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1. INTRODUCCION
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Introduccion

Los plaguicidas, también denominados pesticidas, incluyen una gran
variedad de sustancias o productos quimicos que eliminan organismos nocivos y
que difieren en cuanto a su aplicacién, composicibn, modo de accion,
metabolismo y eliminacién.(1) Idealmente, estas sustancias deberian ser toxicas
para cada una de las especies causantes de plagas, e inocuas para el resto de
organismos. Sin embargo, la mayoria de los plaguicidas no son completamente
selectivos, por lo que representan un riesgo para el hombre y gran numero de

especies.(1;2)

La exposicidén a plaguicidas puede afectar a gran parte de la poblacion,
incluyendo trabajadores y poblacion general que puede estar expuesta a través
de su uso doméstico, agricola, en salud publica y por el consumo de agua y

comida contaminada.(2)

La utilizacién de los plaguicidas quimicos comenz6 en el siglo pasado
cuando se desarrollaron los sulfuros que se emplearon como fungicidas.
Posteriormente, se introdujeron los compuestos arsenicales como insecticidas
en la agricultura. Ambos tipos de sustancias presentaban una gran toxicidad lo
que limitd su uso generalizado. En 1940 aparecieron los primeros insecticidas
organoclorados entre los que se encuentra como principal representante el

diclorodifeniltricloroetano (DDT).(3)

17
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Introduccion

Al principio, la persistencia de estos productos organoclorados se
considerd beneficiosa porque el efecto biocida se prolongaba durante mas
tiempo en el lugar de aplicacion. Sin embargo, posteriormente se valor6 como
perjudicial la persistencia medioambiental ya que resultaban en un aumento de

los efectos biolégicos indeseables.(4)

Los principales plaguicidas utilizados en la actualidad en los paises
desarrollados son los organofosforados, carbamatos y piretroides. Estos
compuestos quimicos presentan una vida media mas corta que los

organoclorados y no se acumulan en tejido adiposo.(3)

18
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1.1. Fundamentos de la legislacion de base que regula el uso de

plaguicidas

El punto de partida de la legislacion vigente actual que regula estos
compuestos quimicos es el que supone el Real Decreto (RD) publicado en 1983
(5), por el que se aprueba la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la
fabricacion, comercializacién y utilizacion de plaguicidas, estableciendo como
objeto de la norma la ordenacion técnico-sanitaria de estos productos en cuanto
concierne a la salud publica, asi como la fijacion de los requisitos para la
fabricacion, comercializacién y utilizacién de plaguicidas, y el establecimiento de
las bases para la fijacion de sus limites maximos de residuos, todo ello con el fin
de prevenir accidentes e intoxicaciones y evitar o limitar los peligros asociados a

su uso directo e indirecto.

El RD anteriormente citado, define plaguicidas como “las sustancias o
ingredientes activos, asi como las formulaciones o preparados que contengan
uno o varios de ellos, destinados a cualquiera de los fines siguientes: combatir o
prevenir la accion de agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales,
favorecer o regular la produccién vegetal, con excepcion de los nutrientes y los
destinados a la enmienda de suelos, conservar los productos vegetales, incluida
la proteccion de las maderas, destruir los vegetales indeseables o prevenir su
crecimiento y hacer inofensivos, destruir o prevenir la accion de otros

organismos nocivos o indeseables distintos de los que atacan a los vegetales”.

19
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Asimismo, desarrolla las definiciones de plaguicidas segun el uso para el

que son empleados. Asi, entiende por:

“Plaguicidas de uso fitosanitario son los destinados a su utilizacién en el
ambito de la sanidad vegetal, asi como aquellos otros de anéloga naturaleza
destinados a combatir malezas u otros organismos indeseables en areas no

cultivadas.

Plaguicidas de uso ganadero son los destinados a su utilizacién en el
entorno de los animales o en las actividades estrechamente relacionadas con su

explotacion.

Plaguicidas para uso en la industria alimentaria son los destinados a
tratamientos externos de transformacion de vegetales, de productos de origen
animal y de sus envases, asi como los destinados al tratamiento de locales,

instalaciones o maquinaria relacionados con la industria alimentaria.

Plaguicidas de uso ambiental son aquellos destinados a operaciones de
desinfeccion, desinsectacion y desratizacion en locales publicos o privados,

establecimientos fijos 0 méviles, medios de transporte y sus instalaciones.

20
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Plaguicidas para uso en higiene personal son aquellos preparados utiles

para la aplicacién directa sobre el hombre.

Plaguicidas para uso doméstico son cualquiera de los definidos en los
anteriores epigrafes, autorizados expresamente para que puedan ser aplicados
por personas no especialmente cualificadas en viviendas y otros locales

habitados”.

Posteriormente, los plaguicidas no agricolas son regulados por la
Directiva 98/8/CE(6), relativa a la comercializacion de biocidas, que armoniza a
nivel europeo la legislacion sobre estos productos. Los biocidas son necesarios
para el control de los organismos perjudiciales para la salud humana y de los
animales, y para el control de los organismos dafninos para los productos

naturales o manufacturados.(7)

La Directiva 98/8/CE se incorpora a nuestro derecho interno mediante el
RD 1054/2002,(7) por el que se regula el proceso de evaluacion para el registro,
autorizacion y comercializacién de biocidas. En este RD, se entiende por
“biocidas aquellas sustancias activas y preparados que contienen una 0 mas
sustancias activas, presentados en la forma en que son suministrados al
usuario, destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la acciéon o
ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo nocivo por medios

quimicos o biolégicos”.

21
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Los biocidas recogidos en este RD se pueden agrupar en:(7)

» GRUPO PRINCIPAL 1: Desinfectantes y biocidas generales
» GRUPO PRINCIPAL 2: Conservantes
» GRUPO PRINCIPAL 3: Plaguicidas

» GRUPO PRINCIPAL 4: Otros biocidas

GRUPO PRINCIPAL 1: Desinfectantes y biocidas generales

“Estos tipos de productos excluyen los productos de limpieza que no
persiguen un efecto biocida, incluidos los detergentes liquidos y en polvo y

productos similares.

Tipo de producto 1: Biocidas para la higiene humana: Los productos de

este grupo son los biocidas empleados con fines de higiene humana.

Tipo de producto 2: Desinfectantes utilizados en los ambitos de la vida
privada y de la salud publica y otros biocidas: Productos empleados para la
desinfeccion del aire, superficies, materiales, equipos y muebles que no se
utilicen en contacto directo con alimentos o piensos en zonas de la esfera
privada, publica e industrial, incluidos los hospitales, asi como los productos

empleados como alguicidas.

22
Determinantes de DDE en tejido adiposo y asociacion con factores reproductivos en mujeres



Introduccion

Las zonas de utilizacion incluyen, entre otras, las piscinas, acuarios,
aguas de bano y otras; sistemas de aire acondicionado; paredes y suelos de
centros sanitarios y otras instituciones; retretes quimicos, aguas residuales,

desechos de hospitales, tierra u otros sustratos (en las areas de juegos).

Tipo de producto 3: Biocidas para la higiene veterinaria: Los productos de
este grupo son los biocidas empleados con fines de higiene veterinaria,
incluidos los productos empleados en las zonas en que se alojan, mantienen

o transportan animales.

Tipo de producto 4: Desinfectantes para las superficies que estan en
contacto con alimentos y piensos: Productos empleados en la desinfeccion
de equipos, recipientes, utensilios para consumo, superficies o tuberias
relacionados con la produccién, transporte, almacenamiento o consumo de
alimentos, piensos o bebidas (incluida el agua potable) para seres humanos

0 animales.

Tipo de producto 5: Desinfectantes para agua potable: Productos
empleados para la desinfeccidén del agua potable (tanto para seres humanos

como para animales).
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GRUPO PRINCIPAL 2: Conservantes

Tipo de producto 6: Conservantes para productos envasados: Productos
para la conservacion de productos elaborados que no sean alimentos o
piensos, dentro de recipientes, mediante el control del deterioro microbiano

con el fin de prolongar su vida util.

Tipo de producto 7: Conservantes para peliculas: Productos empleados
para la conservacion de peliculas o recubrimientos mediante el control del
deterioro microbiano con el fin de proteger las propiedades iniciales de la
superficie de los materiales u objetos como pinturas, plasticos, selladores,

adhesivos murales, cubiertas, papeles, obras de arte.

Tipo de producto 8: Protectores para maderas: Productos empleados para
la proteccion de la madera, desde la fase del aserradero inclusive, o los
productos derivados de la madera, mediante el control de los organismos que

destruyen o alteran la madera.

Se incluyen en este tipo de productos tanto los de caracter preventivo

como curativo.
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Tipo de producto 9: Protectores de fibras, cuero, caucho y materiales
polimerizados: Productos empleados para la conservacion de materiales
fibrosos o polimerizados, como los productos de cuero, caucho, papel o

textiles y la goma mediante el control del deterioro microbiano.

Tipo de producto 10: Protectores de mamposteria: Productos empleados
para la conservacidon y tratamiento reparador de los materiales de
mamposteria u otros materiales de construccién distintos de la madera

mediante el control del deterioro microbiano y la afectacion por algas.

Tipo de producto 11: Protectores para liquidos utilizados en sistemas de
refrigeracidbn y en procesos industriales: Productos empleados para la
conservacion del agua u otros liquidos utilizados en sistemas de refrigeracién
y de elaboracion industrial mediante el control de los organismos nocivos

como microbios, algas y moluscos.

No se incluyen en este tipo de productos los empleados para la

conservacion del agua potable.
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Tipo de producto 12: Productos antimoho: Productos empleados para la
prevencion o el control de la proliferacion de mohos sobre los materiales,
equipos y estructuras utilizados en procesos industriales, por ejemplo sobre
la madera y pulpa de papel, estratos de arena porosa en la extraccion de

petréleo.

Tipo de producto 13: Protectores de liquidos de metalisteria: Productos
empleados para la conservacion de los liquidos de metalisteria mediante el

control del deterioro microbiano.

GRUPO PRINCIPAL 3: Plaguicidas

Tipo de producto 14: Rodenticidas: Productos empleados para el control

de los ratones, ratas u otros roedores.

Tipo de producto 15: Avicidas: Productos empleados para el control de las

aves.

Tipo de producto 16: Molusquicidas: Productos empleados para el control

de los moluscos.
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Tipo de producto 17: Piscicidas: Productos empleados para el control de
los peces; se excluyen de estos productos los empleados para tratar las

enfermedades de los peces.

Tipo de producto 18: Insecticidas, acaricidas y productos para controlar
otros artrépodos: Productos empleados para el control de los artrépodos

(insectos, aracnidos, crustaceos, etc.).

Tipo de producto 19: Repelentes y atrayentes: Productos empleados para
el control de los organismos nocivos (invertebrados como las pulgas;
vertebrados como las aves) mediante repulsion o atraccion, incluidos los

empleados, directa o indirectamente, para la higiene veterinaria o humana.

GRUPO PRINCIPAL 4: Otros biocidas

Tipo de producto 20: Conservantes para alimentos o piensos: Productos
empleados para la conservacion de alimentos o de piensos mediante el

control de los organismos nocivos.

Tipo de producto 21: Productos antiincrustantes: Productos empleados
para el control de la fijacién y crecimiento de organismos incrustantes
(microbios o formas superiores de especies animales o vegetales) en barcos,

equipos de acuicultura u otras estructuras acuaticas.
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Tipo de producto 22: Liquidos para embalsamamiento y taxidermia:
Productos empleados para la desinfeccién y conservacion de cadaveres

animales o humanos o de parte de los mismos.

Tipo de producto 23: Control de otros vertebrados: Productos empleados

para el control de los parasitos”.

A continuacién y en la tabla 1 se desarrolla de forma sistematizada la

clasificacion de los grupos principales de biocidas.
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Tabla 1. Clasificacion de biocidas

Grupo principal

Tipo de producto

1. Desinfectantes y biocidas generales

2. Conservantes

3. Plaguicidas

4. Otros biocidas

1. Biocidas para la higiene humana

2. Desinfectantes utilizados en los ambitos de la vida privada y de la

salud publica y otros biocidas
3. Biocidas para la higiene veterinaria

4. Desinfectantes para las superficies que estdn en contacto con

alimentos y piensos
5. Desinfectantes para agua potable

6. Conservantes para productos envasados
7. Conservantes para peliculas

8. Protectores para madera

9. Protectores de fibras, cuero, caucho y materiales polimerizados

10. Protectores de mamposteria

11. Protectores para liquidos utilizados en sistemas de refrigeracién vy

en procesos industriales
12. Productos antimoho

13. Protectores de liquidos de metalisteria

14. Rodenticidas

15. Avicidas

16. Molusquicidas

17. Piscicidas

18. Insecticidas, acaricidas y productos para
artrépodos

19. Repelentes y atrayentes

20. Conservantes para alimentos o piensos
21. Productos antiincrustantes
22. Liquidos para embalsamamiento y taxidermia

23. Control de otros vertebrados

controlar otros

Modificado de: Ministerio de Sanidad y Consumo 2001(8)
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1.2. Clasificacion de plaguicidas

Desde el punto de vista funcional, y complementariamente a lo ya
expuesto, los plaguicidas se pueden clasificar de diversas formas. Las
categorias no siempre son excluyentes y se pueden solapar. Una unica
sustancia activa puede controlar una amplia variedad de plagas, tener diferentes
modos de accidén y por tanto ser clasificada de formas diferentes. Se pueden
emplear las siguientes clasificaciones segun:(9)

- Su aplicacién o fines

- Su modo de accion

- Su clasificacién quimica

- Sus efectos sobre la salud humana

a) Segun su aplicacién o fines

Dependiendo del tipo de plaga contra la que actuan: Insecticidas
(artropodos), rodenticidas o muridos (roedores), fungicidas o anticriptogamicos
(hongos), herbicidas (hierbas parasitas), ahuyentadores o repelentes (artropodos
o roedores), molusquicidas o helicidas (caracoles y babosas), nematocidas
(gusanos), acaricidas (acaros), conservadores de la madera (termitas y polillas)

y conservantes y abrillantadores de fruta.(10)
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b) Segun su modo de accion

Se clasifican segun el mecanismo utilizado para destruir o controlar las
plagas. Asi, por ejemplo, los insecticidas quimicos se podrian clasificar en:
asfixiantes (tratan de impedir que llegue al artrépodo el aire necesario para su
respiracion), fumigantes o tdxicos respiratorios, estomacales y de contacto
(penetran a través de la epicuticula de los insectos, por su liposolubilidad, y

llegan a los 6rganos nerviosos originando paralisis y muerte del insecto).(1)

c) Segun su clasificacion quimica

Los plaguicidas se pueden clasificar en base a su estructura y
caracteristicas quimicas en los siguientes grupos:

Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos, Piretroides, Derivados
bipiridilicos,  Clorofenoxiacidos, Cloronitrofenoles y  Organomercuriales,
Compuestos organicos del estafno, Tiocarbamatos, Ditiocarbamatos, y
Otros como: bromuro de metilo, fosfamina, acido cianhidrico, sulfato de talio,

fluoracetato sédico, warfarina, arsenito sodico, criolita.(11)
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d) Segun sus efectos sobre la salud humana

La clasificacion de los preparados peligrosos se basa en las definiciones
de las categorias de peligro que figuran en el RD 255/2003.(12) por el que se
aprueba el Reglamento sobre clasificacién, envasado y etiquetado de
preparados peligrosos. En el ambito de esta normativa se incluyen los biocidas y

los productos fitosanitarios.

Los principios generales de clasificacion y etiquetado de los preparados
peligrosos se aplican segun los criterios definidos en el Anexo VI del
Reglamento sobre notificacidn de sustancias nuevas y clasificacion, envasado y
etiquetado de sustancias peligrosas, aprobado por el RD 363/1995,(13) vy

modificado por la Orden PRE/2317/2002.(14)

La legislacién anteriormente citada establece unos indices de peligrosidad
de sustancias y preparados en funcidn de sus propiedades fisicoquimicas,
toxicoldgicas (efectos sobre la salud) y sobre el medio ambiente. A continuacion
se incluyen las posibles denominaciones segun su diferente grado de

peligrosidad, atendiendo a sus efectos sobre la salud. (12;14)

“Muy toxicos: las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion o
penetracion cutanea en muy pequefna cantidad, pueden provocar la muerte o

efectos agudos o crdnicos para la salud.
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Toxicos: las sustancias y preparados que, por inhalacién, ingestion o
penetracion cutanea en pequenas cantidades, provocan la muerte o efectos

agudos o cronicos para la salud.

Nocivos: las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestién o
penetracion cutanea, pueden provocar la muerte o efectos agudos o crénicos

para la salud.

Corrosivos: las sustancias y preparados que, en contacto con tejidos

vivos, pueden ejercer una accion destructiva de los mismos.

Irritantes: las sustancias y preparados no corrosivos que, por contacto
breve, prolongado o repetido con la piel o las mucosas, pueden provocar una

reaccién inflamatoria.

Sensibilizantes: las sustancias y preparados que, por inhalacién o
penetracion cutanea, pueden ocasionar una reaccion de hipersensibilizacion, de
forma que una exposicion posterior a esa sustancia o preparado dé lugar a

efectos nocivos caracteristicos.

Carcindgenos: las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion

0 penetracion cutanea, pueden producir cancer o aumentar su frecuencia.
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Mutagénicos: las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion o
penetracion cutdnea, pueden producir defectos genéticos hereditarios o

aumentar su frecuencia.

Toxicos para la reproduccién: las sustancias y preparados que, por
inhalacién, ingestién o penetracion cutanea, pueden producir efectos nocivos no
hereditarios en la descendencia, o aumentar la frecuencia de éstos, o afectar de
forma negativa a la funcibn o a la capacidad reproductora masculina o

femenina”.

Organismos internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) recomienda una clasificacion de plaguicidas por su peligrosidad,

basandose en criterios de toxicidad aguda oral y dérmica en la rata(15) (tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas por su peligrosidad(15)

Clase DLso (mg/kg de peso)

Via oral Via dérmica

Solidos  Liquidos Solidos  Liquidos

la Extremadamente peligrosos <5 <20 <10 <40
Ib Altamente peligrosos 5-50 20-200 10-100 40-400
I Moderadamente peligrosos 50-500 200-2000 100-1000 400-4000

[l Ligeramente peligroso > 500 > 2000 > 1000 > 4000

DLsy es una estimacion estadistica del nimero de mg de téxico por kg de peso corporal
necesarios para matar al 50% de una gran poblacién de animales de laboratorio

A continuacién, se expondran las principales caracteristicas de los
plaguicidas organoclorados, grupo quimico al que pertenece el
diclorodifeniltricloroetano  (DDT), y a cuyo principal metabolito el

diclorodifenildicloroetileno (DDE) hace referencia esta tesis.
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1.3. Plaguicidas organoclorados

Se trata de compuestos quimicos que empezaron a utilizarse
ampliamente en los afios 40, tanto en los tratamientos agricolas como en el
control de plagas transmitidas por insectos portadores. Sin embargo, su uso se
empez06 a cuestionar a partir de la publicacion del libro Silent Spring de Rachel
Carson en 1962, en el que se planteaba su persistencia en el medio ambiente y
su toxicidad en humanos y animales. A pesar de que se prohibieron muchos de
Sus usos en los paises occidentales durante los afios 70 y 80, todavia se siguen

utilizando en otros paises en vias de desarrollo.(16-18)

Estos productos son resistentes a la degradacion, lipofilicos, tienden a
bioacumularse, encontrandose con frecuencia a bajos niveles en los tejidos
humanos y son tdxicos. Se ha demostrado que muchos organoclorados son
carcindgenos en animales de experimentacion.(19) Su carcinogenicidad en
humanos no esta tan clara,(20) aunque si se han constatado sus efectos sobre

el sistema endocrino del hombre y de los animales.(17)

36

Determinantes de DDE en tejido adiposo y asociacion con factores reproductivos en mujeres



Introduccion

Debido a que son solubles en grasa, estos compuestos quimicos se
encuentran en mayores concentraciones en los alimentos con un alto contenido
en material graso. El consumo de alimentos con grasas que pueden estar
contaminadas con plaguicidas organoclorados (ej: leche y productos lacteos
contaminados, pescado y ballenas) causa una mayor exposicion a estos
compuestos quimicos. Los nifios se pueden ver expuestos mediante el consumo
de leche materna y en el utero por el paso de estas sustancias a través de la

placenta.(16)

1.3.1. Clasificacion de los plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas organoclorados son eficaces contra una gran variedad de
insectos. Estos compuestos constituyen un tipo Unico de plaguicidas debido a su
estructura ciclica, a su numero de atomos de cloro y a su baja volatilidad.
Pueden clasificarse en cuatro categorias: diclorodifeniletanos, ciclodienos,
bencenos clorados y ciclohexanos.(16) Algunos de los plaguicidas
organoclorados de importancia en salud publica se presentan en la tabla

3.(16:17)
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Tabla 3. Caracteristicas de plaguicidas organoclorados de importancia en
salud publica

Categoria Plaguicida Disruptor Carcinégeno
Endocrino en animales

Diclorodifeniletanos
DDT: diclorodifeniltricloroetano
0,p’-DDT: o,p’-diclorodifeniltricloroetano
p,p"-DDT: p,p -diclorodifeniltricloroetano
p,p -DDE: p,p’-diclorodifenildicloroetileno
Metoxicloro

+ + + + +

1+

Ciclohexanos
Hexaclorociclohexanos: isémeros
B-HCH y y-HCH (lindano)

I+

Ciclodienos
Endrin
Endosulfan +
Aldrin
Dieldrin +
Heptacloro
Clordano
Toxafeno +

+ + I+

Bencenos clorados
Hexaclorobenceno +

Otros insecticidas
Mirex +

Modificado de Longnecker (16;17)

Disruptor endocrino significa actividad estrogénica, antiestrogénica, o antiandrogénica. La
carcinogenicidad en modelos animales: +: evidencia suficiente de carcinogenicidad; +: evidencia
limitada de carcinogenicidad; I: datos insuficientes. En blanco: no datos disponibles.

