extraccion en fase solida (SPE) se obtuvieron de
International Sorbent Technology (IST), Reino Unido. Hidro-
matrix se obtuvo de Varian (EE.UU.). El nitrégeno utilizado
para la evaporacion de solventes fue de una pureza del
99,995% y se obtuvo de Air Liquide (Espana) y el acido
sulflrico se obtuvo de Merck. La columna de LC utilizada
para el analisis de PFC fue una columna analitica LiChro-
CART® Purosphere Star-18e (125 mm x 4 mm i.d., 5 um) de
Merck. La columna de GC fue de fused-silica (HP-5MS; 30 m
x 0,25 mm, df = 0,25 pm).

Recogida de muestras y método de extracciéon

Tras la aprobacion por el Comité Etico de Investigacion Cli-
nica (CEIC), un total de 69 mujeres fueron incluidas en el
estudio. Un total de 35 muestras de leche materna fueron
obtenidas de mujeres residentes en la comunidad auténo-
ma de Galicia y 34 muestras se obtuvieron de mujeres resi-
dentes en la comunidad auténoma de Cataluia.

El protocolo experimental fue aprobado por el CEIC local
de acuerdo con la legislacion vigente en Espana, y se obtuvo
consentimiento informado de todas las mujeres que partici-
paron en el estudio. Después de firmar dicho consentimien-
to informado, se les realizd un cuestionario exhaustivo para
recabar informacion sobre el lugar de residencia, edad, nG-
mero de hijos a los que previamente se les proporciond lac-
tancia natural, peso del recién nacido, habitos de la mujer,
tipo de profesion y dieta. Alicuotas de 25-30 ml de leche
materna fueron recogidas en el hospital correspondiente
dentro de los 40 dias postparto, ya fuese utilizando un saca-
leches o de forma manual, después la muestra se pasé a un
recipiente de vidrio previamente lavado, almacenado a
-20 °C y posteriormente transportado al laboratorio del
Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de
Barcelona donde se hicieron los analisis. Antes de la extrac-
cion, las muestras fueron liofilizadas, homogenizadas vy al-
macenadas a -36 °C.

Extraccion de bifenilos policlorados, pesticidas
organoclorados y éteres bifenilos polibromados

La extraccion de las muestras se llevo a cabo mediante el
método de extraccion liquida presurizada (PLE) utilizando
un sistema totalmente automatizado ASE 200 (Dionex, Sun-
nyvale, CA, EE.UU.). El protocolo de extraccion fue como se
indica a continuacion: todas las muestras liofilizadas se co-
locaron en celdas de extraccion de acero inoxidable con
filtros de celulosa. El volumen muerto se rellené con anhi-
drido de sulfato sodico para analisis de residuos de Panreac
Quimica S.A. (Montcada i Reixac, Barcelona, Espana) pre-
viamente activado a 150 °C durante 4 horas. El extracto se
calent6 a 100 °C y se rellené con una mezcla de CH,CL;:
hexano (2:1, v/v) hasta que la presion alcanzo los 2.000 psi.
Se realizaron dos extracciones estaticas de 5 minutos a pre-
sion y temperatura constante. Tras este periodo estatico se
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anadio solvente fresco para purgar las lineas y las celdas, y
el extracto final se recogié en un vial. El volumen utilizado
represento el 100% de la celda de extraccion. La extraccion
se reciclo dos veces. El volumen del extracto oscil6 entre 15
y 20 ml. Tras la extraccion, los extractos fueron concentra-
dos a 3 ml y después sometidos a un paso de purificacion
utilizando ataque con acido sulfurico concentrado (3 x 2
ml). Las muestras fueron finalmente concentradas y redi-
sueltas en 100 pl de hexano.

Extraccion por par-iénico de compuestos
perfluorados

Se anadieron 5 ml de agua destilada a 0,5 g del residuo seco
de las muestras de leche materna. Después de la homogeni-
zacion en un homogenizador Ultra Turrax, se afadio 1 ml de
TBA (0,5 M, pH 10) y 2 ml de una solucion de carbonato so6-
dico (0,25 M). La solucion de la muestra se agitd en un vor-
tex mixer durante 20 segundos y se anadieron 5 ml de metil
ter-butil éter (MTBE). Después de agitar en un orbital
shaker durante 20 minutos, la solucion de la muestra se
centrifugd a 3.000 rpm durante 10 minutos (a 25 °C). Las
capas organica y acuosa fueron separadas y se retir6 el mis-
mo volumen de MTBE (4,0 ml) de la solucion. La fase acuosa
se extrajo de nuevo dos veces con dos voliumenes de la so-
lucion de MTBE (4 ml); todos los lavados fueron combinados
en un segundo tubo de polipropileno. El solvente se evapord

bajo nitrogeno utilizando un Zymark TurboVap antes de ser
reconstituido en 0,5 ml metanol agua con 20 mM de sulfato
amonico (10/90, v/v).

