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Aquilar-Garduiio C 1 Introduccién

1. INTRODUCCION

Desde mediados del siglo pasado se conocen los efectos perjudiciales que
los compuestos organicos persistentes (COPs) y, especialmente los plaguicidas
organoclorados (OC), ejercen sobre la reproduccion en diferentes especies
animales. Ademas, en el ultimo cuarto del siglo se han caracterizado las
principales rutas de exposicion a COPs en los seres humanos, poniéndose de
manifiesto la universalidad de este fenbmeno. A pesar de todo ello, s6lo muy
recientemente ha surgido el interés por dilucidar los efectos que sobre la salud
reproductiva humana tiene la exposicién cronica y ambiental a diferentes COPs.
Este interés ha venido acompafado por una regulacion mas estricta del uso de
algunos OC, que implica bien su restriccion o limitacion en el empleo e incluso
alcanza la prohibicion total (PISSQ, 1982)

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en todo el mundo con varios
fines que van desde el incremento de la produccion agricola, al control de
vectores, pasando por los terapéuticos. Debido a un empleo tan extendido, hay
evidencias de que tanto los individuos directamente expuestos, por ejemplo los
que viven aledanos a explotaciones agricolas, horticolas y floricolas, como los
individuos de la poblacion general contienen residuos de COPs en su organismo
(OPS, 1982; Lacasana y Farias 2002; Porta et al., 2008).

El presente estudio de tesis se incluye dentro de los objetivos del proyecto
Europeo del 5° Programa Marco, “Salud Ambiental Reproductiva” [Proyecto No.
QLRT-1999-01422], que desde un enfoque multicéntrico se ha realizado en cinco
paises europeos (Finlandia, Dinamarca, Inglaterra, Francia y Espafia), ademas
de EE.UU y Japdn, para investigar el efecto de la exposicion a un grupo
importante de plaguicidas organoclorados sobre la salud reproductiva masculina.
Los compuestos OC se determinaron por cromatografia de gases (GC) con
deteccion por captura de electrones (DCE) y por espectrometria de masas (EM)
por ser técnicas analiticas muy recomendadas. Se seleccionaron con criterios
comunes y en cada pais grupos de jévenes de edad comprendida entre los 18 y

los 23 anos, utilizando el reclutamiento militar en aquellos paises que era posible.
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En los sujetos seleccionados, se recolectaron muestras de semen y sangre
para determinar los parametros indicadores de calidad seminal acordados y los
compuestos quimicos de interés, ademas de realizar una exploracién urolégica a
los mismos. Ademas se les aplicaron cuestionarios estructurados con preguntas
sobre variables sociodemograficas, de estilo de vida y de exposicidon previa
potencial a otros determinantes de la calidad seminal, tales como las exposiciones
a agentes quimicos en el lugar de residencia, su ocupacion y la utilizacion de
medicamentos, tanto de los jévenes como por parte de sus padres y madres,
haciendo énfasis en la época relativa a la gestacidon de estos jévenes.

El abordaje combinado que se proponia en el estudio internacional supera
los principales sesgos atribuidos a estudios previos y presentaba una vision
completa y actual de los factores que interactuan con los COPs para alterar la
calidad seminal y, con ello, la fertilidad de la poblacién estudiada. Lo cierto es que
son pocos los trabajos sobre exposiciones ambientales y efectos endocrinos-
disruptores que hayan evaluado exposiciones ambientales a través de la
determinacién directa de los xenobidticos y la evaluacion simultanea de
biomarcadores de exposicidon a plaguicidas y de sus efectos.

El grupo de jovenes de Espara tiene caracteristicas particulares que es
necesario comentar. El estudio se realizé en Almeria, una provincia de la
comunidad autonoma Andaluza del sureste peninsular donde una parte
importante de la poblacion en edad reproductiva, pueden estar expuestos a gran
variedad de plaguicidas. Recuérdese que esta provincia alberga una actividad
agricola dominada por el cultivo intensivo en invernaderos, ademas de que no es
desdefable la exposicion por el uso doméstico de diferentes COPs y el consumo
de alimentos contaminados durante su produccién o conservacion (Andersen et
al., 2002).

Los COPs han sido ampliamente utilizados para el control de vectores y
organismos transmisores de enfermedades del hombre y en la proteccion de los
recursos agropecuarios y forestales (PISSQ, 1982). Se han utilizado
especialmente para la lucha frente a gran numero de enfermedades infecciosas y

parasitarias, a las que han estado expuestas las poblaciones, o transmitidas por
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vectores como las moscas, mosquitos, moluscos, aracnidos, entre otros. Entre
estas enfermedades, algunas han sido, o son aun hoy en dia, particularmente
peligrosas y muy extendidas en varias regiones del mundo. Ejemplos
paradigmaticos son la malaria, la filariosis, la esquistosomiasis, la tripanosomiasis
y el dengue entre otras (PISSQ, 1982).

Inicialmente la lucha para controlar estas enfermedades tuvo un caracter
curativo, pero con la introduccién del DDT en 1942, usado en campanas de
higiene se produjo un cambio, pasando a ser empleado para la prevencion de
enfermedades transmitidas por vectores (Olea, 2003). A partir de esa fecha, y aun
en la actualidad en algunos paises del mundo, el DDT se ha usado en campanas
de control de vectores, aunque con grandes fluctuaciones en su produccion vy
aplicacién. Hoy en dia existe la tendencia generalizada a reducir su utilizacién,
dadas las legislaciones restrictivas en algunos paises, basados en estudios
toxicoloégicos, en la informacion existente sobre su alta persistencia en el
ambiente y en el conocimiento de los efectos adversos en la fauna silvestre y el
hombre. Por otra parte, el desarrollo de resistencia al DDT por parte los vectores
de enfermedades ha contribuido también a la reduccién de su uso (PISSQ, 1982).

Pero lo cierto es que el DDT ha contribuido, como ningun otro plaguicida lo
ha hecho, a reducir en ciertas regiones del mundo la incidencia de algunas de las
principales enfermedades transmitidas por vectores en las poblaciones, como la
malaria y el tifus exantematico. Este éxito inicial del uso del DDT fue el principal
motivo para la busqueda de nuevos COPs con accion insecticida similar (Olea,
2003). Asi, el metoxicloro, analogo del DDT, se utilizé ampliamente en el control
de plagas domésticas. El lindano fue usado en el combate de moscas, mosquitos
y para la eliminacion de insectos parasitos del hombre. El clordano y heptacloro
se han utilizado de forma limitada para controlar plagas domésticas (Olea, 2003).

Los plaguicidas OC, aldrin, dieldrin y endrin, también se usaron
inicialmente para proteger la salud humana. El dieldrin se utilizdO mas
intensamente en el control de mosquitos anofelinos, la mosca tsé-tsé y otros

vectores, asi como en el control de vectores en zonas tropicales y subtropicales.
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Sin embargo, la resistencia desarrollada por las especies citadas el dieldrin tuvo
que ser suspendido (Arias-Verdes et al., 1990)).

El uso de plaguicidas OC redujo temporalmente la incidencia algunas
enfermedades mencionadas pero no las erradicé del todo y, actualmente algunas
han resurgido en varios paises y existe preocupacion ya que entre los problemas
que puede generar el cambio climatico, esas enfermedades podrian resurgir en
varios otros lugares.

La utilizacion del DDT en la lucha antivectorial a gran escala comenzé en
1945. La aplicaciéon en el sector agropecuario tuvo un notable impacto pues se
logré la reduccion de las pérdidas en la produccion de cultivos de considerable
importancia para la alimentacion mundial. EI DDT tuvo aplicacion en
practicamente todos los cultivos a excepcion de las cucurbitaceas, para las cuales
era fitotdxico (Arias-Verdes et al., 1990).

El exceso en las dosis y en el numero de aplicaciones, asi como las
aplicaciones “preventivas”, caracterizaron el uso indiscriminado de los COPs en
los primeros anos. Esto fue debido, en principio, por la falta de conocimientos
sobre los efectos adversos atribuidos a estos productos. Contribuyé enormemente
su bajo costo (Olea, 2003).

A principios de la década de los 1960, debido a su toxicidad y el refuerzo
por la liga de proteccion del ambiente, el uso del DDT empezd a declinar,
especialmente en los paises templados y frios, en donde se probd su elevada
persistencia (Arias-Verdes et al., 1990). Pero alun existe una falta notoria de
informacion, a este respecto, en los paises de climas tropicales, aunque existen
evidencias del conocido como “efecto de destilacion global” (Fernandez y Grimailt,
2003), segun el cual los COPs pueden viajar a través de la atmdsfera, desde los
sitios tropicales hasta los sitios mas frios, hacia los polos norte y sur,
incrementandose su concentracion en estos ultimos, acumulandose a través de
las redes troficas y biomagnificandose en los niveles superiores de las mismas, en
donde se encuentra el ser humano. Este fenémeno justificaria la presencia de
este tipo de compuestos en pinguinos de la Antartida y en osos polares en el

Artico. De igual forma se ha detectado la presencia de COP en zonas de montafia
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tan remotas como el Aconcagua en los Andes, el Himalaya, los Alpes y los
Pirineos en Europa.

Cada vez crece mas el cuerpo de la evidencia cientifica sobre el hecho de
que cuando estan presentes en combinacion varios COPs, pueden producir
efectos adversos, aun cuando estos estén presentes en concentraciones por
debajo de los niveles de seguridad establecidos por las normas y estandares de
las leyes nacionales o de las pautas o recomendaciones de organismos
internacionales, como las guias de seguridad de la OMS (Kortenkamp et al., 2006;
Ibarluzea et al.,, 2004). La exposicidbn a mezclas complejas, aun cuando los
compuestos individuales se encuentran por debajo de limites de seguridad,
representan un riesgo importante, aun no bien caracterizado, para el desarrollo de
efectos tales como la alteracion de la homeostasis hormonal, del desarrollo y la
madurez sexual (masculina y femenina), la aparicibn de malformaciones
congenitas, o el desarrollo de diversos tipos de cancer, como el de mama y el de

testiculo (Ibarluzea et al., 2004; Fernandez et al., 2007).

Propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas organoclorados

La elevada persistencia, baja volatilidad, alta liposolubilidad y baja
velocidad de biotransformacion y degradacion, de los plaguicidas organoclorados,
favorece que estos compuestos quimicos permanezcan durante mucho tiempo en
el ambiente. Estas caracteristicas han provocado que los plaguicidas OC sean
reemplazados por otros plaguicidas menos persistentes. Este proceso se inicié a
partir de los afios 1970s en varios paises aunque aun no ha culminado (Arias-
Verdes et al., 1990; Prado-Flores et al., 2002).

La peligrosidad de los COPs es debida, ademas, por la estabilidad que les
confieren sus caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales en el medio, a través
del cual son transportados o distribuidos después de su emisién (PISSQ 1982;
ATSDR 2002 a,b,c; Lacasana y Farias, 2002; Porta et al., 2008).


http://www.monografias.com/trabajos10/geogeur/geogeur.shtml

Aquilar-Garduiio C 1 Introduccién

En el caso particular del DDT, el compuesto comercial es metabolizado y
s6lo una pequena proporcion persiste como o,p’-DDT. Casi todo se transforma a
p,p-DDE, que es también altamente lipofilico (Arias-Verdes et al., 1990),
caracteristica que favorece su bioacumulacion y biomagnificacion a través de las
redes troficas.

Los plaguicidas OC constituyen un gran numero de compuestos
manufacturados cuya estructura general corresponde a la de los hidrocarburos
clorados, que ademas de cloro, algunos contienen, en su estructura quimica,
oxigeno, azufre o ambos (Arias-Verdes et al., 1990).

La mayoria de estos compuestos presentan una baja solubilidad en agua,
pero son altamente solubles en la mayoria de disolventes organicos. En general
los COPs presentan baja presién de vapor y alta estabilidad quimica, asi como
gran resistencia al ataque de los microorganismos (Arias-Verdes et al., 1990;
ATSDR 2002 a,b,c; HSDB 2008 a,b,c). Su escasa solubilidad en agua y su
elevada solubilidad en los disolventes organicos confieren a los COPs y a sus
derivados alta lipofilidad en el tejido graso de los organismos.

Ademas, su baja presion de vapor, su alta estabilidad fisica y quimica, asi
como su resistencia a la accion de los microorganismos, confieren a los COPs
una elevada persistencia en el ambiente, algunos de los cuales estan entre los
compuestos mas persistentes en el medioambiente. Por la estructura quimica,
modo de sintesis y otras propiedades comunes se han propuesto varias
clasificaciones (Arias-Verdes et al., 1990):

a): Plaguicidas OC aromaticos: DDT, Dicofol, Metoxicloro, Clorobencilato,

b): Plaguicidas OC cicloalcanos: Hexaclorociclohexano (HCH),

c): Plaguicidas OC ciclodienos: Aldrin, Dieldrin, Endrin, Heptacloro, Mirex,

Endosulfan, Clordano.

d): Plaguicidas OC terpenos: Canfeclor (Toxafeno)

Entre los plaguicidas OC aromaticos, el DDT es practicamente insoluble en
agua a 25 °C, pero es moderadamente soluble o soluble en varios disolventes

organicos como los hidrocarburos alifaticos, aromaticos, cetonas y alcoholes.
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Presenta una baja presién de vapor de 1,9 x 10,7 mmHg a 20 °C, debido a lo cual
no es considerado volatil, aunque puede ser transportado por el aire a partir del
suelo en presencia de agua de forma continua. En presencia de la luz ultravioleta,
el DDT pierde HCI y se transforma en DDE, el cual carece de accion insecticida.
El resto de los plaguicidas aromaticos halogenados tienen comportamientos
similares a las del DDT (Arias-Verdes et al., 1990).

De los plaguicidas OC cicloalcanos, el hexaclorociclohexano (HCH) es una
mezcla de 8 isbmeros, de los cuales el isdmero conocido como gamma HCH o
lindano, esta presente en una proporcion de 10-18%. Es precisamente el lindano
el que proporciona las propiedades insecticidas al HCH, pues los otros isémeros
tienen apenas efectos téxicos agudos para los insectos y otros organismos (Arias-
Verdes et al., 1990; ATSDR 2005, b; HSDB 2008 h,i).

Aunque la toxicidad del HCH asi como otras propiedades ambientales de
sus isébmeros no se han estudiado completamente, se sabe que el lindano (o
gamma HCH) es ligeramente soluble en el agua (10 mg/L) y es muy soluble en
acetona, benceno, cloroformo y etanol. Presenta baja presién de vapor (9,4 x 10,6
mmHg a 20 °C). Es estable en presencia de luz solar, del oxigeno del aire, del
calor y de los acidos concentrados, pero se descompone en medios alcalinos y
libera con facilidad &cido clorhidrico (Arias-Verdes et al., 1990; ATSDR 2005;
HSDB 2008 h,i).

Entre los plaguicidas OC ciclodienos, el clordano es una mezcla de varios
hidrocarburos clorados estrechamente relacionados entre si, por sus estructuras.
Contienen aproximadamente el 70% de cis-clordano, el 25% de trans-clordano, el
1% de heptacloro y el 4% restante de otros compuestos. Es de volatilidad
intermedia entre el lindano y el DDT y es practicamente insoluble en agua, pero
es soluble en éteres, cetonas, hidrocarburos aromaticos y alifaticos (Arias-Verdes
et al., 1990; ATSDR 2002b; HSDB 2008 c,i).

Los ciclodienos son relativamente estables en acidos, pero en medios
alcalinos, liberan facilmente acido clorhidrico, en forma semejante al heptacloro.
Asi, el endosulfan es poco soluble en agua. Se disuelven preferentemente en

cloroformo, tetracloruro de carbono, xileno y otros disolventes organicos. También
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son moderadamente solubles en etanol, y son estables a la humedad, al oxigeno
del aire o al calor; y no se degradan en presencia de la luz ultravioleta. El
endosulfan es sensible a acidos y bases y en presencia del agua se hidroliza
formando endosulfan diol, el cual carece de accion insecticida (Arias-Verdes et al.,
1990; HSDB 2008e).

El aldrin, otro plaguicida OC ciclodieno, presenta una baja presion de vapor
(7,5 x 10,5 mmHg a 20 °C). Es poco soluble al agua y es estable en acidos
débiles, bases y al calor. Pero es sensible a la accion de la luz ultravioleta y a los
acidos fuertes. En los seres vivos se transforma a dieldrin, que es mas estable. El
dieldrin y el endrin presentan caracteristicas fisicoquimicas similares a las
descritas para el aldrin (Arias-Verdes et al., 1990; ATSDR 2002 a; HSDB 2008
d,f).

Por ultimo el mirex forma cristales incoloros y tiene un punto de fusién de
485 °C, y una muy baja presion de vapor. Es insoluble en agua, pero es
moderadamente soluble en benceno, tetracloruro de carbono, xileno y otros
disolventes organicos, ademas es altamente estable y persistente en condiciones
ambientales (Arias-Verdes et al., 1990; ATSDR 1995; HSDB 2008 j).

Regulaciéon del uso de plaguicidas organoclorados en un mercado

globalizado

Aunque la mayor parte de los COPs han sido ya retirados del mercado
legal, en la mayoria de los paises industrializados, su uso fraudulento (Porta et al.,
2002), o incluso el uso legal de compuestos como la vinclozolina, un fungicida
ampliamente usado en la vid, o para la conservacion de citricos, o del endosulfan
empleado en algunas regiones de la Peninsula Ibérica, determina que la
exposicion actual directa sea posible.

Ademas, el uso legal en paises en los que, a diferencia de lo que ha
ocurrido en Espafa, no han sido prohibidos, restringidos o severamente limitados

en cuanto a su produccion y uso, da lugar a que la exposicién directa siga
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ocurriendo. Ademas, posiblemente una de las consecuencias del mercado
globalizado es que algunos productos contaminados con COPs entren en los
mercados legislados como el espafiol.

Todo lo expuesto anteriormente ha permitido su bioacumulacion vy
biomagnificacion en especies situadas en los niveles mas altos de las redes
troficas, entre las que se encuentran los seres humanos, y los COPs representan
actualmente el grupo de compuestos quimicos de sintesis mas frecuentemente
detectados en las muestras de sus tejidos (Porta et al., 2008).

El caso de Espafa es especialmente preocupante en lo que respecta al
empleo de agroquimicos ya que reune caracteristicas ambientales y econdmicas
muy particulares. El uso de fitosanitarios (fertilizantes y plaguicidas) en la
agricultura espafola ha permitido entrar en un mundo econémico afectado por las
reglas de mercado. La agricultura intensiva en algunas areas geograficas se ha
desarrollado tanto que ha modificando los sistemas de produccién, consumo de
energia, agua y fitosanitarios para incrementar el rendimiento en la produccion, se
ha equiparado al de actividades industriales, de manera que actualmente se habla
de agricultura industrial (Olea, 2003).

La historia del desarrollo industrial muestra tal falta de planificacion y
problemas en la proteccion ambiental, que hoy dia son ejemplos dramaticos de
las consecuencias adversas para la salud humana (Garcia, 1999); es urgente
analizar estas experiencias para no caer en los mismos errores del pasado (Olea,
2003).

Los impulsores de la agricultura intensiva se han preocupado mas por
cumplimiento estricto de las normas establecidas, que por proteger la salud de las
personas, directa o indirectamente, expuestas a los fitosanitarios. Las
caracteristicas de la costa mediterranea han propiciado el establecimiento de la
agricultura intensiva, ha propiciado la proliferacién de extensas areas de cultivos
al aire libre y en invernaderos, en las provincias de Almeria y Granada, estos y
otros factores como las condiciones fisicas del ambiente, con un elevado
promedio de horas de sol al afio, la ausencia casi total de heladas y la existencia

de mantos acuiferos, y la creacion de un suelo artificial, han producido las
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condiciones adecuadas para incrementar el cultivo agricola, en tal grado que el
suelo exige tratamientos especiales de gran variedad de fitosanitarios, incluidos
algunos COPs, de manera que las actividades agricolas han alcanzado niveles
industriales de consumo de fitosanitarios (Olea, 2003).

La Region Andaluza cuenta con una superficie de 87.268 Km? vy
corresponde al 17,3% de la superficie de Espafa. Es una regidn agricola
caracterizada por gran diversidad de frutas y hortalizas, que representan cerca del
35% de la produccion agricola, a pesar de que la superficie dedicada a estos
cultivos representa sélo el 7,7% de la superficie cultivada (Olea, 2003).

Mas del 40% de la produccion de hortalizas se realiza en las provincias
Andaluzas en la zona préxima al Mediterraneo. En donde, a partir de la mitad del
siglo pasado, el cultivo bajo plastico alcanzé altisimos niveles de rendimiento y
cosechas extra-tempranas (Olea, 2003).

Las condiciones de humedad, temperatura y abastecimiento de agua son
controladas dentro del invernadero. El uso de plaguicidas alcanza el maximo uso
en comparacion a todos los otros usos agricolas. Normalmente se usan en
promedio 40 Kg/Ha de diversas mezclas de plaguicidas en invernaderos (Olea,
2003).

En Almeria en el afio de 1997 se produjeron cerca de 2 800 000 Toneladas
métricas (Tm) de hortalizas, de las que el 45% fue dedicado a la exportacion
(Herrera et al., 1998). Este éxito del sistema productivo produjo cambios en la
estructura del territorio y del paisaje, llevando a una organizacién de tipo urbano
dentro de un medio agricola, en el que se mezclan invernaderos y asentamientos
humanos, con la generacion de grandes grupos de poblacién expuestas a los
riesgos de ambos tipos de asentamientos (Olea, 2003).

La expansion demografica debido a la concentracion poblacional ha sufrido
los cambios administrativos necesarios. Han aparecido nuevas enfermedades
debidas a intoxicaciones agudas y a exposiciones cronicas a esas mezclas de
plaguicidas y productos quimicos agricolas. Constantemente aparecen nuevas

publicaciones sobre los trastornos sanitarios en la poblacidn del sureste espanol
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por la exposicion a plaguicidas, documentando intoxicaciones agudas (Olea,
2003).

La exposicion a COPs y sus efectos sobre la salud reproductiva y la calidad

seminal

Los plaguicidas organoclorados, asi como los COPs en general, son como
ya hemos indicado, muy persistentes, por lo que la exposicion a estos
compuestos, a pesar de que algunos han sido prohibidos, restringidos o
severamente limitados en algunos paises desde hace mas de 30 afos, continuan
representando un riesgo para la salud publica en las poblaciones generales de la
mayoria de paises a través del mundo, incluidos las mas desarrollados (Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) 2003, Bush et al., 1986; Dallinga et al.,
2002; Hauser et al., 2003; Richthoff et al., 2003; Phillips et al., 1989).

Diferentes autores han demostrado que algunos COPs son disruptores
endocrinos pues modifican los niveles séricos de las hormonas de la pituitaria
(sexuales y tiroideas), ocasionando alteraciones en el sistema reproductivo y en el
desarrollo. En estos se sugiere que las alteraciones dependen tanto de la
intensidad de la exposicidén, como del tipo de plaguicidas individuales o mezclas a
las que se esta expuesto (Porta et al., 2008).

Desde el ultimo cuarto del siglo pasado a la fecha se han publicado mas de
un centenar de estudios sobre los efectos adversos, en la calidad seminal,
asociados a la exposicion a xenobidticos, sin embargo se han encontrado
evidencias contradictorias, que se han atribuido principalmente a inconsistencias
en: los disefos, los grupos de estudio, en la falta de estandarizaciéon de los
métodos de analisis y en la aplicacion de los mismos. Por otra parte ha faltado
unificacion y armonizacion de criterios, y la definicién clara y estandarizada de las

variables.
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El tejido adiposo blanco y el almacenamiento de los compuestos organicos

persistentes

El tejido adiposo blanco (TAB) representa entre el 15 y el 25% del peso
corporal, porcentaje que puede incrementarse incluso hasta el 50% en casos de
obesidad mérbida. Mas del 70% de la peso total del TAB esta formado por lipidos,
por lo que favorece que este tejido represente el mayor reservorio de COPs, entre
los que se encuentran los plaguicidas OC por su alta lipofilidad (Covaci et al.,
2002).

El TAB es también un érgano endocrino formado por adipocitos, y modula
la actividad de factores clave para la trascripcion, y el control de la diferenciacion,
el metabolismo y la funcion secretora de los mismos. Su metabolismo se regula
por innervaciones del sistema simpatico y por muchas hormonas, como la
insulina, las catecolaminas, las tiroideas y esteroideas, o que demuestra que el
TAB es el principal 6rgano endocrino del organismo (Mullerova y Kopecky, 2007).

El TAB como un 6rgano endocrino produce muchas citocinas (adipocinas
como la leptina, adiponectina, y visfatina, resistina, o el factor alfa de necrosis
tumoral, entre muchas otras moléculas), que actian de manera paracrina o
también como reguladoras del metabolismo de otros tejidos. Afectando al peso
corporal, la sensibilidad o resistencia a insulina, la inflamacion, la fibrindlisis, la
aterogénesis y la presion sanguinea (Mullerova y Kopecky, 2007).