1.3.2. Metabolismo

Después de su absorcion la mayoria de los compuestos organoclorados
se distribuyen rapidamente a los tejidos con alto contenido en grasa, y tiene
lugar un continuo intercambio entre la sangre y los tejidos. Los plaguicidas se
acumulan en los tejidos y después de repetidas exposiciones su concentracion

se estabiliza. Alcanzandose un equilibrio entre el consumo diario de
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organoclorados y su excrecion. Los que son metabolizados mas lentamente
muestran la mayor tasa de acumulacién y persisten en los tejidos durante largos

periodos de tiempo.(2;21)

1.3.3. Indicadores de exposicion

La exposicion a plaguicidas organoclorados se ha investigado en sujetos
expuestos ocupacionalmente y en la poblacion general midiendo compuestos

intactos y metabolitos en sangre, orina, tejido adiposo y leche humana.

La determinacion de los compuestos organoclorados o de sus metabolitos
en sangre o suero es un valioso método para monitorizar las exposiciones a
corto y largo plazo a estos plaguicidas.(2) Sin embargo, es mas probable que los
resultados se encuentren afectados por alteraciones en la dieta o de los

mecanismos de transporte.(22)

La determinacién de la concentracion de plaguicidas organoclorados en
tejido adiposo ha sido realizada en diferentes estudios, principalmente en sujetos
no ocupacionalmente expuestos. Los plaguicidas hallados con mas frecuencia
en el tejido adiposo de la poblacién general son el DDT, dieldrin y heptacloro.(2)
Estas medidas se han utilizado para determinar la carga corporal de los
plaguicidas mas persistentes, refleja el consumo dietético a largo plazo y es un

deposito bastante estable de diferentes AG y sustancias como las vitaminas
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solubles en grasa, por lo que constituyen una buena medida para evaluar

exposiciones relacionadas con la dieta.(22)

La leche representa una importante via de excrecién para la mayoria de
estos plaguicidas; por lo que la concentracién en la leche humana se ha medido
para estimar el consumo diario de los nifios, sobre todo en los paises donde se
han usado estos plaguicidas en grandes cantidades para la agricultura y en
salud publica.(23-25) EI DDT y su principal metabolito el DDE,
hexaclorobenceno, hexaclorociclohexano, dieldrin y heptacloro son los

plaguicidas detectados con mayor frecuencia en la leche humana.(2)

1.4. Diclorodifeniltricloroetano (DDT)

El DDT fue sintetizado por Zeidler en 1874. Sin embargo, sus
propiedades como insecticida no fueron descubiertas hasta 1939 por el quimico
suizo Paul Mller. Su produccion a escala industrial comenzé en 1943. El bajo
precio de este producto contribuyd a su difusibn mundial. Inicialmente, se utilizé
en la Segunda Guerra Mundial para proteger personal y zonas militares, contra
el paludismo, el tifus exantematico y otras enfermedades transmitidas por
insectos. Su empleo profuso en la agricultura comenzo6 en 1946. En los afos 60
se utilizaban anualmente en el mundo cerca de 400.000 toneladas de

DDT.(21;26)
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En los paises occidentales, el DDT fue utilizado ampliamente como
insecticida en aplicaciones agricolas y no agricolas hasta su prohibicién en los
anos 70. Actualmente, se usa todavia en algunos paises para el control de

enfermedades transmitidas por vectores, como la malaria.(27)

Suecia fue el primer pais en prohibir su utilizacion en 1970.(19)
Posteriormente, otros paises prohibieron la mayoria de sus usos en 1972 (ej:

EEUU, Alemania)(18) o poco después a causa de su impacto ambiental.(26)

En Espana se establecieron restricciones al empleo de productos
fitosanitarios que contuvieran DDT en determinados cultivos, en 1971.(28)
Posteriormente, en 1975 se prohibié la venta y utilizacibn en aplicaciones
agricolas y forestales de todos los productos fitosanitarios en cuya composicion
apareciera el DDT y entré en vigor en 1977.(29) Finalmente, en 1994 se prohibid
la comercializacién y utilizacion de plaguicidas de uso ambiental que contuvieran

determinados ingredientes activos peligrosos, entre ellos el DDT.(30)

A pesar de la entrada en vigor de la legislacién citada anteriormente,
algunos autores plantean dudas sobre si realmente cesé su utilizacion en esas
fechas. Ademas, el DDT se sigue usando para fabricar productos como el
herbicida dicofol. Por otra parte, la importacién de productos de otros paises que
pudieran estar utilizando estos pesticidas hace que se pueda producir exposicién

a los mismos en los paises occidentales.(31)
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1.4.1. Caracteristicas del DDT y sus metabolitos

El preparado comercial de DDT esta formado por catorce compuestos
quimicos. El ingrediente activo, p,p-DDT, representa un 65-80% del preparado.
Otros componentes son el producto casi inactivo, 0,0-DDT (15-21%), trazas de
0,0-DDT y también puede contener DDE y diclorodifenildicloroetano (DDD)
como contaminantes. Ademas estos dos ultimos, se pueden obtener como
productos de la degradacion del DDT. Todos ellos son solidos blancos
cristalinos, sin olor, ni sabor.(27) En la figura 1 se muestra la estructura quimica

de los diclorodifenilcloroetanos.(17)

—Cl

| / N\
Ci Cl Cl
p.p'-DDT p,p'-DDE

Figura 1. Estructura quimica de los diclorodifenilcloroetanos.(17)
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El desarrollo de esta tesis se centra en los isémeros p,p-DDT vy
principalmente en su metabolito mas importante, el p,0-DDE, a partir de este

momento se hara referencia a ellos como DDT y DDE, respectivamente.

1.4.2. DDT y DDE en el medio ambiente

El DDT se introdujo en el ambiente durante su produccién y uso masivo
como plaguicida antes de su prohibiciébn en la mayor parte del mundo; pero
continta distribuyéndose en el ambiente, por su actual empleo en algunos
paises para el control de enfermedades transmitidas por insectos y a partir de

los residuos que se generaron durante su utilizacion en el pasado.(27)

Efecto sobre la atmdsfera

El DDT entra en la atmésfera a consecuencia de su utilizacidn como
plaguicida y por la volatilizacién de los residuos del suelo y el agua. Este
compuesto se puede transportar a grandes distancias a través del aire desde las
regiones mas célidas a las mas frias por ciclos repetidos de volatilizacién desde
el suelo y superficies acuaticas seguidas por deposicion sobre las superficies.
Este transporte resulta en una amplia dispersion mundial del DDT y sus
metabolitos incluso a 4reas remotas como las regiones Articas o

Antarticas.(27;32;33)
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La mitad de DDT y DDE que existe en el aire se ha estimado que se
degrada en 2 dias por la luz solar. Sin embargo, la vida media estimada es
demasiado corta para explicar la capacidad de estos compuestos para

transportarse a largas distancias.(27)

Efecto sobre el agua

En el ambiente acuatico, el DDT puede volatilizarse, y debido a su baja
solubilidad en agua, depositarse en los sedimentos o en particulas en
suspension. Es consumido por pequerios organismos y peces y se acumula en
el tejido adiposo de peces y mamiferos marinos. Un estudio encontré que el
DDT se acumula a mas altas concentraciones en los peces grasos que ocupan

el nivel mas alto de la cadena tréfica.(34;35)

Efectos sobre el suelo

En el suelo, DDT y DDE son fuertemente adsorbidos. Sin embargo,
también pueden volatilizarse, sobre todo si se encuentran en suelos humedos,
fotodegradarse en la superficie o biodegradarse. Estas sustancias se incorporan
a las plantas, de las que se alimentan los animales acumulandose en su tejido

adiposo y en la leche.
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La mayor parte del DDT en el suelo es degradado lentamente a DDE y
DDD por microorganismos. La vida media del DDT en el suelo es de 2-15 afos.
La vida media de una sustancia, indica el tiempo que se estima necesario para
que desaparezca el 50% de la misma, pero el tiempo requerido para perder la
otra mitad restante puede ser mas largo, y la tasa de desaparicion puede
disminuir mas con el paso del tiempo. Estas sustancias pueden permanecer en
el suelo potencialmente durante cientos de afos. La razén de que perdure
durante tanto tiempo puede ser porque se una fuertemente a las particulas del
suelo y esté menos expuesto a los microorganismos. El tiempo que permanezca
en el suelo dependera de factores como la temperatura, el tipo de suelo, la
humedad del mismo. Asi, persiste menos tiempo en los trépicos donde el
quimico se evapora mas rapido y donde los micoorganismos lo degradan con
mayor celeridad. Tan sélo una pequena cantidad pasara a través del suelo al

agua subterranea.(21;36)

Efectos sobre los seres vivos

La persistencia del DDT y sus metabolitos, junto con su lipofilidad ha
contribuido a su bioacumulacién (incremento de la concentracién de un quimico
en un organismo que excede lo que hay en el ambiente) y biomagnificacion
(incremento de la concentracion de un quimico en un organismo como funcién
de su nivel trofico). DDT y DDE se acumulan en plantas y tejidos grasos de

peces, aves y otros animales.(27)
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Entre las aves se ha detectado que estas sustancias producen un
adelgazamiento de la cascara de los huevos, lo que dificulta su incubacién,
dando lugar a una disminucién de la poblacién. También se han descrito
problemas en la reproduccién de ciertas especies de peces.(37) Ademas, en
estudios experimentales en ratones se ha encontrado un aumento de la
incidencia de cancer de pulmén y linfomas, aumento de los tumores hepéaticos

en ratas y tumores adrenales en hamsters.(19)

Desde su prohibicion las concentraciones de DDT en los animales y en el
ambiente han ido disminuyendo, aunque debido a su estabilidad quimica y a su
liposolubilidad, el DDT y especialmente el DDE, persisten en el medio ambiente
y es detectable en humanos. Los efectos sobre la salud humana se

desarrollaran de forma mas amplia en los siguientes apartados.
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1.4.3. Vias de exposicion en la poblacion

La principal fuente de exposicién al DDT y DDE en la poblacion general
es a través de la ingesta de carne, aves y pescados grasos, donde se
encuentran las mas altas concentraciones de estos productos.(19) La cantidad
de DDT detectada en los alimentos ha disminuido desde su prohibicidén, pero
todavia se detectan en muchos productos.(38-40) Estas sustancias se pueden
encontrar con mayor probabilidad en alimentos importados de paises donde

todavia se utiliza el DDT.(27)

La exposicién también podria ocurrir, durante el uso y aplicaciéon del DDT
antes de la prohibicién, por inhalacion o absorcion a través de la piel.
Actualmente, los niveles de estos compuestos en el aire y en el agua han
disminuido tanto que la exposicién a los mismos es muy pequeia comparada

con las fuentes dietéticas.

La excrecion del DDE se puede realizar por la leche materna y es
conocida su capacidad de atravesar la placenta.(41) Por este motivo, los nifios

también pueden estar expuestos a traves de estas fuentes de exposicion.(42)

Una estimacion de la dosis absorbida por todas las vias de exposicion
involucradas, se puede obtener a través de la monitorizacién biolégica, que

consiste en la medicién del compuesto activo o de sus metabolitos en medios
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biolégicos (sangre, orina, tejido adiposo, etc.) para obtener una estimacion del

nivel corporal del plaguicida en cuestion.(11)

Debido a su lento metabolismo y a su larga vida media, la concentracion
de DDE en tejido adiposo puede ser usada como biomarcador de exposicion
prolongada al DDT. Desde su prohibicién, se ha constatado en estudios llevados
a cabo en distintos paises una tendencia a la disminucién de los niveles del
metabolito DDE(25;43-45), en tanto que en otros las concentraciones
permanecen casi constantes o han disminuido solo ligeramente.(26;46) Se
calcula que el DDT tardaria en desaparecer de un individuo entre 10 y 20 anos si
la exposicién cesase totalmente, pero que el DDE posiblemente persistiria
durante toda su vida.(26) La vida media del DDE en plasma se ha estimado en
10 afos aproximadamente.(47) Segun algunos autores, los actuales niveles
ambientales de exposicion pueden resultar en la bioacumulacién de estos
productos en el organismo y son preocupantes por los posibles efectos sobre la

salud que pueden ocasionar.(17)

1.4.4. Efectos sobre la salud

La induccién de las enzimas microsomales hepaticas se demostr6 como
el efecto mas precoz relacionado con la exposicion a DDT en términos de dosis-
respuesta. Este efecto no se observa por debajo del valor limite propuesto en

trabajadores expuestos para DDT mas DDE en suero de 250 ug/1.(48)
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Niveles elevados de DDT pueden afectar al sistema nervioso produciendo
excitabilidad, temblores y convulsiones. En mujeres también se ha descrito una

disminucién en la duracion del periodo de lactancia.(36)

La importancia de la exposicion al DDT y DDE se debe a la demostracion
de su carcinogenicidad en animales de experimentacién, aunque los resultados
de los estudios que analizan su carcinogenicidad en humanos son
inconsistentes.(49) ElI DDT ha sido clasificado por la OMS como un producto de
Clase Il “Moderadamente Peligroso”, su DLsy es de 113 mg/kg (Tabla 2).(15) La
Environmental Protection Agency (EPA) clasific6 al DDT y DDE segun su
carcinogenicidad en el grupo B2, probables carcinédgenos humanos.(50;51) Asi
mismo, la IARC ha determinado de acuerdo a la evidencia disponible que estos
compuestos pertenecen al grupo 2B, posiblemente carcindgenos

humanos.(19;49)

El DDT y su metabolito, el DDE, se han identificado como disruptores
endocrinos con capacidad para poder afectar a la vida reproductiva y los
procesos de desarrollo tanto de humanos como de animales.(52) Se han
descrito alteraciones en la reproduccién y en el desarrollo de ciertos animales,

asi como aberraciones cromosémicas en cultivos celulares animales.(53)
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El DDT actia como un estrégeno ambiental débil, por lo que se ha
relacionado con alteraciones en el desarrollo sexual y con el riesgo de cancer de
mama.(54) El DDE, tiene un efecto estrogénico muy débil, pero se ha
demostrado su accién como bloqueante androgénico, por la inhibicién de la

union del andrdégeno a su receptor.(55;56)

Se esta estudiando activamente el papel de la exposicién al DDE en la
etiologia del cancer de mama,(20;57-59) cancer de pancreas,(60) linfoma no
Hodgkin,(61) cancer hepéatico,(62), nacimientos prematuros,(63) criptorquidia e
hipospadias, entre otros,(64) aunque no existen por el momento resultados

concluyentes.

Como consecuencia a todo lo expuesto anteriormente, persistencia en el
medio ambiente, acumulacién en la cadena alimentaria y efectos sobre la salud
humana, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) promovié en 2001 el
Convenio de Estocolmo con el fin de eliminar o restringir la produccién o uso de
los compuestos organicos persistentes (COPs), entre los que se encuentra el
insecticida DDT.(65) Este Convenio entr6 en vigor en mayo de 2004 al haber

sido ratificado por un nimero suficiente de paises.
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El citado Convenio pretende, en relacion al DDT, conseguir eliminar la
produccién y uso del mismo una vez exista un consenso sobre las alternativas
disponibles mas seguras y econémicamente viables para la proteccion de la
salud publica. Se restringe el uso del DDT a la produccién de dicofol, pero con la

intencidén de reevaluar este uso a los 2 afos de la entrada en vigor del acuerdo.

Aunque se han identificado varios determinantes de los niveles de DDE
(edad, raza...),(66), hay pocos estudios sobre los determinantes de este
biomarcador.(67;68) Un mayor conocimiento sobre los mismos ayudaria a
identificar potenciales confusores en estudios epidemiolégicos y permitiria
identificar las fuentes de exposicién de la poblaciéon. Asimismo, el papel de los
organoclorados, en concreto del DDE, en relacibn con ciertos factores
reproductivos estudiados en este documento, como la edad de la menopausia,

ha sido considerado en muy pocos estudios.

El conocimiento de los niveles de DDE y de su relacién con ciertos
alimentos en los que se acumulan en mayor cantidad estas sustancias, seria de
utiidad para proporcionar recomendaciones dietéticas que contribuyan a
disminuir la exposicion a las mismas, asi como conocer factores reproductivos

que pudieran ser potencialmente alterados por niveles elevados de DDE.
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1.5. Estudio EURAMIC

Para evaluar la asociacion entre DDE y otros biomarcadores nutricionales
del tejido adiposo, asi como la asociacion entre los niveles de DDE y factores
reproductivos en mujeres, se examinaron los datos originales proporcionados
por el estudio “EURopean study on Antioxidants, Myocardial Infarction and
Cancer of the breast” (EURAMIC), analizando exhaustivamente la informacion
necesaria para responder a los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral que

se detallardn seguidamente y revisando los fundamentos bioldgicos del proceso.

El estudio original consiste en un proyecto internacional mediante un
diseno de casos y controles, financiado por la Comision Europea, con el objetivo
primario de evaluar el efecto de los antioxidantes sobre el riesgo de cancer de
mama en mujeres postmenopausicas. En este estudio, fueron obtenidas
muestras de tejido adiposo para determinar concentraciones de antioxidantes,
acidos grasos y DDE como potenciales factores de riesgo para el cancer de
mama.(69;70) El grupo control de este estudio comprende una muestra
representativa de la poblacion femenina de la que surgieron los casos de cinco
ciudades europeas (Berlin, Zirich, Zeist, Coleraine y Malaga). Los datos de esta
muestra nos proporcionan una oportunidad para examinar las asociaciones entre
el nivel de DDE y una serie de biomarcadores dietéticos y diversos factores

reproductivos en mujeres postmenopausicas aparentemente sanas.
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OBJETIVO GENERAL

- Conocer los niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres postmenopausicas
europeas, como indicador de la posible contaminacion ambiental y de ciertos

alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar las posibles fuentes de exposicion dietética evaluando la asociacion
entre DDE y otros biomarcadores nutricionales en tejido adiposo de mujeres

postmenopausicas de cinco paises europeos.