Analisis de las muestras de leche materna

El analisis de PCB y OCP se llevo a cabo por gas chromatogra-
phy-electron ionization-mass spectrometry (GC-EI-MS) en
un cromatoégrafo TRACE GC2000 conectado a un espectro-
metro TRACE MS Thermo Finnigan (Manchester, Reino Uni-
do). Se utilizé una columna capilar HP- 5 ms (30 md 0,25 mm
i.d., 0,25 wm de grosor) con un contenido de 5% fenil metil
siloxano (Ref 190915-433, Agilent) con helio (99,999% Air Li-
quide) como gas portador a 1,2 ml/min. La temperatura del
programa oscil6 de 60 a 175 °C (se mantiene durante 1 min)
a 3 °C/min, de 175 a 240 °C (se mantiene durante 5 min) a
10 °C/min y de 240 a 320 °C (se mantiene durante 2 min)
a una tasa de 0,5 °C/min. La inyeccion se realizo en el modo
splitless. El inyector, la linea de transfer y una fuente de
temperatura idnica programada a 250, 270 y 200 °C, respec-
tivamente y una energia de ionizacion programada a 70 eV.
La adquisicion se llevo a cabo mediante la modalidad de
monitorizacion ionica programada (SIM) en tiempos previa-
mente seleccionados para aumentar la sensitividad y la se-
lectividad. La cuantificacién se llevd a cabo mediante el
método del estandar interno. La identificacion y cuantifica-
cion se llevaron a cabo automaticamente utilizando un soft-

Tabla 1 lones seleccionados para los experimentos de gas chromatography -electron ionization - mass spectrometry -
selective ionization monitoring (GC-EI-MS-SIM)

Compuestos organoclorados m/z 1 m/z 2 m/z 3
18 2,2’,5’-Trichlorobifenilo 186 256 258

28 2,4,4’-Trichlorobifenilo 258 256 186

52 2,2’,5,5’-Tetrachlorobifenilo 220 292 110

101 2,2’,4,5,5’-Pentachlorobifenilo 326 254 328/184
118 2,3’,4,4’,5-Pentaclorobifenilo 326 254 328/184
138 2,2’,3,4,4’,5’-Hexachlorobifenilo 360 290 145

149 2,2’,3,4’,5’,6-Hexabromobifenilo 360 290 145

153 2,2’,4,4’5,5’-Hexachlorobifenilo 360 290 145

170 2,2’,3,3’,4,4’,5-Heptachlorobifenilo 394 324 162

180 2,2’,3,4,4’,5,5’-Heptachlorobifenilo 394 324 162

194 2,2’,3,3’,4,4’,5,5’-Octachlorobifenilo 430 179 358
2,4-DDD 235 237 165
4,4-DDD 235 237 165
2,4-DDE 246 248 176
4,4-DDE 246 248 176
2,4-DDT 235 237 165
4,4-DDT 235 237 165
Alpha HCH 181 119

Beta HCH 181 119

Gamma HCH 181 119

Epsilon HCH 181 119

p,p’ DDE C13 254

Hexachlorbenzeno 13C 292

GammaHCH dé 222

p,p’ DDT D8 247 248
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ware Xcalibur. Los iones diagndsticos utilizados para el ana-
lisis de GC-SIM-MS (El) se muestran en la tabla 1.