La proliferacion de precursores celulares y su diferenciacién en adipocitos
maduros es controlada por varios factores nucleares de trascripcion del receptor
gamma, activador o proliferador del peroxisoma (RAPP o PPAR, por su sigla en
inglés) el cual representa una de los elementos clave en su regulaciéon. Su
activacion por varias proteinas transportadoras (como los acidos grasos y los
eicosanoides) inicia la heterodimerizacion permisiva con el receptor cis del acido
retinoico (RA) ligado a un receptor retinoide X (RRX, en inglés RXR).

Este complejo se une a los elementos de respuesta del RAPP en los
promotores de los genes blanco, con la ayuda de coactivadores (como el

coactivador 1 del gamma RAPP y CGR-1, o PGC-1, en inglés) que inicia el

-12 -



Aquilar-Garduiio C 1 Introduccién

proceso de la trascripcion para promover la diferenciacion del adipocito (Mullerova
y Kopecky, 2007).

Los plaguicidas OC pueden actuar, como disruptores endocrinos,
uniéndose a los receptores arilo de los hidrocarburos (AhR), RAPP, RAR/RRX y a
receptores estrogénicos (RE) y modular la diferenciacion, el metabolismo y hasta
la funcién del TAB, asi, los contaminantes ambientales, pueden afectar no sélo el
papel fisiologico del TAB, sino también afectar el desarrollo de enfermedades
relacionadas, como la obesidad, por la interaccion directa con la maquinaria
trascripcional en los adipocitos (Mullerova y Kpopecky, 2007).

Los plaguicidas OC, pueden contribuir con el ciclo del peso con el llamado
“‘efecto yoyd”, un complicado mecanismo basado en la acumulacion de estos
plaguicidas en su reservorio dinamico, el TAB, y la modulacién por los COPs del
fenotipo de sus componentes, los adipocitos (Mullerova y Kpopecky, 2007).

El “efecto yoyd”, de acuerdo a Mullerova y Kpopecky (2007), podria incluir las

siguientes etapas:

a) Una acumulacion de contaminantes ambientales en el TAB.

b) Principalmente los COPs resistentes a la degradacién biolégica o
quimica.

C) La acumulacion de gran cantidad de COP y sus congéneres e isdmeros,

con diversos efectos bioldgicos.

d) Multiples interacciones entre esos isdmeros, frecuentemente con
efectos adversos opuestos, que frecuentemente tienen consecuencias mas
graves que los atribuidos a los compuestos de los cuales provienen, complicando
aun mas la evaluacién de peligros y riesgos para la salud.

e) El TAB es un 6rgano clave para la homeostasis energética, por si sélo
libera metabolitos y adiposinas a la circulacién, con efectos sistémicos sobre la
sensibilidad a la insulina, la participacién del combustible en los musculos y otros
tejidos. Su papel benéfico se pierde con la obesidad, ya que la acumulacién
excesiva de TAB participa en el desarrollo de graves enfermedades como la

diabetes.
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f) Los COPs pueden interferir en el efecto de las proteinas enddgenas
transportadoras de factores de trascripcidon nucleares, y participan en la
diferenciacién, metabolismo y en la funcién secretora de los adipocitos.

Estos autores han referido otras condiciones que podrian participar en el “efecto
yo-yo”:

i) La potencia como plaguicidas OC, o las mezclas o cocteles de ellos en
andrégenos, estrégenos u hormonas tiroideas, en cuanto a funciones vy
metabolismo del TAB.

ii) La interferencia de agentes quimicos como dioxinas con la
homeostasis del acido retinoico, y su probable impacto en los receptores
retinoides.

iii) La interaccion con la actividad trascripcional de los receptores de las
actividades proliferadoras del peroxisoma, y con ello la acumulacion y accién de
los COPs, en el TAB, representa un mecanismo unico para explicar, al menos en
parte, los efectos de los COPs en el organismo entero, por la modulacion de la
diferenciaciéon, metabolismo y funcion del TAB, por lo que los COPs podrian no
sb6lo afectar el papel fisioldgico del TAB, sino también el desarrollo de

enfermedades relacionadas con la obesidad.

Efectos reproductivos de los agentes xenobiéticos atribuidos a alteraciones

epigenéticas

Los efectos epigenéticos, segun Jones y Takai (2001) son el fendmeno
molecular que regula la expresidon génica sin la presencia de alteraciones en la
secuencia de ADN. Entre las alteraciones epigenéticas mas estudiadas esta la
metilacién de los nucleotidos en los sitios CpG, esenciales para la programacion
del desarrollo en mamiferos (Li et al., 1992; Okano et al., 1999; Holliday 1989;
Morgan et al., 2005).

Los mamiferos utilizan la metilacién del ADN en los sitios de CpG para: i)

regular la trascripcion de los genes, lo que altera el posicionamiento
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cromosomico; ii) Promueve la desactivacion del cromosoma X; iii) controla los
genes de programacion del desarrollo (“imprinting genes”); y iv) reprime la
actividad de los ADN parasitos (Jones y Takai 2001; Morgan et al., 2005; Roemer
et al., 1997; Lane et al., 2003; Waterland y Jirtle 2003; Ruden et al., 2005).

Las alteraciones en la metilacion del ADN pueden resultar en multiples
enfermedades, por ejemplo infertilidad masculina (Cisneros 2004), autismo (Muhle
2004) e incluso el cancer (Lund y Lohuzen 2004; Esteller y Hernan 2002).

Diversos agentes quimicos, incluidas algunos compuestos toxicos
medioambientales, alteran los patrones de metilaciéon del ADN, produciendo
fenotipos epigenéticos especificos (Cisneros 2004; Anway et al., 2005), por
ejemplo los efectos transgeneracionales de algunos contaminantes ambientales
que producen la alteracién de un cromosoma o de una linea germinal.

Se ha estudiado la exposicion transitoria, de ratas durante su gestacion,
concretamente en la etapa de la determinacion de las gdnadas sexuales, a
vinclozolina (un antiandrégeno) o al metoxicloro (un estrogeno), y se ha
comprobado que los machos adultos de la primera generacién (F1) presentan un
fenotipo con una capacidad espermatogénica disminuida (tanto en el numero de
células como en su viabilidad), lo que conduce a un incremento de la infertilidad
(Anway et al., 2005).

El sistema endocrino y la regulacion del perfil hormonal masculino

El eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas (HHG), o eje reproductivo, esta
formado por tres elementos, el hipotalamo que secreta la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la parte anterior de la hipdfisis (adenohipdfisis) que libera
las gonadotropinas (LH y FSH) y las células somaticas de las génadas (células de
Leydig y Sertoli, en los testiculos) (Damstra et al., 2002).

La secrecidn de las gonadotropinas es distintiva; mientras que la LH es
liberada por un estimulo muy agudo de la GnRH, la FSH es retrasada y puede
requerir varias horas (Damstra et al., 2002). La vida media de la LH es de una

hora, mientras que la de la FSH puede durar cinco veces mas (Vazquez, 1984).
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La secrecion diferencial de LH y FSH puede deberse a diferentes factores:
a) la frecuencia de pulsos de GnRH; b) la cantidad de receptores de la GnRH en
la superficie de las células gonadotropicas; c) efectos en los reguladores de los
esteroides (andrégenos, estrogenos y progesterona) y en los péptidos (activina,
inhibina y folistatina) en mamiferos (Padmanabhan y McNeilly 2001; Supornsilchai
et al., 2007).

Son muchas las pruebas experimentales que relacionan la estrogenicidad
con varios mecanismos biolégicos, desde la conducta sexual, hasta la
autoregulacién de las gonadotropinas (FSH y LH). Asi, la FSH estimula la
liberacion de testosterona por la LH. La LH llega a las células de Leydig en donde
estimula a las células intersticiales para secretar testosterona, e induce la
espermatogénesis en las células de Sertoli (Van de Graaf y Rhees 1999; Damstra
et al., 2002).

A partir del acetato y el colesterol se sintetiza la testosterona. La fuente
predominante de produccién de estrogenos es la conversion de androstenediona
a estrona en los tejidos periféricos, la cual es catalizada por la aromatasa (Evans
1994), una enzima de la familia del citrocromo P450, cuya actividad se ha
relacionado también con la velocidad del metabolismo del colesterol, y con el
metabolismo de la testosterona, ademas de relacionarse por otra parte con la tasa
de hidrdlisis de algunos plaguicidas (Harmer et al., 2008).

La presencia de prolactina es esencial en la esteroidegénesis,
probablemente por el incremento en el numero de receptores de LH de las células
de Leydig (Vazquez, 1984). Las células de Sertoli secretan inhibina B, la cual
llega a la hipdfisis e inhibe la secrecion de FSH (Damstra et al., 2002).

La testosterona una vez en el plasma se encuentra en un 97-98% ligada a
una proteina, la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) y sélo el
2-3% esta activa. Esa union testosterona-SHBG permite que el esteroide tenga
una vida media prolongada (Damstra et al., 2002).

El cértex adrenal (especialmente la zona fasciolada) es el sitio mas comun
de lesiones en el sistema endocrino (Ribelin et al., 1984; Thomas, 1993). Los

determinantes principales son: la gran vascularizacion o el desproporcionado
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aumento de irrigacion sanguinea. El alto contenido de lipidos y con ello de la
susceptibilidad por peroxidacion de sus acidos grasos no saturados, los elevados
niveles de enzima P450 que metabolizan xenobidticos a sus respectivos
intermediarios y la produccion de especies reactivas al oxigeno (Hornsby et al.,
1983). Su unico papel es la gestion del estrés, las adrenales expresan varias rutas
de produccién de esteroides en el ovario y los testiculos, algunos compuestos
quimicos de sintesis pueden afectar las adrenales o sus ejes, directa o
indirectamente, y de manera parecida en el ovario y los testiculos

Por otro lado, Kumar y colaboradores (2007) han demostrado que el
hipotiroidismo se asocia a una declinacién en los niveles de testosterona en
hombres, reduccidn que es reversible a través de la terapia de remplazo con
tiroxina, antes de estos autores no se habia descrito en hombres la relacién entre
los niveles de testosterona sérica y el hipotiroidismo subclinico (TSH < 10 mIU/L)
(Kumar et al., 2007). Kumar y colaboradores analizaron en un grupo de hombres
de 20 a 54 anos de edad con hipotiroidismo subclinico, sus niveles de
gonadotropinas esteroides en testiculos y los compararon con pacientes con
perfiles eutiroideos, determinando los niveles de LH, FSH, prolactina,
testosterona, SHBG, progesterona y estradiol (Kumar et al., 2007). Observaron
que los pacientes con hipotiroidismo subclinico presentaban reducciones en los
niveles de testosterona y de su precursor la progesterona, y sugirieron que la
testosterona se redujo por la falta de su precursor, la progesterona. Pero no
observaron alteraciones en estradiol en los grupos estudiados, lo que sugiriere
una mayor velocidad de conversion de testosterona a estradiol en los pacientes
con hipotiroidismo subclinico, para mantener los niveles de estradiol. Por otra
parte, los niveles de prolactina presentaron un leve incremento significativo en los
pacientes con hipotiroidismo subclinico, lo que sugiere una asociacién directa del
hipotiroidismo y el hipoandrogenismo (Kumar et al., 2007). De acuerdo a lo
expuesto, el hipotiroidismo subclinico puede resultar en una deficiencia de
testosterona, y por ello cualquier alteracion en el perfil hormonal masculino

deberia tener en cuenta la homeostasis de las hormonas tiroideas.
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Modo de accién estrogénico y androgénico de los disruptores endocrinos
(DE)

Los compuestos quimicos-disruptores endocrinos (DE) son sustancias
exdgenas al organismo (xenobidticos), naturales o manufacturadas (fabricadas
por los seres humanos), que alteran las funciones hormonales a través de
diferentes mecanismos. SE conoce muy poco sobre los mecanismos biologicos
involucrados y aunque estos quedan fuera del alcance de este estudio
epidemioldgico los resumiremos a continuacion.

La actividad estrogénica y antiestrogénica de los DE se debe a la
competencia con los estrégenos endogenos por el enlace con sus receptores
(ER), actuando como agonistas menos potentes o inhibiendo la actividad
estrogénica enddgena, que a su vez puede identificarse a través de ensayos de
activacion de receptores hormonales y por la comparacion de los resultados de la
potencia biologica de naturaleza antagonista.

Los principios de accion de los DE como agonistas o antagonistas
hormonales son dos: pueden mimetizar hormonas y producir un efecto hormonal,
o interferir la uniéon de las hormonas enddgenas a sus receptores, inhibiendo asi
la respuesta hormonal (a los niveles periférico o central).

A nivel androgénico los DE pueden actuar en dos formas, ya sea
impidiendo a los andrégenos unirse a sus receptores, o bien impidiendo la union
del andrégeno a sus receptores (en la hipodfisis o el hipotalamo) (Svechnikov et al.,
2005).

Existen evidencias experimentales de la actividad como DE de algunos
COPs, y de su efecto en los niveles hormonales de los distintos ejes: reproductivo
(HHG); adrenal (eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales, (HHA)), y metabdlico (eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides, (HHT)), que han mostrado ser de particular
importancia en el mantenimiento de la salud reproductiva.

Algunos plaguicidas, por ejemplo, inhiben la sintesis de esteroides
hormonales, interfiriendo en la unién de lecturas fisiolégicas para los receptores

de esteroides y las proteinas transportadoras (Zaidi et al., 2000). Pueden alterar
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también las rutas metabdlicas de eliminacion de hormonas enddgenas, o pueden
generar productos metabodlicos mas potentes, de forma que alteran los niveles
hormonales normales. Por otro lado, también pueden afectar las moléculas de
ADN que codifican la formacion de las células del hipotalamo anterior, o de los
sustratos o precursores de los reguladores del eje reproductivo (Chen et al., 2005;
Fujii et al., 2001).

Se ha sugerido también que los DE pueden alterar los niveles de
neurotransmisores en el encéfalo, afectando los niveles de hormonas
reproductivas e inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa encefalica (AChE),
la monoamino oxidasa—A (MAO-A) y la monoamino oxidasa—B (MAO-B), estas
dos ultimas degradadoras principales de dopamina; por lo que se pueden
incrementar las concentraciones de acetilcolina, dopamina, acido gamma
aminobutirico, epinefrina, norepinefrina y 5-hidroxitriptamina. La exposicion a DE
también se ha asociado a una reduccidén en las concentraciones séricas de LH,
progesterona y prolactina (Glisson et al., 1974; Gupta et al., 1984).

Algunos plaguicidas-DE pueden bloquear los receptores de andrégenos, a
través de la inhibicién de los neurotransmisores colinérgicos, y alterar los niveles
séricos de las hormonas, cuya liberacion es regulada mediante dichos receptores
0 neurotransmisores, y asi afectan el desarrollo y la maduracion de los 6rganos

reproductivos.

Los mecanismos de toxicidad estrogénica o androgénica se pueden agrupar

en tres tipos principales:

1) Toxicidad Tipo | o primaria. Aparece cuando la glandula adrenal representa el
organo blanco de los DE. La gravedad puede predecirse por las caracteristicas o
propiedades toxicocinéticas del DE especifico, como por ejemplo la destruccion
adrenocortical por el mitotano (o,p"-DDD) (Colby y Longhurst, 1992; Atterwill y
Flack, 1992).

2) Toxicidad Tipo Il o secundaria. Es debida al estrés quimico producido por la

exposicion a estos compuestos (Walker y Cooper, 1992; Hardley et al., 1990;
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Spindel et al., 1984) como por ejemplo, la atrofia testicular por la exposicion a
ftalatos, que resulta de alteraciones en la produccion de hormonas
gonadotropicas, y

3) Toxicidad Tipo llla o llib, o toxicidad indirecta, que resulta cuando:

a) El efecto especifico ocurre en un 6rgano, ajeno al sistema endocrino:
Afecta al HHA Tipo llla (Rehulka et al., 1987) o, la toxicidad hepatica producida
por el fenobarbital,

b) Toxicidad Tipo lllb, debida al incremento en los niveles de cortisol que
produce estrés quimico pudiendo potenciar los efectos tdéxicos de otros agentes,

sobre la glandula adrenal (Supornsilchi et al., 2007).

Estudios experimentales en animales o in vitro

La mayor parte de los estudios han abordado el efecto estrogénico de los
COPs por su capacidad para competir por los receptores de estrégenos.
Evidencias recientes sugieren que varias anomalias en el desarrollo sexual
masculino son mediadas por la competencia por los receptores de andrégenos,
por lo que la presencia de un potente antiandrégeno puede crear un ambiente
estrogénico y producir sintomas similares a los de la exposicion a estrogenos
(Kelce et al., 1997).

Tamura y colaboradores (2001) evaluaron la interaccion del fenitrotion con
el receptor de androgenos humanos (AR), después de transfectar transitoriamente
células de hepatoma humano con un AR humano dependiente de la luciferasa,
como gen “reportero”, tras la exposicion a dihidrotestosterona. Observaron que el
plaguicida bloquea la actividad del andrégeno- dihidrotestosterona dependiente de
la union al receptor (AR-dependiente), en una relacion dosis - competencia.

Vison y Hunteld en 2002, estudiaron en células adrenocorticales
generadoras de esteroides de la trucha arcoiris, el efecto de la exposicién a
atracina, diacinén, endosulfan y mancoceb sobre la concentracion efectiva 50

(CEsp), inhibiendo la sintesis hormonal en el siguiente orden de manera creciente:
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endosulfan, diacindn, mancoceb y atracina; Sin embargo la concentracién letal 50
(CLsp) fue en el mismo orden: diacindn, endosulfan, mancoceb y atracina.

Sarkar y colaboradores (2000), evaluaron los efectos subcrénicos del
quinalfés con dosis subletales (7- 14 mg/kg/dia) en ratas macho adultas, en las
que determinaron la actividad de la AChE, de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) y del metabolismo de las aminas biogénicas (dopamina,
noradrenalina y 5- hidroxitriptamina (5-HT)), en el eje HHG. Observaron una
reduccion en la masa testicular y en la actividad de AChE; y un incremento de los
niveles séricos de LH, FSH, prolactina y testosterona; asi como una reduccién en
la actividad de la hipdfisis y un incremento en la actividad de la ACE testicular. En
las dosis mas altas observaron la alteracion en la espermatogénesis, pero no
notaron alteraciones en los niveles de dopamina, noradrenalina y 5-HT
hipotalamicos, aunque estas dos ultimas se elevaron en la hipdfisis, efectos que

fueron reversibles después de eliminar la exposicion.

Estudios en humanos

Son escasos los estudios en humanos que han evaluado la asociacién
entre la exposicion a OC y su efecto sobre el perfil hormonal masculino.
Asawasinsopon et al., en 2005, realizaron un estudio transversal en el norte de
Tailandia con 97 hombres adultos, en los que evaluaron el efecto de la exposicion
a DDT y sus metabolitos sobre las hormonas sexuales de los sujetos incluidos.
Demostraron una asociacién negativa entre los niveles plasmaticos de 17 beta-
estradiol (E(2)) y los de p-p’-DDE, y una asociacion positiva con los niveles de
p,p -DDE, después de ajustar por edad e indice de masa corporal (IMC).

Como hemos comentado anteriormente, los plaguicidas pueden alterar los
niveles de LH y testosterona, afectando la espermatogénesis, inhiben la AChE, y
elevan el nivel de acetilcolina en hipdfisis e hipotalamo, afectando asi la
regulacion neuroendocrina via dopamina o 5-HT. Un estudio comparativo entre
agricultores organicos y tradicionales, que incluia 267 agricultores daneses, no

evidenci¢ diferencias significativas en la calidad espermatica o en los niveles de
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FSH y LH, entre ambos grupos, pero las concentraciones séricas de inhibina B y
la razon testosterona/SHBG se incrementaron significativamente en los
agricultores tradicionales (Larsen et al., 1998).

En combinacion con el andrégeno sintético R1881, otros plaguicidas han
mostrado efectos antiandrogénicos; entre ellos la vinclozolina se ha posicionado
como uno de los mas potentes, mostrando un efecto antagonista. El endosulfan,
el dieldrin, se comportaron como antiandrogénicos muy débiles y redujeron del 61
al 78% la respuesta inducida por R1881 a 20 yM (Anderson et al., 2000). Otros
plaguicidas como el p'p’-DDE, procimidona, linurén, metoxicloro y fenitrotion han
mostrado tanto in vitro (Kelce et al., 1995; Schrader y Cooke 2000; Vinggaard et
al., 1999b; Sohoni y Sumpter, 1998; Maness et al., 1998), como in vivo (Kelce et
al., 1997; Ronis et al., 1995; Lambright et al., 2000; Gray et al., 1999a; Tamura et
al., 2001; Andersen et al., 2002), una actividad antiandrogénica.

Se ha evidenciado también que el endosulfan y el dieldrin alteran el
metabolismo del estradiol en estudios con enzimas inductoras de la CYP19
(Bradlow et al., 1995; Badawi et al., 2000). Asi, Anderson y colaboradores (2002)
observaron que el endosulfan induce una débil inhibicién de la aromatasa, lo que
puede relacionarse a alteraciones en las actividades enzimas de la familia del
citocromo P450.

En otro estudio, se evalu6 la carga corporal del DDT y DDE, y su
asociacion con los niveles de hormonas sexuales séricas LH, FSH, 17-estradiol
(E(2)), testosterona y la SHBG, en 107 hombres trabajadores de una campafa
contra la malaria en Cerdena (ltalia),. Los niveles de o,p’-DDT y p,p’-DDE
estuvieron por debajo del limite de deteccidén, con un nivel medio de p,p’-DDE
sérico, ajustado por lipidos totales, de 396 ppb (rango intercuartil 157-1045). No
se observaron asociaciones entre las concentraciones hormonales y los niveles
de exposicion a p,p-DDE, ni con la exposicién pasada a DDT, probablemente
debido a los bajos niveles de p,p’-DDE encontrados (Cocco et al., 2004).

Un estudio transversal en Sudafrica entre 60 trabajadores del Centro de
Control de Malaria en Tzaneen, se evalud la funcion sexual, la fertilidad, la historia

laboral, mediante la realizacién de un examen fisico y del sistema reproductor, asi
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como de los parametros seminales. Se determinaron también los niveles de DDE,
DDT y DDD en sangre (Dalvie et al., 2004). Todos estos compuestos de sintesis
mostraron pocas asociaciones significativas evaluando la exposicion en funcion
de los afos de trabajo en el centro-CCM y de los niveles de DDT sérico), con las
alteraciones reproductivas. Solamente p,p’-DDT mostré una asociacion negativa
con el numero total de espermatozoides (NTE).

En México, en una poblacién de hombres residentes de una comunidad en
donde durante mucho tiempo se aplicé DDT para el control de la malaria, se
observd que las concentraciones de p,p’-DDE se correlacionaron positivamente
con la concentracion de SHBG sérica, y negativamente con la razon testosterona
biodisponible/testosterona total (Ayotte et al.,, 2001). Sin embargo, la
concentracion de p,p’-DDE se correlacion6 negativamente con el volumen de
semen y el NTE (Ayotte et al., 2001); lo que fue confirmado después en otro

estudio en la misma comunidad (DeJager et al., 2006).

El riesgo de exposicion a plaguicidas

La alta diversificacion de los patrones de uso en distintas localidades, hace
de la exposicion a plaguicidas un problema cada vez mas complejo, no sélo en
explotaciones agricolas, sino también a nivel global como resultado de la
contaminacién ambiental y a las rutas biogeoquimicas que siguen desde el lugar
de su emision, hasta su lugar de destino.

A lo expuesto anteriormente, hay que unir la diversificacion de los
productos emitidos, generada en un intento de no superar los limites de
acumulacion en las distintas matrices bioldgicas, establecidos para compuestos
especificos por motivos de seguridad, en la poblacion (principalmente la
profesionalmente expuesta). El resultado ha sido la exposicion de animales,
plantas y humanos a cocteles o combinaciones de mezclas cada vez mas

complejas en cuanto a su composicion y concentracion.
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La exposicion puede ocurrir directamente en el lugar de trabajo o a través
de productos de consumo, o indirectamente por la contaminacién del agua, aire o
el suelo. La toxicidad es funcion no solo de las caracteristicas, abundancia,
duracion y frecuencia de la exposicion como decia “El Padre de la Toxicologia”,
sino también de la complejidad de las mezclas y el riesgo de aditividad o
sinergismo de las combinaciones acumuladas, debido a la exposicion concurrente
y subsecuente a dichos compuestos (lbarluzea et al., 2004; Fernandez et al.,
2008; Kortenkamp et al., 2007).

Los efectos tardios suponen una mayor complejidad a la hora intentar
evidenciar asociaciones causales de exposicién y eventos de salud reproductiva
de poblaciones humanas, debido a la dificultad para caracterizar la exposicion a
los plaguicidas utilizados, que casi siempre se presentan junto con la exposicion a
otros agentes quimicos, por lo que se requiere de estudios de seguimiento
capaces de caracterizar en detalle las diversas exposiciones, tanto a productos
quimicos peligrosos, como a otros factores determinantes del estado de salud y
enfermedad, tanto de las poblaciones profesionalmente expuestas a plaguicidas,
como de la poblacién general.