- Examinar la asociacién entre los niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres
postmenopausicas de la poblacion estudiada y factores reproductivos como

edad de la menopausia y numero de hijos.
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3.1. Diseino del estudio

Estudio descriptivo transversal en el que se estudiaron mujeres
postmenopausicas de 50-74 afios de edad residentes en el éarea de
reclutamiento de 5 centros europeos: Berlin (Alemania), Zeist (Holanda),
Coleraine (Irlanda del Norte), Malaga (Espana) y Zurich (Suiza). Nuestro estudio
se ha realizado entre los afos 1998 y 2004, manejando datos de sujetos

reclutados durante 1991 y 1992.

3.2. Sujetos del estudio

Se incluyeron mujeres que formaban parte del grupo control del proyecto
EURAMIC que estudiaba el efecto de los antioxidantes sobre el riesgo de cancer
de mama en mujeres postmenopausicas. Se obtuvieron de la poblacién
originaria de los casos del citado estudio y apareados por edad (en intervalos de

5 anos).

Se incluyeron 373 mujeres postmenopdausicas (sin menstruacion en los
ultimos 24 meses), de entre 50 y 74 afos, pertenecientes a la poblacién

autoctona del pais y que hablaran el idioma oficial del mismo.
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Se excluyeron las mujeres con historia previa de cancer de mama,
historia de abuso de drogas o alcohol, trastornos psiquiatricos mayores (que
pudieran interferir con su capacidad para dar el consentimiento informado),
institucionalizadas o que hubiesen modificado su dieta el afio anterior (ej.
intervenciones dietéticas especiales por razones de salud, pérdidas de peso que
excedieran los 5 Kg., uso de suplementos que contuvieran a-tocoferol, -

caroteno o selenio).

En Berlin y Zirich se utilizaron muestras aleatorias de registros de la
poblacion local. En Zeist, Coleraine y Malaga, las mujeres fueron seleccionadas
por muestreo aleatorio de las listas de pacientes de médicos generales. En
general, el objetivo de los controles seleccionados era asegurar la factibilidad del
estudio buscando siempre una poblacion de personas en los que sus niveles de
exposicion a las variables de estudio fueran representativos de la poblacién de la

que surgieron los casos.

Los porcentajes de respuesta se calcularon como el nUmero de sujetos
entrevistados que cumplian los requisitos para ser elegidos dividido por el
namero de participantes invitados (incluyendo un porcentaje desconocido de
sujetos no aptos para el estudio). Las tasas de respuesta fueron: Berlin, 45%;

Zeist, 50%; Coleraine, 46%; Malaga, 91%,; y Zirich, 22% (Tabla 4).(70)
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Tabla 4. Fuente y modo de reclutamiento de los sujetos de estudio

Pais Centro Fuente %respuesta N2 sujetos’
Alemania Berlin RP 45 59

Esparia Malaga MG 91 68

Holanda Zeist MG 50 67

Irlanda del Norte  Coleraine MG 46 105

Suiza Zirich RP 22 74

Total 373

RP: Registros Poblacionales; MG: Médicos Generales
"Numero de sujetos de los que se disponen datos (numerador de los porcentajes de respuesta).
El denominador incluye los sujetos no elegidos.

Se obtuvo el consentimiento informado de las participantes del estudio de
acuerdo con los estandares éticos de los comités responsables en

experimentacién humana de cada centro.

3.3. Recogida de datos

La informacién sobre el habito tabaquico, antecedentes médicos y de la
esfera reproductiva, asi como medidas antropométricas fueron recogidas para
todas las mujeres incluidas en la poblacion de estudio utilizando cuestionarios
estandar. El nivel socioeconémico y el consumo de alcohol fueron evaluados a

través de cuestionarios desarrollados localmente.
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El habito tabaquico se incluyé como un indicador general del estilo de
vida. En el Anexo | se incluye el cuestionario para la evaluacion del habito de
fumar, que incluye las principales formas del habito tabaquico y duracién del

mismo.

Las diferentes variables relacionadas con la esfera reproductiva y con el
historial médico de los sujetos de estudio se recogieron mediante el cuestionario

incluido en el Anexo II.

Las definiciones utilizadas para realizar las mediciones antropométricas

de una forma estandarizada se recogen en el Anexo ll.

El nivel socioeconémico se considera que esta relacionado con el estilo
de vida, incluyendo los habitos dietéticos y el estado nutricional, la utilizacién de
las instituciones sanitarias, y la negativa a cooperar en la recogida de
informacion de los biomarcadores. Cada centro disponia de un método

generalmente adaptado a las circunstancias locales.

El consumo de alcohol también se puede utilizar como un indicador del
estilo de vida. Los datos se recogieron mediante cuestionarios validados que
incluian frecuencia y cantidad de bebidas alcohdlicas consumidas durante los
dias laborables y los fines de semana, permitiendo evaluar el consumo de

alcohol en gramos por semana durante el ultimo afio. Para obtener la cantidad
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total de alcohol consumida por semana, se calcul6 el nimero de unidades de
alcohol consumidas a la semana y se asumié que cada unidad equivalia a 10

gramos de alcohol.(71)

Las muestras de tejido adiposo subcutdneo se tomaron por aspiracion
con aguja del tejido adiposo subcutaneo de la regidon glutea.(69;70;72) Todos los
centros de investigacidon extrajeron las muestras de tejido adiposo de un modo

estandarizado, mostrado en un video distribuido entre los centros.

Posteriormente a la aspiracién, el tejido adiposo fue colocado
inmediatamente en hielo seco o en nitrégeno liquido y almacenado a —70 °C.
Para el control de calidad, muestras de referencia de tejido graso fueron
proporcionadas por el centro coordinador, se guardaron con las muestras
recogidas y se incluyeron en el envio con las muestras de tejido graso de todos
los sujetos del estudio. Las muestras fueron transportadas al centro coordinador
(Zeist) en hielo seco para el analisis. En el laboratorio central las muestras de
referencia fueron analizadas para detectar condiciones anormales de

almacenaje y transporte.
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3.4. Analisis de laboratorio

Las muestras de tejido adiposo fueron tratadas centralmente en el TNO
(Toxicology and Nutrition Institute) en Zeist, Holanda.(69;70) La muestra
saponificada se acidificd con acido clorhidrico y se extrajeron los acidos grasos
libres. Los niveles de acidos grasos fueron determinados por cromatografia de
gases (HRGC 5300 Mega Series, Carlo Erba Instruments, Milan, ltalia). Los
niveles de acidos grasos se expresan como la proporcidén del area pico del total

de acidos grasos.

Las concentraciones de antioxidantes en tejido adiposo se determinaron
por cromatografia de alta resolucion de fase inversa y deteccion
espectrofotométrica.(73;74) El coeficiente de variacion para el analisis de B-
caroteno y a-tocoferol fue del 7% (en valores medios de 2,1 y 84 ug/g en las
muestras de control de calidad, respectivamente). Los limites de deteccién
fueron 0,05-0,10 pg/g para el a- caroteno, 0,02 ug/g para el B-caroteno, 2 pug/g
para el a-tocoferol, 0,05-0,10 ug/g para el licopeno, y 0,10 ug/g para el retinol.
Las concentraciones de vitaminas se expresaron en ug por gramo del total de

acidos grasos.

El analisis del DDE fue realizado en el National Institute of Public Health
and Environmental Protection en Bilthoven, Holanda. Las muestras disponibles

para el analisis eran extractos que contenian una solucién de isooctano con
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acidos grasos metilados del tejido adiposo original y acido heptadecandico
(C17:0) como estandar interno para la determinacién de &cidos grasos. Los
niveles de DDE se detectaron mediante un sistema de cromatografia de gas y
liquido (Dualchrom 2000, Carlo Erba Instruments, Milan, Italia) y deteccién por
captura de electrones. El limite de deteccién para el DDE fue de 0,1 ng/ml. Si el
nivel de DDE estaba por debajo de este limite (n=19), se introdujo la mitad de la
concentracion mas baja de las restantes muestras. Las concentraciones de DDE

fueron expresadas en pug de DDE por gramo de acidos grasos en el aspirado.

Para realizar el control de calidad, dos muestras de control consistentes
en una mezcla de mantequilla y grasa frita se sometieron al procedimiento
completo para la determinacion de los acidos grasos y DDE. Estos controles
fueron analizados dentro de cada lote de muestras para C17:0 y DDE. A un nivel
de 25 ug/ml de C17:0, los coeficientes de variacion dentro de cada lote variaron
de 1-5% para el C17:0 y entre lotes de 7-8%. Para el DDE, el coeficiente de
variacion intra-lote para soluciones de 1,5 ng/ml fue del 5%. El coeficiente de

variacion entre lotes del analisis para soluciones de 0,25 ng/ml fue del 15%.(75)
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3.5. Variables del estudio

3.5.1. Variables del sujeto

Edad (afios), peso corporal (Kg), altura (cm), nivel socioeconémico bajo
(1-Sf; 0-No), indice de masa corporal (IMC) (kg/m?), circunferencia de la cintura
(cm), circunferencia de la cadera (cm), indice cintura-cadera (/CC), nimero de
cigarrillos al dia como variable continua y categorizada como fumadora actual (1-
Si; 0-No), consumo de alcohol (gr/semana) como variable continua vy
categorizada segun si era o no bebedora actual (1-Si; 0-No) y centro de estudio

al que pertenecen los sujetos.

3.5.2. Variables de laboratorio

Concentracion de DDE en tejido adiposo (ug/g), niveles de los siguientes
antioxidantes ajustados por el porcentaje de grasa de la biopsia: alfa-tocoferol,
beta-caroteno, retinol, gamma-tocoferol, licopeno y alfa-caroteno (ug/g), niveles
de los acidos grasos (AG) recogidos en la tabla 5 son expresados como

porcentaje del total del area de AG.
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Tabla 5. Nomenclatura de los acidos grasos analizados(76)

Notacion abreviada Nombre sistematico Nombre trivial

AG saturados (AGS)

C14:0 Tetradecanoico Miristico
C15:0 Pentadecanoico

C16:0 Hexadecanoico Palmitico
C18:0 Octadecanoico Estearico
C20:0 Eicosanoico Araquidico

AG monoinsaturados (AGM)
C18:1 n-9 cis-9-Octadecenoico Oléico

AG poliinsaturados (AGP)

AG omega-3
C18:3n-3 9,12,15-Octadecatrienoico  a-Linolénico
C22:6 n-3 Docosahexaenoico Cervonico
AG omega-6
C18:2n-6 9c,12c¢c-Octadecadienoico Linoléico
C18:3n-6 6,9,12-Octadecatrienoico y-Linolénico
C20:4 n-6 5,8,11,14-Eicosatetraenoico  Araquiddnico
AG trans

AG = acido graso
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3.5.3. Variables relacionadas con factores reproductivos vy

hormonales

Numero de hijos, edad de la menopausia, edad al primer hijo, edad de la
menarquia, paridad (1-Si; 0-No), uso de anticonceptivos orales (1-Si; 0-No),
tratamiento de sustitucion hormonal (1-Si; 0-No), cirugia ginecoldgica (1- No; 2-
ovariectomia bilateral; 3-histerectomia; 4- ovariectomia bilateral e histerectomia;

5- ovariectomia bilateral o histerectomia).

Se consideraron postmenopausicas cuando el cese de la menstruacion se
habia producido de forma continuada durante los ultimos 24 meses. Se definié la
edad de la menopausia natural como la de la ultima menstruaciéon. Las mujeres
que en el momento de la realizaciobn del estudio recibian terapia de
reemplazamiento hormonal con estrégenos para los sintomas de la
perimenopausia no fueron incluidas en el estudio. Si este tratamiento habia
cesado con anterioridad y no habian tenido menstruaciones en los ultimos 24

meses fueron seleccionadas para el mismo.
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3.6. Analisis estadistico

3.6.1. Manejo de datos

Los datos fueron introducidos en una base de datos, utilizando para ello el
programa Statistical Analysis System (SAS).(77) Posteriormente, se depuraron

posibles inconsistencias, verificando la exactitud de los datos introducidos.

3.6.2. Analisis estadistico

Los niveles de DDE fueron transformados logaritmicamente, para eliminar
la asimetria de la distribucidn, asi como para mejorar su normalidad y asegurar
la homogeneidad de varianzas a distintos niveles medios de DDE
(homocedasticidad). Se realizé un analisis descriptivo de los datos global y por
centros. Se calcularon los intervalos de confianza (/C) al 95% para los niveles

medios del log1cDDE y los resultados se presentaron en su escala original.(78)

Se realizaron ademas andlisis descriptivos de otras variables relevantes
de los sujetos del estudio, utilizando en la comparacién de medias de las
distintas variables por centros el ANOVA con ajuste de Scheffeé para

comparaciones multiples.
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Para estimar la asociacién lineal entre acidos grasos, antioxidantes,
factores reproductivos y las concentraciones de log1oDDE en tejido adiposo se
calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson y de correlacion parcial
ajustados por centro y edad.(79;80) Se usaron variables indicadoras para ajustar
por centro de reclutamiento. Ademas para cada variable independiente, se

usaron términos cuadraticos para explorar asociaciones no lineales.

Complementariamente, se realizaron modelos de regresion lineal maltiple
(79;80) para evaluar el efecto independiente de los distintos determinantes
(edad, centro de reclutamiento, acidos grasos y antioxidantes) en los niveles de
DDE. Asi como para explorar el efecto del DDE en la edad de la menopausia
ajustado por edad, centro de reclutamiento, factores reproductivos o habitos de
vida. En los diferentes modelos se incluyeron factores que presentaban
correlaciones que reflejaran una asociacion importante, factores de riesgo
establecidos en la literatura, asi como las principales variables incluidas en la
hipétesis de estudio. Las variables categoricas incluidas en el modelo se

introdujeron como variables indicadoras.

También se realizaron las representaciones graficas de las regresiones
lineales ajustadas por edad y centro con sus correspondientes intervalos de
confianza al 95%, entre las variables dependientes y las principales variables
predictoras del estudio, segun el método de ajuste propuesto por Willett et al. en

el contexto de epidemiologia nutricional.(81;82)
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Material y métodos

Se consider6 como significativo un valor de p menor que 0,05. Todos los
valores de p proporcionados son bilaterales. Los analisis estadisticos se

realizaron con el programa SAS.(77)

3.7. Control de calidad

El control de calidad en este estudio estuvo garantizado por la aplicacion
de idénticos criterios en la seleccion de los sujetos de todos los centros, por la
definicién a priori de la fuente poblacional de casos y controles, el analisis en un
laboratorio central de la composicion de acidos grasos y vitaminas en tejido
adiposo y por el andlisis estadistico de los datos agrupados de forma

centralizada.
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4. RESULTADOS
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4.1. Determinantes de la concentracion de DDE en tejido adiposo de

mujeres postmenopausicas europeas

4.1.1. Descripcion de las participantes del estudio

El numero de mujeres postmenopausicas que participaron como controles
en el estudio EURAMIC, que evaluaba el efecto de los antioxidantes sobre el
riesgo de cancer de mama, fue de 373. Sin embargo, la muestra de tejido
adiposo fue insuficiente para realizar un analisis fiable de DDE, acidos grasos o
antioxidantes, en 45 de los sujetos. Por tanto, los analisis para el estudio de los
determinantes de la concentracion de DDE se basaron en los 328 sujetos

restantes para los que las mediciones estaban disponibles.

Las principales caracteristicas de los 328 participantes del estudio se
resumen en la Tabla 6. El 28,65% de los sujetos pertenecian al centro irlandés,
las participantes suizas representaban el 20,73% de la poblacién a estudio y los
centros de Malaga, Zeist y Berlin aportaban el 19,20%, 15,85% y 15,54% de la
poblacion  estudiada, respectivamente. Todas las mujeres eran
postmenopausicas, con una media de edad ajustada por centro de 62,21 afos

(intervalo de confianza [IC] al 95% = 61,60 — 62,82).
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Se encontraron diferencias significativas intercentros para la edad, el
peso, la altura, el indice de masa corporal (IMC), el indice cintura-cadera (ICC),
el numero de hijos, el consumo de alcohol, asi como en el porcentaje de mujeres
con nivel socioeconémico bajo, fumadoras y bebedoras actuales en el momento

del estudio (todos los valores p globales del ANOVA fueron p < 0,001).

En Zeist, el ICC asi como la altura de sus participantes fueron
significativamente mayores que en el resto de los centros. Las mujeres del
centro irlandés tenian un peso significativamente menor que el resto de los
centros. La altura de las mujeres de Malaga y el porcentaje de fumadoras y
bebedoras actuales fueron significativamente menores, que las de los otros
centros participantes, con un IMC significativamente mas alto que las mujeres
del resto de los centros, mientras también era mayor el porcentaje de poblacion

con nivel socioeconémico bajo.
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Tabla 6. Descripcion global y por centros de las participantes del estudio.
Los valores son medias e intervalos de confianza al 95%

Berlin Zeist Coleraine Zirich Malaga Globalt
N 51 52 94 68 63 328
Edad 60,45 62,37 61,87 64,43 61,95 62,21
(afios) (58,73-62,17) (60,70-64,04) (60,93-62,81) (63,16-65,70) (60,66-63,24) (61,60-62,82)
Peso 69,78 70,32 63,73% 69,54 71,90 69,04
(k@) (66,62-72,94) (67,38-73,26) (61,52-65,94) (67,21-71,87) (68,76-75,04) (67,81-70,27)
Altura 1,64 1,68% 1,62 1,61 1,55% 1,62
(m) (1,62-1,65) (1,66-1,69) (1,60-1,63) (1,59-1,62) (1,53-1,56) (1,61-1,62)
IMC 26,04 24,94 24,41 27,05 30,00% 26,48

(kg/m?)  (24,92-27,16) (24,00-25,88) (23,61-25,21) (26,03-28,07) (28,88-31,12) (26,03-26,93)
N2 Hijos 1,55 2,77 2,19 1,93 2,87 2,26
(1,12-1,98) (2,28-3,26) (1,84-2,54) (1,54-2,32) (2,46-3,28) (2,06-2,46)
Icc 0,83 0,92t 0,79 0,86 0,86 0,85
(0,81-0,85)  (0,90-0,94) (0,77-0,81)  (0,84-0,88) (0,84-0,88)  (0,84-0,86)
Alcohol 64,98 71,53 19,16 65,32 0,62 44,25
(gr'sem)  (30,93-99,03) (46,36-96,70) (9,60-28,72) (38,66-91,98) (-0,12-1,36) (34,98-53,52)
Bebedora 73,47 80,85 33,33 71,64 4,761 51,26

Actual (%) (61,11-85,83) (69,60-92,10) (23,75-42,91) (60,85-82,43) (0,00-10,02) (46,56-55,96)

NSE bajo 22,00 50,00 18,09 27,94 82,541 40,19
(%) (10,52-33,48) (36,41-63,59) (10,31-25,87) (17,27-38,61) (73,17-91,91) (35,53-44,85)
Fumadora 2549 26,92 15,96 11,94 0,00+ 16,05

Actual (%) (13,53-37,45) (14,86-38,98) (8,56-23,36) (4,18-19,70) (0,00-0,00) (12,15-19,95)

IMC = indice de masa corporal; ICC = indice cintura/cadera; NSE = nivel socioeconémico

1 Ajustado por edad y centro.

T Centros con valores significativamente diferentes con respecto al resto de los centros usando
ANOVA con el ajuste de Scheffé para comparaciones multiples
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4.1.2. Niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres
postmenopausicas europeas

Los niveles de DDE por centro y globales, asi como sus distribuciones se
presentan en la Tabla 7. El valor medio de las concentraciones de DDE en tejido
adiposo de mujeres postmenopausicas europeas ajustado por edad y centro era
de 1,66 pg/g (IC al 95% = 1,46-1,88). El valor mas bajo lo presenté Coleraine
con 1,07 ug/g (IC al 95% = 0,83-1,37). La media geométrica de DDE era
significativamente mas alta en Méalaga (3,34 ug/g [IC al 95% = 2,53 — 4,40]) que
en el resto de los centros (ANOVA p < 0,001). Los intervalos de confianza para
las medias de Berlin, Zeist, Coleraine, y Zlrich se solapaban, y las diferencias

no alcanzaron significacion estadistica.