El analisis de los diferentes PBDE que contenian de 1 a 7
atomos de bromo se llevd a cabo mediante un método de
GC/NCI-MS de acuerdo al protocolo previamente publicado
por nuestro grupo'®. Los analisis se llevaron a cabo en un
cromatografo de gases, Agilent 6890, conectado a un espec-
trometro de masas, Agilent 5973 Network. Se utilizd una
columna capilar HP-5 ms (30 md 0,25 mm d.i., 0,25 pm de
grosor) con un 5% de fenil metil siloxano (Model HP 19091S-
433) utilizando helio como el gas portador a 1,2 ml/min. La
temperatura del programa fue de 110 °C (mantenida duran-
te 1 min) a 180 °C (mantenida durante 1 min) a 8 °C/min, y
después de 180 a 240 °C (mantenida durante 5 min) a 2 °C/
min, y finalmente de 240 a 280 °C (mantenida durante 6
min) a 2 °C/min, utilizando el modo de inyeccion splitless
durante 1 min. Brevemente, las condiciones del GC/NCI-MS
fueron las siguientes: las temperaturas del cuadrupolo y li-
neas de transfer fueron programadas a 150 °C y 300 °C. Sis-
tema de presion a 1,9 x 10 Torr, fuente de temperatura a
250 °C y el reactivo NCI (NH,). La identificacién y cuantifi-
cacion mediante el modo SIM se llevd a cabo automatica-
mente utilizando software Chemstation. La cuantificacion
se llevd a cabo mediante el modo SIM para aumentar la
sensitividad del analisis.

Finalmente, dos de los compuestos perfluorados (PFC)
mas abundantes: el acido perfluorooctanoico (PFOA) y el
sulfonato de perfluorooctano (PFOS) fueron analizados por
liquid chromatography-quadrupole-linear ion trap mass
spectrometry (LC-QqLIT MS) utilizando un protocolo basado
en el método recientemente desarrollado y validado por
nuestro grupo™. Los PFC fueron analizados en un sistema
4000 Q TRAP™ MS/MS de Applied Biosystems/MDS Sciex
(Concord, Ontario, Canada) acoplado a un sistema Symbio-
sis™ Pico (Spark Holland, Emmen, Holanda). Este ultimo
integra un sistema LC y Online SPE pero Unicamente se uti-
lizo6 el sistema de HPLC que basicamente consiste en un
autosampler Alias™ que maneja volumenes de muestras de
10 pl a 10 ml y que puede anadir, mezclar y diluir las mues-
tras de manera previa a su analisis, con dos bombas de gra-
diente LC de alta presion, con un selector de solventes de 4
canales por cada bomba. Las separaciones se llevaron a
cabo en una columna analitica LiChroCART- LiChrospher 100
RP-18 de 250 x 4 mm y 5 wm de diametro de particula de
Merck a temperatura ambiente. La fase movil consistio en
20 mM acetato de amonio en agua (solvente A) y 20 mM
acetato de amonio en metanol (solvente B) a un flujo de 0,5
ml min-'. El programa de elucion de gradiente lineal fue el
siguiente: 10-80% B por 5 min, 80-90% B sobre 5 min seguido
de una parada isocratica en 90% B por otros 8 min. A los 18
min, el solvente B se volvid de nuevo al 10% por 2 min. El
tiempo total de cada separacion por inyeccion fue de 20
min y el volumen de inyeccion de 20 ul. El espectrometro
de masas fue operado en el modo i6nico negativo utilizando
un turbo ion spray. Los otros parametros de ionizacion fue-
ron los siguientes: gas cortina (CUR), 30 (unidades arbitra-
rias); fuente idnica gas 1 (GS1), 25 (unidades arbitrarias);
fuente idnica gas 2 (GS2), 0 (unidades arbitrarias); fuente
de temperatura (TEM), 350 °C; ion spray (IS), -4.500 V; po-
tencial de entrada (EP), -10 V, potencial de colision de sali-
da (CXP) -10 V y potencial de ruptura (DP) -25 V.

El tiempo de espera de cada transicion MRM fue de
150 ms. El espectrometro de masas fue controlado con
software Analyst 1.4.2 de Applied Biosystems/MDS Sciex y
Symbiosis de Symbiosis Pico para Analyst Software.