El paradigma tradicional del desarrollo de la evaluacién del riesgo, que
busca establecer asociaciones causales para un unico agente quimico, en base a
lo cual se han establecido los limites o estandares de seguridad, respecto a la
produccion de un evento de salud, cada vez es mas cuestionable. Actualmente, la
evidencia cientifica acerca de la presencia de efectos para exposiciones que se
encuentran por debajo de los limites umbrales de efecto para varios compuestos
quimicos en combinacion, junto con otros determinantes, pone al descubierto la
falta de informacién y evidencia cientifica respecto a la exposicion de varios
agentes xenobidticos en combinacion o a cécteles de estos ultimos (Ibarluzea et
al., 2004; Kortenkamp et al., 2007).

Se hace urgente el desarrollo de una nueva metodologia de evaluacion del
riesgo que tenga en cuenta este nuevo paradigma, por lo que se requiere de un
replanteamiento de la metodologia tradicional, para contemplar la exposicion de

cocteles o mezclas complejas, o los multiples productos en combinacion, para
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establecer nuevos limites o estandares de seguridad, o identificar los niveles en
los que varios compuestos, cuando estan presentes todos juntos, no deben
superarse, o evitar la exposicion a esas combinaciones para prevenir los riesgos
de exposicion a esos agentes toxicos.

Ademas, es necesario monitorizar los niveles permisibles, en diferentes
matrices bioldgicas para determinar la presencia de los compuestos individuales,
y reevaluar los niveles de seguridad después del analisis apropiado de las
combinaciones presentes de dichos productos, y determinar los componentes de
las mezclas complejas, que pueden llegar a representar riesgos o la probabilidad
de que se presenten efectos adversos, que hasta hoy no se habian evidenciado,
para realizar, a través del desarrollo de este tipo de estudios la evaluacién del
riesgo de dichos eventos.

Sin lugar a dudas, la demostracion de la exposicién real constituye el
primer paso que cualquier estudio debe plantearse. La confirmacion del uso de un
plaguicida, su concentracion ambiental (agua, alimentos, aire o suelo) y su
contenido en tejidos de animales y humanos, son tres factores fundamentales
para la caracterizacion de la exposicion.

Es necesaria la cuantificacion de factores que pueden interactuar como por
ejemplo el contenido total de grasa o lipidos especificos: colesterol, triglicéridos
HDL, LDL; y las hormonas del eje reproductivo; asi como otras variables
potencialmente asociadas como son el nivel socioeconémico, el estilo de vida, el
lugar de residencia, e incluso la exposicion materna durante la gestacion, a
factores que se han referido como de riesgo potencial para la fertilidad vy
especialmente los asociados con la calidad seminal, como el consumo de tabaco
y de farmacos en los periodos de riesgo reproductivo, para evaluarlos en conjunto
mediante la construccion de modelos predictivos de regresion multiple, lineal y
logistica.

Es de gran relevancia también el consumo de dietas con alto contenido de
antioxidantes, ya que se ha demostrado que estos también se asocian con la
calidad del semen, y aunque aun no se ha demostrado una clara la relacion con la

dosis (Eskenasi et al., 2005). Asi, también es de gran relevancia considerar la
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frecuencia de consumo de alimentos y la determinacion de algunos

micronutrimentos, como el zinc, los folatos, y los antioxidantes como las vitaminas
C, E y el B-carotenos.
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2.1 Hipétesis

La exposicién a plaguicidas organoclorados (OC) incrementa el riesgo de
alteraciones en los parametros indicadores de la calidad seminal: numero total de
espermatozoides (NTE) y numero total de espermatozoides moviles (NTEM),
debido a su capacidad de modificar la homeostasis de las hormonas del eje
hipotalamo-hipdfisis-gébnadas masculino (HHGm), en varones en edad fértil. El
riesgo es mayor con la exposicidon combinada a varios plaguicidas OC, aun
cuando esta se produzca a bajas concentraciones, y es dependiente de variables
socioeconomicas, de estilo de vida, historia de consumo de alimentos vy
medicamentos, zona de residencia, ocupacion, entre otras; teniendo en cuenta,
ademas, otros factores de confusién, covariables y modificadores de efecto

potenciales.

2.2 Objetivos

Objetivo general

Evaluar la asociacion entre los parametros NTE y NTEM, estimados en
muestras de semen, y la exposicion a mezclas complejas de plaguicidas OC,
teniendo en cuenta los niveles séricos de hormonas sexuales y otros
determinantes socioeconémicos y de estilo de vida, como confusores y

covariables potencialmente asociados.

Objetivos especificos

1. Cuantificar mediante técnicas cromatograficas los plaguicidas OC en
sangre de la poblacion de estudio.

2. Determinar los niveles de las hormonas: inhibina B, FSH, LH, SHBG y

testosterona en sangre de la poblacion de estudio.
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3. Evaluar la asociacion entre las concentraciones de OC vy el perfil hormonal
y los valores de NTE y NTEM.
4. Evaluar el efecto de la exposicidn a mezclas de plaguicidas OC sobre el

perfil hormonal.

5. Evaluar la modificacion del efecto debido a la interaccion entre el
colesterol, los triglicéridos y los HDL y LDL, sobre el perfil hormonal y sobre la
calidad seminal.

6. Evaluar los principales determinantes controlando por posibles factores de
confusion, covariables y otros modificadores de efecto potencialmente asociados
a la calidad seminal, en particular a NTE y NTEM.

7. Construir modelos predictivos basados en regresion multiple, lineal y

logistica, para ambas variables.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.1 Diseiio

Con objeto de responder a los objetivos planteados se ha realizado un
estudio epidemioldgico transversal. Se trata de un disefio observacional individual
en el que se relacionan un grupo de variables formado por el seminograma, el
examen fisico, la medida sérica de las hormonas y la frecuencia de presentacion y
los niveles de 18 plaguicidas presentes en la sangre de los individuos
participantes, con otro grupo de variables formado por las caracteristicas
sociodemograficas, de dieta, salud y habitos de vida de los sujetos incluidos. El
estudio se realizé entre octubre del 2002 y diciembre del 2003.

Todos los sujetos contactados fueron informados de los objetivos de la
investigacion propuesta y dieron su consentimiento para participar en el proyecto,
firmando la hoja de consentimiento y participacion de acuerdo con los
requerimientos del Comité Etico del Hospital Universitario San Cecilio. La
confidencialidad de los datos se ha mantenido en todo momento, separando la

informacion recogida de los datos de filiacion de los participantes.

3.1.2 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio la constituyeron un total de 380 joévenes de la
provincia de Almeria que fueron informados sobre los objetivos de estudio y
accedieron a participar dando su nombre y teléfono para concertar posteriormente
una cita. El indice de participacion del estudio fue de 73,7%.

Una parte de la poblacion potencialmente elegible no pudo finalmente
incluirse en la muestra final, para todas o algunas de las variables del estudio, por
las razones siguientes:

1. No acudir a la cita una vez establecida, bien por rechazo a participar en el

estudio o por imposibilidad de acudir en el dia sefalado (25%).
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2. No disponibilidad de alguna de las fuentes de informacién (muestras
bioldgicas, encuesta epidemioldgica, examen fisico): 19 sujetos (5,0%).

3. Pérdida de las muestras bioldgicas: por fallos puntuales en el proceso de
transporte, identificacion, almacenamiento y procesamiento las muestras
biolégicas obtenidas, que no pudieron ser finalmente procesadas (1,8%).

4. No seguir el protocolo propuesto para la recogida, transporte vy
almacenamiento de las muestras de semen: 0,5% de los sujetos.

5. No cumplir con alguno de los requisitos de inclusion: 1,4% de los

participantes.

Finalmente, el tamafio muestral de este trabajo ha sido de 280 varones
(73,7% de participacion). De estos, 261 jovenes (68,68% de la poblacién)
realizaron la encuesta epidemiolégica en forma correcta. 273 entregaron
correctamente una muestra de semen. 224 participantes (58,95% de la poblacion)
rellenaron la encuesta epidemioldgica, siguieron el protocolo propuesto para la
recogida de muestras de semen, se les realizé el examen fisico, se dispuso de
ambas muestras bioldgicas (sangre y semen) y se completaron los resultados del
analisis quimico y seminal. A 253 muestras de sangre se les realiz6 el estudio
hormonal. De estas, a 148 muestras les fue posible la realizacion del analisis de
lipidos. Y a 115 muestras de semen se les realizd el estudio de la morfologia
espermatica. Por ultimo de los 280 participantes, 146 mostraron interés en recoger

el informe del seminograma (52%), por lo que se le entregé tal informacion.

Criterios de inclusion:

La poblacién elegible en el estudio planteado consistia en varones jovenes,
nacidos en la provincia de Almeria, de edades comprendidas entre los 18 y 23
afos, que consientan participar en el estudio una vez informados, de forma oral y
escrita, de los objetivos del mismo y de los requisitos a seguir para su realizacién,

entre los cuales se incluian guardar un periodo de abstinencia sexual de entre 2 a
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7 dias. Todos los participantes debian desconocer su capacidad reproductiva. Los

criterios de inclusion fueron, por tanto:

i) firmar la carta de consentimiento informado, después de que se les explicaron
los objetivos generales del estudio y se les dio garantia de seguridad para la toma
de muestras bioldgicas, asi como del anonimato y de la posibilidad de abandonar
el estudio en el momento que asi lo decidieran; ii) tener una edad, entre 18 y 23

anos; vy iii) vivir en la provincia de Almeria en el momento del reclutamiento;

Criterios de exclusion:

Los criterios de exclusion fueron: i) no firmar la carta de consentimiento
informado; ii) haber sido diagnosticados con infertilidad o cualquier problema de
salud relacionado claramente con ella; iii) padecer algun problema en el sistema

endocrino o estar sometidos a algun tratamiento hormonal.

Instrumentos de recoleccion de informacion:

Para la realizacion del estudio se ha contado con las siguientes fuentes de
informacion, obtenidas durante la visita al centro de reclutamiento: a) cuestionario
epidemiologico, donde se recogia informacidn sobre caracteristicas
sociodemograficas, de salud, estilo de vida, condiciones de trabajo vy
antecedentes familiares. La encuesta fue llevada a cabo por un unico
entrevistador entrenado especificamente para el proyecto; b) examen fisico; c)
muestra de sangre para el analisis quimico de un grupo seleccionado de
plaguicidas organoclorados, clasificados como xenoestrogenos, asi como el
analisis de hormonas endogenas; y d) muestra de semen para la determinacion

de los parametros que establecen su calidad.
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La recogida de datos sobre los factores demograficos y de exposicion de
cada participante se realizo mediante un cuestionario disefiado ad hoc y llevada a
cabo por un encuestador adiestrado. A cada cuestionario se le asigno un codigo
de identificacion que era idéntico para todas las muestras bioldgicas (sangre y
semen) del individuo.

Una vez informados del estudio, a los participantes les fue entregado el
cuestionario epidemiologico para rellenarlo en su casa, a ser posible con la
colaboracion de sus padres. El cuestionario incluia informacion acerca de la edad,
historial de fertilidad, salud general, enfermedades previas y crénicas,
operaciones y golpes en areas genitales que acusaran hinchazén o hematoma en
el escroto, medicacion durante los ultimos 3 meses, datos sobre su embarazo y
nacimiento, residencia familiar y tiempo viviendo en ella, habitos y estilo de vida,
condiciones de trabajo y exposicion a productos téxicos.

El dia de la cita para la realizacibn de las pruebas, los voluntarios
entregaban el cuestionario, que era revisado por el encuestador. La entrevista

personal realizada mediante la encuesta estaba estructurada en varias secciones:

Hoja de no respuesta:

Se recogié también informacion, en el caso de que el sujeto decidiera no
participar, sobre el motivo de su decision. La hoja de no respuesta recogia

también las variables de identificacion y municipio de residencia del individuo.

Cuestionario general de exposicion previa potencial:

Se recogi6 informacion sobre la salud general de sujeto, su infancia y el
periodo del embarazo de su madre cuando lo gestod, asi como fecha y lugar de su
nacimiento. Se recogid informacién sobre posibles exposiciones durante estos
periodos criticos de la vida del individuo, con especial énfasis en la exposicion a

contaminantes ambientales.
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Se les solicitd que esta seccién la completaran en colaboracién de los
padres, y principalmente de sus madres, ya que en ella se preguntaban datos
relacionados con el nacimiento (como peso y talla al nacer), semanas de
gestacion, residencia de los progenitores, ocupacion y habito tabaquico de los

mismos, durante el embarazo.

Estado de salud:

Se recogieron también datos sobre estado de salud en relacién al aparato
reproductor. Asi se realizaron algunas preguntas para conocer posibles
tratamientos médico-quirurgicos realizados en la zona genitourinaria, existencia de
complicaciones tales como criptorquidia, hernia inguinal, varicocele, epididimitis,

gonorrea, o clamidia; e informacién general de vida sexual.

Condiciones socioecondmicas, estilo de vida y ocupacion:

En esta seccion se recogio informacion sobre lugar de residencia (rural /
urbana), nivel de escolaridad, trabajo y caracteristicas de ocupacion (tipo de
trabajo, horario, duracién, postura), consumo de tabaco, alcohol, sustancias
estupefacientes y psicotrépicos, incluyendo edad del comienzo y cantidades

diarias/semanales de consumo.
Historial reproductiva:
Se les consultd sobre si el joven habia tenido hijos o si habia tenido

relaciones sexuales resultantes en un embarazo, asi como si se presento alguna

complicacion para llevarlo a término.
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3.2 Exploracién androlégica

Todos los participantes se realizaron una exploracién fisica, que fue
realizada por un unico especialista. Esta exploracion uroldogica recogio
informacion principalmente de la zona genitourinaria, especificamente: vello
pubico (indice de Tanner), desarrollo del pene y los testiculos (disposicion,
tamafo y consistencia de estos ultimos); el volumen o tamafo testicular se estimé
con la ayuda de un orquiddmetro Prader de madera (Pharmacia & Upjohn,
Denmark).

Se explord la anatomia genital y la presencia de alteraciones como el
varicocele en sus distintos grados, la presencia de criptorquidias e hipospadias,
presencia al tacto de: conductos deferentes, quistes a nivel del epididimo,
hidrocele, o alguna tumoracién. Se les consulté sobre el historial médico-
quirargico.

Se midi6 la longitud de los dedos de la mano derecha, para estimar el
cociente 2:4 (indice: anular), dibujando el contorno de la mano sobre papel
milimétrico.

Brevemente, se recogio informacion especifica sobre:

- Altura (cm.).

- Peso (Kg).

- IMC: indice de masa corporal (Kg/cm?)

- Presencia o ausencia de cicatrices quirurgicas en el area genital.

- Vello pubico: Estadios de Tanner.

- Anomalias en el pene (normal/anormal).

- Disposicién de los testiculos derecho e izquierdo: alto en el escroto, bajo en
el escroto, en el canal inguinal, o no palpable.

- Tamafio de los testiculos derecho e izquierdo. (Medidos con un
orquidémetro Prader de madera suministrado por Dinamarca a todos los grupos
participantes).

- Consistencia de los testiculos derecho e izquierdo: normal, dura o blanda.

- Presencia o ausencia de tumoracion en los testiculos derecho e izquierdo.
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- Epididimo derecho e izquierdo (normal/anormal).
- Presencia o ausencia de los vasos deferentes derecho e izquierdo por
palpacion (palpable/no palpable).
- Presencia o ausencia de varicocele derecho o izquierdo en sus diferentes
grados: Ausencia de varicocele, detectable sélo por maniobra de Valsalva,
palpable sin procedimiento de Valsalva, o visible.
- Presencia o ausencia de hidrocele en testiculo derecho e izquierdo.

Las mediciones de la estatura, peso, disposiciéon testicular, y la presencia
de alguna anomalia, por ejemplo, varicocele e hidrocele, se realizaron con el

individuo en pie y en un sitio adecuado para tal efecto.

Para la exploracién se utilizo el siguiente material: guantes de latex; calibrador
tipo “pie de rey”; un orquidometro de Prader de madera (Pharmacia & Upjohn,

Denmark®); papel milimétrico, y una regla también milimetrada.

3.3 Analisis de las muestras de semen: Recogida, entrega y preparacion de

las muestras para su analisis

Los participantes proporcionaron una muestra de semen que obtuvieron
por masturbacion, tras un periodo de abstinencia recomendado y comprendido
entre 48 y 168 horas, la muestra fue recogida en un frasco estéril de boca ancha
previamente analizado para asegurar su inocuidad para los espermatozoides. La
forma de recogida de la muestra fue previamente explicada a todos los
participantes y se les entregd el frasco de recogida. Todos los frascos fueron
previamente identificados y pesados para el calculo del volumen eyaculado por
pesada de la muestra.

A la hora de la recepcion las muestras se recogieron datos de interés para
el analisis: problemas en la hora de la recogida, integridad de la muestra, posibles
pérdidas o contaminaciones, tiempo transcurrido entre la eyaculacién y la entrega,

y tiempo de abstinencia en horas.
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A los voluntarios con residencia cercana al laboratorio se les permitid
obtener la muestra de semen en casa, siempre y cuando esta fuera entregada al
laboratorio en un plazo no superior a media hora, tiempo durante el cual la
muestra no sufriera cambios de temperatura ni fuera expuesta a la luz. Para
aquéllos que no pudieran cumplir estos criterios, se adaptdé un lugar adecuado
para la obtencion de las muestras junto al laboratorio.

El proceso de realizacién del seminograma se realizé siguiendo los criterios
estrictos recomendados por la OMS, de acuerdo a la ultima edicion del manual
para el examen de semen (WHO, 1999). Todas las muestras de semen fueron
analizados por un solo técnico especialmente entrenado para este fin, el cual
ademas fue sometido a un control de calidad riguroso coordinado por el grupo del
‘Rigshospitalet” en Dinamarca para evitar los posibles sesgos intra e inter-
observador.

Una vez recibidas las muestras, eran depositadas en una bandeja térmica y
temperada a 37 °C durante un periodo de 15-30 minutos hasta completar el
proceso de licuacion. Durante ese tiempo, las muestras eran homogeneizadas por
un movimiento rotatorio sin llegar a ser agitadas. Una vez transcurrido el tiempo
necesario para completar la licuacidn de las muestras se procedié a su analisis

siguiendo el protocolo indicado.

3.4 Parametros seminales analizados

Licuacién

La licuefaccion fue alcanzada durante un periodo comprendido entre los 15
y 30 minutos después de la eyaculacion, antes de realizar el analisis. En los casos
en que las muestras no alcanzaron la licuefaccion completa en ese periodo de

tiempo, se dejaron hasta 60 minutos antes de la realizacion del proceso analitico.

Los resultados de la licuefaccion se codificaron como “completa” o “incompleta”.

- 40 -



Aquilar-Garduiio C 3 Material y métodos

Aspecto

El aspecto de la muestra se registré6 durante el periodo de licuefaccion y
antes de los 60 minutos después de la eyaculacion. En caso de que las muestras
presentaran un color fuera del rango de los grises opalescentes, fue registrado en

el apartado de observaciones de la hoja de datos.

Volumen

El volumen de semen eyaculado fue medido por pesada. Los frascos de
recogida fueron pesados antes y después de la eyaculacién, asumiendo que un
gramo equivale a un mililitro de semen, con un error de pesada de 0,01 g (lo que

equivale a 10 pl).

Viscosidad

La viscosidad o filancia de las muestras fue medida con una pipeta. En los
casos en los que la muestra caia de la pipeta formando gotas o un filamento de
menos de 2 cm, la viscosidad registrada fue cero. Si formaban un filamento de 2 a
5 cm, se registré una viscosidad de 1. Un valor de 2 si el filamento media entre 5

y 10 cm, y 3 para las muestras con alta viscosidad, flamentos superiores a 10 cm.

Acidez (pH)

El potencial de hidrogeno, potencial acido/basico o pH de las muestras fue
medido al iniciar el analisis antes de transcurridos 60 minutos después de la
eyaculacién. La medida del pH se realizdé usando papel indicador universal con

rango entre 6,4 y 8 (Merck).
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Concentracién espermatica

La medicion de la concentracion se estimo colocando una gota de 10 pl
sobre un portaobjetos, bajo un cubreobjetos de 22x22 mm, y se observd con un
microscopio de contraste de fases a 400x. Se contd el numero de
espermatozoides encontrados por campo con ese aumento, se realizd una
dilucion en un medio fijador siguiendo el protocolo propuesto en el manual para el

examen de semen de la OMS de acuerdo a la Tabla 1:

Tabla 1. Determinacioén de la concentracion espermatica

Espermatozoides por campo de 400x Dilucién
<15 1:5
15-40 1:10
40-200 1:20
>200 1:50

Las diluciones se realizaron por duplicado en un medio fijador aldehido
férmico (HCOH) y bicarbonato sdédico (NaHCO3) (50 g de bicarbonato sédico y 10
ml de formalina al 35% para completar a un litro con agua destilada). Tras ser
homogenizadas y fijadas las dos diluciones, se procedi6 a su recuento,
empleando un hemocitémetro de Neubauer mejorado.

El conteo se realizd por duplicado contando como minimo 200
espermatozoides en cada uno para minimizar al maximo el error sistematico. Para
verificar los recuentos se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson igual o
mayor de 0,95, para evaluar las diferencias entre los dos recuentos empleando la
grafica que incluye el manual de laboratorio de la OMS para el examen del semen
humano (WHO, 1999) en el apéndice XXIl. Diferencias mayores a las esperadas
del 95% en las muestras hubieran sido indicativas de errores sistematicos en el
proceso atribuibles a error en la dilucion, error en el recuento o bien en una

homogenizacion incorrecta de la muestra de semen.
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Una vez verificada la medicidon correcta de ambos recuentos, se calculo la
media de ambas y el resultado se expresé en millones de espermatozoides por

mililitro de muestra.

Numero total de espermatozoides (NTE)

El numero total de espermatozoides en el eyaculado se estimé mediante el
producto del volumen de la muestra por la concentracion obtenida, y se expreso

en millones de espermatozoides en eyaculado.

Elementos celulares diferentes de los espermatozoides

El numero de células redondas por mililitro de eyaculado se realizé al
mismo tiempo y en la misma forma que el recuento espermatico mediante el

hemocitometro de Neubauer mejorado.

Movilidad espermatica

Para cuantificar la movilidad espermatica se colocé una gota de 10 yL de
semen sobre un portaobjetos temperado a 37 °C y sobre ella se depositd
cuidadosamente un cubreobjetos de 22x22 mm. Tras dejar estabilizar la
preparacion durante unos 30-60 segundos aproximadamente se procedid a
evaluar la movilidad de los espermatozoides bajo contraste de fases a 400x en un
microscopio (Olympus BX50) dotado de pletina térmica a 37 °C. Se contaron
varios campos hasta visualizar 200 espermatozoides en cada preparacion (con el
fin de que el error del recuento sea aceptablemente bajo), identificando las

diferentes categorias de movilidad establecidas por la OMS a 37 °C:

[{peel)

- espermatozoides tipo “a” (movimiento progresivo >25um/seg.),

- espermatozoides tipo “b” (movimiento progresivo 5-25 um/seg.),

- espermatozoides tipo “c” (movimiento no progresivo < 5 ym/seg.), y
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- espermatozoides tipo “d” (inmdoviles).

Durante el proceso de recuento de formas mdéviles se evitd contar los
espermatozoides en los campos cercanos a los bordes del cubreobjetos asi como
aquéllos que se encontraban proximos a alguna burbuja formada al cubrir la
preparacion. Los recuentos de movilidad en las dos preparaciones de la misma
muestra de semen fueron comparados segun aconseja la OMS en el apéndice
XXIl de su manual de laboratorio para el examen del semen humano.

En el caso de encontrar diferencias superiores al 5%, se asumioé que hubo
un error de recuento, de homogenizacion o distribucion no uniforme de los
espermatozoides en el portaobjetos, por lo que hubo que repetir todo el proceso.
Durante el estudio de la movilidad se grabaron secuencias de video de todas las
preparaciones con el fin de tener la posibilidad de poder usarlas posteriormente

para otros estudios comparativos.

Morfologia espermatica

Se realizaron cuatro frotis en portaobjetos identificados con el cédigo de la
muestra, las extensiones se realizaron a partir de 4 yL de semen cada una y se
dejaron secar durante una noche, al dia siguiente se fijaron en etanol al 96%
durante 60 minutos, y posteriormente dos extensiones de cada muestra de semen
fueron enviadas a Finlandia para ser analizadas por un unico observador comun
para todos los grupos de investigacion y evitar la variabilidad entre observadores
(sesgo inter-observador), que suele ser bastante importante en estudios sobre la
morfologia espermatica; las otras dos extensiones fueron guardadas para
posteriores estudios.

Para el estudio de la morfologia espermatica se aplicé el protocolo de la
OMS (WHO, 1999) y se siguieron los criterios estrictos de Kruger, los cuales en
su clasificacion requieren que todas los espermatozoides con defectos minimos o
“borderline” sean considerados como formas anormales.