Las distribuciones de la concentraciéon global y en los distintos centros
presentaban una asimetria positiva, por lo que los calculos fueron realizados con
el logioDDE para mejorar la normalidad de la distribucion, obteniendo
posteriormente las medias geométricas retransformando los valores de

IongDE.
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Tabla 7. Concentracion de DDE (ug/g) global y por centros en tejido adiposo

Resultados

Percentiles

Centro N 10 25 50 75 90 Media (IC 95%)*
Berlin 51 0,58 1,05 2,18 3,46 4,45 1,70 (1,30-2,22)
Zeist 52 0,45 0,79 1,63 2,73 4,01 1,41 (1,09-1,84)
Coleraine 94 0,25 0,58 1,36 2,30 4,61 1,07 (0,83-1,37)
Zirich 68 0,29 1,03 1,85 3,04 4,94 1,45 (1,06-1,98)
Mélaga 63 1,05 2,54 3,74 6,02 9,47 3,34 (2,53-4,40)t
Global 328 0,35 0,91 1,90 3,55 5,59 1,66 (1,46-1,88)

DDE-=diclorodifenildicloroetileno; IC 95% = intervalo de confianza al 95%
* Media geométrica, retransformada de los valores de log,DDE

T Valores de DDE significativamente diferentes al resto de los centros, usando ANOVA con ajuste de Scheffé para comparaciones

multiples

F Global ajustado por edad y centro
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Resultados

4.1.3. Analisis de la asociacion entre los niveles de DDE y sus posibles

determinantes

Los coeficientes de correlacion globales para las asociaciones entre
acidos grasos y log1oDDE en tejido adiposo se muestran en la Tabla 8. Aunque
las asociaciones no ajustadas fueron significativas para los &acidos grasos
saturados, monoinsaturados y acidos grasos trans, asi como para varios acidos
grasos individualmente (incluyendo el C14:0, C15:0, C16:0, C18:0, C20:0, C18:1
n-9, C18:3 n-3, C20:4 n-6 y C22:6 n-3), estas correlaciones se debieron
fundamentalmente a las diferencias intercentros. Después del ajuste la Unica
asociaciéon con coeficiente de correlaciéon parcial significativo (r = -0,16; p =
0,004) fue para el acido araquidico (C20:0). El coeficiente de correlacién parcial
entre log1oDDE y el acido docosahexaenoico (C22:6 n-3), un biomarcador del

pescado fue 0,08 (p =0,14).

Los coeficientes de correlacion crudos globales para la asociaciéon de
vitaminas antioxidantes y el log10DDE en el tejido adiposo, que se muestran en
la Tabla 9, fueron pequefios y no significativos. EI mayor coeficiente de
correlaciéon parcial ajustado por edad y centro se encontré entre el log;oDDE vy el

retinol (r= 0,10; p = 0,09).
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Tabla 8. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad y centro entre log1oDDE y acidos grasos en tejido adiposo

Acido graso Crudos Ajustados por
edad y centro

Media DE r p r P

Saturados 26,17 455 -0,20 0,0002 0,02 0,76
C14:0 2,83 0,97 -0,25 0,0001 -0,01 0,90
C15:0 0,39 0,16 -0,25 0,0001 -0,05 0,34
C16:0 19,78 2,98 -0,16 0,005 0,05 0,42
C18:0 2,71 1,04 -0,12 0,03 -0,02 0,75
C20:0 0,14 0,09 -0,25 0,0001 -0,16 0,004
Monoinsaturados 57,08 559 0,24 0,0001 0,03 0,61
C18:1 n-9 46,9 6,48 0,27 0,0001 0,01 0,85
Poliinsaturados 14,04 3,72 -0,04 0,46 -0,04 0,48
AG omega-3 0,80 0,25 -0,05 0,32 0,09 0,12
C18:3n-3 0,58 0,21 -0,13 0,02 0,06 0,26
C22:6 n-3 0,17 0,09 0,15 0,01 0,08 0,14

AG omega-6 13,24 3,71 -0,04 0,50 -0,04 0,43
C18:2n-6 12,38 3,61 -0,05 0,37 -0,05 0,37
C18:3 n-6 0,05 0,04 0,08 0,13 -0,01 0,92
C20:4 n-6 0,38 0,11 0,13 0,02 0,09 0,13
AG trans 1,12 0,63 -0,25 0,0001 -0,05 0,42

DDE=diclorodifenildicloroetileno; DE = desviacion estandar; AG = acido graso
Las medias y DE se presentan como porcentaje del area del total de AG
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Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad y centro entre logoDDE y antioxidantes en tejido adiposo

Antioxidantes/ Crudos Ajustados por
vitaminas edad y centro
Media DE r Jo) r p
o-tocoferol 314,22 155,69 -0,01 0,85 -0,02 0,75
v-tocoferol 35,36 19,93 -0,001 0,99 0,05 0,41
o-caroteno 0,20 0,18 -0,05 0,32 0,03 0,57
-caroteno 1,17 0,93 -0,10 0,07 -0,003 0,96
Retinol 1,91 0,92 -0,05 0,38 0,10 0,09
Licopeno 0,41 0,28 0,04 0,51 0,07 0,20

DDE-=diclorodifenildicloroetileno; DE = desviacion estandar
Las medias y DE se presentan en ug/g.

Los coeficientes de correlacion de Pearson para la asociacion entre los
niveles de log1oDDE y los indices de masa corporal y de cintura-cadera fueron
de 0,22 (p < 0,001) y 0,12 (p = 0,04) respectivamente; pero la asociacién resultd
principalmente de las diferencias intercentros. Los coeficientes de correlacion
parcial ajustados por edad y centro para el IMC fueron de 0,10 (p = 0,07) y para

el ICC de 0,06 (p = 0,31).
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El log10DDE tampoco se asocié con el nimero de hijos (r = 0,04; p =
0,46). Los niveles de DDE ajustados por edad y centro para las mujeres con 0,
1, 2, 3, y = 4 hijos fueron 1,67 pg/g, 1,62 ug/g, 1,40 ug/g, 1,57 ug/gy 2,14 ug/g,

respectivamente. Posteriormente, se desarrollara mas este aspecto.

Se realizaron representaciones graficas de las lineas estimadas de
regresion ajustadas por edad y centro y sus intervalos de confianza al 95% entre
el logocDDE y acidos grasos y antioxidantes o vitaminas con coeficientes de
correlacién parciales ajustados por centro y edad mayores o iguales a 0,10 en
valor absoluto (acido araquidico y retinol) y el acido docosahexaenoico, un

biomarcador del consumo de pescado (Figuras 2-4).

Figura 2. Representacion grafica de la regresion lineal ajustada por edad y

centro entre log1(DDE y acido araquidico en tejido adiposo
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Figura 3. Representacion grafica de la regresion lineal ajustada por edad y

centro entre logoDDE y retinol en tejido adiposo

Logid DDE

2

Retinol (ug/g)

Figura 4. Representacion grafica de la regresion lineal ajustada por edad y

centro entre log1(DDE y acido docosahexaenoico en tejido adiposo
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Con el fin de examinar la posible existencia de asociaciones no lineales,
se utilizaron términos cuadraticos para cada variable predictora. Todos los
términos cuadraticos evaluados fueron no significativos, excepto para la
asociacion de log1oDDE con acido y-linolénico y con el a-tocoferol en los que
después de ajustar por edad y centro los niveles de significacion fueron p =

0,0003 y p = 0,01, respectivamente.

En cada caso, la asociacion cuadratica fue como resultado de un Unico
valor extremo, cuando éste era excluido de los analisis y ajustando por edad y
centro se obtenia para el 4cido y-linolénico una p = 0,10 (Figuras 5a y 5b) y para
el o-tocoferol una p = 0,75 (Figuras 6a y 6b). Por este motivo, los términos
cuadraticos no fueron tenidos en cuenta. La exclusién de estos valores extremos

no alteraba los resultados, por eso se incluyeron en los analisis.
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Figura 5a. Representacion grafica de la regresion cuadratica e intervalo de
confianza al 95 % ajustada por edad y centro entre el log1ocDDE y el acido
graso y-linolénico

2
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Figura 5b. Representacion grafica de la regresion cuadratica e intervalo de
confianza al 95 % ajustada por edad y centro entre el log1ocDDE y el acido
graso y-linolénico después de excluir el valor extremo
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Figura 6a. Representacion grafica de la regresion cuadratica e intervalo de
confianza al 95 % ajustada por edad y centro entre el log1,DDE y o-
tocoferol
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Figura 6b. Representacion grafica de la regresion cuadratica e intervalo de
confianza al 95 % ajustada por edad y centro entre el log1,DDE y o-
tocoferol después de excluir el valor extremo
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A continuacién, se presentan las medias y desviaciones estandar de AG y
antioxidantes, asi como los coeficientes de correlacion de Pearson y parciales
ajustados por edad entre log:DDE , acidos grasos y antioxidantes en los

diferentes centros participantes en el estudio.

En la tabla 10 se muestran los resultados correspondientes a Berlin. Este
centro presentaba una correlacién parcial ajustada por edad significativa (r =

0,31; p = 0,03) para el acido graso monoinsaturado oléico (C18:1 n-9).

Los coeficientes de correlacién para el centro Zeist se encuentran en la
tabla 11. Unicamente fue significativo el coeficiente de correlacién parcial para la
asociacion entre el log1oDDE vy el acido y-linolénico (C18:3 n-6) (r = -0,28; p =

0,04).

En el centro de Coleraine los coeficientes parciales que resultaron
significativos (tabla 12), correspondieron al acido araquidico (C20:0) (r = -0,28; p

=0,01) y al a-caroteno (r=-0,22; p = 0,03).

En la tabla 13 se muestran los datos de Zirich en el que de las
asociaciones ajustadas por edad entre acidos grasos y logioDDE en tejido
adiposo, fue significativa nicamente el acido y-linolénico (C18:3 n-6) (r=0,27; p
= 0,03). El coeficiente de correlacién parcial para la asociacidén entre el licopeno

y el log10DDE también result6 significativo (r = 0,35; p = 0,004).
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La tabla 14 presenta los datos del centro esparol (Malaga) en el que tan
sélo el acido araquidénico (C20:4 n-6) presentaba una correlacion ajustada por

edad significativa con el log1cDDE (r=0,33; p = 0,01).
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Tabla 10. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad entre logcDDE, acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo en
Berlin (N = 51)

Crudos Ajustados por
edad
Media DE r P r p
Acidos grasos
Saturados 27,50 2,96 -0,23 0,11 -0,23 0,11
C14:0 2,73 0,52 -0,15 0,30 -0,15 0,30
C15:0 0,39 0,10 -0,14 0,32 -0,15 0,30
C16:0 20,91 2,08 -0,20 0,16 -0,20 0,16
C18:0 3,08 0,87 -0,19 0,18 -0,19 0,19
C20:0 0,12 0,10  -0,05 0,71 -0,05 0,72
Monoinsaturados 57,37 3,27 0,28 0,05 0,28 0,05
C18:1 n-9 46,06 2,01 0,31 0,03 0,31 0,03
Poliinsaturados 12,95 248 -0,10 0,48 -0,11 0,47
AG omega-3 1,02 0,24 0,18 0,20 0,18 0,21
C18:3n-3 0,72 0,19 0,26 0,06 0,26 0,06
C22:6 n-3 0,23 0,10  -0,05 0,75 -0,05 0,75
AG omega-6 11,93 2,40 -0,12 0,39 -0,13 0,38
C18:2n-6 11,04 2,36 -0,13 0,35 -0,14 0,34
C18:3n-6 0,06 0,02 0,27 0,06 0,27 0,06
C20:4 n-6 0,40 0,11 0,02 0,89 0,01 0,94
AG trans 0,80 0,21 0,05 0,75 0,05 0,75
Antioxidantes o vitaminas
o-tocoferol 288,01 141,44 -0,12 0,39 -0,12 0,39
y-tocoferol 38,45 15,52 0,05 0,70 0,05 0,71
o-caroteno 0,20 0,15 0,04 0,80 0,04 0,76
B-caroteno 1,15 0,86 0,06 0,66 0,07 0,64
Retinol 2,18 0,67 0,17 0,22 0,18 0,22
Licopeno 0,49 0,33 0,13 0,35 0,15 0,30

DE = desviacién estandar; AG = acido graso
Las medias y DE en los AG se presentan como porcentaje del area del total de AG
Las medias y DE en los antioxidantes o vitaminas se presentan en ug/g.
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Tabla 11. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad entre log1oDDE, acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo en
Zeist (N = 52)

Crudos Ajustados por
edad
Media DE r P r p
Acidos grasos
Saturados 27,41 3,33 0,04 0,79 0,04 0,80
C14:0 3,15 0,60 -0,08 0,55 -0,08 0,57
C15:0 0,39 0,12 -0,16 0,25 -0,16 0,27
C16:0 20,51 2,44 0,09 0,53 0,09 0,54
C18:0 2,81 0,81 0,04 0,80 0,03 0,81
C20:0 0,16 0,12 -0,22 0,12 -0,22 0,12
Monoinsaturados 53,76 3,73 0,02 0,90 0,02 0,89
C18:1 n-9 42,11 2,00 -0,08 0,57 -0,08 0,56
Poliinsaturados 15,70 3,66 -0,01 0,97 -0,01 0,96
AG omega-3 0,88 0,20 0,09 0,51 0,09 0,53
C18:3n-3 0,67 0,20 0,06 0,66 0,06 0,67
C22:6 n-3 0,17 0,08 0,08 0,58 0,08 0,59
AG omega-6 14,82 3,63 -0,01 0,94 -0,01 0,94
C18:2n-6 13,88 3,58 -0,01 0,95 -0,01 0,95
C18:3n-6 0,06 0,05 -0,28 0,04 -0,28 0,04
C20:4 n-6 0,45 0,12 0,11 0,43 0,11 0,45
AG trans 1,50 0,59 -0,02 0,90 -0,02 0,89
Antioxidantes o vitaminas
o-tocoferol 313,52 106,59 0,16 0,27 0,16 0,26
y-tocoferol 48,08 27,50 0,06 0,69 0,05 0,71
o-caroteno 0,25 0,17 0,04 0,78 0,04 0,77
B-caroteno 1,40 0,74  -0,10 0,47 -0,10 0,49
Retinol 2,43 0,92 0,07 0,60 0,07 0,63
Licopeno 0,47 0,30 -0,19 0,18 -0,19 0,19

DE = desviacién estandar; AG = acido graso
Las medias y DE en los AG se presentan como porcentaje del area del total de AG
Las medias y DE en los antioxidantes o vitaminas se presentan en pg/g.
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Tabla 12. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad entre log1oDDE, acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo en
Coleraine (N = 94)

Crudos Ajustados por
edad
Media DE r P r p
Acidos grasos
Saturados 28,05 3,60 0,01 0,91 0,001 0,99
C14:0 3,38 0,76  -0,07 0,49 -0,07 0,48
C15:0 0,47 0,14  -0,15 0,16 -0,15 0,15
C16:0 20,65 2,46 0,12 0,24 0,11 0,28
C18:0 2,97 1,056 -0,12 0,23 -0,13 0,20
C20:0 0,19 0,10 -0,28 0,01 -0,28 0,01
Monoinsaturados 54,99 3,53 0,05 0,65 0,07 0,52
C18:1 n-9 43,91 2,38 0,01 0,94 0,02 0,83
Poliinsaturados 13,49 4,00 -0,04 0,72 -0,04 0,69
AG omega-3 0,89 0,21 0,002 0,98 0,01 0,95
C18:3n-3 0,70 0,18  -0,01 0,91 -0,03 0,93
C22:6 n-3 0,15 0,08 0,06 0,56 0,04 0,69
AG omega-6 12,61 3,95 -0,04 0,72 -0,04 0,69
C18:2n-6 11,89 3,82 -0,04 0,72 -0,04 0,69
C18:3n-6 0,03 0,04 -0,13 0,23 -0,15 0,15
C20:4 n-6 0,33 0,11 -0,01 0,96 -0,01 0,94
AG trans 1,58 0,52 -0,10 0,33 -0,12 0,25
Antioxidantes o vitaminas
o-tocoferol 252,41 118,15 -0,11 0,28 -0,11 0,30
y-tocoferol 31,57 18,75 0,003 0,98 0,01 0,95
o-caroteno 0,17 0,11 -0,22 0,03 -0,22 0,03
B-caroteno 1,19 0,70  -0,09 0,40 -0,09 0,37
Retinol 1,90 0,75 -0,01 0,96 0,003 0,97
Licopeno 0,34 0,26  -0,03 0,81 -0,02 0,84

DE = desviacién estandar; AG = acido graso
Las medias y DE en los AG se presentan como porcentaje del area del total de AG
Las medias y DE en los antioxidantes o vitaminas se presentan en ug/g.

87

Determinantes de DDE en tejido adiposo y asociacion con factores reproductivos en mujeres



Resultados

Tabla 13. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad entre log1oDDE, acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo en
Zirich (N = 68)

Crudos Ajustados por
edad
Media DE r P r p
Acidos grasos

Saturados 27,69 3,47 0,09 0,49 0,09 0,49
C14:0 3,26 0,67 0,18 0,14 0,18 0,15
C15:0 0,48 0,12 0,14 0,25 0,14 0,25
C16:0 20,83 2,36 -0,01 0,94 -0,01 0,93
C18:0 2,68 1,29 0,12 0,31 0,13 0,30
C20:0 0,10 0,04 -0,02 0,87 -0,01 0,91
Monoinsaturados 54,97 3,44  -0,01 0,93 -0,01 0,92
C18:1 n-9 44,30 2,45 0,05 0,67 0,06 0,65
Poliinsaturados 14,56 2,68 -0,01 0,41 -0,10 0,42
AG omega-3 0,65 0,15 0,15 0,23 0,15 0,22
C18:3n-3 0,47 0,12 0,10 0,42 0,10 0,40
C22:6 n-3 0,13 0,05 0,14 0,27 0,14 0,27

AG omega-6 13,91 2,67 -0,11 0,37 -0,11 0,38
C18:2n-6 13,07 2,62 -0,12 0,34 -0,12 0,35
C18:3n-6 0,05 0,03 0,27 0,03 0,27 0,03
C20:4 n-6 0,38 0,10 0,02 0,85 0,02 0,84

AG trans 1,15 0,43 -0,05 0,66 -0,05 0,67

Antioxidantes o vitaminas

o-tocoferol 44423 192,86 0,16 0,20 0,15 0,21
y-tocoferol 36,13 18,03 0,11 0,39 0,11 0,39
o-caroteno 0,30 0,26 0,20 0,09 0,21 0,10
B-caroteno 1,64 1,35 0,08 0,54 0,08 0,54
Retinol 2,14 1,04 0,21 0,09 0,21 0,09
Licopeno 0,50 0,29 0,35 0,003 0,35 0,004

DE = desviacién estandar; AG = acido graso
Las medias y DE en los AG se presentan como porcentaje del area del total de AG
Las medias y DE en los antioxidantes o vitaminas se presentan en ug/g.
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Tabla 14. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad entre log1oDDE, acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo en
Malaga (N = 63)

Crudos Ajustados por
edad
Media DE r P r p
Acidos grasos
Saturados 19,60 2,47 0,10 0,45 0,10 0,43
C14:0 1,35 0,31 0,03 0,83 0,03 0,84
C15:0 0,18 0,05 0,10 0,43 0,10 0,46
C16:0 15,84 1,94 0,12 0,36 0,12 0,34
C18:0 1,98 0,59 0,01 0,96 0,02 0,90
C20:0 0,09 0,04 -0,10 0,46 -0,09 0,49
Monoinsaturados 64,99 539 -0,06 0,64 -0,07 0,62
C18:1 n-9 58,20 542 -0,07 0,59 -0,07 0,59
Poliinsaturados 13,81 4,62 0,003 0,98 0,01 0,96
AG omega-3 0,60 0,15 0,11 0,40 0,12 0,36
C18:3n-3 0,36 0,06 -0,09 0,50 -0,08 0,55
C22:6 n-3 0,20 0,10 0,19 0,13 0,20 0,12
AG omega-6 13,21 4,62 0,00002 0,99 0,002 0,99
C182 n-6 12,23 450 -0,01 0,91 -0,01 0,92
C20:4 n-6 0,40 0,11 0,33 0,01 0,33 0,01
C18:3n-6 0,06 0,02 0,13 0,33 0,13 0,31
AG trans 0,35 0,26 0,06 0,65 0,06 0,64
Antioxidantes o vitaminas
o-tocoferol 287,89 124,99 -0,23 0,08 -0,23 0,08
y-tocoferol 27,16 12,88 0,01 0,92 0,03 0,84
o-caroteno 0,07 0,05 -0,13 0,31 -0,14 0,28
B-caroteno 0,50 0,29 -0,07 0,58 -0,09 0,50
Retinol 1,01 0,48 -0,01 0,92 -0,01 0,95
Licopeno 0,31 0,14  -0,07 0,60 -0,09 0,50

DE = desviacién estandar; AG = acido graso
Las medias y DE en los AG se presentan como porcentaje del area del total de AG
Las medias y DE en los antioxidantes o vitaminas se presentan en ug/g.
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Se evaluaron las diferencias entre los centros en la asociacion entre el
biomarcador y el log1oDDE, examinando la significacién de la interaccion centro-
biomarcador en modelos de regresion lineal del logcDDE. Las interacciones
fueron significativas para el acido y-linolénico (p = 0,01), el licopeno (p = 0,02), y
el a-caroteno (p = 0,05). Sin embargo, las variables para las que se detectaron
diferencias entre centros no fueron significativas para explicar la variabilidad de
la concentracién de DDE en tejido adiposo, por tanto no fueron tenidas en
cuenta. Por ultimo, el efecto de los determinantes principales del DDE no diferia

entre centros, es decir, eran homogéneos.