Resultados

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
se muestran en la tabla 2. Para minimizar el posible impac-
to de factores exogenos en la variabilidad de las muestras,
todas las muestras fueron recogidas en el hospital durante
la misma época del afo utilizando exactamente el mismo
protocolo de recogida dentro de los 40 dias postparto. No se
encontraron diferencias en edad gestacional o paridad en-
tre las mujeres lactantes de las comunidades autonomas de
Cataluna y Galicia. De acuerdo al unpaired t test, la edad
de las madres en ambas poblaciones no difirié de forma sig-
nificativa (IC del 95%). En ambos casos, la edad materna
siguid una distribucion gaussica de acuerdo a la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

En las figuras 1a, 1b y 1c se detallan las concentraciones
de EDC en las muestras de leche materna analizadas. Las
concentraciones medias de la suma de PCB, OCP y PBDE en
las muestras de Catalufa fueron respectivamente 13, 5y
0,3 ng/g de grasa, mientras que en las de Galicia estos va-
lores fueron significativamente mas bajos, 3, 2,5y < 0,1
ng/g de grasa. Los compuestos encontrados en concentra-
ciones mas altas fueron PCB 194, PCB 28, PCB 52, p,p’-DDE,
Y-HCB y PFOS. Los compuestos mas frecuentemente encon-
trados fueron PCB 153, PCB 170, PCB 180 p,p’-DDE, p,p’-
DDD, PBDE 47 y PFOS.

La figura 2 muestra el dendograma que ilustra el analisis
de cluster jerarquico. Los participantes en el estudio fueron
agrupados de acuerdo a los resultados de los 40 EDC bioacu-
mulados, la edad de la madre, el tipo de profesion y el lugar
de residencia (urbana, rural, o industrial). La disimilaridad
entre los diferentes grupos de muestras fue calculada utili-
zando el método de distancias euclideas. La aglomeracion
fue llevada a cabo de acuerdo al método de linkage analy-
sis, y se definieron 3 grupos: un grupo mayormente com-
puesto por los participantes de Galicia; otro grupo formado
principalmente por participantes de Cataluia; y un grupo
de muestras individuales que mostraron niveles altos atipi-
cos de algunos EDC y que no pudieron ser agrupados en los
otros dos.

Discusion

El hallazgo principal que emerge de este estudio son las
diferencias altamente significativas en los niveles de EDC
en la leche materna de mujeres lactantes de las comunida-
des de Cataluna y Galicia. Como se puede apreciar en la
figura 2, la clasificacién utilizada, siguiendo la disimilari-
dad entre la bioacumulacion de EDC, distingui6 dos grupos
principales, de acuerdo a su origen geografico y a las tasas
de oligospermia. Las muestras de leche materna de muje-
res lactantes de Galicia mostraron niveles muy bajos de
EDC mientras que las muestras de Catalufa mostraron ni-
veles muy altos. Esta remarcable diferencia en los niveles
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Tabla 2 Resumen de las caracteristicas principales de los participantes

Region Codigo Edad de la madre  N.° de lactancias Tipo de residencia Sexo del recién nacido
Galicia G1 32 2 Ciudad < 400.000 habitantes Hembra
Galicia G2 33 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G3 40 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varén
Galicia G4 40 1 Area rural Varon
Galicia G5 29 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G6 29 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G7 33 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G8 34 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G9 34 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G10 37 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G11 32 1 Ciudad < 400.000 habitantes Hembra
Galicia G12 33 1 Ciudad < 400.000 habitantes Hembra
Galicia G13 33 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G14 35 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G15 35 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G16 36 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G17 36 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G18 35 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G19 40 3 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G20 37 1 Ciudad < 400.000 habitantes Hembra
Galicia G21 29 2 Ciudad > 1600000 habitantes Varoén
Galicia G22 29 2 Area rural Varén
Galicia G23 25 1 Area rural Varén
Galicia G24 33 1 Area rural Varén
Galicia G25 28 2 Area rural Varon
Galicia G26 31 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varén
Galicia G27 32 1 Area rural Varon
Galicia G28 33 1 Area rural Hembra
Galicia G29 32 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G30 31 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G31 32 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G32 35 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G33 34 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G34 31 2 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Galicia G35 30 1 Ciudad < 400.000 habitantes Varon
Cataluna C1 38 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna C2 35 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna C3 34 3 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna C4 35 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Vardn
Cataluna Cc5 38 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Female
Cataluna Ccé 29 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Vardn
Cataluna Cc7 36 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Vardn
Cataluna Cc8 34 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna c9 37 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna Cc10 40 2 Area rural Hembra
Cataluna C11 34 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C12 31 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C13 40 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C14 35 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C15 38 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C16 39 1 Area rural Hembra
Cataluna Cc17 29 1 Area rural Hembra
Cataluna C18 29 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Vardn
Cataluna C19 37 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Vardn
Cataluna C20 41 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes ~ Varon
Cataluna C21 34 2 Area industrial Varon
Cataluna C22 35 1 Area industrial Varén
Cataluna C23 35 2 Area rural Hembra
Cataluna C24 47 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna C25 27 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna C26 35 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Varon
Cataluna c27 33 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
Cataluna C28 36 2 Ciudad > 1.600.000 habitantes  Varén
Cataluna C29 38 2 Area rural Hembra
Cataluna C30 28 1 Area industrial Hembra
Cataluna C31 30 1 Area industrial Hembra
Cataluna C32 28 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes  Varon
Cataluna C33 35 3 Area rural Varon
Cataluna C34 32 1 Ciudad > 1.600.000 habitantes Hembra
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Figura 1a Concentraciones de disruptores endocrinos en las muestras de leche materna analizadas. OCP: pesticidas organoclora-
dos; PBDE: éteres bifenilos policlorados; PCB: bifenilos policlorados.
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Figura 1b Concentracion de toxicos analizados segln el lugar
de residencia de la madre (nanogramos por gramo de grasa).
OCP: pesticidas organoclorados; PBDE: éteres bifenilos policlo-
rados; PCB: bifenilos policlorados.