Se observé la presencia de alguna o mas anomalias en la cabeza, la pieza

intermedia o cuello, y el flagelo (Franken et al., 2000). En el caso de observar
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alguna anomalia se consider6 al espermatozoide como anormal y se anotd la
region o regiones en la(s) que se observo (aron) la(s) alteracion(es):

- Cabeza (PCA): Debe haber so6lo una y su forma normal ha de ser la de un
ovalo regular, con un contorno liso y un acrosoma bien definido que ocupe el 40-
70% del area, su tamafo ha de ser de 5-6 ym de largo por 2,5-3,5 de ancho en el
caso de una tincion con panoptico rapido. Cualquier cabeza que no se adaptase a
esta descripcidn se consideré anodmala. Las anomalias de la cabeza se definieron
como cualquier factor que llevara a que ésta no tuviera una forma normal;
podemos encontrar que puede ser grande, pequefia, redonda, alargada,
achatada, acintada, piriforme, amorfa, vacuolada (>2 vacuolas pequefias, alguna
vacuola grande o alguna situada en la regién postacrosomica), con area del
acrosoma pequefia (<40% del area de la cabeza), cabezas dobles y todas las
combinaciones de estos defectos.

- Pieza intermedia o cuello (PIA): La pieza intermedia debe ser delgada (<1
pgm de grosor), tener una longitud aproximada entre 1,5 del diametro mayor de la
cabeza, con una insercién perpendicular al eje menor de la cabeza y bien
centrada. Si la pieza intermedia no se acoplaba a esta descripcion, el
espermatozoide se considerd anormal. Entre las anomalias de la pieza intermedia
se pueden citar: cuello doblado, (cuello y cabeza forman un angulo >90° con el eje
longitudinal de la cabeza), insercidn asimétrica de la pieza media en la cabeza,
pieza media gruesa o irregular, pieza intermedia anormalmente fina, y toda
combinacion de estos.

- Flagelos (PFA): El flagelo debe estar relativamente derecho, ser uniforme y
mas fino que la pieza intermedia, desenrollado y aproximadamente de 45 pm de
longitud. Entre los defectos del flagelo podemos observar flagelos cortos,
multiples, en horquilla, rotos, doblados (>90°), de espesor irregular, enrollados y
cualquier combinacién de estos defectos.

- Restos citoplasmaticos (PRC): Si el espermatozoide presentaba restos
citoplasmaticos, generalmente a nivel de la pieza intermedia, estos no debian de

superar 1/3 del area de la cabeza.

- 45 -



Aquilar-Garduiio C 3 Material y métodos

Sdlo se contaron células reconocibles como espermatozoides, no teniendo
en cuenta las células inmaduras o las cabezas sin cola. Si se encontraba alguna
anomalia, ese espermatozoide era considerado como anormal, y se anotaba la
region en la que se presentaba la anormalidad.

La tincidn de las muestras se realizé con el método del panoptico rapido
(eosinaltiacina). En esta técnica se usa como fijador 1,8 mg/l de triariimetano en
metanol. El tiempo de fijacion ha de ser de 5 segundos como minimo y la
extension ha de estar bien seca antes de la fijacion.

Seguidamente se sumerge la extension en una solucién de eosina en un
amortiguador preservado durante 5 segundos y seguidamente, tras escurrir el
exceso de colorante, se sumerge la muestra en una segunda solucion de tiacina
en las solucion amortiguadora durante 5 segundos y se enjuaga ligeramente con
agua destilada, antes de realizar la evaluacion de la morfologia hay que dejar
secar bien la extension.

Al igual que con el resto de mediciones, todas las muestras que se usaron
en el estudio de la morfologia espermatica fueron fijadas y tefidas por un unico
técnico; y estudiadas por un unico observador entrenado, con el fin de evitar el
sesgo inter-observador.

Las muestras ya tefiidas se estudiaron con un microscopio convencional
con objetivo de inmersion a 1000x y ocular provisto de regleta graduada (Olympus
BX50) Se estudiaron un total de 200 espermatozoides por muestra y se anotd el
numero de espermatozoides que no presentaban anomalias (espermatozoides
normales) y el de aquellos en los que se observaba una o mas anomalias
(anormales). Por otra parte se anotd el numero de las anomalias observadas (por
zonas en las que aparecian). De este modo se obtuvo el porcentaje de formas
normales, de formas anormales, los tantos por ciento de anomalias en cabeza,
pieza intermedia, flagelo, restos citoplasmaticos y el indice de teratoazoospermia
(numero total de alteraciones encontradas dividido por el numero de
espermatozoides anormales).

Los criterios mas utilizados para la evaluaciéon de la morfologia espermatica

son los propuestos por Kruger en cuanto al buen o mal prondstico de fecundacion
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in vitro. Segun este criterio encontramos un grupo con mal prondstico (0-4% de
formas normales), un grupo de buen prondéstico (5-14% de formas normales) y un
tercer grupo modelo con un porcentaje de formas normales superior al 14%, el
cual es el valor de referencia del 14% para las formas normales. Es de esperar
que un individuo con un porcentaje de formas normales inferior al 5%
probablemente vea comprometidas sus posibilidades de conseguir un embarazo
de forma natural) (Kruger et al., 2004).

Tiempo de abstinencia

En el momento de la entrega de la muestra de semen se anoté la fecha y
hora de la ultima eyaculacion. De este modo se calculo la duracion de la

abstinencia en horas.

Tiempo entre la eyaculacion y el comienzo del analisis

En el momento de la entrega de la muestra de semen se anoto la hora de
recogida de la muestra y al iniciar el analisis se procedia a anotar la hora de inicio.
De este modo se calcul6 el tiempo transcurrido entre la recogida de la muestra y

la realizacion del analisis, expresandose en minutos.

Material de laboratorio

Los materiales empleados para realizar los seminogramas fueron:

1) Botes estériles de boca ancha y cierre de rosca de 100 ml;

2) Pipetas Pasteur;

3) Portaobjetos con borde esmerilado para la preparacion de extensiones;
4) Cubreobjetos de 22x22 mm;

5) Papel indicador de pH;

6) Viales Eppendorf de 2 ml;
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7) Solucidn fijadora;

8) Etanol 96%;

9) Micropipeta (BIOHIT proline®) rango 5-50ul;

10) Puntas desechables para micro pipeta;

11) Microscopio (Olympus® BX-50) con contraste de fases;
12) Pletina (Tokay) y bandeja térmica (Labotec ®);

13) Balanza de precision (AND ® EK200G).

Control de calidad

El grupo de trabajo espafiol, al igual que los otros grupos de los paises
participantes en el proyecto europeo “Environment and Reproductive Health”, se
sometid a un control de calidad externo (para la evaluacién de la concentraciéon
espermatica), coordinado por el Departamento de Reproduccion del
Rigshospitalet de Copenhague, en Dinamarca, para controlar la variabilidad inter-
observador en el proceso de analisis del semen.

Mensualmente durante el afio que durd el estudio de las muestras de
semen, se recibieron desde el Hospital Universitario de Copenhague (Dinamarca)
cinco viales con 0,5 ml de semen fijado con azida sddica para la evaluacion de la
concentracion espermatica. Una vez recibidas, las muestras fueron evaluadas (en
un intervalo maximo de dos a cinco dias tras la recepcién de las muestras) por el
observador que realizaba la analitica del semen de los participantes en el estudio.

El tiempo transcurrido entre el envio y la realizaciéon de los recuentos fue
aproximadamente de una a dos semanas. Antes de realizar los recuentos, las
muestras fueron homogenizadas mediante el uso de un vortex durante ocho
segundos. Los resultados eran anotados en una plantilla y enviados de nuevo a
Dinamarca para su analisis, indicando los valores de concentracion, la presencia
de aglutinaciones y la existencia de cabezas y colas sueltas (solo se deben contar

espermatozoides enteros).
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Los resultados obtenidos en cada centro eran comparados con los
obtenidos en el centro de referencia, que en nuestro caso arrojo los resultados
siguientes. La concentracion espermatica media, estimada en los 16 controles de
calidad realizados por nuestro grupo y, comparada con el centro de referencia
(Dinamarca) resulté ser del 96%, un 4% menor que el laboratorio de referencia,
con un intervalo de confianza de 95% de (87%-106%).

En las graficas siguientes se puede apreciar un ligero aumento a lo largo

del tiempo que no fue estadisticamente significativo (p=0,2).

Figura I. Concentracion espermatica (IC 95%): 96% (87-106)%
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Entrega de informes

Se citaron los voluntarios que pidieron un informe de los resultados, una
semana después de la realizacion de los seminogramas y la exploracion fisica.
Solo el 52% de los participantes asistieron a recogerlos. En ese informe se
describieron los parametros indicadores de la calidad seminal, asi como las
observaciones de interés para el joven realizadas por el urdlogo.

Los informes fueron entregados personal y confidencialmente a los
interesados y se les explicaron detalladamente. A los jévenes que presentaban
parametros seminales por debajo de los valores de referencia de OMS, se
recomendd se hicieran un segundo seminograma, para lo que hubo una
participacion baja (60%). Aquéllos que mostraron alguna patologia (Azoospermia,

oligospermia severa, presencia de quistes) se les remitio al especialista.

3.5 Muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion cubital, por
personal profesional entrenado para la extraccion de muestras biolégicas. Se
recogieron de 15-20 ml de sangre, para asegurar un volumen de suero suficiente
para realizar las pruebas de quimica analiticas propuestas en el protocolo del
estudio.

Después de recoger las muestras de sangre, se centrifugaron y se obtuvo
el suero que fue en seguida trasvasado a viales de congelacion debidamente
codificados y mantenidos a -70 °C hasta su andlisis. El volumen de suero obtenido
luego de la centrifugacién fue de alrededor de 8 ml. Las muestras de suero fueron
separadas en tres viales, uno para el analisis de los 18 COP, realizado en el
Laboratorio de Investigaciones Médicas de la Universidad de Granada; el
segundo vial se envio al Hospital Universitario de Copenhague (Rigshospitalet),
en Dinamarca, para el estudio hormonal, y el tercer vial se destind al estudio de
los lipidos totales en suero realizado en el Hospital de Poniente de Almeria.

Los materiales utilizados en las extracciones de sangre fueron: jeringas

estériles de 20 ml; gasas y agujas estériles para la extraccion de sangre; tubos
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para la extraccion y centrifugado de las muestras de sangre; una centrifuga
Nahita®; tubos para la congelacidon de las alicuotas de suero. Los tubos fueron
analizados previamente para determinar su contenido de ftalatos, y fueron

enviados desde Copenhague a todos los grupos participantes.

3.5.1 Analisis hormonal

Las muestras de sangre se centrifugaron para la obtencion del suero que
posteriormente fue trasvasado a viales de congelacion codificados y mantenidos a
-70 °C hasta su andlisis. Todas las muestras se enviaron al Departamento de
“Growth and Reproduction” del Rigshopitalet en Copenhague (Dinamarca) donde

se centralizo la determinacion de los niveles hormonales en sangre.

Las hormonas FSH, LH, testosterona y SHBG se determinaron mediante
inmunofluorescencia (Delfia, Wallac, Turku, Finlandia). La inhibina B por ELISA
(Serotec, UK). Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron del 3 y
4,5%, para FSH y LH, respectivamente. Para la testosterona y la SHBG fueron del
8 y el 5%. Finalmente, para estradiol e inhibina B entre el 7,5-13% y entre 15-

18%, respectivamente.

3.5.2 Determinacion de residuos de plaguicidas en suero

El método mas utilizado para el analisis de xenobidticos lipofilicos en suero
humano es la extraccion liquido—liquido, que separa en funcién de su polaridad
los plaguicidas organoclorados presentes en las muestras de suero. Para la
extraccion se utiliz6 una mezcla de disolventes compuesta por éter-etilico y
hexano. En la técnica se distinguen dos etapas. La primera consiste en la
extracciéon propiamente dicha de los compuestos liposolubles en la que se obtiene
un extracto todavia demasiado grosero. En la etapa siguiente se purifica este

extracto (Moreno Frias et al., 2001).
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El método de extraccion utilizado fue el siguiente

1. Se tomaron 4 ml de la muestra de suero humano y se colocé en un tubo de
ensayo con tapon de teflon.

2. Se anadieron 2 ml de metanol, para precipitar las proteinas, se agité y se
centrifugo durante 10 minutos a 3000 rpm.

3. Al sobrenadante, se afiadieron 5 ml de éter etilico-hexano 1:1 (v:v) y se agito
con fuerza. La operacion de extraccidn se repitio tres veces.

4. Se separaron las fases organicas reduciendo a 2 6 3 ml en corriente de
nitrégeno.

5. Al residuo obtenido se le afnadié 0,5 ml de H,SO4 de alta pureza. Se agitd
fuertemente y se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm separando la fase organica.

6. La fase acuosa se extrajo dos veces mas con 1 ml de hexano.

7. Se tomaron las fases organicas y se desecaron en corriente de nitrogeno.

Purificacion de las muestras de suero mediante Sep-Pak

La purificacion se realizO mediante cromatografia en columna utilizando
cartuchos sep-pack (Waters®) rellenos de silice. El extracto organico obtenido se
redisolvié en 5 ml de hexano, se paso por los cartuchos y se eluyd primero con 10
ml de hexano y luego con 10 ml de Ila mezcla constituida por
hexano:metanol:isopropanol en proporcidon 45:40:15. Una vez eluido todo el
disolvente, se redujo hasta sequedad en corriente de nitrogeno. De esta forma se
obtuvo un residuo, que contenia los plaguicidas organoclorados contaminantes
del suero ya preparado para ser analizado por GC/DCE.

Con la fase movil constituida por la mezcla anteriormente dicha se
obtuvieron unas recuperaciones mucho mayores para algunos compuestos (por
ejemplo endosulfan) que cuando se eluyd sélo con hexano, mientras que otros
organoclorados se mantuvieron en porcentajes de recuperacion proximos al 90%

utilizando como eluyente hexano (Crespo, 2001). Las recuperaciones obtenidas,
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para los isdmeros del endosulfan y sus metabolitos, con la mezcla

(hexano:metanol:isopropanol) y solo con hexano se representan en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de recuperacion para isémeros del endosulfan

Plaguicida Recuperacion (%)
Hexano Hexano:metano:isopropanol
Endosulfan-I 36,51 93,30
Endosulfan-Il 7,24 85,15
Endosulfan-éter 15,15 81,98
Endosulfan-lactona 86,45 88,71
Endosulfan-diol 78,92 65,36
Endosulfan-sulfato 4,80 93,20

Cuantificacion mediante Cromatografia de Gases con Detector por Captura
de Electrones (CG/DCE)

El método utilizado para determinar los plaguicidas OC fue la cromatografia
de gases con detector por captura de electrones (DCE), ya que las moléculas de
los plaguicidas OC contienen en su estructura atomos de cloro que responden
muy bien a dicho detector.

Las condiciones de trabajo fueron: Cromatografo de gases Varian-3350
(EEUV) con detector por captura de electrones (®*Ni) a una temperatura (T) de
300 °C; sistema Millennium Chromatography Manager como software; inyector a
una T de 250 °C; Nitrégeno como gas portador a un flujo de 40 ml/min; volumen
de inyeccion de 1 pl; programa de T: inicial 130 °C (1 min); rampa de 20 °C/min
hasta 150 °C, rampa de 10 °C/min hasta 200 °C, y rampa de 20 °C/min hasta 260
°C (20 min).

Para hacer la cuantificacion en el analisis cromatografico se siguio el
método del patron interno. Para ello, se seleccioné un compuesto quimico cuyas
caracteristicas analiticas permitieran un comportamiento similar al de las
moléculas a analizar, con un tiempo de retencion situado en el punto intermedio
del cromatograma realizado con las sustancias problema, con una elevada

calidad analitica y un grado de pureza superior a 99%.
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La reproducibilidad para el patrén interno p,p’-diclorobenzofenona (DCBF)
fue muy buena y la curva de calibrado (y = 3 x 10° x + 3 x 10°) tuvo un ajuste r? =
0,992. La disolucion patron se prepardé a una concentracién de 10 ug/ml en
hexano y el tiempo de retenciéon medio fue de 10,062 + 0,0226 min.

Los tiempos de retencidon medios, partiendo de disoluciones del orden de
0,01 (pg/ml), se determinaron para cada uno de los compuestos a estudiar de
acuerdo con los métodos propuestos por nuestro grupo de investigacion. Para
efectuar las curvas de calibrado y el calculo del factor de respuesta, se utilizé la
técnica del patron interno de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente.
Los valores del ajuste lineal de los datos experimentales pusieron de manifiesto la
precision del método desarrollado.

Las siguientes tablas muestran la media de los tiempos de retencion (TR)
de los 18 plaguicidas OC analizados, junto con los correspondientes parametros
que definen las curvas de calibrado, coeficientes de correlacién (r?) y limite de
deteccion de los plaguicidas organoclorados en cromatografia de gases.

Con el fin de definir la reproducibilidad del método cromatografico
propuesto, se procesaron muestras de suero en las condiciones antes descritas,
de forma repetida, efectuandose diez medidas de cada muestra y calculandose
las concentraciones medias y otros parametros representativos de la
reproducibilidad del método cromatografico.

Con objeto de fijar una base para obtener uniformidad en la adquisicién y
evaluacion de datos analiticos en la determinacion de contaminantes ambientales,
hay que definir claramente dos conceptos analiticos diferenciados, denominados
limite de deteccién y limite de cuantificacion.

El limite de deteccion se define como un numero (expresado en unidades
de concentracion) que describe la concentracion menor de un elemento que se
puede medir analiticamente. El limite de cuantificacion debe establecerse segun
un criterio estricto, y se situa en la regién de cuantificacién claramente por encima
del limite de deteccion. Asi el limite de cuantificacidén es equivalente al doble de la

magnitud de limite de deteccion.
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Tabla 3. Tiempos de retenciéon (TR) y desviacion estandar (DE) de los OC

Plaguicida TR + DE Limit_e’ Li_n?ite 3
(min) deteccion cuantificaciéon
(ng/ml) (ng/ml)

Aldrin 9,96 £ 0,02 0,5 1,0
Endrin 12,02 £ 0,03 0,5 1,0
Dieldrin 11,60 £ 0,03 0,5 1,0
Endosulfan | 11,13 £ 0,03 0,25 0,5
Endosulfan lI 12,21 £ 0,03 1,0 2,0
Endosulfan diol 10,83 £ 0,02 0,25 0,5
Endosulfan 10,49 £ 0,02 0,05 0,1
lactona

Endosulfan éter 9,01 £0,02 0,05 0,1
Endosulfan 12,99 + 0,04 0,25 0,5
sulfato

p,p -DDE 11,38 £ 0,03 0,5 1,0
o,p"-DDD 11,51 £ 0,03 0,5 1,0
o,p"-DDT 12,24 £ 0,03 0,5 1,0
p,p"-DDT 12,97 £ 0,03 0,5 1,0
HCB 7,70 £ 0,02 0,5 1,0
Lindano 8,23+ 0,02 0,5 1,0
Metoxicloro 14,31 £ 0,03 1,5 3,0
Mirex 16,37 £ 0,04 0,5 1,0
Vinclozolina 9,14 £ 0,02 0,5 1,0

Cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM)

Todas las determinaciones basadas en la técnica de cromatografia de

gases con detector por captura de electrones fueron confirmadas mediante

cromatografia de gases/espectrometria de masas.

Las condiciones de trabajo del cromatoégrafo fueron:

Temperatura del horno: 50 °C (2 min), 30 °C/min hasta 185 °C (1 min), 2
°C/min hasta 250 °C y a 30 °C/min hasta 300 °C (5 min);

Temperatura del inyector: 250 °C; Flujo del inyector: 1 ml/min;

Temperatura de la trampa de iones del espectrometro de masas: 200 °C;

Temperatura del colector: 50 °C;

Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C;

Voltaje de modulacién axial 3,8 voltios;
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Gas portador helio (pureza 99,99%); y volumen de inyeccién 2 pL.

3.5.3 Determinacion de lipidos totales en muestras de suero

Para expresar los niveles de los COPs en funciéon del contenido lipidico de
las muestras, se analizé el contenido de colesterol y triglicéridos de alicuotas de
suero, siguiendo la técnica de rutina del servicio de Biotecnologia del Hospital de
Poniente de Almeria. Para la medicién del colesterol total se aplicé el método
enzimatico colorimétrico “colesterol estearasa-Peroxidasa (CHOD-PAP), de
Abbott Clinical Chemistry” (Analizador automatico multiparamétrico Aeroset®).

El colesterol HDL se midi6 con el método directo sin precipitacion,
mediante la liberacion por solubilizacion con un detergente de la particula HDL del
colesterol y posterior reaccién con la enzima colesterol estearasa y peroxidasa. El

colesterol LDL se calculé mediante la formula de Friedewald, segun la cual:

Colesterol Total = Colesterol HDL + Colesterol LDL + VLDL, siendo,
VLDL = Triglicéridos/5, 6

Colesterol Total = Colesterol HDL + Colesterol LDL + Triglicéridos/5

Como control de calidad se usé suero control humano liofilizado valorado a
dos niveles, nivel 1 bajo y 2 alto, Lyphochek ®, de Bio-Rad. Para expresar los
valores de la concentracion de residuo quimico en funcién del contenido lipidico
de las muestras se ha aplicado el siguiente algoritmo (Hoyer et al., 2001; Philips
et al., 1989):

Lipidos totales en suero (mg/ml) = 2,27 x colesterol total (mg/ml) + triglicéridos (mg/ml) + 0,623

Esta relacion permitid determinar un denominador para expresar la

concentracion de residuo en funcién de los lipidos del suero.
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10%x Concentracion (ng/ml suero)

Concentracion de plaguicida (ng/g lipido) =
Lipidos totales en suero (mg/ml suero)

3.6 Analisis estadistico

Antes de evaluar las asociaciones se realizd un analisis exploratorio para
revisar la calidad y congruencia de los datos. Se revisaron las distribuciones de
cada una de las variables y se realizaron las transformaciones necesarias de las
variables usadas para desarrollar los modelos. Una de las condiciones para la
seleccion de la prueba estadistica a utilizar en los analisis de regresion lineal y
logistica multiples, es la asuncién de independencia de las variables, es decir,
evaluar la correlacién entre las variables de estudio. De esta forma se realiz6é una
exploracion de la correlacion entre los plaguicidas OC analizados, previa a la
construccion de los modelos (Snedecor y Cochran, 1980).

El andlisis de correlacion de Pearson entre cada plaguicida frente a todos
los demas se realizé de manera individual, es decir uno a uno, en dos formas, por
una lado la correlacion entre todos los individuos participantes en el estudio y, por
el otro, el analisis de la correlacidén existente sélo entre aquellos individuos en los

que los plaguicidas fueron detectados por encima del limite de cuantificacion.

Analisis de regresion lineal simple, no ajustado o bivariante

Se evalud la asociacion entre el NTE y el NTEM frente a cada una de las
determinantes socioecondmicas, de estilo de vida, caracteristicas seminales y
examen androldgico clinico, lipidos, hormonas y los plaguicidas OC medidos a lo
largo del periodo de reclutamiento que incluia las cuatro estaciones del ano.

El NTE fue transformado en su logaritmo neperiano para reducir la
asimetria, pero aun asi no se alcanzé una distribucion normal, por lo que los
analisis de regresion lineal simple y multiple, se desarrollaron con pruebas no
paramétricas. Se empleo la U de Mann Withney para la regresién lineal simple, y

la de Kruskal Wallis o ANOVA no paramétrica para la regresion lineal multiple.
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Las variables se presentan mediante los datos geométricos, es decir, el
valor de la media y el error estandar fueron des transformados, es decir al dato
logaritmico se le aplico la funcion contraria, el exponencial, o la funcién inversa en
caso de haberse utilizado otra funcion para la normalizaciéon de la variable.

Se realizd un analisis de regresion lineal simple, para determinar la
variabilidad asociada a cada una de las variables independientes o determinantes
sobre la variable de resultado, es decir, la explicada por cada una de ellas, con el
objetivo de analizar el grado y la magnitud asociacién para cada una. El analisis
de regresion lineal simple se realizd para explorar aquéllos determinantes de la
exposicion que explicaran por ellos mismos al menos el 10% de la variabilidad de

la exposicion y resultaran significativos (p < 0,05).

Modelos predictivos de la exposicion a plaguicidas organoclorados

Para la construccidn de los modelos predictivos se empled un analisis de
regresion lineal multiple con objeto de evaluar la relacidn entre la variable
dependiente seleccionada y los determinantes de la exposicién (variables
independientes).

Se construyeron varios modelos de regresion lineal multiple partiendo de
modelos saturados, para ajustar por los posibles factores de confusion que,
aunque no resultaran asociados de forma significativa en la regresion simple, por
definicion, ellos podrian haber sido afectados por otros factores al no considerar
otras variables, por ejemplo otros confusores, o modificadores de efecto, o serlo
ellos mismos.

Se presentaron modelos con grados de confiabilidad de 95 y 90%. Los
ultimos modelos predictivos, se desarrollaron por resultar de interés por las
tendencias presentadas respecto a los factores asociados con una significacion
marginal.

Para la construccion de los modelos de regresion lineal multiple es de gran
relevancia desarrollarlos a partir de modelos saturados, es decir incluyendo

inicialmente todas y cada una de las variables que fueron medidas. El analisis de
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regresion lineal simple sélo proporciona resultados orientativos, debido a que
representa un tipo de analisis no ajustado el cual, de acuerdo con los principios
epidemioldgicos y estadisticos, pueden representar efectos erroneos o espurios,
debido a que pueden estar influenciados por otros factores de confusién o
variables modificadoras de efecto.