Finalmente, se realizé un modelo de regresion lineal multiple para el
log1oDDE ajustado por edad, variables indicadoras para el centro de estudio,
acidos grasos, y antioxidantes o vitaminas con coeficientes de correlacion
parciales ajustados por centro y edad, mayores o iguales a 0,10 en valor

absoluto (acido araquidico y retinol) y el acido docosahexaenoico (Tabla 15).

Globalmente, el modelo explicé el 14,9% de la variabilidad del log1,DDE.
El centro de reclutamiento fue el determinante mas importante, debido
principalmente a los niveles de DDE mas altos de Mélaga (p global < 0,001). El
log1oDDE se asocidé inversamente con el acido araquidico (p = 0,001) vy
positivamente con el retinol (p = 0,04), pero la asociaciéon positiva del log1cDDE

con el &cido docosahexaenoico no alcanzé significacion estadistica.
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Las mujeres con una concentracion de acido araquidico en el percentil 90
de la distribucién tienen una concentracion de DDE significativamente menor en
un 37% respecto a los que se encuentran en el percentil 10 de la distribucién.
Por el contrario, los sujetos del estudio con retinol en el percentil 90 presentan
una concentracion de DDE en tejido adiposo 41% mayor, en el limite de la
significacién, respecto a los que se encuentran en el percentil mas bajo de la

distribucion (tabla 15).

Tabla 15. Regresion lineal multiple entre log DDE y los principales
determinantes en tejido adiposo en el estudio EURAMIC

Razon percentiles 90/10

(DDEY)

Variable B* EE* P Razén 1C 95%
Intercept -0,17 0,33

Edad 0,003 0,01 0,52

Berlin 0,08 0,09 0,42

Zeist 0,03 0,09 0,71

Ziirich 0,02 0,09 0,82

Malaga 0,43 0,09 <0,001

Acido araquidico -1,07 0,33 0,001 0,63 0,48-0,83
Acido docosahexaenoico 0,42 0,34 0,22 1,20 0,89-1,62
Retinol 0,07 0,04 0,04 1,41 0,95-2,09

DDE = diclorodifenildicloroetileno; EE = Error estandar; IC = Intervalo de confianza; EURAMIC =
European Study on Antioxidants, Myocardial Infarction and Cancer of the Breast.

* Coeficientes de regresién B y EE entre log;,DDE vy las variables incluidas en la tabla. La
categoria de referencia para el centro de reclutamiento fue Coleraine. EI modelo de regresién
multivariante explicé el 14,9% (RZ) de la variabilidad del log,,DDE.

tRazén estimada e IC al 95% de DDE entre los percentiles 90 y 10 de los distintos
determinantes.
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Los anteriores andlisis se repitieron excluyendo a los participantes de
Malaga, que presentaba los niveles mas elevados de DDE. Asi, los coeficientes
de correlacion crudos fueron significativos para los acidos grasos trans y el
C20:0, cuando ajustamos por edad y centro sélo permanecié significativo el
C20:0 (r=-0,17; p = 0,01). En la tabla 16 se presentan medias y desviaciones
estandar de los AG, asi como los coeficientes de correlacién entre logoDDE y

los acidos grasos excluyendo los datos de Malaga.

En la tabla 17 se presentan medias y desviaciones estandar de los
antioxidantes, junto con los coeficientes de correlacién entre log:\DDE y
antioxidantes excluyendo los datos del centro de Maéalaga. No se encontrd
ninguna asociacion significativa, tan solo el retinol presentaba un coeficiente de

correlacion superior a 0,10 (r=0,11; p = 0,08).

Como las asociaciones obtenidas con los biomarcadores de consumo
fueron similares a las obtenidas con los datos agrupados de todos los centros,

los pacientes de Malaga fueron incluidos en todos los analisis.
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Tabla 16. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad y centro entre logcDDE y acidos grasos en tejido adiposo excluyendo
a las participantes de Malaga

Acido graso Crudos Ajustados por
edad y centro

Media DE r P r p

Saturados 27,73 3,39 -0,01 0,92 0,003 0,96
C14:0 3,18 0,70 -0,05 0,41 -0,01 0,87
C15:0 0,44 0,13 -0,09 0,14 -0,07 0,27
C16:0 20,72 2,35 0,04 0,54 0,03 0,61
C18:0 2,89 1,05 -0,03 0,68 -0,02 0,72
C20:0 0,15 0,10 -0,21 0,001  -0,17 0,01
Monoinsaturados 55,20 3,67 0,08 0,20 0,06 0,32
C18:1 n-9 44,07 2,57 0,07 0,23 0,06 0,37
Poliinsaturados 14,09 3,49 -0,04 0,47 -0,05 0,39
AG omega-3 0,85 0,24 0,07 0,24 0,08 0,19
C18:3n-3 0,64 0,20 0,04 0,49 0,08 0,22
C22:6 n-3 0,16 0,08 0,09 0,16 0,05 0,43

AG omega-6 13,24 3,47 -0,05 0,42 -0,06 0,34
C18:2n-6 12,42 3,38 -0,06 0,36 -0,06 0,32
C18:3n-6 0,05 0,04 0,02 0,75 -0,02 0,75
C20:4 n-6 0,38 0,11 0,07 0,27 0,03 0,68

AG trans 1,30 0,55 -0,12 0,05 -0,06 0,34

DE = desviacién estandar; AG = acido graso

Las medias y DE se presentan como porcentaje del area del total de AG
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Tabla 17. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales ajustados por
edad y centro entre log(DDE y antioxidantes en tejido adiposo excluyendo
a las participantes de Malaga

Antioxidantes/ Crudos Ajustados por
vitaminas edad y centro
Media DE r p r p
o-tocoferol 320,47 161,70 0,06 0,36 0,02 0,70
y-tocoferol 37,31 20,82 0,07 0,25 0,05 0,42
o-caroteno 0,23 0,19 0,06 0,30 0,04 0,48
B-caroteno 1,34 0,96 0,01 0,84 0,002 0,97
Retinol 2,12 0,87 0,13 0,04 0,11 0,08
Licopeno 0,44 0,30 0,12 0,06 0,09 0,15

DE = desviacion estandar
Las medias y DE se presentan en pg/g.
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4.2. Evaluacion de la asociacion entre los niveles de DDE en tejido adiposo
de mujeres postmenopausicas de la poblacion de estudio y factores

reproductivos

4.2.1. Edad de la menopausia y niveles de DDE

En la evaluacion de la asociacion entre edad natural de la menopausia y
niveles de DDE en tejido adiposo se incluyeron en los analisis un total de 255
mujeres, en las que la menopausia se produjo de forma natural. Entre las 373
mujeres que inicialmente participaban en el estudio, se excluyeron 83 en las que
el cese de la menstruacibn se produjo como consecuencia de una cirugia
(histerectomia, ovariectomia o ambas), asi como aquéllas en las que la muestra

de tejido adiposo era insuficiente para realizar un analisis fiable de DDE (n=35).

La distribuciéon global y por centros de reclutamiento de variables
reproductivas, niveles de DDE y otras variables relacionadas con la edad de
inicio de la menopausia se presenta en la tabla 18. La edad media de las
mujeres en el momento del estudio ajustada por centro fue de 62,61 arios (IC al
95% = 61,94-63,28). La menopausia natural se produjo en estas mujeres con
una media de edad ajustada por centro de reclutamiento de 49,55 anos (IC al

95% = 48,96-50,15). El tiempo medio transcurrido desde la menopausia hasta la
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realizacion de la entrevista fue de 13,06 afos. La media geométrica de las
concentraciones de DDE en tejido adiposo de mujeres postmenopausicas

europeas ajustado por edad y centro era de 1,49 pg/g (IC al 95% = 1,28-1,75).

Se encontraron diferencias significativas intercentros para la edad al inicio
del estudio, niveles de DDE, numero de hijos, indice de masa corporal (IMC),
consumo de alcohol, asi como en el porcentaje de mujeres con nivel
socioeconémico bajo, fumadoras y bebedoras actuales y en el uso de
anticonceptivos orales (los valores p globales del ANOVA fueron p < 0,001;
excepto para la edad y el porcentaje de fumadoras actuales que fueron p =

0,02).

Respecto al centro espanol, presentaba diferencias significativas con el
resto de los centros, en cuanto a un mayor indice de masa corporal (30,04
kg/m?), mayor porcentaje de poblacién perteneciente a un nivel socioeconémico
bajo (80,33%) y un menor porcentaje de bebedoras actuales (6,56%). En cuanto
a los niveles de DDE fueron superiores en Malaga y significativamente diferentes

con tres de los centros excepto con Berlin.
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Tabla 18. Descripcion global y por centros de las participantes en el
estudio de la asociacion entre DDE y menopausia. Los valores se expresan
en medias, porcentajes e intervalos de confianza al 95%

Berlin Zeist Coleraine Zirich Malaga Globalt
N 31 41 68 54 61 255
Edad al estudio 61,77 63,22 61,76 64,57 61,72 62,61
(afos) (59,61-63,93)(61,52-64,91)(60,59-62,94)(63,28-65,87) (60,41-63,04) (61,94-63,28)
Edad Menopausia 50,00 48,78 48,72 50,65 49,61 49,55
(ahos) (48,51-51,49)(47,54-50,02)(47,25-50,19)(49,60-51,69) (48,67-50,54) (48,96-50,15)
Edad Menarquia 14,07 13,39 13,69 13,96 13,37 13,70
(ahos) (18,57-14,56)(12,90-13,88)(13,35-14,02)(13,57-14,36) (12,98-13,76) (13,50-13,89)
N¢ Hijos 1,26 2,88 1,93 1,96 2,90 2,18
(0,83-1,68) (2,30-3,45) (1,51-2,34) (1,54-2,39) (2,47-3,33) (1,97-2,40)
Paridad 67,74 92,68 70,59 66,67 88,53 77,24
(%) (51,24-84,16)(84,74-100,66)(59,77-81,42)(46,83-86,57)(80,64-96,32)(72,00-82,48)
IMC 25,31 24,69 23,99 26,68 30,04t 26,14
(kg/m?) (24,25-26,37)(23,61-25,77)(23,01-24,97)(25,48-27,88) (28,88-31,20) (25,61-26,67)
Alcohol 53,61 67,11 21,50 61,93 1,39 41,09
(gr/sem) (28,69-83,53)(44,13-80,09) (9,2-33,80) (36,82-87,04) (-0,25-3,03) (32,63-49,55)
Bebedora 66,67 84,85 48,00 81,25 6,56% 57,57
Actual (%) (49,80-83,54)(72,61-97,08)(34,15-61,85)(70,21-92,29) (0,35-12,77) (52,16-62,97)
NSE bajo 20,00 51,22 13,24 29,63 80,33% 38,81
(%) (5,69-34,32) (35,35-67,09) (5,18-21,30)(17,45-41,81) (70,35-90,31) (33,78-45,82)
Fumadora 29,03 24,39 16,18 13,21 1,64 16,88
Actual (%) (13,05-45,01)(11,24-37,54) (7,42-24,94) (4,09-22,33) (0,00-4,83) (12,42-21,36)
Uso anticonceptivos 38,71 48,78 8,82 14,81 1,64 22,60
(%) (21,56-55,86)(33,48-64,08) (1,15-16,48) (5,34-24,28) (0,00-4,83) (18,29-26,92)
DDE* 1,89 1,21 0,96 1,10 3,09 1,49
(MO/Q) (1,40-2,54) (0,82-1,77) (0,72-1,28) (0,76-1,60) (2,25-4,23) (1,28-1,75)

NSE = nivel socioecondmico; IMC = indice de masa corporal; DDE = diclorodifenildicloroetileno

T Ajustado por edad al inicio del estudio y centro.

1 Centros con valores significativamente diferentes con respecto al resto de los centros usando
ANOVA con el ajuste de Scheffé para comparaciones multiples

* Media geométrica, retransformada de los valores de log;(DDE
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La tabla 19 muestra la media de edad de comienzo de la menopausia
para cada tercil de la concentracibn de DDE en tejido adiposo y la p de
tendencia. En el centro de reclutamiento de Malaga, las mujeres con mayores
niveles de DDE, presentaban una edad de inicio de la menopausia menor con
una p de tendencia ajustada por edad al inicio del estudio significativa (p = 0,03).
En Zlrich, también se encontr6 una edad de menopausia menor en el ultimo
tercil de DDE pero la p tendencia ajustada no result6 significativa (p = 0,09). Sin
embargo, tanto globalmente como en el resto de los centros no aparecia una

tendencia decreciente en la edad de la menopausia.

Tabla 19. Medias de edad de la menopausia en cada tercil de
concentracion de DDE en tejido adiposo y p de tendencia

Crudas Ajustadas*

N T1 T2 T3 ptendencia T1 T2 T3 ptendencia

Berlin 31 50,18 48,89 50,73 0,77 50,11 48,97 50,73 0,73
Zeist 41 48,31 48,53 49,54 0,45 48,40 48,11 49,93 0,35
Coleraine 68 48,82 49,30 49,00 0,53 47,85 49,32 48,95 0,56
Zurich 54 52,06 50,20 49,76 0,09 52,08 50,17 49,79 0,09
Malaga 61 50,40 50,75 47,76 0,02 50,36 50,75 47,80 0,03

Global 255 49,73 49,15 49,64 0,90 49,83 49,07 49,62 0,69

*Global ajustado por edad y centro. Medias en cada centro ajustadas por edad
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En el analisis de la asociacién entre los niveles de logicDDE en tejido
adiposo y edad de la menopausia, los coeficientes de correlacidén global y por
centros se muestran en la Tabla 20. Tanto Zirich como Mélaga presentaban
coeficientes de correlacion ajustados negativos, pero unicamente el ultimo

centro estaba proximo al nivel de significacion (r = -0,22; p = 0,09).

Tabla 20. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales entre
log10oDDE y edad de la menopausia global y por centros

Crudos Ajustados*

N Media DE r p r p
Berlin 31 50,00 423 0,09 0,63 0,10 0,61
Zeist 41 48,78 405 0,24 0,14 0,24 0,13
Coleraine 68 48,72 6,17 0,11 0,39 0,10 0,42
Zirich 54 50,65 3,91 -0,18 0,20 -0,18 0,19
Malaga 61 49,61 3,73 -0,28 0,07 -0,22 0,09
Global 255 49,51 4,67 0,01 0,90 -0,001 0,99

DE = Desviacion Estdndar
*Global ajustado por edad y centro y los coeficientes de correlacién en cada centro ajustados por
edad

Se evalué la posible existencia de una asociacion no lineal entre
log10DDE y edad de la menopausia utilizando un término cuadratico ajustado por

edad y centro que no resulté significativo (p = 0,40).
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La figura 7 muestra la representacién grafica de la linea estimada de
regresion ajustada por edad y centro y su intervalo de confianza al 95% entre el

log10DDE y edad de la menopausia.

Figura 7. Representacion grafica de la regresion lineal ajustada por edad y
centro entre log1(DDE y edad de la menopausia
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Ademas, se valoré la posible asociacion entre edad de la menopausia y
otras variables reproductivas y de estilo de vida que se han analizado en otros
estudios como posibles variables relacionadas con la edad de la menopausia
como: edad al primer hijo, edad de la menarquia, IMC, ICC, paridad, numero de
hijos, nivel socioeconémico bajo, fumadora actual, nUmero de cigarrillos entre las
fumadoras, bebedora actual, alcohol, uso de anticonceptivos y terapia hormonal

sustitutiva.
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La edad media de la menopausia ajustada por edad y centro para cada
una de las categorias de las variables reproductivas y de estilo de vida
estudiadas se presenta en la tabla 21. Unicamente, se encontraron diferencias
significativas en la media de edad de la menopausia entre las mujeres que

fumaban respecto a las no fumadoras en el momento del estudio (p = 0,01).
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Tabla 21. Medias de edad de la menopausia ajustadas por edad y centro
para las distintas categorias de variables reproductivas y de estilo de vida

N % Media IC 95% p*
Edad 1°hijo (afios)
<24 78 39,59 50,02 (49,08-50,96)
>24-<27 61 30,96 49,42 (48,38-50,46)
> 27 58 29,44 49,65 (48,55-50,75) 0,61
Edad Menarquia (afios)
<13 119 47,04 48,97 (48,13-49,81)
>13-<14 74 29,25 49,74 (48,55-50,75)
> 14 60 23,72 50,11 (48,93-51,29) 0,10
IMC (kg/m?)
< 23,83 84 33,33 49,53 (48,45-50,61)
> 23,83 - < 27,68 83 32,94 49,93 (48,91-50,95)
> 27,68 85 33,73 49,18 (48,10-50,26) 0,61
ICC
< 0,81 84 33,47 49,42 (48,32-50,52)
>0,81-<0,88 84 33,47 49,77 (48,77-50,77)
> 0,88 83 33,07 49,23 (48,15-50,31) 0,79
Paridad
No 58 22,75 48,56 (47,91-49,21)
Si 197 77,25 49,78 (48,56-51,00) 0,09
N® Hijos
<2 91 46,19 49,89 (49,03-50,75)
>2-<3 53 26,90 49,71 (48,57-50,85)
>3 53 26,90 49,46 (48,30-50,62) 0,57

IC = intervalo de confianza; IMC = indice de masa corporal; ICC = indice cintura-cadera
* p de tendencia en variables politbmicas ordinales; p de heterogeneidad en variables
dicotémicas

102
Determinantes de DDE en tejido adiposo y asociacion con factores reproductivos en mujeres



Resultados

Tabla 21 (Cont.). Medias de edad de la menopausia ajustadas por edad y
centro para las distintas categorias de variables reproductivas y de estilo
de vida

N % Media IC 95% p*
NSE bajo
No 153 60,24 49,59 (48,79-50,39)
Si 101 39,76 49,35 (48,33-50,37) 0,73
Fumadora actual
No 212 83,14 49,84 (49,21-50,47)
Si 43 16,86 47,88 (46,47-49,29) 0,01
Ne cigarrillos
<10 17 39,53 48,83 (45,99-51,67)
>10-<20 23 53,49 47,21 (44,80-49,62)
> 20 3 6,98 48,40 (41,93-54,87) 0,71
Bebedora actual
No 107 48,20 49,09 (48,07-50,11)
Si 115 51,80 49,92 (48,94-50,90) 0,30
Alcohol (gr/s)
<30 40 34,78 49,93 (48,52-51,34)
>30-<72 38 33,04 49,56 (48,13-50,99)
>72 37 32,17 50,20 (48,75-51,65) 0,67
Uso ACO
No 208 81,57 49,28 (48,63-49,93)
Si 47 18,43 50,51 (49,00-52,02) 0,16
Sustitucion hormonal
No 210 84,34 49,58 (48,95-50,21)
Si 39 15,66 49,55 (48,04-51,06) 0,97

IC = intervalo de confianza; NSE = nivel socioeconémico; ACO = anticonceptivos orales
* p de tendencia en variables politomicas ordinales; p de heterogeneidad en variables
dicotémicas
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Se realizé un modelo de regresion lineal multiple para la edad de inicio de
la menopausia ajustado por edad, logicDDE y variables indicadoras para el
centro de estudio, paridad y fumadora actual. Estas dos ultimas, se habian
presentado como variables relevantes en otros estudios, y mostraban un efecto

significativo al introducirlas en el modelo (Tabla 22).