de EDC se hace todavia mas relevante cuando se compara
con las diferencias en las tasas de oligospermia previamen-
te reportadas para estas regiones. Como puede verse en la
figura 1a, las concentraciones de PCB y OCP encontradas en
la leche materna de las muestras de mujeres lactantes de
Cataluna fueron en algunos casos unas 10 veces mas altas
que los valores obtenidos en las muestras de Galicia. Por lo
tanto, la exposicion fetal y perinatal a PCB y OCP en Cata-
luna fue respectivamente, unas 4,3 y 2 veces mas alta que
en Galicia (fig. 1b), en excelente acuerdo con las tasas de
oligospermia reportadas en Catalufa del 22,7% y en Galicia
del 8,5%, y las concentraciones espermaticas medias en se-
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Figura 1c Porcentaje de muestras en las que se detectaron
toxicos sobre el total de muestras analizadas. OCP: pesticidas
organoclorados; PBDE: éteres bifenilos policlorados; PCB: bife-
nilos policlorados.

men de 59,3 y 91,7 millones/ml, respectivamente'’?, Es-
tos resultados son consistentes con la hipotesis previamen-
te postulada de que si la tasa de oligospermia idiopatica en
hombres jovenes sanos fuese determinada por la exposi-
cion a EDC durante el periodo fetal y perinatal, los niveles
de EDC deberian ser mas altos en la leche materna de ma-
dres de aquellas regiones con una prevalencia mas alta de
oligospermia. Los EDC que se acumulan en el tejido adipo-
so de la madre a lo largo de su vida podrian ser liberados a
la circulacion atravesando la placenta y afectar al feto'”%,
Un drgano que es especialmente sensible a los EDC durante
el periodo fetal es el testiculo. De llegar a ocurrir esto,
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Dendograma
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Figura 2 Dendograma del analisis de clUster jerarquico.

explicaria, al menos en parte, por qué la incidencia de
anomalias testiculares congénitas y de oligospermia es mas
alta en hombres de regiones con una exposicion mas alta a
EDC. Como soporte adicional a esta hipétesis, la incidencia
de criptorquidia en los recién nacidos de la comunidad de
Galicia fue del 2,5% mientras que en Catalufa fue del
10,1%.

Una variable de confusién potencial en este estudio po-
drian haber sido las diferencias en paridad entre ambos gru-
pos de mujeres lactantes, dado que se ha reportado que los
niveles de EDC disminuyen con el nimero de partos?'. Sin
embargo, como se muestra en la tabla 2, el porcentaje de
primiparas, secundiparas y multiparas fue similar en ambos
grupos de mujeres.

Conclusiones

En conclusion, la bioacumulacion y exposicion a EDC duran-
te el periodo fetal y perinatal en mujeres de Cataluia y
Galicia parece estar correlacionada con la tasa de oligos-
permia en hombres jovenes sanos de estas regiones. Si bien
esto no prueba que exista una relacion causa-efecto, si apo-
ya una vez mas la nocion de que la exposicion a EDC duran-
te el periodo fetal y perinatal podria resultar en dafo testi-
cular y oligospermia??24,
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