Por otro lado, se podrian también obtener resultados espurios por
desarrollar modelos que no consideren la inclusion de todas aquellas variables
que pudieran ser factores de confusion o modificadores de efecto muy relevantes,
aunque en la mayoria de las veces no es posible medir todas las variables que

pueden serlo.

Modelos de regresién logistica multiple para el NTE y el NTEM

Los modelos de regresion logistica multiple fueron desarrollados en base a
dos criterios, el primero siguiendo los modelos de regresidon lineal multiple
introduciendo los predictores identificados en los diferentes modelos construidos
para el NTE y el NTEM.

Para el analisis de la presencia o ausencia de OC, se consideraron
expuestos a los individuos en cuyas muestras los plaguicidas OC estuvieran
presentes por encima del limite de cuantificacién, para evaluar la oportunidad
relativa (OR) “odds ratio”, que es un indicador de la magnitud del efecto probable
(Pérez-Hoyos, 2003). En el caso de que alguna variable dicotomizada o
policotomizada no resultara asociada significativamente, después de haberse
demostrado su asociacion en su forma continua, fue introducida de esta forma en
los modelos, para obtener modelos mejor ajustados dado que el andlisis de
regresion logistica permite la inclusién de variables en su forma continua (Pérez-
Hoyos 2003).

El segundo criterio para construir los modelos de regresion logistica fue a
partir de modelos saturados, es decir a partir de la inclusion de todas las variables
medidas en su forma dico o policotdmica, considerando la plausibilidad biolégica o
porque resultaron estadisticamente significativas en un 20%, o sea con el 80% de

confiabilidad.
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Desarrollo de la base de datos

La informacién se registré en cuestionarios precodificados en un programa
que permitié controlar por rangos entre los valores posibles. Se conformé una
base de datos integrada por las variables de todos los instrumentos a utilizar y los
resultados de las mediciones del laboratorio. Para el manejo de las bases se
prepard un manual de codificacion y captura de datos.

Se realiz6é un analisis exploratorio para revisar la calidad y congruencia de
los datos. Se revisaron las distribuciones de cada una de las variables y se
procedid a su correccidon si procedia. Aqui se realizaron las transformaciones
necesarias de las variables para ser usadas en los modelos.

La interaccion estadistica potencial de los niveles de xenobioticos (séricos)
asociados a la calidad del semen en humanos puede analizarse desde diversos
enfoques. Para analizar los datos disponibles de forma mas completa se realizé
un analisis de regresion lineal y logistica multiple, el primero para analizar el
incremento o decremento observado en el NTE y el NTEM, por unidad de cambio
en las variables independientes, en su forma lineal o estratificada, segun
correspondiera, como resultado de la interaccion entre los COPs y otros
determinantes asociadas con los parametros seminales.

Para el numero total de espermatozoides (NTE) y el NTE moviles (NTEM),
se estimaron las oportunidades relativas (OR) para el primer parametro: i)
presentar un NTE menor de 40 millones; y ii) una concentracién menor a 20
millones de espermatozoides, y para el segundo parametro: i) presentar un NTEM
menor a 40 y ii) presentar un NTEM menor a 20 millones.

Los parametros seminales se reclasificaron en dos categorias o mas (dico-
o policotémicamente) siguiendo los criterios o valores de referencia de la OMS.
Para la concentracion de esperma (<20 millones/ml) y la movilidad (<50% de
movilidad del esperma) y segun los criterios estrictos de morfologia (<4% de
esperma normal) (WHO 1999; Kruguer et al., 1988).

La significacion estadistica del término de interaccion se determina

calculando los valores de p en base a la prueba de Wald para el término de
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interaccion multiplicativo (Hosmer y Lemeshow 1989). Ademas, las probabilidades
de ocurrencia de los bajos parametros seminales de referencia se calcularon a
partir de los modelos de regresion logistica e incluyeron los principales
determinantes y xenobidticos con plausibilidad bioldgica y significantes desde el

punto de vista estadistico.

3.7 Consideraciones éticas

Aprobacion por los Comités de investigacion, bioseguridad y ética.

Todos los estudios en humanos se adhieren a la declaracion de Helsinki en
su ultima version. Siguiendo este criterio, nuestro protocolo fue revisado y
aprobado previamente por el Comité de Etica del Hospital Universitario San
Cecilio. Todos los participantes firmaron una carta de consentimiento informado, y
los datos fueron codificados bajo estrictas normas de confidencialidad y
anonimato. Las bases de datos fueron igualmente codificadas y los datos de
identificacion se mantienen separados. Los datos individuales no son revelados a
terceros, excepto cuando fuera aprobado por algun participante.

Ademas, se garantizaron los procedimientos estrictos de seguridad en
todos los procedimientos que involucraron manejo de muestras bioldgicas.

Todos los participantes potenciales en el estudio fueron informados acerca
de los objetivos y caracteristicas de éste, especialmente del tipo de informacién y
de las muestras bioldgicas que les serian solicitadas. La participacion en el
estudio fue voluntaria y se les informé que podrian abandonar en cualquier

momento, si asi lo deseaban.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se han descrito con anterioridad y de forma detallada en el trabajo de tesis
de Duran (2007), las caracteristicas antropométricas, sociodemograficas y de
estilo de vida, del grupo de jovenes participantes en este estudio, asi como las de
sus padres. También se han presentado los resultados de la exploracion
androldgica el analisis seminal, y los resultados de la bioquimica sanguinea de la
serie de jovenes participantes (Avivar Oyonarte et al., 2010; Avivar et al., 2004).
Por esta razon se presenta aqui tan so6lo un resumen de las principales
caracteristicas de los participantes, al considerarlas en los analisis estadisticos
siguientes.

La informacion de las variables antropométricas, sociodemograficas y de
estilo de vida, fue recogida a través de un cuestionario general estructurado y se
presenta en las tablas 4, 5 y 6. La informacion correspondiente a los resultados de
la exploracién androlégica, evaluada mediante la exploracidn uroldgica clinica, se
presenta en las tablas 7 y 8. Las tablas 9 y 10, muestran las caracteristicas de los
parametros seminales del analisis de las muestras de semen proporcionadas por
los jévenes, y, por ultimo, la informacion relacionada con el analisis morfolégico
del semen de un subgrupo de 115 jovenes se muestra en las tablas 11y 12.

Los resultados relacionados con las caracteristicas bioquimicas de los
perfiles lipidico y hormonal, determinados en suero, se pueden observar en las
tablas 13 y 14. Los datos acerca de la presencia, concentracion y correlacion de
los 18 OC determinados en el estudio, tanto para el grupo de individuos en que
alguno de los 18 compuestos fueron detectados, como para aquellos en los que
los plaguicidas estuvieron por debajo del limite de cuantificacién, se muestran en
las tablas 15 a 19.
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4.1.1. Caracteristicas antropométricas, sociodemograficas y de estilo de
vida.

Las caracteristicas antropométricas, sociodemograficas y de estilo de vida
son presentadas en las tablas 1 (en su forma continua) y 2 (en su forma

policotomica.

Edad

El nimero de anos de los sujetos incluidos en el estudio, cumplidos en la
fecha de la toma de las muestras no presentd una distribucion normal. La media
aritmética de los participantes fue de 20,75 afios, con una mediana de 20 en un
rango entre 18 y 23 afos. Esta variable se utiliz6 como tal, ya que ninguna

transformacion logré una distribucion normal de la misma (Tabla 4).

Peso

El grupo de jovenes presentd una media aritmética de peso, en el momento

del reclutamiento, de 75 Kg. en un rango entre 48 y 120 Kg. (Tabla 4).

Talla

La estatura en centimetros presenté una media de 177,7 cm, en un rango
de 156 a 197 cm. La distribucidén de estas dos ultimas variables (peso y talla) no
se considero de interés pues utilizamos el indice de masa corporal (IMC), que se

construye teniendo en cuenta el peso y la talla de cada individuo (Tabla 4).

Tabla 4. Medidas de tendencia central para la antropometria y consumo de tabaco

Variable N Media DE* Mediana Minimo Maximo
Edad 275 20,8 1,7 20,4 18,0 23,0
Peso 266 75,3 10,5 75,0 48,0 120,0
Talla 266 177,7 6,4 178,0 156,0 197,0
IMC 266 23,9 3,0 23,7 16,6 39,6
Cigarrillos/dia 86 7,8 5,5 5,5 1,0 20,0
ARos que fumo 109 3,6 1,8 3,0 1,0 9,0

*Desviacion estandar
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indice de masa corporal (IMC)

El indice de Quetelet (IQ o IMC es calculado mediante la estimacion del
peso en Kg dividido por la estatura en metros elevada al cuadrado, (Kg/m?),
presentdé una media de 23,9 Kg/m?, el cual se situd entre los limites de referencia
de normalidad segun la OMS (18,5-24,99 Kg/m?) (Tabla 4). Segun los criterios de
la OMS, el 30% de los jovenes presentaron algun grado de sobrepeso. Se logro
una distribucion normal al transformar el IMC a su inverso (1/IMC) (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas antropométricas, sociodemograficas y estilo de vida

Variable/Categoria N %
IMC

Normal, 18,5-24,99 188 71,2
Sobrepeso 25-29,99 68 25,8
Obesidad =230 8 3,0
Escolaridad

Primaria 10 3,9
Secundaria 17 6,6
Universidad 231 89,5
Trabajo

No 216 83,7
Si 42 16,3
Diurno 31 12,0
Nocturno 1 4,3
Residencia

Rural 38 14,7
Urbana 220 85,3
Consumo de tabaco

No 172 66,7
Si 86 33,3
Consumo cannabis

No 202 78,3
Si 56 21,7
Consumo de alcohol

No 81 31,4
Si 177 68,6
Percepcion del estado de salud

Muy buena salud 90 34,9
Buena salud 164 63,5
Mala salud 4 1,6
Enfermedad crénica

No 241 89,5
Si 17 6,6
Consumoé de medicamentos

No 169 65,5
Si 89 34,5
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Consumo de tabaco

Se clasificaron como fumadores soélo a aquellos jovenes que lo hacian
diaria o habitualmente. Los fumadores esporadicos fueron clasificados en el grupo
de no fumadores. De esta manera, 172 individuos (66,7%) se declararon no
fumadores y 86 sujetos (33.3%) fumadores. La media y la desviacion estandar
(DE) del numero de cigarrillos consumidos por dia fue de 7,815,5. En relacion al
tiempo que refirieron haber fumado fue de 3,6 (£1,8) afios, con una mediana de 3
afios (Tabla 4).

Consumo de Cannabis y derivados

El 78% de los participantes informaron no ser consumidores de Cannabis o
algun derivado, mientras que el 22% declararon consumirlo habitualmente (Tabla
5).

Consumo de alcohol

Los sujetos que informaron consumir alcohol diariamente o de forma
habitual, fueron clasificados como consumidores de alcohol, mientras que los que
bebian esporadicamente se clasificaron como no consumidores. Un tercio de los
participantes no consumia bebidas alcohodlicas y dos tercios lo consumian
habitualmente (Tabla 5).

Nivel de estudios

El nivel de estudios se clasifico en tres categorias de acuerdo con el criterio
de si contaban con estudios primarios, secundarios y universitarios. El 89% se
encontraban realizando estudios universitarios y 10 individuos, tenian estudios

primarios. Otros 17 declararon estudios secundarios (Tabla 5).
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Actividad laboral

En cuanto a la actividad laboral, 42 jévenes (16,3%) refirieron algun trabajo
remunerado, 11 de los cuales lo realizaban por un horario nocturno y el 31
restante, con horario diurno, lo que representé 4,3% y 12,0%, respectivamente
(Tabla 5).

Residencia de los jovenes en el momento del reclutamiento

La residencia de los jévenes fue clasificada en la forma descrita en la
seccion de Materiales y Métodos resultando que la mayoria de jovenes vivian en

areas urbanas (85,3%) y solo el 14,7% residian en zonas rurales (Tabla 5).

Percepcion del estado de salud de los participantes

Para clasificar la percepciéon del estado de salud se establecieron cuatro
categorias: muy buena, buena, mala y muy mala. La mayoria de los jévenes
consideraron tener buena salud, 90 (34,9%) la consideraron muy buena, 164
(63,5%) refirieron que su salud era “buena” y sélo 4 individuos (1,6%) reportaron

una salud mala. Ninguno consideré tener una salud “muy mala” (Tabla 5).

Enfermedad crénica a lo largo de la vida

La mayoria de participantes refirieron no haber padecido ninguna
enfermedad cronica a lo largo de su vida (89,5%) y s6lo 17 describieron tener

alguna. (Tabla 5).

Otras enfermedades a lo largo de la vida

Entre las enfermedades habituales referidas destacan las infecciones
bacterianas (n=61), dolores de algun tipo (n=29) y sélo 3 participantes

mencionaron alguna enfermedad relacionada con el metabolismo (Tabla 5).
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Consumo de medicamentos en los uGltimos tres meses.

El uso de medicamentos durante los tres meses previos a la toma de
muestras fue referido por 89 participantes. El tipo de farmaco informado fue:
antibidticos por 15 sujetos (5,8%), analgésicos por 37 sujetos (14.3%),
antihistaminicos por 10 jovenes (3,9%), los suplementos vitaminicos vy
antidepresivos por 2 individuos para cada tipo (0,8%), mientras que anti-
inflamatorios, antivirales, compuestos hormonales, y antitumorales fueron
referidos por un solo individuo para cada grupo (0,4%). Por ultimo el 7,0% no

pudo identificar la medicacién que habia tomado (Tabla 5).

Duracion de la gestacion de los jovenes.

La duracidon de la gestacion fue reclasificada segun ocurriera el
alumbramiento pretérmino y postérmino, <37 semanas o mas, respectivamente,
siguiendo los criterios de la OMS. La mayoria de los sujetos (92%) nacié a

término y so6lo el 8% informo6 que habia nacido prematuramente (Tabla 6)

Tabla 6. Datos sociodemograficos y de estilo de vida de los Padres

Variable/Categoria n %
imiento del joven
Término 237 91,9
Pre-término 21 8,1
Residencia de la madre durante la gestacion del joven
Rural 51 19,8
Urbana 207 80,2
Residencia de nacimiento de la madre
Rural 76 29,5
Urbana 182 70,5
Residencia de nacimiento del padre
Rural 69 26,7
Urbana 189 73,3
Consumo de tabaco de la madre durante su embarazo
No 221 85,7
Si 15 5,8
No lo supo 22 8,5
Trabajo de la madre durante la gestacion del joven
No 158 61,2
Si 59 22,9
No lo supo 41 15,9
Tipo de trabajo materno durante la gestacién del joven
Intelectual 13 22,2
Manual 34 57,6
Agricola 8 13,6
No se especifica 4 6,8
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Residencia de la madre durante el embarazo

Durante la gestacion del participante, el 80,2% de las madres residia en

centros urbanos mientras que solo el 19,8% vivia en areas rurales (Tabla 6).

Lugar de nacimiento de la madre

La mayoria de las madres habia nacido en areas urbanas (70,5%) y cerca

del 30% en areas rurales (Tabla 6).

Consumo de tabaco de la madre durante la gestacion del participante

El 5,8% de los sujetos informaron que su madre fumaba durante la
gestacion. El 8,5% no supieron responder a la pregunta de si su madre fumaba
(Tabla 6).

Trabajo de la madre durante la gestacién del participante.

El 61,2% de los participantes informaron que su madre no trabajo fuera del

hogar durante su gestacion (Tabla 6).

Tipo de trabajo que realizaba la madre durante el embarazo

Las 59 madres que trabajaban fuera de casa se clasificaron en tres
subcategorias: 13 madres se dedicaban a un trabajo intelectual (22,2%), 34
madres a uno de tipo manual (57,6%). Y, finalmente, 8 de ellas (13,6%)

realizaban actividades agricolas (Tabla 6).

El lugar de nacimiento del padre

De acuerdo con el criterio descrito en la Seccién de Material y Métodos, la

mayoria de los padres nacieron en localidades consideradas urbanas (73,3%) y
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s6lo poco mas de la cuarta parte de los padres (26,7%) habian nacido en nucleos

rurales (Tabla 6).

4.1.2 Exploracion andrologica

Volumen de los testiculos

En la Tabla 7 se muestra los resultados del volumen testicular en su forma
continua, determinado como parte de la exploracion androldgica, exploracién que

fue realizada en 265 de los 280 participantes del estudio.

Tabla 7. Medidas de tendencia central del volumen testicular

Variable N Media DE Mediana Minimo Maximo
Volumen testiculo derecho (ml) 264 18,5 4.6 20 10 25
Volumen testiculo izquierdo (ml) 265 18,5 4,6 20 8 25

Con la utilizacién del orquidometro se pudo constatar que los jovenes
presentaron un volumen testicular medio de 20 ml. Cerca del 3% de los sujetos
mostraron un tamano menor al establecido como volumen de referencia (12 ml)
en alguno de los testiculo (Tabla 7). En la Tabla 8 se describen otras

caracteristicas de la exploracion andrologica.

Cicatriz en la zona inguinal o genital

El 6% de los jovenes presentaron algun tipo de cicatriz en la zona inguinal

o genital, la mayoria por fimosis o hernia inguinal (Tabla 8).

Estadios de Tanner

Casi todos los jovenes (99%) de la poblacion de estudio presentaron un
estadio correspondiente a la madurez sexual, es decir estadios 4 y 5 de Tanner
(Tabla 8).
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Exploracion del pene

Tan so6lo 2 individuos presentaron un pene de tamafo inferior a la

normalidad y no se detectaron casos de hipospadias (Tabla 8).

Consistencia de los testiculos

Casi todos los jovenes (99%) mostraron una consistencia testicular normal.
En tres casos se detectd una dureza particular y/o especialmente blandos en

otros tres individuos (Tabla 8).

Presencia de tumores

En uno de los jévenes participantes se detectdé una masa tumoral testicular
sospechosa palpable. El participante fue derivado al especialista, siguiendo el

protocolo propuesto para los casos de especial consideracion (Tabla 8).

Epididimo
La principal anomalia detectada fue la presencia de quistes en el

epididimo, los cuales se detectaron en el 3% de los jovenes participantes (Tabla
8).

Vasos deferentes

Los conductos deferentes fueron palpables en 241 de los jévenes (90,9%),

y en solo 24 individuos (9,1%) no se detectaron claramente (Tabla 8).

Varicocele

La presencia de varicocele (derecho, izquierdo o en ambos lados), en

cualquiera de sus distintos estadios, estuvo presente en 27(10,3%) de los jovenes
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participantes; mientras que el resto (89,7%) no presento esta circunstancia (Tabla
8).

Hidrocele

En nuestra poblacion de estudio, sdlo se detectaron dos casos de

hidrocele, lo que se corresponde con un 0,7% del total (Tabla 8).
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Tabla 8. Exploracion androlégica

Variable/Categoria n %
Cicatriz

Presente 15 5,7

Ausente 250 94,3
Estadio Tanner

Nivel 3 1 0,4

Nivel 4 3 1,1

Nivel 5 261 98,5
Tamaio Pene

Normal 263 99,3

Anormal 2 0,8
Ubicacion del testiculo derecho

Bajo en el escroto 249 94,0

Alto en el escroto 14 53

En el canal inguinal 1 0,4

No palpable/ausente 1 04
Ubicacion del testiculo izquierdo

Bajo en el escroto 242 91,3

Alto en el escroto 22 8,3

En el canal inguinal 1 0,4

No palpable/ausente 0 0
Uno de los testiculos fuera del escroto 33 12,5
Ambos testiculos fuera del escroto 8 3,0
Consistencia del testiculo derecho

Normal 260 99,2

Blanda 1 0,4

Dura 1 0,4
Consistencia del testiculo izquierdo

Normal 260 98,5

Blanda 2 0,7

Dura 2 0,7
Volumen del testiculo derecho

212 ml 255 97,3

<12 ml 7 2,7
Volumen testiculo izquierdo

212 ml 250 97,0

<12 ml 8 3,0
Presencia de tumores

Si 1 0,4

No 264 99,6
Epididimos

Normal 256 97,0

Anormal (uno o ambos) 8 3,0
Vasos deferentes

Palpables 241 90,9

No palpables 24 9,1
Varicocele

Ausente 238 89,8

Presente 27 10,2
Hidrocele

Ausente 263 99,3

Presente 2 0,7
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4.1.3. Analisis de las muestras de semen

Los parametros seminales que se presentan en las tablas 9 y 10,

corresponden a muestras individuales de semen de los 273 jévenes estudiados.

Se presentan las caracteristicas macroscopicas, quimicas y citolégicas, asi como

otras variables indicadoras de la calidad seminal ademas del tiempo de recogida y

otras caracteristicas cronologicas.

Tabla 9. Medidas de tendencia central de los parametros seminales

Variable N Media DE Mediana Minimo Maximo
Tiempo de abstinencia (hrs) 273 75,3 39,7 67,0 24,0 336,0
Ph 273 7.4 0,3 7,5 6,7 8
Volumen eyaculado (ml) 273 3,1 1,5 3,0 0,4 9,8
Células redondas 273 2,34 3,56 1 0 28
Concentracion espermatica 273 72,0 70,1 51 0 420
(CE) (millones/ml)
NTE (millones) aritmético 273 2426 575,4 148,8 8964
NTE (millones) geométrico 273 117,4 2,7 148,8 8964
Movilidad
“Tipo a”(%) 272 29,9 18,5 28 78
“Tipo b”(%) 272 18,0 8,0 17,5 51
“Tipo c¢”(%) 272 10,9 4,8 10,0 45
“Tipo d” inmovilidad(%) 272 42,6 15,7 40 12 100
Progresiva “a+b”(%) 272 47,9 17,3 49 86
Total “a+b+c”(%) 272 58,6 16,7 60 89
NTEM geométrica 272 66,5 4,6 86,1 0 5916,2

Volumen eyaculado

El volumen de eyaculado es de una de las caracteristicas que componen

las dos variables de resultado que se analizan en el presente trabajo. En la Tabla

9, se muestra solo con fines descriptivos y se reclasifica en categorias de acuerdo

a criterios establecidos por la OMS (menor o mayor o igual a 2 ml). En nuestra

poblacion de estudio el volumen presentd una media aritmética de 3,0 ml, con una
DE de 1,5 y una mediana de 3,1 ml (Tabla 9). Cerca del 80,0% de la poblacion

presentd un volumen normal de eyaculado, es decir igual o superior a 2 ml,
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mientras que poco mas del 20% (60 de los 273 participantes), presentaron un

volumen menor a 2 ml (Tabla 9).

Concentracion espermatica (CE)

La CE, establecida como el cociente entre el numero total de
espermatozoides (NTE) y el volumen total de semen eyaculado, no presentd una
distribucion normal, ni utilizando los datos crudos ni con alguna transformacion
numeérica. Al igual que en el caso anterior, esta variable se presenta en la Tabla 9
con fines descriptivos. La concentracion espermatica para la poblacion total
presentd una media aritmética de 72 millones de espermatozoides por mililitro de
semen, con una mediana de 51 millones, y un rango de 0 a 420 millones de

células (Tabla 9).

Atendiendo a las recomendaciones de la OMS (OMS, 1999), como sub-
clasificacion de referencia se construyé una variable dicotomica basada en
concentraciones menores y mayores o iguales a 20 millones/ml. El primer grupo
estuvo formado por 51 sujetos (18,7%) y en el segundo grupo se clasificaron 222
individuos (81,3%) (Tabla 10). Esta fue una de las variables seleccionadas para
realizar la regresion logistica multivariante con objeto de determinar Ia
oportunidad relativa (OR) de presentar una concentracion menor a 20 millones de
espermatozoides, lo que clasificaria a los sujetos de estudio con una mala calidad

seminal.

Movilidad espermatica

Aunque se ha descrito previamente en la Seccion de Material y Métodos,
de forma resumida se clasifica la movilidad en 4 categorias, a) movilidad
progresiva rapida, b) movilidad progresiva lenta, c) movilidad no progresiva, y d)
inmovilidad; ademas considera las variables aditivas, que son i) la velocidad
progresiva a + b, y ii) la movilidad total o movilidad a + b + c.

La movilidad progresiva rapida (>25 pym/seg), o movilidad espermatica “tipo

a” 6 Q+++, no presentd una distribucidon normal tras haber intentado diversas
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transformaciones numéricas; sin embargo dado que esta variable era uno de los
determinantes analizados frente al numero total de espermatozoides (NTE), se
incluyé su transformacion logaritmica para reducir la asimetria. La media del
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva rapida resulté ser del
29,9%, con una mediana del 28% en un rango de 0 a 78% (Tabla 9).

Una vez descrita esta variable, la movilidad “tipo a” fue reclasificada de
acuerdo a criterios de la OMS, que establece el punto de corte segun la presencia
de un porcentaje menor o, mayor o igual al 25%. En nuestra poblacion de estudio,
112 jovenes (41,2%) presentaron una movilidad “tipo a” inferior al 25% vy el resto
estuvo por encima (160 sujetos, el 58,8%) (Tabla 10).

La movilidad progresiva lenta, “tipo b”, o Q++ que agrupa a las muestras
con espermatozoides con una velocidad de 10-25 ym/seg, tampoco mostré una
distribucion normal, ni se logré tras diferentes transformaciones empleadas.
Presentdé una media aritmética del 18,0% y una mediana de 17,5% en un rango
de 0 a 51% (Tabla 9).