Globalmente, el modelo explicaba el 6,51% de la variabilidad de la edad
de la menopausia. El determinante mas importante en el modelo fue la variable
fumadora actual. La edad de la menopausia se presentaba 2 afnos antes entre
las fumadoras actuales respecto a las no fumadoras (p = 0,02). Por otra parte,
las mujeres que tenian hijos experimentaban la menopausia 1,35 afos mas
tarde que las nuliparas, aunque esta asociacién se encontraba en el limite de la
significacién (p = 0,06). En cuanto a la asociacion del log1oDDE con la edad de la
menopausia no alcanzé significacion estadistica, un incremento del triple de los
niveles de DDE suponia una disminucion de la edad de la menopausia de 0,03
anos. Por dltimo, el centro de reclutamiento presentaba una p global en el limite

de la significacién (p global = 0,05).
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Tabla 22. Analisis de regresion lineal multiple entre edad de la menopausia
y variables predictoras en el estudio EURAMIC

Variable Cambio medio en IC 95% P
edad menopausia

Intercept 50,84 (43,94 - 57,74)
Edad -0,04 (-0,16 - 0,08) 0,42
Centro
Berlin vs. Coleraine 1,59 (-0,39 - 3,57) 0,12
Zeist vs. Coleraine -0,01 (-1,83 - 1,81) 0,99
Zirich vs. Coleraine 2,18 (0,51 - 3,85) 0,01
Malaga vs. Coleraine 0,39 (-1,32 - 2,10) 0,66
DDE incremento del triple  -0,03 (-0,53 - 0,48) 0,91
Fumadora, si vs. no -1,98 (-3,61 - -0,35) 0,02
Paridad, si vs. no 1,35 (-0,04 - 2,74) 0,06

DDE-=diclorodifenildicloroetileno; IC = Intervalo de confianza; EURAMIC= European
Study on Antioxidants, Myocardial Infarction and Cancer of the Breast.

* La categoria de referencia para el centro de reclutamiento fue Coleraine. El modelo de
regresién multivariante explicé el 6,51% (R® de la variabilidad de la edad de la
menopausia.
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4.2.2. Numero de hijos y niveles de DDE

Con el fin de estudiar los efectos de la lactancia sobre los niveles de DDE
en tejido adiposo, se evaludé la asociacidon entre numero de hijos y este
compuesto. Por ello, se incluyeron en los analisis un total de 338 mujeres en las
que constaba la informacion sobre el numero de hijos, después de la exclusion
de aquellas que presentaban una muestra de tejido adiposo insuficiente para

realizar un analisis fiable de DDE (n=35).

La descripcidon global y por centros de reclutamiento de variables
reproductivas, niveles de DDE y habitos de vida se muestra en la tabla 23. El
namero medio de hijos ajustado por edad y centro fue de 2,26 (IC al 95% = 2,08
— 2,45), las mujeres de Berlin tenian el menor numero de hijos con 1,55,
mientras que el mayor numero (2,94) correspondia a las mujeres de Malaga. El
valor de la media geométrica de las concentraciones de DDE en tejido adiposo
de mujeres postmenopausicas europeas ajustado por edad y centro incluidas en

el presente analisis era de 1,57 ug/g (IC al 95% = 1,38-1,80).
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Se encontraron diferencias significativas intercentros para la edad al
estudio, niveles de DDE, numero de hijos, paridad, indice de masa corporal
(IMC), consumo de alcohol, asi como en el porcentaje de mujeres con nivel
socioeconémico bajo, fumadoras y bebedoras actuales y en el uso de
anticonceptivos orales (p globales del ANOVA fueron p < 0,001). Ademas, los
valores p del ANOVA fueron 0,02 y 0,005 para la edad al primer hijo y edad de la
menopausia, respectivamente. Las participantes de Malaga presentan
diferencias respecto al resto de los centros en cuanto a IMC, porcentaje de

bebedoras actuales y nivel socioecondémico bajo.
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Tabla 23. Descripcion global y por centros de las participantes en el
estudio de la asociacion entre DDE y numero de hijos. Los valores se
expresan en medias, porcentajes e intervalos de confianza al 95%

Berlin Zeist Coleraine Zirich Malaga Globalt
N 53 56 95 70 64 338
Edad al estudio 60,42 62,52 61,83 64,53 61,86 62,23
(afos) (58,68-62,15)(60,95-64,09)(60,90-62,76)(63,28-65,78) (60,58-63,14) (61,63-62,82)
N2 Hijos 1,55 2,71 2,19 1,91 2,94 2,26
(1,13-1,97) (2,26-3,16) (1,83-2,54) (1,52-2,30) (2,53-3,35)  (2,08-2,45)
Paridad 73,59 91,07 75,79 64,29 89,06 78,75
(%) (68,89-78,29)(88,03-94,11) (71,22-80,36)(59,17-69,41)(85,73-92,39) (74,34-83,16)
Edad al primer 23,84 26,51 26,24 25,36 24,75 25,47
hijo (afios) (22,70-25,99)(25,24-27,78)(25,15-27,32)(24,29-26,42) (23,58-25,93) (24,81-25,88)
Edad Menopausia 47,43 47,94 47,41 49,99 49,63 48,48
(afos) (45,73-49,12)(46,73-49,15)(46,10-48,73)(48,97-51,00) (48,68-50,59) (47,89-49,06)
Edad Menarquia 13,79 13,46 13,64 13,81 18,35 13,61
(afios) (13,37-14,21)(13,05-13,87)(13,34-13,94)(13,45-14,17)(12,98-13,72) (13,44-13,79)
IMC 25,97 24,91 24,42 27,00 30,02% 26,46
(kg/m?) (24,89-27,05)(24,03-25,79)(23,64-25,20)(26,00-27,99)(28,92-31,12) (26,02-26,91)
Alcohol 72,87 71,04 18,96 65,26 1,33 45,85
(gr/sem) (36,79-108,95)(47,60-94,48)(9,47-28,45)(39,37-91,15) (-0,24-2,90) (36,54-55,16)
Bebedora 74,51 85,42 43,661 82,54 6,25% 58,45
Actual (%) (62,75-86,27)(75,62-95,22) (31,9-55,42)(72,74-92,34) (0,37-12,13) (54,53-62,37)
NSE bajo 21,15 48,21 17,90 28,57 81,25% 39,47
(%) (16,78-25,52)(42,88-53,54)(13,80-22,00) (23,75-33,39) (77,09-85,41)(34,86-44,08)
Fumadora 24,53 26,79 15,79 11,59 1,56 16,03
Actual (%) (19,94-29,12)(22,07-31,51)(11,89-19,69)(8,18-15,00)  (0,23-2,89) (12,18-19,89)
Uso anticonceptivos 33,96 50,00 9,47 15,71 3,13 22,36
(%) (28,90-39,02)(44,67-55,33) (6,35-12,59)(11,83-19,59) (1,29-4,97) (18,48-26,23)
DDE* 1,69 1,27 1,03 1,39 3,11 1,57
(MO/Q) (1,31-2,19) (0,94-1,72) (0,80-1,33) (1,01-1,91) (2,30-4,22) (1,38-1,80)

NSE = nivel socioecondmico; IMC = indice de masa corporal; DDE = diclorodifenildicloroetileno
T Ajustado por edad y centro.

1 Centros con valores significativamente diferentes con respecto al resto de los centros usando
ANOVA con el ajuste de Scheffé para comparaciones multiples

* Retransformado de los valores de log,DDE
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En la tabla 24 se presenta la distribucién de la media de hijos para cada
tercil de la concentraciéon de DDE en tejido adiposo. Aunque los valores no
ajustados parecian presentar un mayor niumero de hijos a mayor nivel de DDE
con una p de tendencia global en el limite de la significacién (p = 0,05); sin
embargo, una vez realizado el ajuste por edad y centro las p de tendencia tanto

global (p = 0,36) como por centros, no fueron significativas.

Tabla 24. Numero medio de hijos en cada tercil de la concentracion de DDE
en tejido adiposo y p de tendencia

Crudas Ajustadas*

N T1 T2 T3 ptendencia T1 T2 T3 ptendencia

Berlin 53 1,71 161 133 048 1,70 161 134 0,50
Zeist 56 293 262 3,08 08 280 3,08 2,77 0,99
Coleraine 95 1,59 2,04 2,17 0,29 156 2,03 222 0,24
Zirich 70 195 1,84 213 0,77 195 182 2,15 0,76
Mélaga 64 2,79 281 3,10 057 292 280 299 0,89

Global 338 2,12 2,11 256 0,05 2,17 222 239 0,36

*Global ajustado por edad y centro. Las medias en cada centro ajustadas por edad

Tampoco se encontrd asociacién entre el logioDDE y namero de hijos,
que presentaban un coeficiente de correlacién ajustado por edad y centro de
0,03 (p = 0,62) (Tabla 25). Tan sélo los centros de Berlin y Zeist presentaban
asociaciones inversas entre log1oDDE y el numero de hijos pero no resultaron

significativas. Las medias geométricas de los niveles de DDE ajustados por edad
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y centro para las mujeres con 0, 1, 2, 3, y = 4 hijos fueron 1,57 pg/g, 1,47 ug/qg,

1,35 pg/g, 1,52 ug/g y 2,02 ug/g, respectivamente (p de tendencia = 0,62).

Para evaluar la posible existencia de una asociacién no lineal entre
log1oDDE y numero de hijos, se utilizé6 un término cuadratico que ajustado por
edad y centro no resulto significativo (p = 0,36).

Tabla 25. Coeficientes de correlacion de Pearson y parciales entre
log10DDE y numero de hijos globales y por centros

Crudos Ajustados*

N Media DE r p r p
Berlin 53 1,55 1,56 -0,24 0,08 -0,24 0,09
Zeist 56 2,71 1,74 -0,09 0,50 -0,09 0,53
Coleraine 95 2,19 1,75 0,16 0,11 0,17 0,09
Zirich 70 1,91 1,67 0,06 0,61 0,06 0,60
Malaga 64 2,94 1,70 0,05 0,67 0,02 0,86
Global 338 2,26 1,75 0,07 0,23 0,03 0,62

DE = desviacién estandar
*Global ajustado por edad y centro. Los coeficientes de correlacién en cada centro ajustados por
edad

El modelo de regresion lineal mdltiple para el logioDDE ajustado por
edad, variables indicadoras para el centro de estudio y numero de hijos se
presenta en la tabla 26. Globalmente, el modelo explicdé el 9,48% de la

variabilidad del log1oDDE. El centro de reclutamiento fue el determinante mas
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importante, debido principalmente a los niveles de DDE méas altos de Malaga (p
global < 0,0001). La asociacién positiva del log1oDDE con el numero de hijos no
alcanz6 significacion estadistica.

Tabla 26. Regresion lineal multiple entre log1cDDE y numero de hijos en el
estudio EURAMIC

Razon percentiles 90/10

(DDETY)

Variable B* EE* p Razén  1C 95%
Intercept -0,31 0,34

Edad 0,01 0,01 0,35

Berlin 0,23 0,09 0,01

Zeist 0,08 0,09 0,36

Zirich 0,12 0,09 0,17

Malaga 0,47 0,09 <0,001

Numero hijos 0,009 0,17 0,62 1,12 0,71-1,76

DDE-=diclorodifenildicloroetileno; EE= Error estandar; IC= Intervalo de confianza; EURAMIC=
European Study on Antioxidants, Myocardial Infarction and Cancer of the Breast.

* Coeficientes de regresién B y EE entre log;,DDE vy las variables incluidas en la tabla. La
categoria de referencia para el centro de reclutamiento fue Coleraine. EI modelo de regresién
multivariante explico el 9,48% (Rz) de la variabilidad del logoDDE.

tRazén estimada e IC al 95% de DDE entre los percentiles 90 y 10 del nimero de hijos.

Las mujeres que tienen 5 o mas hijos, es decir, que se encuentran en el
percentil 90 de la distribucion del numero de hijos, presentan una concentracién
de niveles de DDE un 12% mayor respecto a las que no tienen hijos (percentil 10

de la distribucién).
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La figura 8 muestra la representacién grafica de la linea estimada de
regresion ajustada por edad y centro y su intervalo de confianza al 95% entre el

log1oDDE y el nimero de hijos.

Figura 8. Representacion grafica de la regresion lineal ajustada por edad y
centro entre log1oDDE y numero de hijos
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5. DISCUSION
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5.1. Niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres postmenopausicas

europeas

El DDE, debido a su estabilidad y liposolubilidad, persiste en el medio
ambiente y se almacena en tejido adiposo, componentes lipidicos de la sangre y
en la leche.(67) Se han detectado niveles de este metabolito del DDT en el 80-
100% de la poblacion.(31;83-86) Actualmente, la principal fuente de exposicion
en los paises occidentales es a través de los alimentos, debido a su
bioacumulacion en la cadena tréfica.(87;88) Otras formas de exposicion incluyen

la ocupacional y la medio ambiental.(83)

Se ha observado que los niveles de DDE en humanos han disminuido a lo
largo del tiempo.(25;89-94) Asimismo, en nuestro trabajo hemos encontrado
niveles en tejido adiposo entre las mujeres europeas mucho mas bajos que los
informados hace mas de 10 afos;(87) este hallazgo es consistente con un
descenso de los mismos como consecuencia de la prohibicion del uso del DDT

en los paises desarrollados.

Estudios nacionales que comparaban los resultados obtenidos con los
informados previamente en la misma regidn, también reflejaban una tendencia
temporal decreciente de los niveles aunque no significativa. Asi, un estudio
desarrollado en Barcelona obtenia concentraciones de DDE en tejido adiposo de

8,06 ug/g y 6,98 ug/g durante los periodos 82-83 y 87-88, respectivamente.(45)
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Otro estudio longitudinal realizado entre las mujeres Flix (Tarragona), que
comparaba mediciones en suero de compuestos organoclorados obtenidas en
1994 (2,6 ng/ml) con las del periodo 97-99 (2,0 ng/ml), observaron una
disminucion de los niveles de DDE, que tampoco fue estadisticamente

significativa.(95)

Una revisién de los estudios que analizaban niveles de DDT y DDE en
tejidos humanos de diferentes paises, encontré diferencias entre Africa, Asia y
América Latina, que presentaban una exposicion mas reciente a estos
compuestos, con respecto a Europa y América del Norte, donde se prohibieron
en los afnos 70.(96) También se han detectado estas sustancias en poblaciones
alejadas de fuentes contaminantes, como en las regiones articas, posiblemente
transportadas por las corrientes de aire y agua, presentando incluso niveles mas

elevados de organoclorados que en poblaciones de paises industrializados.(32)

En los ultimos 15 afos, varios estudios han valorado las concentraciones
de DDE en tejido adiposo de poblaciones occidentales. En la tabla 27 se
describen estudios internacionales que han examinado este compuesto en tejido
adiposo. Entre los estudios de casos y controles incluidos, se presenta el valor
de éstos ultimos, ya que en los casos los niveles podrian haber resultado
modificados por la enfermedad que presentaban. Otros trabajos de ambito

nacional también aportan mediciones de DDE en tejido adiposo (tabla 28).
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Tabla 27. Descripcion de estudios internacionales que han medido niveles
de DDE en tejido adiposo humano

Poblacion

Pais Periodo N Edad Sexo Media Muestra
Aio publicacién muestreo Media DDE (ug/9)
Canada(94) 85 27 ND M 0,72* Autopsias
(1990) 81 ND Vv 0,84*

108 ND VyM 0,81*
Polonia(97) 89-92 135 ND M 5,00 Pacientes
(1994) 142 ND \ 6,26 Quirargicos

277 ND VyM 5,75
Groenlandia(32) 92-94 26 ND VyM 3,19* Autopsias
(1999)
Canada(98) 99 213 53,9 M 0,60 Biopsia
(2000) mama
EEUU(99) 95-96 73 427 M 0,71 Pacientes
(2000) Quirdrgicos
EEUU(59) 94-97 186 52,6 M 0,78* Pacientes
(1999) Quirdrgicos
EEUU(58) 94-96 323 ND M 0,37t Pacientes
(2000) quirargicos
Canada(100) 95-97 213 53,9 M 0,60 Biopsia
(2001) mama
Finlandia(101) ND 10 75 M 0,88 Autopsias
(2001) 17 62 Vv 0,38

27 VyM 0,57
Bélgica(102) 2000 20 47,2 VyM 0,28t Autopsias
(2002)
EEUU(61) 69-83 481 50,0 VyM 5,75 Autopsias
(2004) Pacientes

quirdrgicos

Suecia(103) 97-98 39 61,0 M 0,39 Pacientes
(2004) quirargicos

ND: no disponible; V: varones; M: mujeres;*Media geométrica;t Mediana
Las concentraciones de DDE se expresan en pg/g
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Tabla 28. Descripcion de estudios nacionales que han medido niveles de
DDE en tejido adiposo humano

Poblacion
Ciudad Periodo N Edad Sexo Media Muestra
Aio publicacién muestreo DDE (ug/g)
Lérida(104) 85-87 87 ND M 5,05* Autopsias
(1989) \Y 413"
VyM 4,28*
Zaragoza(43) 88-89 36 ND M 2,11* Autopsias
(1992) 104 ND \Y 2,39"
140 ND VyM 2,18"
Lérida(45) 85-87 53 51 VyM 6,84 Autopsias
(1993)
Barcelona(45) 87-88 68 57 VyM 6,98 Autopsias
(1993)
Olot-Garrotxa(45)  86-88 50 54 VyM 3,73 Pacientes
(1993) quirargicos
Tarragona(45) 87-88 85 55 VyM 6,03 Pacientes
(1993) quirargicos
Madrid(38) 89-90 40 ND ND 8,49 ND
(1994)
Navarra(105) 91 86 ND VyM 3,93 Pacientes
(1995) quirargicos
Lérida(106) 89-94 77 ND VyM 5,11 Autopsias
(1995)
Granada(107) 96-98 260 56,8 M 0,31* Pacientes
y Almeria quirargicos
(2004)
Granada(83) ND 200 53 M 0,51 Pacientes
y Almeria (2004) quirargicos
Murcia(108) ND 89 49,6 VyM 4,12 Pacientes
(2005) quirargicos
ND: no disponible; V: varones; M: mujeres; *Media geométrica
Las concentraciones de DDE se expresan en pg/g
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El valor detectado en nuestro estudio para el centro de Malaga (3,34 ug/g)
es ligeramente inferior a la mayoria de los publicados de otras regiones
espafnolas, en los que la recogida de datos se realizé durante un periodo similar
(ver tabla 28). Sin embargo, un estudio reciente de casos y controles realizado
en Granada y Almeria, que examina si los efectos combinados de los estrégenos
ambientales son un factor de riesgo para el cancer de mama, muestra una
concentracion de DDE de 0,31 ug/g, muy inferior a la encontrada por
nosotros.(107) Este hecho, puede estar indicando una tendencia a la
disminucion en el tiempo de este compuesto en nuestro pais, puesto que la
recogida de datos se realizé en afnos posteriores al nuestro o bien ser debido a
las diferentes caracteristicas de la poblacién estudiada, tanto geograficas como
demogréficas o personales (ya que incluyeron mujeres entre 35 a 70 afnos con

hébitos dietéticos o cadena alimentaria potencialmente menos contaminada).