La movilidad progresiva a+b, es la suma aritmética de la movilidad “tipo a” y
la de “tipo b”, y equivale al porcentaje de espermatozoides que tienen capacidad
de progresion. La movilidad a+b alcanzé una media del 47,9% (x17,3), y una
mediana del 49%, en un rango de 0 a 86% (Tabla 9). Esta variable mostré una
distribucion normal. Nuevamente siguiendo los criterios de OMS, la movilidad
progresiva a+b fue reclasificada en dos categorias: i) movilidad progresiva, para
aquellas muestras que presentaran un valor menor al 50%, y ii) movilidad
progresiva para aquellas con un valor mayor o igual a este porcentaje. Un grupo
de 134 sujetos presentaron movilidad progresiva baja (49,3%) y 139 presentaron
una movilidad progresiva alta (50,7%) (Tabla 10).

Por ultimo, también se utilizd otra reclasificacion siguiendo los criterios de
OMS, construida a partir de la movilidad espermatica tipo a y la movilidad
progresiva a+b, que denominamos movilidad a y a+b bajas. Se construyeron dos
categorias: i) una correspondiente a aquéllas muestras con una movilidad a <25%
y una movilidad progresiva a+b <50%, vy ii) otra para los que no cumplieran esta

condicion. De acuerdo a este criterio presentaron una movilidad a y a+b bajas 104
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(38.2%) muestras, mientras que 168 (61,8%) fueron clasificados en la segunda
categoria (Tabla 10).

La movilidad no progresiva (<10 um/seg) o movilidad “tipo ¢”, present6 una
media de 10,9% (4,8%) y una mediana del 10%, con un rango del 0 a 45%, segun
se muestra en la Tabla 9. La movilidad c, tampoco presenté una distribucion
normal en su forma cruda o con alguna transformacion numérica, por lo que
también se analiz6 con su transformacion logaritmica como se hizo para todos los
tipos de movilidad.

La movilidad total es el resultado de la suma aritmética de las movilidades
tipo a, b y c, y refleja el porcentaje de espermatozoides con algun tipo de
movilidad. La movilidad total no present6 una distribucion normal, y aunque
también se transformé a su logaritmo neperiano, se presentan los datos
aritméticos para fines de comparaciéon (Tabla 9). Se construydé también como
variable dicotdmica en menor o mayor o igual a una movilidad de 50%. Siguiendo
este criterio solo 70 jovenes (25,6%) presentaron un nivel inferior al 50% de
movilidad y 202 participantes (74,3%) mostraron un valor superior, que no debe
confundirse con la mediana, la cual divide a la poblacién en el 50% de los
individuos (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros seminales dicotomicos

Variable N %
CE < 20 millones/ml 51 18,7
2 20 millones/ml 222 81,3
NTE <40 millones 48 17,6
> 40 millones 225 824
NTEM < 40 millones 79 29,0
< 20 millones 51 18,8
Movilidad “tipo a” <25 % 112 412
225% 160 58,8
Movilidad Progresiva (a+b) (%) <50% 134 491
250% 139 50,9
Movilidad Baja a <25% y a+b <50% 168 61,8
a 225% y/o a+b 250% 104 38,2
Movilidad Total a+b+c (%) <50 % 70 256
>50 % 202 74,3
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La movilidad tipo d, o inmovilidad, es el porcentaje de espermatozoides que
no presentan ninguna movilidad. No presenté una distribucion normal, pero su
transformacién en la raiz cuadrada si la tuvo y asi fue utilizada en los analisis
estadisticos posteriores. No obstante se presentan aqui los datos aritméticos para
fines de comparacion. El valor medio de la movilidad tipo “d” se situa en el 42,6%
(15,7), una mediana del 40%, con un rango de 12 a 100% (Tabla 9).

Indicadores de calidad seminal seleccionados
i) El numero total de espermatozoides (NTE) vy,

ii) El niumero total de espermatozoides moviles (NTEM).

El nimero total de espermatozoides (NTE) es uno de los mejores
marcadores de la calidad seminal de acuerdo a la literatura disponible, por lo que
ha sido una de las variables seleccionadas para construir los modelos predictivos
de regresion lineal y logistica multiples, tanto en su forma continua como en su
forma categodrica. EI NTE se ha utilizado en este trabajo para evaluar el efecto de
los factores de confusion, modificadores de efecto, covariables y otros predictores
de la calidad seminal en la serie estudiada.

La variable NTE se expresa en millones de espermatozoides eyaculados.
Se estima a partir del producto de la concentracién de espermatozoides por el
volumen total eyaculado. Esta variable no present6 una distribucion normal, ni en
su forma cruda o con alguna de sus transformaciones numeéricas, pero fue
transformada en su logaritmo neperiano para reducir la dispersion y la asimetria y
realizar un analisis mas robusto.

El NTE presentd una media aritmética y desviacion estandar de 242,6
(+575,4) millones de espermatozoides, con una mediana de 148,8 en un rango de
0 a 8964 millones. EI NTE presentd una media y desviacion estandar geométricas
de 117,4 (+2,7) millones de espermatozoides (Tabla 9). Cuando la variable fue

reclasificada en un NTE menor o mayor o igual a 40 millones de espermatozoides,
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en el primer grupo quedaron incluidos 48 individuos (17,6%), mientras que para el
segundo se registraron 225 jévenes (82,4%) (Tabla 10).

El numero total de espermatozoides méviles o NTEM presentd una media
aritmética de 158,6 millones de espermatozoides méviles (+15,7), con una
mediana de 86,6, en un rango de 0 a 5 916 millones de espermatozoides moviles.
Esta variable tampoco presentd una distribucién normal, por eso fue transformada
a su logaritmo neperiano para todos los analisis con el fin de reducir la asimetria.
El NTEM mostré una media y desviacion estandar geométricas de 69,7 y (+4,1)
millones de espermatozoides maviles, respectivamente (Tabla 9).

Para el NTEM también se construyeron dos variables dicotdmicas, aunque
no se realizé en base a criterios de la OMS. Se emplearon: i) presentar un NTEM
menor 40 millones, o un numero mayor o igual a esta cifra, y ii) presentar menos
de 20 millones, o una cantidad mayor o igual a esta cifra. En el primer caso
resultaron incluidos 79 de los individuos (29%) que presentaron menos de 40
millones en el NTEM y 193 jovenes presentaron un nivel mayor o igual en el
NTEM. En la segunda variable 51 individuos (18,8%) presentaron un nivel por
debajo de 20 millones en el NTEM, y 221 presentaron un nivel igual o superior a
esta cifra (Tabla 10).

Para estimar el NTEM, la OMS propone un sistema simple para clasificar la
movilidad espermatica sin necesidad de manipulaciones o algoritmos complejos.
La movilidad total o movilidad a + b + c, fue la utilizada para constituir el NTEM, ya
que de acuerdo con estudios recientes (Crazzolara, et al., 2007), los mejores
marcadores de la calidad seminal serian los generados a partir de varios
parametros y, en este caso, la variable resulta del producto de la movilidad total y
el NTE, que a su vez esta formado por otros dos, el recuento de espermatozoides

y el volumen eyaculado.

Estacion del aiio de recogida de la muestra

De las 273 muestras recogidas, 74 se obtuvieron en primavera (27,1%), 21
en verano (7,7%), 132 en otono (48,4%) y 46 en invierno (16,9%) (Tabla 11).
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Tabla 11. Descriptiva de la muestra de semen

Variable/Categoria

n

%

Estacion del aio

Primavera
Verano
Otofo
Invierno
Abstinencia
< 48 horas
=48 horas
pH
pH=>7,2
pH<7,2
Licuefaccion completa
Si
No
Viscosidad Normal
Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3
Volumen eyaculado
<2ml
22 ml
Aglomeraciones
Nivel 0
Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3

74
21
132
46

19
254

231
42

256
17
220
17
15
21

60
213

209

31
10

271

48,4
16,9

7,0
93,0

84,6
15,4

93,8
6,2
80,6
6,2
55
7,7

22,0
78,0

76,8

11.4
37

Tiempo de Abstinencia

El tiempo de abstinencia observado para los 273 jovenes del estudio que

dieron la muestra de semen, presenté un valor medio y una desviacion estandar

de 75,3 (£39,4) horas, en un rango de 24 horas a 14 dias. La abstinencia no

presentd una distribucion normal, y fue reclasificada en cuartiles y como variable

dicotdomica, formada por los que reportaron una abstinencia < 6 = 48 horas,

atendiendo a las recomendaciones de la OMS. Sélo 19 individuos (7,0%) fueron

clasificados en el primer grupo, es decir, aquellos que tuvieron una abstinencia

menor a las 48 horas. El resto, 254 pertenecieron al segundo grupo (93,0%). A

excepcion de dos jovenes que presentaron una abstinencia entre 24 y <38 horas,

la mayoria de ellos presentaron una abstinencia en un rango de 38 a 47 horas

(Tabla 11).
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Acidez-alcalinidad de las muestras (pH)

El potencial de hidrégeno o potencial acido-base de las muestras, no
presentd una distribucion normal. Esta variable se analizé tanto en forma
continua, como de manera dicotdomica, estableciendo como punto de corte por
encima y por debajo (< 6 =) de pH 7,2. La mayoria de las 231 muestras de semen
presentaron un pH superior a 7,2 (84,6%) y sélo 42 jévenes presentaron un pH

ligeramente mas acido (15,4%) (Tabla 11).

Licuacion/viscosidad

El semen alcanza normalmente la licuacion total durante el tiempo de
analisis, pero cuando no es asi, podria relacionarse con problemas en la calidad
seminal. En 256 sujetos (93,8%) la muestra presentd una licuefaccion completa,
mientras que en 17 muestras (6,2%) este proceso no fue completo. La viscosidad,
como se indicd en la Seccion de Material y Métodos, fue reclasificada en 4
niveles: 220 individuos presentaron un valor de 0, establecido como nivel de
referencia (80,6%), y coincididé con aquellos cuya muestra caia de la pipeta
formando gotas o un filamento de menos de 2 cm. En los niveles 1, 2 y 3 se
registraron 17 (6,2%), 15 (5,5%) y 21 (7,7%) muestras, respectivamente (Tabla
11), es decir para aquellos en los que las muestras formaban un filamento de 2 a
5 cm (viscosidad de 1), filamento de entre 5 y 10 cm (nivel 2), y filamentos

superiores a 10 cm (nivel 3 o de alta viscosidad).

Aglomeraciones

Las agrupaciones de espermatozoides y otros componentes del semen se
conocen como agregaciones o aglomeraciones. Este proceso se reclasifico en 4
niveles, asignando el valor 0 al nivel de referencia o de no aglomeracion, que
incluy6 a 209 muestras, (76,8% del total), y los niveles 1, 2 y 3 fueron asignados a
22 (8,1%), 31 (11,4%) y 10 (3,7%) muestras, respectivamente (Tabla 11).
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Presencia de células redondas

Las células redondas son elementos celulares no espermaticos que
pueden estar presentes en las muestras de semen; su concentracion se expresa
en millones/ml. Esta variable presenté una media aritmética de 2,34 y una DE de

3,56, con un rango de 0 a 28 millones/ml (Tabla 9).

4.1.4. Analisis de la morfologia del semen

Morfologia espermatica

A pesar de que la determinacion de las caracteristicas de la morfologia
espermatica son referidas como muy buenos indicadores de la calidad seminal y
por ello de la salud reproductiva masculina, estas caracteristicas solo se pudieron
medir en menos del 50% del total de las muestras (n=115), lo que ha reducido el
numero total de individuos incluidos en los modelos de regresion lineal y logistica
multiples realizados para la variable NTEM. Los resultados de la morfologia

espermatica se presentan en las tablas 12 y 13.

Entre los parametros medidos se incluyeron los siguientes:

. Porcentaje de espermatozoides normales (PEN),

. Porcentaje de espermatozoides anormales (PEA),
. Porcentaje de cabezas anormales (PCA),

. Porcentaje de restos citoplasmaticos (PRC),

. Porcentaje de flagelos anormales (PFA),

. Porcentaje de crestas intermedias anormales (PIA),

. indice de teratoazoospermia (IT).
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Formas normales

El porcentaje de espermatozoides normales (PEN) mostré un valor medio
del 13,8%, con una mediana de 13%, en un rango de 0 a 34%. Como esta
variable presenté una distribucion normal, no preciso de ninguna transformacion y
asi fue utilizada para los analisis posteriores (Tabla 12). De acuerdo a los criterios
de la OMS el porcentaje de formas normales fue reclasificado en < 6 > a 4%, ya
que se ha referido que la capacidad reproductora puede verse comprometida en
aquellos individuos verse con un PEN < 4%, por lo que la OMS ha recomendado
que se utilice ésta como un indicador de una pobre calidad seminal. Segun este
criterio, 15 jovenes del estudio (13%) fueron incluidos en la primera categoria
(Tabla 13).

Tabla 12. Medidas de tendencia central de la morfologia espermatica

Variable n Media DE Mediana Minimo Maximo
PEN 115 13,8 8,0 13 0 34
PEA 115 86,3 8,1 87 64 100
PCA 115 92,3 6,9 94,4 62,9 100
PRC 115 3,4 2,9 29 0,0 18,9
PFA 115 7,2 6,6 5,4 0,0 39,6
PIA 115 26,0 8,6 26,0 34 50
IT 115 1,3 0,01 1,3 0.9 1,7

El porcentaje de espermatozoides anormales (PEA) presentd una
distribucién normal, y una media aritmética de 86,3% con una DE de 8,1, con un
rango de 64 a 100% (Tabla 12).

El porcentaje de cabezas anormales (PCA) tuvo distribucién normal, y una
media aritmética de 92,3%, una mediana de 94,4%, con un rango de 62,9 a 100
(Tabla 12).

El porcentaje de restos citoplasmaticos (PRC) en la poblacién de estudio

tampoco presentd una distribucidon normal, pero ésta se logr6 con su
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transformacion mediante la raiz cuadrada. Presenté una media aritmética de 3,4%
y una mediana de 2,9% (Tabla 12).

El porcentaje de flagelos anormales (PFA) en la poblacién de estudio no
presentd una distribucion normal ni se pudo alcanzar con alguna transformacion
numerica, por lo que en los analisis posteriores se usaron los datos crudos. La
media aritmética fue de 7,2%, la mediana de 5,4% en un rango de 0 a 39,6%
(Tabla 12).

El porcentaje de crestas intermedias anormales (PIA) no presentd una
distribucion normal aunque tampoco una gran dispersién, por lo que los datos
crudos fueron utilizados en los analisis estadisticos posteriores.

Por dultimo, el indice de teratoazoospermia (IT) no presentd una
distribucion normal, pero si se logré alcanzarla mediante la transformacion en su

raiz cuadrada. El valor medio fue de 1,3 y la mediana idéntica (Tabla 12).

Tabla 13. Porcentaje de formas normales menor a 4%

Variable/Categoria n %
PEN < 4% 15 13,0
PEN > 4% 100 87,0

4.1.5 Determinaciones bioquimicas y hormonales en sangre

De acuerdo con el protocolo del disefio del estudio, la muestra de sangre
fue obtenida en el momento de la exploracion fisica de los jévenes y de la
recogida de la muestra de semen. La muestra de sangre fue analizada para
determinar el perfil lipidico y hormonal, asi como la exposicidon de los sujetos de
estudio a los contaminantes medioambientales de interés. En cuanto al perfil
lipidico y hormonal, los datos numéricos de sub-muestras de 148 y 253 individuos,
respectivamente, son presentados en las tablas 14 y 15. Del perfil de lipidos

fueron determinados el contenido de colesterol total, triglicéridos, LDL y HDL, y
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para las hormonas se determinaron los niveles de inhibina B, FSH, LH,

testosterona y globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG).

Colesterol total, HDL, LDL y triglicéridos en suero

Los valores de colesterol total, triglicéridos y las lipoproteinas de alta y de

baja densidad en sangre, se muestran en la Tabla 14.

El valor medio para colesterol total en los jévenes participantes fue de
167,4 mg/dl con una mediana de 162 mg/dl. Los triglicéridos presentaron una
media de 112,8 mg/dl y una mediana de 97 mg/dl (Tabla 14).

Entre los lipidos de alta y de baja densidad (HDL y LDL, respectivamente),
los LDL mostraron una media aritmética de 94,2 mg/dl, con una mediana de 88,5
mg/dl, mientras que la media de los HDL fue de 51,9 mg/dl, con una mediana de
50,0 mg/dl (Tabla 14). En ambos tipos los valores obtenidos para la poblacion de
estudio se encuentran dentro de los niveles indicados como dentro de la
normalidad, aunque la media de los HDL parece ligeramente por encima de lo
establecido (colesterol HDL > 45 mg/dl y colesterol LDL < 130 mg/dl) (Tabla 14).

Ninguno de los parametros presenté una distribucion normal, por lo que los
datos numéricos se transformaron a su logaritmo neperiano, con lo cual si se

obtuvo esa distribucion.

Tabla 14. Medidas de tendencia central de los datos bioquimicos sanguineos

Variable n Media DE Mediana Minimo Maximo
Colesterol total (mg/dl) 145 167,4 31,9 162 110 279
Triglicéridos (mg/dl) 145 110,5 48,7 97 27 253
LDL (mg/dl) 145 94,2 26,1 88,5 46 190,6
HDL (mg/dI) 145 51,9 10,1 50 31 85

Valores de referencia:
Colesterol total < 200 mg/dl y triglicéridos < 200 mg/dl, HDL > 45 mg/dl y LDL < 130 mg/dI
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Perfil hormonal masculino

Los niveles séricos de las hormonas del eje reproductivo masculino (Eje
hipotalamo, hipdfisis, gonadas), asi como el perfil hormonal sérico incluyé la
determinacién de la inhibina B, la hormona luteinizante (LH), la hormona
estimulante del foliculo (FSH), la testosterona y la globulina transportadora de
hormonas sexuales (SHBG), cuyos valores se muestran en la Tabla 15.

La inhibina B mostré un valor medio de 174,2 pg/ml y una mediana de 163
pg/ml. No present6 una distribucion normal con ninguna transformacién numérica
pero en el analisis estadistico se utilizd la transformacién logaritmica para reducir
la asimetria (Tabla 15).

La LH presenté una media aritmética de 4,1 UI/L, con una DE de 10,5 Ul/l y
una mediana de 3,8 UI/L, con un rango de 6 a 74,0 UI/L. La transformacion a su
logaritmo neperiano mostré una distribucién normal, por lo que en esa forma fue
utilizada para los analisis estadisticos posteriores (Tabla 15). La FSH presento
una media de 3,1 Ul/l y una mediana de 2,8 Ul/l y tampoco presentdé una
distribucién normal ni con alguna transformacion.

La SHBG presentd una media aritmética de 30,3 nmol/l y una mediana de
29,5 nmol/L. Su raiz cuadrada mostré una distribucién normal, por lo que esta
transformacion fue incluida en el analisis estadistico posterior (Tabla 15). La
testosterona presenté una media aritmética de 24,9 nmol/l y una mediana de 23,8
nmol/l. La distribucién normal se obtuvo con la transformacién logaritmica de la

variable, que fue utilizada en el analisis estadistico posterior (Tabla 15).

Tabla 15. Valores hormonales en muestras de sangre

Variable N Media DE Mediana  Minimo  Maximo
Testosterona (nmol/l) 253 24,9 8,4 23,8 9,2 59,0
SHBG (nmoll/l) 253 30,3 10,5 29,5 6 74,0
Inhibina B (pg/ml) 253 1742 66,8 163 1 425
LH (UIn) 253 4,1 1,8 3,8 1,2 11,0
FSH (UIn) 253 3.1 1,7 2,8 0.4 10,6
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Tabla 16. Valores hormonales y equivalentes normales

Parametros Sl Convencional (C) |Factor de Conversion (CF) CF x C = SI
0.9-15 IU/L

FSH 15-10.3 |U/L 0.9-15 miU/mL —
1.3-13 IU/L

LH 19397 U/L 1.3-13 mIU/mL —

Inhibina B

SHBG 13.5-57.4 nmol/L

Testosterona 10-35 nmol/L 3—-10 ng/mL 3.467

(Bjerner et al., 2009).

4.2 Exposicion a plaguicidas organoclorados

La concentracion de residuo de los plaguicidas OC seleccionados para el
estudio fue determinada en una sub-muestra de 224 jévenes que proporcionaron
muestras de sangre para el analisis. Las medidas de tendencia central para estos
plaguicidas, ajustadas por lipidos han sido descritas previamente en el trabajo de
tesis de Duran (2007). Los resultados de los analisis de los plaguicidas OC,
expresados en ng/ml, se muestran de forma resumida en las tablas 12 a 16 y en

la Figura 1.

Numero de residuos detectados por muestra

Todas las muestras de suero analizadas contenian al menos un plaguicida
en concentracién cuantificable. La mediana del niumero de plaguicidas detectados
por muestra fue de 11, con un rango comprendido entre 4 y 17. La mayor parte de

jévenes mostro entre 10 y 14 residuos de plaguicidas analizados.

Concentracion de residuos de plaguicidas organoclorados

El compuesto detectado con mayor frecuencia fue el p,p’-DDE, el cual se
detectdé en un 97% de las muestras de suero y estuvo presente en 208 individuos.
Le sigue la vinclozolina que se detectd 206 sujetos (96%) y el endosulfan diol
presente en 197 jévenes (92%). Por otra parte, el plaguicida menos frecuente fue

el o,p"-DDT que fue detectado en soélo 43 sujetos (19% de la muestra). Este
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compuesto fue seguido por el endosulfan Il y el mirex, que se detectaron en 77 y
78 jovenes (34.4 y 34.8%), respectivamente (Tabla 17).

Las concentraciones de los plaguicidas OC, cuando se incluyeron sélo los
individuos que presentaron niveles por encima del limite de deteccién, situan en
primer lugar al endosulfan diol que alcanzé el maximo valor medio (12,1 ng/mli
suero), seguido por la vinclozolina con 8,5 ng/ml, p,p’-DDT y p,p’-DDE, que
mostraron concentraciones de 4,6 y 4,5 ng/ml, respectivamente (Tabla 17).

Tabla 17. Concentracion (ng/ml de suero) de plaguicidas organoclorados (no incluidos < LC)*

Plaguicida OC n (%) Media DE** Mediana Minimo Maximo

Aldrin 168(78) 3,70 0,76 3,33 0,96 33,76
Endrin 132(61) 3,75 1,56 2,30 0,32 64,04
Dieldrin 104(48) 2,69 0,65 2,50 0,46 29,42
Endosulfan | 171(80) 2,05 0,62 1,72 0,48 19,36
Endosulfan Il 75(92) 1,68 0,43 1,46 0,78 6,85
Endosulfan diol 197(92) 12,14 1,18 10,59 0,97 76,86
Endosulfan lactona 174(81) 2,07 0,58 2,01 0,29 16,16
Endosulfan éter 84(39) 1,06 0,48 0,81 0,37 7,93
Endosulfan sulfato 144(67) 1,66 1,07 1,23 0,20 53,32
o,p’-DDT 42(20) 1,38 0,47 1,25 0,38 6,26
p,p’-DDT 126(59) 4,57 0,86 4,80 0,37 40,96
p,p’-DDE 208(97) 4,48 0,68 4,30 0,25 25,88
p,p’-DDD 143(67) 3,66 0,77 3,55 0,43 36,58
Lindano 140(65) 2,07 0,63 1,76 0,37 17,72
HCB 173(81) 3,56 0,88 3,29 0,37 30,29
Metoxicloro 131(61) 3,14 0,86 2,71 0,53 53,80
Mirex 75(35) 1,86 0,65 1,44 0,35 26,64
Vinclozolina 206(96) 8,47 0,77 8,93 0,80 43,74

*Datos geométricos
**Desviacion estandar

Cuando se presentan los niveles correspondientes a todos los individuos
estudiados, es decir, incluidos los individuos que presentaron niveles por debajo
del limite de cuantificacién (Tabla 18), las concentraciones medias mas altas
fueron del mismo orden: en primer lugar el endosulfan diol con el valor medio

maximo (9,8 ng/ml suero), seguido de la vinclozolina con 7,8 ng/ml, p,p’-DDT y
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p,p -DDE, que mostraron concentraciones de 2,2 y 4,25 ng/ml, respectivamente
(Tabla 18).

Tabla 18. Concentracion (ng/ml de suero) de plaguicidas organoclorados (incluidos < LC)*

Plaguicida OC Media DE** Mediana Minimo Maximo

Aldrin 2,66 0,99 2,62 0,50 33,76
Endrin 2,71 1,22 1,50 0,32 64,04
Dieldrin 1,32 0,77 0,50 0,46 29,42
Endosulfan | 1,54 0,75 1,47 0,25 19,36
Endosulfan Il 1,21 0,29 1,00 0,78 6,85
Endosulfan diol 9,79 1,69 9,56 0,25 76,86
Endosulfan lactona 1,50 0,81 1,68 0,05 16,16
Endosulfan éter 0,37 0,50 0,05 0,05 7,93
Endosulfan sulfato 1,07 1,00 0,50 0,20 53,32
o,p’-DDT 0,64 0,28 0,50 0,38 6,26
p,p-DDT 2,24 1,23 1,85 0,37 40,96
p,p-DDE 4,25 0,76 4,15 0,00 25,88
p,p’-DDD 2,19 1,03 2,06 0,43 36,58
Lindano 1,39 0,69 1,19 0,37 17,72
HCB 2,67 1,05 2,31 0,37 30,29
Metoxicloro 1,78 1,00 1,47 0,50 53,80
Mires 0,88 0,53 0,50 0,35 26,64
Vinclozolina 7,77 0,96 8,80 0,50 43,74

*Datos geométricos
**Desviacion estandar

4.21. Analisis de correlacion de los plaguicidas organoclorados

seleccionados.