Encontramos que los niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres en
Malaga fueron mayores que en los otros centros donde se desarroll6 el estudio.
Aunque las mujeres de Malaga tenian significativamente mas sobrepeso que las
mujeres de los otros centros de estudio, no encontramos que el IMC estuviera
relacionado con los niveles de DDE. En 1971, el uso del DDE fue restringido en
Espana y en 1975 fue prohibido su uso fitosanitario (no mucho mas tarde que en
otros paises europeos).(31;96) Los niveles mayores de DDE entre los espafnoles
pueden deberse al uso de DDT en paises vecinos para el control de vectores

(actualmente se usa en paises de Africa como Marruecos,(86) o la importacién

118

Determinantes de DDE en tejido adiposo y asociacion con factores reproductivos en mujeres



Discusion

de alimentos de paises donde todavia se usa el DDT), a las distintas practicas
dietéticas, ademas de emplearse en la fabricacién del herbicida dicofol que

todavia se produce en Espana.(31;83;86)

La comparacion de nuestros resultados con los de otros estudios resulta
dificil por la gran diferencia que hay entre regiones, numero de sujetos
analizados, caracteristicas de la poblacion, periodos de estudio, métodos de
analisis del DDE, etc. Serian necesarias mas investigaciones para explicar las
diferencias geograficas del DDE a través de Europa, con una metodologia
homogénea, en poblacién general sana, en distintos grupos de edad y sexo,

incluyendo informacidn sobre ocupacion, dieta, historia de lactancia, etc.

Nuestro estudio presenta valores de DDE correspondientes a varios
paises europeos en un mismo trabajo y obtenidos mediante la misma
metodologia, utilizando muestras de tejido adiposo para cuantificar la exposicién.
El tejido adiposo es el mejor indicador de la exposicibn ambiental a DDE en
humanos.(22) Ademas, contiene niveles més elevados que el suero siendo méas
facil observar las diferencias encontradas y muestras pequefias presentan

niveles detectables.(59;100)
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Determinados estudios epidemiolégicos y experimentos con animales,
sugieren que efectos adversos tales como alteraciones en el metabolismo,
desarrollo y sistema reproductivo, pueden ocurrir con el nivel de exposicion
actual. Por este motivo, es importante llevar a cabo acciones para reducir la
exposicidén a estas sustancias, que se produce sobre todo a través de la dieta, y
proteger especialmente a las personas mas vulnerables como mujeres
embarazadas, lactantes, habitantes de zonas méas expuestas a estos
compuestos, etc. Asi como, monitorizar los niveles de éstos y otros compuestos
toxicos para tomar medidas precozmente antes de que aparezcan efectos sobre

la salud.(90;109)
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5.2. Determinantes de la concentracion de DDE en tejido adiposo

en mujeres postmenopausicas europeas

Tanto a nivel nacional como internacional se han encontrado residuos de
DDE en numerosos alimentos.(38-40;110;111) En diferentes publicaciones se ha
propuesto que las principales fuentes de exposicién al DDE son probablemente
el consumo de pescado, carne y leche.(19;21) Sin embargo, también se han

encontrado residuos de DDE en frutas y vegetales.(110)

Para conocer las posibles fuentes de exposicion dietética en los sujetos
de este estudio se ha evaluado la asociacién entre DDE y biomarcadores

nutricionales en tejido adiposo (acidos grasos y antioxidantes).

5.2.1. Acidos grasos

Una breve revision del tema nos permite recordar que la mayoria de los
AG del tejido adiposo procede de la dieta. Asi, algunos autores han encontrado
correlaciones significativas entre los AG oleico, linoléico, a-linolénico y los AG
omega 6 de la dieta y tejido adiposo.(112) El 80% aproximadamente de la grasa
esta constituida en orden de frecuencia por los acidos oleico, palmitico, linoléico
y palmitoléico. Sin embargo, se pueden determinar mas de 40 AG, de los cuales

algunos estan en muy pequenas cantidades; pero tienen un gran interés. Unos
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son precursores de las prostaglandinas o de otros importantes compuestos,
mientras que otros indican el consumo de determinados tipos de alimentos. Por
tanto, la medida de estos AG podria utilizarse para relacionar la composicién del

tejido adiposo con los habitos dietéticos.(22;113;114)

Los AG insaturados contienen uno o mas dobles enlaces en su cadena
hidrocarbonada. Segun el nimero de estos dobles enlaces se les clasifica como
monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP). Entre los AGM, el mas comun
es el acido oleico, presente en gran cantidad en el aceite de oliva y en muchos
otros aceites vegetales, también es el mas abundante en grasas

animales.(76;115)

Dentro de los AGP, las familias omega-3 y omega-6 son las mas
importantes. Los mamiferos carecen de los sistemas enzimaticos necesarios
para introducir dobles enlaces en las posiciones omega-3 y omega-6 de la
cadena hidrocarbonada, por lo que son incapaces de sintetizar los AG de estas
series. Estos AG deben obtenerlos de la dieta, y se les denomina acidos grasos
esenciales. Actualmente, se acepta que hay sélo dos AG esenciales: a-linolénico
y linoléico, los cuales pueden ser modificados, pero nunca sintetizados, por los
tejidos animales. Una vez ingeridos, se metabolizan principalmente en el higado,
para formar otros acidos omega-3 y omega-6, que son los precursores de las
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, ademas forman parte de todas las

membranas celulares.(76;112;115)
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El AG méas importante dentro de la familia omega-3 es el a-linolénico y
constituye el principal componente de los aceites de soja y linaza. A la misma
familia pertenece el acido docosahexaenoico (DHA) presente en la mayoria de
los aceites de pescado y algas marinas.(116) El DHA es un componente habitual
de los lipidos de membrana de la mayoria de los tejidos animales, y se
encuentra en las vainas nerviosas. La familia omega-6 deriva del acido linoléico,
éste se encuentra en la mayoria de los aceites vegetales en elevadas
proporciones y es el AG mas abundante de los mamiferos donde constituye la

principal fuente de acido araquiddnico.(76)

En este trabajo se examinaron las posibles asociaciones entre DDE y AG
insaturados como el acido oléico y los poliinsaturados pertenecientes a la familia
de AG omega-3 (acidos a-linolénico y docosahexaenoico) y omega-6 como el

acido linoléico, y-linolénico y araquidonico.

Diversos estudios han asociado el consumo de pescado con altos niveles
de DDE, como una importante fuente de exposicion al mismo.(35;117) Un
estudio noruego que valoraba los cambios producidos en plasma humano tras el
consumo de un plato tipico de pescado con alto contenido en compuestos
organoclorados persistentes, entre los que el DDE era el compuesto mas

abundante, encontré que las concentraciones de DDE en plasma se modificaban
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significativamente después de una comida rica en lipidos marinos.(118) En otro
estudio canadiense que valoré la relacion entre la concentracion de DDE en la
leche materna y el consumo de pescado, el nivel medio fue significativamente
mas pequeno entre las mujeres que nunca consumieron pescado que entre las
que comian pescado mas de una vez a la semana. Asimismo, el coeficiente de
correlacién entre DDE y el consumo de pescado como variable continua fue

también significativo.(119)

Debido a que el acido docosahexaenoico no se produce de forma
enddgena en los humanos, sus niveles son un buen marcador del consumo de
pescado en la dieta.(116;120;121) A pesar de las fuentes dietéticas propuestas
en otros estudios, nuestros datos indicaron sin embargo, que el consumo de
pescado estaba sélo relacionado débilmente y no significativamente con los
niveles de DDE. Por tanto, la falta de asociacién entre los 4cidos grasos omega-
3 marinos y los niveles de DDE plantea la duda sobre la contribucién del
consumo de pescado en el incremento de la concentracidon de DDE en nuestra
poblacién. En un estudio estadounidense,(122) el consumo total de pescado en

la dieta tampoco estaba asociado con el nivel de DDE sérico.

En este estudio se valoré también la posible asociacién con diversos
acidos grasos saturados (AGS). Estos AG se caracterizan por la ausencia de
dobles o triples enlaces en su cadena hidrocarbonada. Los mas comunes e

importantes contienen entre 12 y 22 carbonos. El &cido palmitico es el mas
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comun de los AGS, y esta presente en los aceites de pescado, aceites
vegetales, leche y grasa de muchos mamiferos. El &cido estedrico es el segundo
mas frecuente, presente en la grasa de los rumiantes, en la carne de vacuno y
en los productos lacteos. El miristico se encuentra en la leche bovina y humana.
Otros AGS como C15:0 y C17:0 se han correlacionado con el consumo de
productos lacteos.(115;116) Los AGS de cadenas mas largas (220) se
encuentran en cantidades importantes en aceites de semilla poco

frecuentes.(76;113)

Los acidos grasos presentes en la carne y en la leche no son lo
suficientemente diferentes de los que se producen endégenamente para que sus
niveles en tejido adiposo sean un buen marcador de consumo; por tanto,
nosotros no pudimos explorar la contribuciéon del consumo de carne y leche en

los niveles de DDE.

La asociacion dietética entre los AGS mas fuerte fue la asociacion inversa
del acido araquidico (C20:0) con el DDE. El acido araquidico se encuentra en
todos los tipos de grasas comestibles y aceites, pero no hay una fuente
especifica del mismo.(123) La cantidad de C20:0 en las grasas vegetales y
aceites se encuentra en un rango de 0,5 a 1 gr. por 100 gr. de acidos grasos, y
de 1 a 2 gr. por 100 gr. de acidos grasos en grasas animales. Ademas, el
contenido de C20:0 en los aceites de pescado es bajo (0,2 a 0,3 gr. por 100 gr.

de acidos grasos), y una relacién fisiologica entre el consumo de aceites de
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pescado y el C20:0 en tejido adiposo es improbable. Un estudio que analizaba la
relacion entre AG en tejido adiposo y dieta, evaluada mediante un cuestionario
de frecuencia de alimentos encontré una correlacién entre el C20:0 y las grasas
vegetales.(116) Asi, es improbable que el C20:0 sea un marcador de consumo
de cualquier grasa o alimento especifico. Dado que el estudio no contemplé la
evaluacion explicita del consumo de alimentos, no pudimos examinar la relacidén

de C20:0 con diferentes fuentes de alimentos entre nuestros sujetos.(124)

Los AG trans en tejido adiposo también se han propuesto como buenos
biomarcadores de sus correspondientes AG dietéticos.(116) Los alimentos que
se han relacionado con el contenido de AG trans en tejido adiposo son el aceite
de soja y la margarina, principalmente. Aunque en nuestros datos las
asociaciones crudas de estos AG con el DDE fueron significativas (p = 0,0001),

sin embargo esta asociacién desapareci6 al ajustar por edad y centro (p = 0,42).

5.2.2. Antioxidantes o vitaminas

En nuestro trabajo se han estudiado diferentes antioxidantes o vitaminas
como posibles determinantes de la concentracion de DDE en el organismo. A
continuacion, expondremos brevemente los alimentos en los que se encuentran

con mas frecuencia estos nutrientes.
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Los carotenoides son antioxidantes que se encuentran principalmente en
frutas y vegetales. Las zanahorias proporcionan aproximadamente el 70% del
total de a-caroteno que consumimos. El tomate, sus derivados y la sandia son
productos ricos en licopeno, también se encuentra en otros frutos y vegetales.
(125-127) El consumo de productos como albaricoques, zanahorias 0 espinacas
entre otros constituyen una fuente de B-caroteno, también se han correlacionado
los niveles de este carotenoide en tejido adiposo con alimentos como el pimiento

verde. (128) (129)

Los tocoferoles (vitamina E) son potentes antioxidantes que protegen a
los lipidos y otros componentes de las células del dafo producido por la
oxidacién.(130) Esta vitamina se concentra en muchos aceites y grasas
vegetales.(131) El y-tocoferol se encuentra en mayor cantidad en aceites de
maiz, soja y frutos secos;(132) en tanto que el a-tocoferol predomina en los
aceites de oliva y girasol. Ademas de las frutas y vegetales hay otras fuentes
adicionales de vitamina E como los cereales del desayuno, huevos y frutos

secos.(127)

El retinol se almacena en el higado y se puede consumir a partir de los
alimentos de origen animal, directamente como retinol (vitamina A preformada) u
obtenerse de la conversién de los carotenos en el organismo.(127;130) Los
retinoides no tienen capacidad antioxidante, pero han sido de interés en relacién

con el cancer debido a su potencial efecto sobre la diferenciacion celular.(22)
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Nuestros andlisis mostraron que la concentracion de retinol en tejido
adiposo estaba relacionada con el nivel de DDE, aunque el significado de esta
asociaciéon no esta claro. El consumo de higado explica gran parte de la
variacion entre las personas de vitamina A preformada,(133) y el higado es
probablemente una buena fuente de DDE. Sin embargo, el consumo de vitamina
A preformada no fue el principal determinante de la concentracién de retinol
adiposo en un estudio;(134) por tanto, otros determinantes del nivel de retinol

adiposo, desconocidos todavia, pueden explicar la asociacién observada.

5.2.3. Otros determinantes

El lugar de estudio fue el determinante mas importante de DDE en tejido
adiposo, debido principalmente a los niveles méas elevados en Malaga.
Asimismo, en otros estudios el pais de nacimiento de la poblacién se establecié

como predictor de las concentraciones de organoclorados.(68)

Los resultados de este trabajo son directamente generalizables sélo a
mujeres de los paises occidentales.(124) La razén para esta limitacion es el
hecho de que el DDT esta siendo todavia usado o ha sido prohibido sélo
recientemente en paises con malaria endémica, y los hombres pueden tener

diferente distribucion de acidos grasos o vitaminas antioxidantes.
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El indice de masa corporal sirve como medida del reservorio de grasa
corporal. Los organoclorados no metabolizados son almacenados en la grasa y
en una poblacion de consumo similar, las mujeres con mas tejido adiposo
tendrian determinaciones mas bajas de los niveles de estos compuestos y una

vida media de eliminacién mas larga.(68)

En nuestros datos aunque la asociacion cruda entre DDE vy el indice de
masa corporal resulté significativa, al ajustar por edad y centro no se determiné
evidencia de asociacién. Este dato es asimismo compatible con otros estudios

que tampoco encontraron relacion con el IMC.(67;68;135)

5.2.4. Limitaciones y aportaciones del estudio en relacién a los

determinantes de la concentracion de DDE

Varios factores pueden haber limitado el poder de nuestro estudio para
detectar asociaciones entre los biomarcadores de consumo y niveles de DDE en
tejido adiposo. En primer lugar, no disponemos de medidas repetidas de tejido
adiposo, y éstas estan sujetas a varios tipos de errores aleatorios, incluyendo
errores en las medidas de laboratorio y a la variabilidad intrasujeto. En segundo
lugar, la vida media del DDE es mucho mas larga que la vida media de los
acidos grasos o vitaminas antioxidantes (tipicamente entre 1 y 3 afos).(136) Las
determinaciones de DDE y de acidos grasos y antioxidantes pueden, por tanto,

reflejar diferentes periodos de tiempo de exposicion, resultado de lo cual seria
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la atenuacién de las potenciales asociaciones. En tercer lugar, el estudio
EURAMIC se dirigié a obtener muestras representativas de las poblaciones de
estudio usando muestras aleatorias de registros poblacionales. Sin embargo, en
Zeist, Coleraine y Malaga, las participantes fueron muestreadas aleatoriamente
de las listas de pacientes de médicos generales. El potencial afecto que haya
tenido este tipo de muestreo (en las estimaciones poblacionales mas que en el
examen de efectos) es incierto. En cualquier caso, los resultados no fueron
significativamente diferentes para los centros que usaron muestras de la
poblacion general o de los pacientes de médicos generales. Aunque los
participantes de Malaga tenian los niveles mas elevados de DDE, la asociacion
con biomarcadores de consumo fue similar después de la exclusion de este

centro de los analisis.

Una investigacion realizada en una poblacién de hombres y mujeres
alemanes de entre 65 y 75 afos para analizar asociaciones entre el consumo de
diferentes alimentos y concentraciones plasmaticas de organoclorados, tan sélo
encontrd una correlacién positiva significativa entre el DDT plasmatico y la carne
de ternera y de cordero.(137) Otro estudio que tenia como objetivo identificar
predictores de los niveles de DDE en plasma en mujeres americanas,
pertenecientes al grupo control de un estudio de casos y controles anidado en el
Nurses’ Health Study, encontraron como predictores de DDE la edad, el
colesterol y la region de estudio. Sin embargo, no observaron ninguna relacion

entre el consumo de diferentes grupos de alimentos evaluados por encuestas
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alimentarias (carne, pescado, aves, productos lacteos, frutas, vegetales vy

cereales) y los niveles de DDE.(67)

En un estudio realizado para determinar los residuos de compuestos
organicos persistentes (COP) en los alimentos, se encontré6 que el DDE es el
COP que se halla con mayor frecuencia, distribuyéndose en todas las categorias
de alimentos (frutas, vegetales, carne, aves, pescados Yy productos
lacteos).(110) En nuestros sujetos, los biomarcadores de consumo de pescado u
otros biomarcadores de consumo se correlacionaron sélo débilmente con el DDE

consistente con la distribucién de DDE en diferentes alimentos.

Hay que tener en cuenta que en nuestro estudio se han utilizado las
concentraciones de acidos grasos y antioxidantes en tejido adiposo como
biomarcadores de exposicién dietética a largo plazo. El tejido adiposo refleja
exposiciones pasadas y constituye un depédsito relativamente estable de
diferentes acidos grasos y otras sustancias solubles en grasa como vitaminas y
pesticidas.(22) Las concentraciones de estos indicadores en plasma o suero
reflejarian el consumo de los dias o semanas previos. Otro modo de evaluar el
consumo de alimentos seria a través de cuestionarios o entrevistas, pero el uso
de las tablas de composicion de alimentos puede dar lugar a errores a
consecuencia de las grandes variaciones en el contenido de nutrientes de
algunos alimentos. Ademas este tipo de métodos no tienen en cuenta la

variacion individual en la absorcién y metabolismo.(69)
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5.3. Evaluacion de la asociacion entre los niveles de DDE en tejido
adiposo de mujeres postmenopausicas de la poblaciéon de estudio y

factores reproductivos:

1- Edad de la menopausia

2- Numero de hijos

5.3.1. Edad de la menopausia y niveles de DDE

La menopausia natural se define como el cese permanente de la
menstruacion como resultado de la pérdida de actividad folicular ovarica.(138)
Algunos autores han propuesto que mujeres con una menopausia temprana
presentan mas riesgo de enfermedad cardiovascular(139) y osteoporosis, asi
como de mortalidad por todas las causas y la relacionada con cancer.(140;141)
Estos efectos se deben probablemente a la duracion de la exposicion al nivel de
estrogenos circulantes que producirian diferentes resultados segun su relacidon

con cada una de las enfermedades en particular.(141)

Diversos estudios han encontrado asociacion entre varios factores
reproductivos, de estilo de vida y demograficos (ciclos menstruales irregulares o
< 26 dias, historia familiar de menopausia temprana, nuliparidad, edad de
menarquia temprana (< 11 afos), habito de fumar, bajo nivel socioeconémico,

no usar ACO, raza afro-americana, etc.) y una reduccion de la edad de la
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menopausia de 1 a 2 anos.(138) Sin embargo, pocos autores han analizado la
relacion entre pesticidas organoclorados y edad de la menopausia

natural.(142;143)

5.3.1.1. Niveles de DDE

El posible efecto del DDE sobre la edad de la menopausia podria deberse
a su actividad como blogueante androgénico.(55) Esta podria dar lugar a una
disminucién del desarrollo folicular y a un incremento de la apoptosis y atresia
folicular.(144) El efecto disruptor endocrino de este compuesto podria danar los
ovarios o causar efectos adversos debido a la exposicidén crénica al DDE que se
almacena en tejido adiposo y se encuentra en el fluido folicular ovéarico a niveles

similares a las concentraciones séricas.(142)

La media de edad de la menopausia natural documentada en la poblacién
europea y estadounidense se encuentran en un rango de 48 a 52 anos.(138) Un
estudio que examind la asociacién entre edad de la menopausia y mortalidad,
basandose en datos del “First Nacional Health an Examination Survey”
(NHANES ) en poblacién estadounidense, obtuvo una edad media de
menopausia de 48 anos.(140) En otro estudio realizado entre una poblacion de
mujeres hispanas en EEUU la edad media de la menopausia fue de 48,1

anos.(142)
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La media de edad global de la menopausia natural obtenida en nuestro
estudio ajustada por edad al inicio del mismo y centro de reclutamiento fue de
49,55 anos, similar a la aportada por otros trabajos.(138) El centro irlandés
presentaba la menopausia mas temprana (48,72 afnos), mientras que la
menopausia mas tardia se producia en el centro suizo a los 50,65 anos de

media.