Las correlaciones entre los 18 plaguicidas OC, expresados en ng/ml,
incluyendo a todos los individuos se muestra en la Tabla 19. En la Tabla 20 se
muestran las correlaciones entre los plaguicidas para aquellos individuos en los
que estos fueron detectados y estuvieron presentes en niveles por encima del
limite de cuantificacion. El analisis de correlacion de Pearson fue realizado para
cada plaguicida frente a los otros 17 de manera individual. Los resultados de las

correlaciones entre plaguicidas derivados del mismo grupo y las del lindano, HCB,
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metoxicloro, mirex y vinclozolina, se presentan en cursiva negrilla, y las
correlaciones mayores del 40% se presentan en “negrillas subrayadas”.

En la Tabla 19 se puede observar que de las 163 comparaciones posibles,
sb6lo 12 comparaciones superaron el 40% de correlaciéon, y de ellas sélo 5
superaron el 50% y una el 60%. Aldrin con lindano y vinclozolina con 63 y 51%,
respectivamente. Endrin con endosulfan |, el o,p’-DDT y metoxicloro con 48, 41 y
40%, respectivamente. El lindano con el HCB y la vinclozolina con 47 y 55%
respectivamente. El Endosulfan | con el endosulfan lactona y el metoxicloro con
43% para ambos casos. Como se puede observar, del mismo grupo solo en los
endosulfanes observamos una correlacién por encima del 40%.

Entre los resultados del analisis de correlacion correspondiente para el
grupo en el que estuvieron presentes por encima del limite de cuantificacion
(Tabla 20), se observa que las correlaciones se incrementaron desde las 12
anteriores hasta en 54 comparaciones, es decir, cerca de la tercera parte del
numero total de comparaciones. Sin embargo, sélo 18 de ellas superaron el 60%,
mientras que unicamente 5 comparaciones fueron de alrededor del 80%, lo que
ocurrié para 4 para el mirex y dieldrin, endosulfan sulfato, o,p’-DDT y metoxicloro.

Y otra para el endrin y el endosulfan Il.
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Tabla 19 Correlacion entre residuos de plaguicidas OC incluidas las 215 muestras analizadas

Endo. Endo. Endo. Endo. o,p- p,p- o,p’- p,p’-
Correlacion Endrin Dieldrin Endo. | I Endo. diol lactona éter sulfato DDT DDT DDE DDD Lindano HCB Metoxicloro Mirex Vinclozolina
Aldrin 0.27 0.20 0.24 0.34 0.14 0.02 0.22 0.05 0.13 0.39 0.29 0.63 0.23 0.08 0.22 0.51
Endrin 0.36 0.48 -0.04 0.09 0.18 0.14 0.12 0.11- -0.04 041 0.25 -0.01 0.38 0.40 0.23 -0.06
Dieldrin 0.09 0.03 0.06 0.37 0.34 0.08 0.04; 0.08 0.23 0.05 0.05 0.18 0.05 0.12 0.02
Endo. | 0.06 0.24 043 0.09 0.37 0.05 -0.01 0.17 0.19 0.12 0.10 0.43 0.39 0.09
Endo. I 0.17 0.11  0.11 0.02 0.1?: 0.17 0.33 0.03 0.23 0.15 0.10 0.05 0.15
Endo. diol 0.10 0.02 0.41 0.01- -0.07 0.25 0.29 0.36 0.06 -0.02 0.04 0.27
E\:(tj:r;a 0.21 0.17 0.01- 0.05 0.05 0.11 0.02 0.00 029 0.24 -0.03
Endo. éter 0.15 0.07_ -0.03 0.14 0.0?; 0.17 0.11 0.04 0.00 0.11
E:I‘::t.o 0.07 -0.16 0.12 0.19 0.17 0.02- 0.29 0.42 0.15
o,p’-DDT 0.13 0.04 0.10 0.06 0.05- 0.10 0.16 0.02
p,p’-DDT 0.11 0.11- 0.38 0.38 -0.06 0.06 0.18
o,p’-DDE 0.35 0.32 0.36 0.38 0.20 0.27
p,p’-DDD 0.14 0.19 0.25 0.25 0.23
Lindano 0.47 0.09 0.15 0.55
HCB 0.27 0.09 0.23
Metoxicloro 0.54 -0.02
Mirex 0.20
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Tabla 20 Correlacién entre residuos de plaguicidas OC consideradas soélo aquéllas por encima del limite de cuantificacion

Endo. Endo. Endo. o,p’- p,p’- o,p- p,p-

Correlacion Endrin Dieldrin Endo. Il Endo. diol éter sulfato DDT DDT DDE DDD Lindano HCB Metoxicloro Mirex Vinclozolina
Aldrin 0.11 0.46 0.58 0.34 0.25 0.48 0.33 0.54 0.23 0.52 0.30 0.68 0.42 0.15 0.48 0.62
Endrin 045 0.61 0.83 0.00 0.63 0.14 0.25 040 0.11 0.53 0.35 0.06 0.32 046 0.44 -0.04
Dieldrin 0.19 0.54 0.24 0.65 0.62 0.17 0.19 0.02 0.57 0.68 0.03 0.22 0.40 0.79 0.29
Endo. | 0.31 0.31 0.68 0.13 0.57 0.31 0.06 0.33 0.29 0.13 0.15 0.60 0.51 0.03
Endo. I 0.15 0.44 0.26 0.25 0.42 0.23 0.64 0.49 0.28 0.20 0.71 0.36 0.20
Eir:)?o. 0.22 0.23 0.60 0.10 0.34 0.29 0.36 0.30 0.34 0.14 0.40 0.27
E:::‘tjgl;a 0.27 0.32 0.06 0.20 0.35 0.27 -0.01 0.25 0.54 0.50 -0.03
E’art‘:lr?. 0.43 022 0.02 0.31 0.16 0.37 0.36 0.25 0.16 0.35
Endo.

sulfato 0.16 0.08 0.28 0.26 0.40 0.28 0.50 0.79 0.22
o,p"-DDT 0.57 0.41 0.47 0.63 0.62 0.69 0.77 -0.07
p,p’-DDT 0.34 0.55 0.63 0.17 0.39 0.21
o,p’-DDE 0.49 0.36 0.40 041 0.29 0.29
p,p’-DDD 0.11 0.21 0.28 0.28 0.23
Lindano 0.61 0.04 0.36 0.57
HCB 0.27 0.33 0.31
Metoxicloro 0.74 0.03
Mirex 0.26
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4.3. Regresion lineal simple del NTE y sus determinantes.

En la tesis de Duran (2007) se presentaron en detalle y de forma
exhaustiva los resultados del analisis de regresion lineal simple con objeto de ver
el grado de explicacion de cada una de las variables. Por esta razon en esta
seccién tan solo se hara referencia a los resultados mas llamativos, los cuales
fueron de mayor interés al observar los resultados de los modelos de regresion
multiple o modelos ajustados, tanto lineales como logisticos presentados mas
adelante.

Las tablas 21 a 28 muestran los resultados del analisis de regresion lineal
simple entre el NTE y sus principales determinantes. Entre estos se han
considerado factores antropométricos, sociodemograficos y del estilo de vida que
se han descrito en la literatura como factores asociados a la calidad seminal,
como la residencia rural o urbana, la ocupacion materna y paterna durante la
gestacion de los participantes, el consumo de medicamentos y la exposicion a
otros factores durante los periodos de riesgo en la gestacion de los jovenes
participantes.

Las variables incluidas en los modelos de regresion lineal hacen referencia
a exposiciones que representan un riesgo para la calidad seminal de los jovenes
participantes o para su salud reproductiva. Dichas exposiciones pueden tener
lugar en el lugar de residencia o del trabajo de los jovenes o sus padres,
principalmente durante los periodos mencionados durante la gestacién de los
participantes o durante el desarrollo y maduracion de su sistema reproductor.

Otras variables bioquimicas consideradas, por su relacién con la calidad
seminal, son las caracteristicas bioquimicas, el perfil de lipidos y hormonas, y por
ultimo las directamente relacionadas con la hipdtesis de trabajo, la exposicion a
POC.

4.3.1. Regresion lineal simple para el NTE

Se realizé un andlisis de regresion lineal simple entre NTE y algunas

variables antropométricas, sociodemograficas y de estilo de vida, entre las que se
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incluyen la edad, el IMC, la percepcion del estado de salud, el nivel de estudios y
la ocupacién de los jovenes, asi como el consumo de medicamentos, tabaco y
hachis. Como se puede observar en la Tabla 21 todas las variables
antropométricas, sociodemograficas y del estilo de vida, a excepcién de la edad y
el nivel de estudios, presentan una relacion negativa con la NTE. Las primeras se
acompanan de una caida importante en el NTE. Entre ellas el tener tan sdlo
estudios primarios y el consumo de antivirales alcanzaron reducciones de 3,2 y

31,4 millones en el NTE, respectivamente.

Tabla 21. Regresion lineal simple entre NTE y variables antropométricas, sociodemograficas y
de estilo de vida

Variable N B EE P IC 95%
Edad 273 1,07 1,04 0,093 -1,01 1,16
IMC <25 263 -1,04 1,03 0,140 -1,10 1,01
<25 188 1,177 1,20 0,389 -1,22 1,68
225 a <30 68 -1,17 1,21 0,411 1,70 1,24
230 8 -1,09 1,62 0,861 -2,80 2,37
Percepcioén del estado de salud general 252 1,29 1,17 0,109 -1,76 1,06
Estudios 258 1,59 1,19 0,009 1,12 2,24
Primarios 10 -3,23 1,50 0,004 -7,15 -1,46
Secundarios 17 -1,08 1,38 0,805 -2,03 1,73
Universitarios 231 1,68 1,29 0,044 1,01 2,79
Trabajo del joven diurno 31 -1,42 1,28 0,160 -2,33 1,15
nocturno 1  -1,17 1,48 0,686 -2,54 1,85
sin horario o no trabaja 216 1,37 1,24 0,146 -1,12 2,11
Salud del joven muy buena 90 1,30 1,18 0,116 -1,07 1,81
buena 164 -1,29 1,17 0,109 -1,76 1,06
mala 4 -1,30 1,18 0,116 -1,81 1,07

En los 3 meses previos a su participacion

—_

Consumid antivirales -31,43 3,51 0,006 -372,18 -2,65

Consumié antibioticos 15 -1,50 1,34 0,170 -268 1,19
Consumo de tabaco
Si 86 -1,30 1,19 0,122 -1,82 1,07
cigarrillos/dia 86 -1,03 1,02 0,057 -1,07 1,00
Afios que ha fumado 109 -1,07 1,04 0,092 -1,15 1,01
Consumo de hachis 56 -1,37 1,06 0,037 -2,00 -1,06

EE: error estandar
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Como se puede observar en la Tabla 22, en el analisis no ajustado en
referencia a las variables sociodemograficas de los padres frente al NTE,
resultaron de mayor relevancia la residencia materna, paterna y el consumo de
tabaco por parte de la madre durante la gestacién del participante. Sélo la
residencia materna urbana por si misma alcanzé la significacion estadistica con

una reduccion de 1,5 millones en el NTE.

Tabla 22. Regresion lineal simple entre el NTE y variables socio-demogréficas y estilo
de vida de los padres
Variable N B EE P IC 95%
Residencia urbana materna 207 -1,48 1,22 0,050 -2,18 -1,00
Residencia urbana nacimiento del padre 189 -1,00 1,00 0,148 -1,00 1,00

Consumo de tabaco de la madre durante

-1,16 1,15 0,296 -1,51 1,14
la gestacion del participante

EE: error estandar

En la Tabla 23 se muestra el analisis no ajustado de las variables
urologicas y seminales frente al NTE. Resultaron con mayor relevancia el volumen
testicular, la presencia de aglomeraciones, quistes e hidrocele, asi como el tiempo
de abstinencia. De entre ellas, no alcanzaron una asociacion estadisticamente
significativa la variable dicotomica del volumen del testiculo derecho <12 ml, la
presencia de hidrocele, la estacion del afio en la que se produjo la toma de
muestras (verano u otofio) y el presentar un pH < 7,2. Las demas variables,
incluidas el volumen del testiculo derecho/izquierdo en ml y el pH, en su forma
discreta, resultaron con reducciones importantes en cuanto a la magnitud vy

significacién de su asociacion.
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Tabla 23. Regresion lineal simple entre el NTE y variables urolégicas y seminales

Variable N B EE p IC 95%
Volumen: testiculo izquierdo (ml) 261 1,05 1,02 0,005 1,02 1,09
testiculo derecho (ml) 259 1,05 1,02 0,009 1,01 1,09
testiculo izquierdo <12 (ml) 8 -474 160 0,001 -11,99 -1,87
testiculo derecho <12 (ml) 7 158 174 0407 471 188
Aglomeraciones 63 1,33 1,10 0,000 1,10 1,60
Quistes 8 -2,98 1,6 0,022 -7,60 1,17
Hidrocele 2 341 256 0,192 -1,86 21,64
Estacion del afio 273 1,20 1,08 0,015 1,04 1,40
Primavera 74 -143 1,20 0,048 -2,05 -1,00
Verano 21 1,18 1,35 0,582 -2,05 1,54
Otofio 133 1,12 1,18 0,482 -1,23 1,54
Invierno 46 1,47 1,24 0,073 -1,04 2,24
Abstinencia: horas 273 1,01 1,00 0,000 1,71 1,01
> 48 horas 254 211 1,19 0,000 1,51 2,95
pH (6,7 —8,0) 273 -3,02 1,32 0,000 -5,18 -1,76
27,2 231 -1,40 1,25 0,131 -1,11 2,17

EE: error estandar

En las tablas 24 y 25 se muestran los resultados del analisis no ajustado

entre el NTE y las variables relativas a la morfologia espermatica, considerando

estas variables bien de manera continua (Tabla 24) o dicotdmica (Tabla 25).

Tabla 24. Regresion lineal simple entre el NTE y morfologia

espermatica

Variable N B EE P IC 95%

PEN 15 1,42 1,11 0,002 1,14 1,76
PEN< 4% 15 -3,52 1,45 0,001 -7,37 -1,68
PEA 115 -2,18 1,34 0,008 -3,88 -1,23
PCA 115 -29,59 5,10 0,040 -74517 -1,18
PFA 15 -1,14 1,20 0,474 -1,63 1,26
PRC 15 148 1,17 0,014 1,08 2,01

EE: error estandar

Todas las variables consideradas, excepto el porcentaje de flagelos

anormales (PFA), mostraron asociaciones estadisticamente significativas con el

NTE,
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Tabla 25. Regresion lineal simple entre el NTE y la morfologia espermatica*

Variable N B EE** P IC 95%

PEN 115 535 3,551 0,010 -888 -3,22
PEA 115 458 3,563 0,050 2,73 7,69
PRC 115 -443 3,52 0,060 -7,41 2,79
PFA 115 355 353 0,310 -3,50 5,97
PCI 115 -518 3,51 0,010 -861 -3,12

*Bajo la mediana de cada porcentaje
**Error estandar

En las tablas 26 y 27 se presentan los resultados del analisis regresion
lineal simple del NTE y las hormonas sexuales consideradas. Cuando los valores
hormonales se incluyeron en el modelo de manera continua, solo resulté asociada
significativamente la hormona inhibina B, con un incremento de 1,6 millones en el

NTE; sin embargo esta significacion se pierde cuando la hormona se considera en

su forma dicotémica referida a la mediana.

Tabla 26. Regresion lineal simple entre NTE y el perfil hormonal

Variable n B EE* p IC 95%

Inhibina B 250 1,57 1,24 0,038 1,02 2,40
SHBG 250 1,12 1,12 0,338 -1,12 1,41
FSH 250 -1,23 1,16 0,164 -165 1,09
LH 250 -1,14 1,18 0455 -158 1,23
Testosterona 250 -1,13 1,19 0476 -1,58 1,24

*EE: error estandar

En contra de lo esperado, la hormona que resulté menos relacionada con
NTE fue la testosterona, con una significacion mayor en su forma continua
(p=0,476) que en su forma dicotdomica (p=0,706). Ademas cuando se considerd en
el modelo de manera continua evidencié una relacién inversa, mientras que lo
hizo de manera directa, es decir con un incremento en el NTE para los individuos

con un nivel de testosterona menor a la mediana.
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Tabla 27. Regresion lineal simple entre NTE y perfil hormonal*

Variable N B EE** P IC 95%

InhibinaB 249 -342 3,22 0,171  -4,77 3,01
FSH 249 2,81 3,22 0,853 -3,68 3,91
LH 249 298 3,29 0,631 -3,61 4,34
SVG 249 3,06 3,22 0,498 -3,38 4,25
Testosterona 249 2,90 3,22 0,706 -3,56 4,05

*Bajo la mediana
**EE: error estandar

En las tablas 28 y 29 se presenta el analisis bivariante para las variables

del perfil lipidico en su forma continua y dicotomica (por encima y por debajo de la

mediana), respectivamente. Se observd solo una reduccion marginalmente

significativa para el caso del colesterol y los triglicéridos, y algo menos

significativa para los LDL, pero de magnitud semejante que para los triglicéridos.

Tabla 28. Regresion lineal simple entre NTE y el perfil de lipidos

Variable n B EE* P IC 95%

Colesterol 147 -246 1,67 0,080 -6,78 1,12
Triglicéridos 147 -1,49 128 0,09 -245 1,09
HDL 147 1,07 1,29 0,786 -1,55 1,78
LDL 147 -1,54 144 0,233 -3,16 1,33

*EE: error estandar

Los HDL mostraron una asociacion claramente no significativa. Para el

caso de los lipidos en su forma dicotomica, solo los triglicéridos presentaron una

asociacién significativa mostrando un incremento muy importante (4,58 millones)
en valor de NTE (p=0,029) (Tabla 29).

Tabla 29. Regresion lineal simple entre NTE y el perfil de lipidos*

Variable N B EE** P IC 95%

Colesterol 147 3,10 3,46 0584 -3,83 4,99
Triglicéridos 147 4,58 3,44 0,029 2,87 7,32
HDL 146 -2,88 3,46 0,810 -4,64 4,13
LDL 146 3,30 3,46 0,419 -3,60 5,31

**EE: error estandar,
*Bajo la mediana
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Los resultados del anadlisis bivariante del NTE frente a la movilidad se
muestra en la Tabla 30. Como se puede observar existe una asociacion
estadisticamente significativa entre el NTE y la movilidad. Entre las categorias de
la movilidad que no resultaron asociadas significativamente estuvieron la
movilidad tipo b y c, la cuales alcanzaron apenas una significacion marginal en la
dicotomizacion por debajo de la mediana, con un valor menor en la del tipo b
(p=0,132). En el caso de la movilidad total, el segundo cuartil tampoco mostré una
asociacion significativa.

Las movilidades que presentaron las mayores magnitudes de cambio
fueron, en cuanto a reducciones en el NTE de 8,8, 8,3, 6,62, 6,56 para el 1er
cuartil de la movilidad total, las movilidades bajas a y a+b, seguidas de la
movilidad tipo a, progresiva a+b y la total, respectivamente. Estas ultimas por
debajo de la mediana. Por otro lado, se asociaron positivamente en el mismo
orden de mayor a menor el tercero y cuarto cuartiles, para la movilidad tipo a, con

5,4, 4,3,y 1,95 millones en el NTE cada uno.

Tabla 30. Regresion lineal simple entre NTE y la movilidad

N B EE** P IC 95%

Variable
Movilidad
Tipo a 272 1,95 11 0,000 1,63 2,33
Tipo b 272 124 119 0,213 -1,13 1,74
Tipo ¢ 272 -1,2 1,2 0,323 -1,71 1,19
Tipo d 272 -328 1,21 0,000 -4,76 -2,26
Tipo a* 272 -662 3,16 0,000 -8,93 -4,90
Tipo b* 272 -346 3,19 0,132 -4,75 2,93
Tipo c* 272 -365 325 0,098 -5,18 2,87
Progresiva a+b* 272 -6,56 3,17 0,000 -8,85 -4,86
Total cuartiles 272 410 291 0,000 3,59 4,68
Total* 272 -6,35 3,17 0,000 -8,59 -4,70
1%" cuartil 272 -8,79 323 0,000 -12,32 -6,28
2° cuartil 272 296 3,26 0,639 -3,56 4,22
3% cuartil 272 540 3,29 0,000 3,72 7,86
4° cuartil 272 433 3,27 0,012 3,01 6,22
Bajas a y a+b 272 -829 3,16 0,000 -11,17 -6,15

*Nivel bajo la mediana
**Error estandar

El analisis bivariante entre el NTE y la presencia de los plaguicidas OC se

presenta en la Tabla 31. Se encontré6 una asociacién estadisticamente
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significativa, con una reduccion de 4,25 millones en el NTE para el plaguicida
endrin (p=0,042) y para el endosulfan sulfato, en este caso con una disminucién
de 4,74 millones en el NTE (p=0,013). También se observé una reduccién de 3,75
millones para el plaguicida lindano, pero en esta ocasion no se alcanz6 una
significacién estadistica (p=0,113), al igual que ocurrié para p,p’-DDE, con una
reduccion de cerca de 3 millones en el NTE, pero con una de p=0,875. Por el
contrario, La vinclozolina se asocioé a un incremento de 4,6 millones en el NTE

pero solo cerca de la significacidon marginal (p=0,100).

Tabla 31. Regresion lineal simple entre NTE y la presencia de plaguicidas

Variable N B EE* P IC 95%

Aldrin 221 3,01 3,41 0,581 -3,83 4,69
Endrin 221 -425 3,28 0,042 -6,15  -2,94
Dieldrin 221 326 3,27 0,333 -3,26 4,70
Endosulfan | 221 343 343 0,235 -3,41 5,42
Endosulfan Il 221 -3,27 3,30 0,346 -4,79 3,32
Endosulfan diol 221 2,82 3,81 0,556 -5,10 5,47
Endosulfan éter 221 296 3,28 0,801 -3,62 4,29
Endosulfan lactona 221 2,79 3,45 0,951 -4,48 4,24
Endosulfan sulfato 221 -4 74 3,26 0,013 -6,78 -3,31
0,p’-DDT 221 -4,04 343 0,197 -6,38 2,88
p,p-DDT 221 3,13 3,28 0,789 -3,41 4,52
p,p"-DDE 221 -290 433 0,875 -7,26 6,40
o,p’-DDD 221 -3,09 3,30 0,390 -4,53 3,50
Lindano 221 -3,75 329 0,113 -5,47 2,88
Vinclozolina 221 460 4,23 0,100 -3,84 10,99
Hexaclorobenceno 221 366 343 0,289 -3,19 5,78
Mirex 221 -2,82 3,30 0,712 -4,13 3,84
Metoxicloro 221 -2,88 3,28 0,754 -4,18 3,72

*EE: error estandar

Los resultados del analisis bivariante entre el NTE y la concentracion de los

diferentes plaguicidas OC se presenta en la Tabla 32. So6lo se observd una
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asociacion significativa para el caso del endosulfan sulfato, en el mismo sentido
que cuando se consideré su presencia en las muestras biolégicas, con una
reduccion, en esta ocasion de 1,23 millones (p=0,009). La concentracion del p,p’-
DDE nuevamente presentd una reduccion de 1,03, pero en este caso resultd
significativamente asociada, Por ultimo, la vinclozolina también se observé una
tendencia al incremento, pero tampoco fue estadisticamente significativa
(p=0,536).

Tabla 32. Regresion lineal simple entre NTE y la concentracion de plaguicidas OC

Variable N B EE p IC 95%

Aldrin 213 -1,04 1,70 0,702 -1,24 1,16
Endrin 213 1,11 1,10 0,255 -1,08 1,34
Dieldrin 213 112 1,11 0,252 -1,09 1,37
Endosulfan | 213 1,08 1,10 0420 -1,11 1,29
Endosulfan Il 213 121 1,28 0447 -135 1,98
Endosulfan diol 213 1,03 1,07 0719 -1,18 1,12
Endosulfan éter 213 1,04 1,06 0504 -1,09 1,18
Endosulfan lactona 213 -1,00 1,06 0,855 -1,14 1,11
Endosulfan sulfato 213 -1,23 1,08 0,009 -143 -1,05
0,p’-DDT 212 114 1,22 0,523 -1,69 1,31
p,p’-DDT 212 111 1,08 0,166 -1,05 1,29
p,p’-DDE 212 1,11 1,13 0,387 -142 1,15
o,p’-DDD 213 1,03 1,09 0,772 -1,22 1,16
Lindano 213 1,03 1,12 0,824 -1,28 1,21
Hexaclorobenceno 213 1,10 1,09 0,278 -1,08 1,32
Vinclozolina 213 1,07 112 0536 -1,16 1,33
Metoxicloro 213 1,07 1,09 0477 -127 1,12
Mirex 213 119 1,14 0,185 -1,55 1,09

EE: error estandar
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4.3.2 Modelos de regresidon lineal multiple entre NTE y plaguicidas

organoclorados.