Un estudio que describe la variabilidad internacional en factores
reproductivos encontrd que la mediana de edad de la menopausia se produjo a
los 50 afios con un rango entre los 49 y 52 afios en los distintos centros.(145)
Otro trabajo realizado en EEUU, el “Study of Women’s Health Across the
Nation”, inform6é una mediana para la edad natural de la menopausia ajustada
por diversas variables de 51,4 afnos.(141) En nuestros datos, la mediana de la
edad de la menopausia fue de 50 anos, similar a los resultados anteriormente

comentados.

Los trabajos que han analizado la relacién entre menopausia y DDE, no
presentan datos consistentes. Una publicacion en el que la poblacion
seleccionada proviene de un estudio de casos y controles de cancer de mama
realizado en Carolina del Norte (EEUU) sugiere que cantidades elevadas de
DDE en el organismo podrian asociarse con un comienzo mas temprano de la
edad de la menopausia de hasta 1 afo.(144) Sin embargo, los resultados que

obtuvieron se encuentran en el limite de la significacién aunque presentaban un
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cierto gradiente al comparar los percentiles mas elevados de la distribucion de

DDE con valores por debajo de la mediana.

Otro estudio realizado entre tres subgrupos de poblacion hispana de
EEUU, datos del “Hispanic Health and Nutrition Examination Survey” (HHANES),
evalud la asociacion entre edad de la menopausia y determinados pesticidas
organoclorados y sus metabolitos, entre ellos el DDT y DDE.(142) Las mujeres
con los niveles de exposicion mas elevados (DDT sérico = 6 ppb) mostraban una
media ajustada de edad de menopausia 5,7 afios menor que las que tenian los
niveles de pesticidas mas bajos (por debajo del limite de deteccidén). Sin
embargo, para los niveles de DDE séricos en el quintil mas alto (= 23,60 ppb),
comparado con el mas bajo, encontraron una disminucién de la edad no
significativa de 1,7 anos. Tampoco encontraron un efecto consistente dosis-

respuesta entre las distintas categorias.

Por otra parte, otro estudio estadounidense que valoraba la relacién entre
las concentraciones de pesticidas organoclorados y cancer de mama en tejido

adiposo no encontré correlacién entre el DDE y la edad de la menopausia.(58)

Nuestros resultados muestran para el global de los datos una tendencia
no significativa entre los terciles de DDE. Sin embargo, en Malaga que
presentaba el nivel de DDE mas elevado, se encontr6 una edad de inicio de la

menopausia natural para el ultimo tercil de DDE ajustada por edad al inicio del
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estudio de 47,80 anos, menor que la que presentaban los terciles inferiores
mostrando una p de tendencia significativa (p = 0,03). Asimismo, los coeficientes
de correlacion global y de los centros de Zirich y Méalaga fueron negativos,
aunqgue tan sélo este ultimo estaba préximo a la significacion. Tampoco en el

andlisis multivariante se encontrd una asociacion significativa con el DDE.

5.3.1.2. Habito de fumar

Una revisién la literatura publicada hasta ese momento, indicaba que la
media o la mediana de edad de la menopausia se iniciaba entre 0,8 y 1,7 afos
antes entre las fumadoras en el momento del estudio que entre las que no
fumaban. Ademdas describen una tendencia hacia una menopausia mas
temprana con el incremento del numero de cigarrillos fumados.(146) Estudios
posteriores también han confirmado el hdbito de fumar como factor de riesgo
para la menopausia temprana, informando del cese de la menstruacioén 1-2 afos
antes en las fumadoras con respecto a las que nunca fumaron.(141;147-149) Sin
embargo, alguno de estos estudios no observaron disminucion en la edad de la
menopausia entre las ex-fumadoras, fumadoras pasivas, ni efecto dosis-

respuesta entre las fumadoras actuales.(141;148)

El andlisis de la relacién entre diferentes variables reproductivas y de
estilo de vida y la edad de la menopausia en nuestra investigacién, mostré6 que

las fumadoras actuales presentaban una media para la edad de la menopausia
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significativamente diferente a las de las no fumadoras. Aunque no encontramos
una menopausia mas temprana en funcidon de la cantidad de cigarrillos
consumidos. También en el analisis multivariante se asocid significativa e
inversamente la variable fumadora actual con edad de la menopausia (p = 0,02).
La edad de menopausia que predice nuestro modelo para las fumadoras
actuales presenta una disminucion de 1,98 afos con respecto a las no
fumadoras, manteniendo constantes el resto de las variables incluidas en el
modelo. Estos resultados respecto al habito de fumar son consistentes con los

descritos anteriormente por otros trabajos.

Se han propuesto varios mecanismos por los que el tabaco podria actuar
sobre la menopausia. En primer lugar, un efecto toxico directo de los
hidrocarburos arométicos policiclicos sobre los foliculos ovaricos.(150) En
segundo lugar, interfiriendo en la secrecién de las hormonas de la glandula
pituitaria, como la hormona luteinizante que tiene efectos reguladores sobre el
ciclo menstrual. Otro posible mecanismo, seria a través del aumento del
metabolismo hepético de los estrégenos que puede originar el cese prematuro

de la menstruacién.(146;151)
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5.3.1.3. Paridad

También hemos encontrado en este trabajo una asociacion positiva entre
paridad y edad de la menopausia (p = 0,06). EI mecanismo propuesto por el que
la paridad favorece una menopausia tardia, seria a través de la disminucién de
los ciclos ovulatorios, preservando de esta forma los ovocitos por mas
tiempo.(141) Nuestro modelo predice que la edad de menopausia entre las
mujeres que han tenido algun hijo presenta un aumento de 1,35 afos con
respecto a las nuliparas, manteniendo constantes el resto de las variables

incluidas en el modelo.

Algunos articulos también han descrito una asociacidbn entre un
incremento en el numero de hijos y una edad mas tardia de la menopausia
natural.(147;152;153) Sin embargo, al igual que lo publicado por otros autores,
nosotros no hemos observado diferencias en funcibn del numero de

hijos.(154;155)

5.3.1.4. Otros

En nuestro estudio el andlisis de la menopausia en relacion con el uso de

anticonceptivos orales, no proporciond evidencia de asociacion, resultados

similares fueron publicados en otros estudios.(147;153;154)
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Tampoco encontramos relacion entre otras variables analizadas como
edad de la menarquia, comparable a lo que ocurria en otros trabajos.(152) Sin

embargo, son inconsistentes con los datos publicados por otros estudios.(154)

Aunque algunos estudios han observado una menopausia mas temprana
a menor IMC.(156) En nuestros datos el IMC no se relacion6 con la edad de la
menopausia, otros  trabajos también  han  obtenido  resultados
parecidos.(141;147) El mecanismo por el cual en las mujeres obesas podria
retrasarse la menopausia se explicaria por la produccién de estrona en tejido
adiposo, que resultaria en niveles mas elevados de estrégenos circulantes, lo
que podria contribuir a un funcionamiento reproductivo més largo. Por otro lado,

la obesidad también se ha asociado con una inadecuada funcién ovarica.(141)

5.3.1.5. Limitaciones y aportaciones del estudio relativo al examen

de edad de menopausia y niveles de DDE

Entre las limitaciones del estudio se encontrarian el grado de fiabilidad de
los datos sobre edad de la menopausia obtenida por medio de entrevista,
teniendo en cuenta que habian transcurrido 13 afos de media desde la
menopausia hasta la realizacion de la encuesta.(157) Sin embargo, estudios
previos han demostrado la fiabilidad y validez de los datos sobre la historia
reproductiva obtenidos por entrevista comparados con la informacién obtenida

de las  historias clinicas como medida estandar.(158) Estudios de
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reproducibilidad han demostrado que las mujeres occidentales tienen una

memoria bastante precisa de los principales sucesos reproductivos.(145)

Por otra parte, las exposiciones medidas en el tiempo de muestreo
podrian no representar el nivel de exposicion en el momento de la menopausia
por cambios en la exposicion, en el metabolismo o en la eliminacion de esta
sustancia.(142) El dano folicular ocasionado por el DDE podria haberse
producido anos antes de la menopausia donde las concentraciones de esta
sustancia habrian sido mas elevadas. Para evitar el posible efecto de la
eliminacién de estos compuestos a través de la lactancia y de la placenta, en
nuestros datos hemos tenido en cuenta la paridad en el ajuste. Ademas, en
nuestro estudio se utilizaron muestras de tejido adiposo que permiten una mejor

evaluacion de la exposicion a largo plazo a diferencia de otro tipo de muestras.

Entre las aportaciones que presenta este estudio, se encuentran la
determinacién de la edad media de la menopausia entre poblacién europea de
paises muy diversos, ademas de la evaluacién de ciertos factores ambientales,
como el DDE, en relacién con la menopausia que se han considerado en pocos
trabajos. También se han incluido factores como el consumo de alcohol, edad de
la menarquia, uso de anticonceptivos orales o terapia de reemplazamiento

hormonal que analizan sélo algunos de los estudios sobre menopausia.
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5.3.2. Numero de hijos y niveles de DDE

La movilizaciéon de la grasa desde el tejido adiposo a la leche materna,
debido al elevado contenido de grasa de la misma, seria el mecanismo por el
que se produciria la transferencia de los organoclorados durante la lactancia.
Por este motivo, algunos autores han afirmado que los niveles en la leche son
un reflejo los niveles acumulados en tejido adiposo.(90) Por tanto, la lactancia
seria una importante via de excrecion que disminuiria la concentracion corporal

del DDE en mujeres.(159;160)

Algunos estudios han asociado una disminucion en los niveles de DDE en
la leche materna con el aumento del nimero de nifios y la duracién de la
lactancia.(161-164) Por tanto, la paridad podria ser un indicador de la duracién
de la lactancia pasada y un importante factor para predecir las concentraciones
de organoclorados en la leche.(119;160) Ademas, también se ha descrito el
paso de DDE a través de la placenta como otra via de eliminacién de este
compuesto.(41;42;165) Puesto que la lactancia no fue medida en el estudio
EURAMIC,(20) utilizamos el numero de hijos para evaluar sus efectos sobre los

niveles de DDE.
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Contrariamente a lo esperado, no observamos que las mujeres con mayor
namero de hijos tuvieran niveles mas bajos de DDE en tejido adiposo como
consecuencia de una mayor excrecion de esta sustancia. El tiempo transcurrido
en estas mujeres postmenopausicas desde el nacimiento de los hijos hasta la

recogida de los datos puede haber disminuido esta asociacion.(124)

Estos resultados son consistentes con los proporcionados por
investigaciones realizadas tanto entre poblacion espafola como europea, en los
que no se correlacioné el contenido de DDE en la leche materna y el niumero de
hijos.(117;159) Otro estudio realizado en Canada, en el que se evaluaron las
concentraciones de DDE en la leche de una muestra de la poblacién general,
s6lo la duracién de la lactancia, pero no la paridad, presentaba una relaciéon
inversa estadisticamente significativa.(119) Tampoco se relacioné la paridad con
los niveles de DDE en una poblacién de mujeres americanas que estudiaba los

predictores de este compuesto en plasma.(67)
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6. CONCLUSIONES
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1. En este estudio multicéntrico en el que hemos intentado a través de
muestras de tejido adiposo examinar la concentracion de DDE de
poblacién femenina postmenopausica, el centro de reclutamiento o lugar
de estudio resulté ser el determinante que mas influyd en la variabilidad

de dicha concentracion.

2. Especificamente, los niveles de DDE en tejido adiposo de mujeres en
Malaga fueron mayores que en los otros centros de nuestra investigacion
(Berlin, Zeist, Coleraine y Zurich), aunque se encontraron dentro del

rango de estudios realizados en Espafia en ese mismo periodo.

3. En nuestro estudio, los biomarcadores de consumo de pescado vy
aquellos biomarcadores de ingesta de nutrientes se correlacionaron sélo

débilmente con el DDE.

4. El &cido araquidico y el retinol se relacionaron con el DDE, aunque no se
ha hallado un nexo de especificidad de dichos nutrientes en relacién con

algun alimento explicativo de dicha asociacioén.

5. Estos resultados sugieren la posibilidad de la contribucién de diferentes
alimentos en la bioacumulacion de DDE, debido a la amplia

contaminacion de la cadena alimentaria.
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6. Es importante el conocimiento de factores ambientales o de estilos de
vida potencialmente modificables, que afecten a una aparicibn mas
temprana de la edad de la menopausia, incluyendo el fundamento de sus

mecanismos de accion.

7. La edad de la menopausia disminuy6é entre fumadoras actuales y en
nuliparas, pero no se encontré una asociacion entre edad de menopausia

y niveles de DDE en tejido adiposo de los sujetos de estudio.

8. Aunque algunos trabajos han sugerido la posibilidad de que las madres
con mas numero de hijos tengan menores niveles de DDE, debido a la
disminucion por la progresiva movilizacion a través de la lactancia, en

nuestro estudio no se ha constatado dicha asociacién inversa.

9. Se deberian realizar mas investigaciones para explicar las diferencias
geogréficas del DDE a través de Europa. Ademas, seria aconsejable
realizar mediciones periodicas en muestras representativas de la
poblacién general de los paises europeos, para determinar la evolucién
de las concentraciones a lo largo del tiempo y conocer los valores de DDE
en otros grupos de poblacién segun zonas geograficas, edad, sexo,
ocupacion, habitos alimentarios, embarazadas, lactantes, etc. De este
modo, obtener mas datos para estudiar su posible relacion con procesos

cronicos.
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10. Es imprescindible hacer un llamamiento para que se apliquen con rigor
los acuerdos internacionales en materia de contaminantes organicos
persistentes porque solo a través de la aplicacion de dichos acuerdos se
garantizarad la eliminacion de los compuestos persistentes y se
encontraran alternativas definitivas al DDT que sean seguras, efectivas y

econdémicamente sostenibles.
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ANEXO |

CUESTIONARIO SOBRE EL HABITO TABAQUICO
1. ¢Fuma cigarrillos ahora?

- S regularmente. . ... O

Si “No”, ir a pregunta 5.
- Ocasionalmente (menos de un cigarrillo al dia).......c.cccoveieiiiiann. O
2. ¢Cuantos cigarrillos fuma al dia por término medio? (¢;,Fumo un dia antes de
su ingreso en el hospital?). ..o
3. ¢Cuantos cigarrillos fumaba al dia hace un afno?
N T 0= (o PP

4. ;Qué edad tenia cuando empez6 a fumar cigarrillos?

Después de responder a esta pregunta ir a pregunta 10.
5. ¢Ha fumado cigarrillos alguna vez?

- S regularmeNnte. ... O

Si “No”, ir a pregunta 10.
6. ¢Cual es el maximo numero de cigarrillos que ha fumado alguna vez al dia
AURANTE UN AR0 7. . e e

7. ¢Qué edad tenia cuando empezé a fumar cigarrillos?
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8. ¢Cuando dej6 de fumar cigarrillos?

Si “No”, ir a pregunta 11.

- Solia, pero ahnora NO.... ..o O
Si “ahora no”, ir a pregunta 11.

- Ahora fumo ocasionalmente (menos de uno al dia)................ccoeiiinenn. O
- Ahora fumo regularmente....... ..o O

11. ¢ Ha fumado alguna vez en pipa?

s N O O
- Solia, Pero ahnora NO.... ..o O
- Ahora fumo ocasionalmente (menos de una vez al dia)....................... O
- Ahora fumo una regularmente.............coooii i O
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ANEXO Il
CUESTIONARIO SOBRE HISTORIA REPRODUCTIVA
A. FACTORES REPRODUCTIVOS

1. ¢Ha dado a luz a algun nifio/a?

SN O O
S P PP PP O
2. Si “Si”, ¢ A qué edad fue el primer parto? Edad........... (afnos)

¢ Tuvo algun otro nifio? Si es asi, ¢Cuantos en total (incluyendo el

primero)? Numero............

¢,A qué edad tuvo el ultimo embarazo a término? Edad........... (afnos)

B. FACTORES HORMONALES

1. ¢A qué edad tuvo la primera menstruacién? Edad.......... (afnos)

2. ¢Utilizd alguna vez anticonceptivos orales (ACQOs)?

- Si (no incluye terapia de reemplazamiento con estrogenos).............. O

= N O
3. ¢A qué edad comenzéd a usar ACOs? Edad..........(afos)

¢,A qué edad usé por ultima vez ACOs? Edad.......... (afnos)

¢, Dejé de usarlos en alguin momento?

Si es asi, ¢cuantos afos usdé ACOs en total? ..., (anos)
4. ; Tuvo la menstruacion durante los ultimos 24 meses?

- Si (Noincluir en el estudio).........ocoviuiiiiiiii e, O

o O
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5. ¢ A qué edad tuvo la ultima menstruacién?
(Si menos de 24 meses antes, no incluir en el estudio) Edad........ (anos)

6. ¢Los periodos terminaron espontaneamente o a causa de una cirugia

ginecolégica?
- Espontaneamente. ... .. ..o O
L1110 o | - T PP O
- Extraccion de ovarios. ........oveiiiiiiiiii O
- Extraccion de Utero...... ..o m
- Extraccidn de ovarios y Utero..........ooeiiiiiiiiiiiiiee, O
- Otros (ESPECIfICAr).....uiee e O

7. ¢Recibié alguna medicacién durante los afios de la menopausia a causa

de sintomas hormonales (terapia de reemplazamiento con estrégenos)?

SN e O
S 1 PP O
Duracion:
Meses.............. ,deedad ......... aedad...........
Nombre comercial y tip0........covvieiiiiiinnn.
-No sabe porque.........oiii
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ANEXO lll
MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Altura
Medir al sujeto descalzo, con los talones juntos y con la cabeza en posicién
horizontal. Debera respirar profundamente y alcanzar la maxima altura con las

piernas extendidas pero los pies completamente apoyados en el suelo.

Peso
Se debera registrar el peso al kilogramo mas cercano, el sujeto debera llevar

solo ropa ligera.

Circunferencia de la cintura
Medir en la distancia media entre el margen de la ultima costilla y la cresta iliaca.

Es recomendable que el que efectle la medicion se situe enfrente del sujeto.

Circunferencia de la cadera
La medicidn debera realizarse en el punto que constituye la circunferencia

maxima sobre los gluteos.
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