4.3.2.1 Primer modelo final entre NTE y la concentraciéon de los plaguicidas

organoclorados.

El primer modelo final o0 modelo ajustado para el NTE incluyé las variables
mencionadas en el apartado anterior en la misma forma en que se han descrito y
fue desarrollado considerando la concentracidon de los 18 plaguicidas OC,
expresada en ng/ml, en forma cuantitativa continua y con las variables predictoras
en su forma continua, ordinal, dicotémica o policotdbmica, segun resultaran
asociadas con una confiabilidad del 95%.

En este primer modelo del NTE que se presenta en la Tabla 33, se incluy6
la informacion correspondiente a un grupo 79 jovenes. La variabilidad del NTE fue
explicada en un 66%, con una R? ajustada del 60%, lo cual refleja la bondad del
ajuste. Ademas fue el modelo mas parsimonioso, ya que explica el mayor grado

de variabilidad del NTE con un minimo de variables explicativas incluidas.

Tabla 33. Modelo lineal final entre NTE ajustado y la concentracion

de plaguicidas organoclorados

Variable B EE P IC 95%

Abstinencia 1,02 1,00 0,000 1,02 1,03
Estacion del afio -1,69 1,17 0,001 -2,29 -1,25
Uso de antibioticos -3,47 1,63 0,005 -8,11 -1,49
Escolarizacion 2,20 1,31 0,004 1,29 3,75
Trabajo remunerado 2,71 1,52 0,031 1,17 6,27
Aglomeraciones 1,56 1,13 0,001 1,22 2,00
Testosterona* -2,51 1,50 0,026 -5,65 -1,12

Flagelos anormales %* -1,89 1,16 0,000 -2,54 -1,40

Aldrin* -2,09 1,32 0,010 -3,64 -1,20
Endosulfan sulfato* -4,46 1,49 0,000 -9,84 -2,03
p,p’-DDT* -1,95 1,21 0,001 -2,87 -1,33
p,p’-DDE* 4,59 1,41 0,000 2,30 9,14
Constante 438,36 542 0,001 15,01 12802,14

*Logaritmo neperiano
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En este primer modelo para el NTE se han considerado variables que
presentaron una significacion estadistica p<0,05. Por ejemplo, la abstinencia (en
horas) esta directamente relacionada con NTE, con un incremento de 1,02
millones en el NTE por cada unidad de cambio (horas). La misma variable en su
forma lineal y dicotomizada en <48 horas o0 mas, presentd incrementos
significativos de 1,01 y 2,11 millones, respectivamente, (p<0,001) en el analisis de
regresion lineal simple.

La estacién del ano, en su forma ordinal, primavera, verano, otofio e
invierno, fue también un predictor importante (p<0,001), con un decremento de
cerca de 1,7 millones de espermatozoides por unidad de cambio. La estacion del
afo de recogida de la muestra mostré ya desde el analisis de regresion lineal
simple asociaciones con incrementos significativos de 1,20 millones de
espermatozoides por cambio de estacion de primavera a invierno (p=0,015).

El uso de antibidticos se mantuvo en este primer modelo final como un
determinante importante del NTE con una reduccién de casi 3,5 millones de
espermatozoides (p<0,005).

En lo que se refiere al nivel de estudio de los participante en el estudio, ya
en el analisis bivariante esta variable mostré6 por si misma una asociacion
estadisticamente significativa, tanto en la variable policotomica considerando tres
categorias (primarios, secundarios y universitarios) con un incremento de 1,6
millones por unidad de cambio (p=0,009), o como variables “dummy”, donde
categoria de estudios primarios se asocido a una reducciéon de 3,2 millones de
espermatozoides (p=0,005). Por otra parte, contar con estudios universitarios se
relaciond con un incremento de 1,68 (p=0,044); mientras que el tener estudios
secundarios mostré una reduccion de 1,08 millones en el NTE aunque en este
caso no fue estadisticamente significativa.

La ocupacién de los participantes presentd solo asociaciones cercanas a la
significacién estadistica marginal, probablemente debido a que soélo 41 de los
participantes refirieron realizar un trabajo remunerado. En este primer modelo final
otro determinante importante del NTE fue el trabajo de los jovenes (ademas de

estudiar) que mostré un incremento de 2,7 millones en el NTE (p<0,03).
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En cuanto a la muestra de semen, la presencia de aglomeraciones en el
analisis de regresion simple evidencid ya un incremento muy significativo en el
NTE de 1,33 millones (p=0,001) y dicha asociacion se mantuvo en este primer
modelo final como un determinante importante del NTE pero con un incremento
ligeramente mayor de 1,56 millones en el NTE.

Los niveles de inhibina B circulante mostraron, en el analisis no ajustado,
un incremento significativo de 1,57 millones en el NTE por cada unidad de cambio
(EE 1,24) (p=0,038). Sin embargo, esta asociacion no se mantuvo en este primer
modelo final. Por su parte la testosterona que en el analisis de regresion lineal
simple no mostré asociacién significativa con el NTE (p=0,476), fue incluida en el
1*" modelo final como determinante, y resultd asociado con una reduccion
significativa de mas de 2,5 millones en el NTE (p=0,026).

Al igual que la testosterona, el PFA en el analisis no ajustado no mostré
asociacion, pero se mantuvo en el primer modelo final como un determinante con
una reduccion de cerca de 2 millones en el NTE. Ninguno de los otros parametros
de la morfologia, a pesar de que en el analisis no ajustado resultaron asociados
(PEN, PEA, PCA y PRC, con valores de p=0,002, 0,008, 0,040 y 0,014,
respectivamente) mantuvieron su significacion en el 1°" modelo final.

Entre los plaguicidas OC, el Aldrin, que en el analisis de regresion lineal
simple no mostré una asociacion significativa, si lo hizo en el 1° modelo final con
una reduccion de 2,1 millones de espermatozoides (p<0,01); algo parecido
sucedio con el p,p’-DDT que no mostré una asociacion significativa en el analisis
de regresién simple, mientras que si lo hizo en el 1*" modelo final donde se asocid
de una manera estadisticamente significativa, con una reduccion de cerca de 2
millones en el NTE. Por su parte, el endosulfan sulfato, que en el analisis no
ajustado mostré una reduccion significativa de 1,23 millones en el NTE (p=0,009),
se mantuvo en el modelo final pero con una reduccidon mucho mas importante,
casi 4 veces mayor (4,6 millones en el NTE). Por ultimo, el p,p’-DDE, que en el
analisis de regresion lineal simple no demostré una asociacion significativa, lo

hizo en el 1°" modelo final, asociado a un incremento de 4,6 millones en el NTE.
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4.3.2.2 Segundo modelo final entre NTE y la concentracion de los

plaguicidas organoclorados.

Se presenta en la Tabla 34 el segundo modelo de regresién lineal multiple
para el cual se restringid a una significacion estadistica a p<0,10, y que se
identifica como 2° modelo final. Este modelo alternativo permite establecer
algunas asociaciones muy interesantes.

Al igual que en el modelo anterior se ajusté con las concentraciones de los
plaguicidas OC a partir de un modelo saturado (incluidas todas las variables
medidas). Este modelo alcanz6 un 72% de explicacion de la variabilidad del NTE
y presentd una R? ajustada de 63%, aunque el grupo de participantes se redujo a
71.

Tabla 34. 2° modelo final entre NTE y la concentracién de plaguicidas organoclorados

Variable Beta EE p IC 95%
Abstinencia horas 1,02 1,01 0,001 1,01 1,03
pH -2,68 1,81 0,103 -8,83 1,23
Estacion del afio -1,89 1,23 0,003 -2,83 -1,25
Uso antibioticos -5,61 1,71 0,002 -16,37 -1,92
Escolaridad del joven 2,48 1,36 0,005 1,33 4,62
Consumo de tabaco de la madre
en la gestacion del participante -1,81 1,28 0,020 -2,98 -1,10
Aglomeracion 1,60 1,15 0,001 1,21 2,11
Trabajo remunerado del joven 5,90 1,70 0,002 2,02 17,16
Lipidos

HDL* 4,42 2,26 0,074 -1,16 22,68
Hormonas

Inhibina B* 2,04 1,54 0,104 -1,17 4,86

LH* 2,33 1,41 0,018 1,16 4,66

Testosterona* -3,45 1,74 0,030 -10,54 -1,13
Morfologia

Cabezas anormales%* -434,94 7,25 0,003 -23150,47 -8,17

Flagelos anormales%* -3,16 1,25 0,000 -4,97 -2,01
Plaguicidas organoclorados

Endrin* -7,38 2,35 0,023 -40,82 -1,34

Endosulfan sulfato* -2,83 1,60 0,031 -7,26 -1,10

p,p"-DDE* 2,12 1,39 0,027 1,09 4,10
Constante 747E+09 12522 47 0,020 4472 1,25E+18

*Logaritmo natural o neperiano

En el 2° modelo, el tiempo de abstinencia, en horas, se mantuvo asociada

en forma idéntica que para el modelo anterior, con un incremento de poco mas de
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un millén en el NTE por unidad de cambio (p=0,001). El pH mostré una reduccion
por cada unidad de cambio de 2,7 millones en el NTE, aunque con una
significaciéon marginal (p=0,103).

La estacion del afio se asocid a una reduccidon poco mas acentuada que en
el modelo anterior, alcanzando 1,9 millones de espermatozoides. El uso de
antibidticos alcanzé un reduccion de 5,6 millones en el NTE. La escolaridad de los
joévenes, clasificada en la forma descrita en el apartado de material y métodos,
alcanzé los 2,5 millones de incremento en el NTE.

El habito de fumar de la madre durante el embarazo del participante, se
asocio a una reduccion de 1,81 millones en el NTE, a pesar de que el analisis de
regresion lineal simple no se encontraron diferencias significativas entre hijos de
madres fumadoras o no fumadoras durante la gestacion del joven.

La presencia de aglomeraciones mostré una asociacién casi idéntica al
modelo anterior, con un incremento cercano a 1,6 millones en el NTE (p<0,001).

Cuando los jévenes refirieron realizar un trabajo remunerado presentaron
una relacion cercana al doble del modelo anterior, con 5,9 millones en el NTE.

En este modelo, los lipidos de alta densidad (HDL) se asociaron con un
incremento cercano a 4,4 millones en el NTE, y un rango de 1,16 a 22,68
millones, pero con una significacion estadistica marginal (p=0,074).

Entre las hormonas, la inhibina B presentd un incremento de 2 millones en
el NTE (p=0,104), y la LH un incremento de 2,33 millones. Sin embardo, la
testosterona se asocid a un decremento de cerca de 3,5 millones en el NTE, 1
millon mas que en el modelo anterior.

En relacién a la morfologia, el PFA también incrementé su reduccion a
cerca de 3,2, cerca del doble que en el primer modelo final y el PCA aparecié
asociado a un decremento de cerca de 435 millones en el NTE.

Finalmente, entre los OC, el endrin aparece asociado con el decremento
mas importante en el NTE, alcanzando cerca de 7,4 millones de espermatozoides.
Por su parte, el endosulfan sulfato presenté un decremento cercano a 3 millones y

el p,p"-DDE un incremento de poco mas de 2 millones en el NTE, ambos
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asociaciones estuvieron cercanas al 50% en comparacién al primer modelo pero

manteniendo el sentido de su efecto.

4.3.2.3 Primer modelo final entre NTE y la presencia de los plaguicidas

organoclorados.

El primer modelo final 0 modelo ajustado para el NTE incluyé las variables
mencionadas en el apartado anterior en la misma forma en que se han descrito y
fue desarrollado considerando la presencia de los OC, (es decir, si fueron o no
detectados por encima del limite de deteccion). Los datos se muestran en la Tabla
35. El modelo incluy6 a 89 participantes y la variabilidad del NTE fue explicada en
un 74%, con una R? ajustada del 67%. Estos valores implican un muy buen grado
de explicacion de la variabilidad del NTE y aparentemente representa un mejor
ajuste. En comparacion con el primer modelo, este incluy6 20 individuos mas. No
obstante, es necesario hacer notar que la clasificacién categérica de las variables
de exposicion, la presencia o no de los plaguicidas OC, siempre resulta en una
pérdida de informacién. A pesar de ello, el modelo incluye un grupo adicional de
variables que representan determinantes importantes a tomar en cuenta en el

momento de evaluar la explicacién de la variabilidad del NTE.

Tabla 35. Primer modelo final entre NTE y la concentracion de OC

Variable BETA ES p IC 95%
IMC -1,08 1,03 0,022 -1,15 -1,01
Escolaridad: primaria -6,82 1,51 0,000 -15,46 -3,01
secundaria 1,19 1,50 0,665 -1,88 2,67
Volumen de testiculos <12 ml -4,61 1,70 0,005 -13,35 -1,60
Estacion de afio: verano -2,53 1,58 0,046 -6,31 -1,02
otono -2,33 1,35 0,006 -4,24 -1,28
invierno -2,83 1,55 0,020 -6,76 -1,18
Abstinencia: 1%" Cuartil -4,05 1,34 0,000 -7,25 -2,26
2° Cuartil -1,80 1,33 0,041 -3,18 -1,02
3% Cuartil -2,08 1,32 0,010 -3,62 -1,20
pH -2,95 1,51 0,011 -6,73 -1,29
Movilidad a y ab bajas -2,44 1,26 0,000 -3,87 -1,54
Morfologia
PEN** 1,27 1,10 0,018 1,04 1,55
PCI** 1,45 1,14 0,007 1,11 1,89
PFA* -1,60 1,15 0,002 -2,13 -1,20
Plaguicidas organoclorados
Endrin -1,60 1,23 0,024 -2,40 -1,06
DDE 4,61 1,72 0,006 1,56 13,65
Vinclozolina 6,05 1,77 0,002 1,93 18,97
Constante 316896,40 23,29 0,000 594,37 169000000,00
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Este primer modelo final se incluyé el IMC que mostré una reduccion de
casi 1,1 millones de espermatozoides en el NTE por unidad de cambio (p=0,022).

Contar s6lo con estudios primarios produjo la mayor reduccién (7 millones)
en el NTE, mientras que los jovenes con nivel de estudios secundarios,
presentaron también una tendencia a la reduccién, aunque en este caso no
alcanzo la significacion estadistica. Para la variable educacion, tener estudios
universitarios fue considerada el nivel de referencia.

Un volumen testicular menor a 12 ml se asocié a una reduccion significativa
de 4,6 millones de espermatozoides (p=0,005).

La estacion de recogida de la muestra mostré que el verano suponia una
reduccion significativa de mas de 2,5 millones; reduccidn que para el otofio fue
ligeramente menor (2,3 millones). La disminucion para las muestras recogidas en
invierno fue mayor (2,8 millones). La estacién de referencia fue la primavera.

La abstinencia en horas, reclasificada en cuartiles, mostr6é para el primer
cuartil la reduccion de mayor magnitud y mas significativa, alcanzando los 4
millones en el NTE; mientras que para el 2° y 3% cuartil fueron aproximadamente
de la mitad en magnitud, pero también significativas (p=0,041 y p=0,010,
respectivamente). El 4° cuartil fue utilizado como nivel de referencia.

El pH mostré una reduccion significativa de cerca de 3 millones en el NTE
por unidad de incremento en el pH (p=0,011).

La movilidad [a y a+b bajas (a < 25% y a+b < 50%)] mostr6é una reduccién
de cerca de 2,5 millones en el NTE, con la mayor significacion estadistica
(p=0,000).

En cuanto a la morfologia, el porcentaje de formas normales (PEN) y el de
crestas intermedias (PCIl), mostraron incrementos significativos de 1,27 y 1,45
millones en el NTE, respectivamente. EI PFA mostré nuevamente una relacion
inversa y significativa con un decremento de 1,6 millones en el NTE (p=0,002).

Por ultimo, soélo 3 de los plaguicidas OC quedaron finalmente incluidos en
este modelo; el endrin con una reduccién significativa de 1,6 millones en el NTE
(p<0,024), y el DDE vy la vinclozolina con un incremento de 4,6 y 6,1 millones en el
NTE, (p=0,006 y p=0,002) respectivamente.

-110 -



Aquilar-Gardufio C 4 Resultados

4.3.3 Modelos de regresion logistica multiple para el NTE

Los modelos de regresidén logistica multiple fueron construidos para la
variable del NTE en dos formas. En primer lugar, el NTE fue clasificado en dos
categorias, aquellos individuos que presentaran una cantidad menor a 40 millones
en el NTE y los que presentaran un nivel mayor o igual a esta cifra. En segundo
lugar, esta variable fue clasificada estableciendo como punto de corte 20 millones
en el NTE.

Una tercera variable también analizada por regresion logistica multiple fue
la concentracién de espermatozoides (CE), clasificada utilizando como punto de
corte, 20 millones de espermatozoides/ml, con objeto de seguir las
recomendaciones de OMS, anteriores a la actualizacion del 2010.

Para llevar a cabo el andlisis primero se construyeron los modelos de
regresion logistica incluyendo los determinantes que hubieran resultado
asociados en los modelos de regresion lineal multiple. Esto constituy6 el primer
acercamiento para evaluar la oportunidad relativa (OR) (“‘odds ratio”) de los
determinantes del NTE en forma categorica, y corresponde a uno de los dos
modelos logisticos propuestos. A continuacion se presenta un modelo de

regresion logistica multiple construido a partir de un modelo saturado.

4.3.3.1 Primer modelo final de regresion logistica multiple entre NTE < 40

millones y plaguicidas organoclorados

Para construir este 1° modelo de regresion logistica, que se muestra en la
Tabla 36, se partié del 1° modelo lineal para la concentracion de los OC. Las
variables fueron introducidas, en principio, en forma categérica, pero debido a que
el analisis de regresion logistica permite ingresar las variables en su forma
continua, para algunas variables se hizo asi; sin embargo, la mayoria de las
variables fueron introducidas en los modelos en su forma dicotdmica, policotdmica
0 como variables “dummy”. El modelo incluyé a 88 participantes y la variabilidad

del NTE fue explicada con una pseudo R? del 67%.
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Tabla 36. Primer Modelo de regresion logistica multiple entre NTE <40 millones y la presencia

de plaguicidas organoclorados

Variable OR EE p IC 95%
IMC
:2250 <30 2,4 122 0,866 0,00 55572,09
;30 y 14,5 27,0 0,151 0,38 557,91
4070,6 16543,0 0,041 1,41 11700000,00
Primaria 1411 302,6 0,021 2,1 9437,46
Testiculo <12 0,4 3,7 0,922 0,00 22500000,00
Estacion del afio
Veraimo 4252,3 20241,5 0,079 0,38  47900000,00
Otofio 3294 11570 0099 0,34 321499,30
Invierno
0,4 1,6 0,821 0,00 765,68
Abstinencia
1% cuartel 2481,3 7618,4 0,011 6,04 1019020,00
2° cuartel 2,6 52 0,625 0,05 125,68
3% cuartel 0,2 0,5 0,583 0,00 102,25
Muestra de semen
pH<7,2 0,5 1,1 0,754 0,00 54,43
Movilidad a y ab bajas 411 84,2 0,07 0,74 2287,79
Morfologia del semen
PEN < 50 16,6 28,2 0,099 0,59 465,26
PCI <50 78,4 183,3 0,062 0,80 7671,20
PFA< 50 1,4 1,9 0,827 0,09 21,22
Plaguicidas
organoclorados
p,p’-DDE <0,001 0,0 0,039 0,00 0,75
Vinclozolina <0,001 0,0 0,028 0,00 0,43

El IMC resulté incluido en el modelo lineal, considerando como nivel de
referencia a los individuos que presentaran un IMC entre un valor de 20 y un
valor de 25. La OR aumenté hasta 14,5 veces para quienes estuvieron un valor de
IMC de 25 a <30, sin embargo esta categoria no alcanzé la significacion
estadistica (p=0,151). Los jovenes que presentaron un IMC de =30, presentaron
un incremento significativo con una OR de 4 mil veces de presentar menos de 40
millones de NTE (p=0,041).

Para el caso de la escolarizacién, contar sélo con estudios primarios,
incrementd significativamente la OR en mas de 140 veces (p=0,021).

Tomando como referencia a la primavera, las estaciones de recogida de la

muestra de semen en verano y otono, presentaron OR de mas de 4000 y de 300
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veces, respectivamente, de tener un NTE <40 millones, pero sélo alcanzaron una
significacion estadistica marginal (p=0,079 y 0,099).

En cuanto a la abstinencia en cuartiles, el primer cuartil incrementé
significativamente la OR de presentar un NTE <40 millones en casi 2500 veces
(p=0,011). El nivel de referencia fue el 4° cuartil.

Cuando el pH de la muestra fue menor a 7,2, mostr6 una tendencia
protectora, pero no fue estadisticamente significativo (p=0,754).

La movilidad a y a+b bajas, elevaron la OR para presentar un NTE <40
millones de mas de 41, aunque so6lo de manera marginalmente significativa
(p=0,07).

Para la morfologia, presentar un PEN y un PCI por debajo de la mediana
se asocid a incrementos en la OR de presentar un NTE <40 millones, de 17 y de
mas 78 veces, cada determinante, pero sélo en forma marginalmente significativa
(p=0,099 y 0,060, respectivamente), mientras que presentar un PFA menor a la
mediana no presentd una asociacion significativa (p=0,827).

De los plaguicidas OC, el endrin se asocié significativamente con el NTE
<40 millones; sin embargo el p,p’-DDE y la vinclozolina resultaron ambos

protectores para esta condicion, con una OR de 0 en ambos casos (p<0,001).

4.3.3.2 Segundo modelo final de regresién logistica multiple entre NTE < 20

millones y los plaguicidas organoclorados

También se construyeron modelos de regresion logistica partiendo del
modelo saturado, es decir, tras la inclusion de todos los determinantes que fueron
medidos. En este modelo de regresién logistica multiple se consideré la variable
NTE como categodrica estableciendo <20 millones como punto de corte (Tabla 37).
El modelo incluyé a 203 participantes y la variabilidad del NTE fue explicada con
una pseudo R? del 39%.
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Tabla 37. 2° Modelo de regresion logistica para NTE<20 millones

Variable OR EE P IC1 IC2
Células redondas 0,57 0,12 0,006 0,39 0,85
Aglomeracion 0,25 0,16 0,031 0,07 0,88
Tamafio derecho 17,74 26,55 0,055 0,94 333,47
<12 ml

Dieldrin 0,05 0,04 0,000 0,01 0,27
Endosulfan | 0,07 0,06 0,001 0,02 0,33
Endosulfan sulfato 5,92 4,51 0,020 1,33 26,35
o,p”-DDT 6,41 4,30 0,006 1,73 23,83
Hexaclorobenceno 0,23 0,15 0,028 0,06 0,85
Vinclozolina 0,02 0,02 0,001 0,00 0,19

Presencia o ausencia de plaguicidas organoclorados

Tanto la presencia de células redondas y como de aglomeraciones
resultaron incluidas en este modelo como factores protectores, con una OR de
alrededor de 0,6 y 0,3 (p=0,006 y 0,031), respectivamente.

El volumen testicular, menor a 12 ml result6 asociado de forma
marginalmente significativa con un incremento en la OR de presentar una
concentracion <20 millones en el NTE de casi 18 veces (OR=17,7, p=0,055).

Tanto la presencia de los plaguicidas dieldrin, endosulfan I, HCB como la
vinclozolina, resultaron asociados como “factores protectores”, frente a la
reduccion en el NTE, de forma estadisticamente significativa para presentar un
NTE menor a 20 millones, presentando valores de OR de 0,05, 0,07, 0,22 y 0,02
(todos con una p<0,001, excepto para la vinclozolina con una p<0,05). Por otra
parte el endosulfan sulfato y el o,p"-DDT, se asociaron a aumentos en la OR de
alrededor de 6 veces, OR de 5,9y 6,4 (p=0,020 y 0,006), respectivamente.

4.3.3.3 Tercer modelo final de regresidon logistica multiple entre NTE < 40

millones y los plaguicidas organoclorados

El tercer modelo de regresion logistica multiple consideré la variable NTE
como categorica estableciendo <40 millones como punto de corte, se muestra en
la Tabla 38. El modelo incluyé a 203 participantes y la variabilidad del NTE fue

explicada con una pseudo R? del 24%.
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Tabla 38. Modelo de regresion logistica para el NTE <40 millones

Variable OR EE ¢] IC 95%

Células redondas 0,64 0,09 0,001 0,49 0,84
Aglomeraciones 0,32 0,14 0,007 0,14 0,74
Dieldrin 0,20 0,10 0,001 0,08 0,52
Endosulfan | 0,30 0,15 0,014 0,11 0,79
Endosulfan sulfato 240 1,07 0,051 1,00 5,77
HCB 045 0,22 0,107 0,17 1,19
Vinclozolina 0,24 0,20 0,090 0,05 1,25

Presencia o ausencia de plaguicidas organoclorados

Las células redondas y las aglomeraciones resultaron nuevamente
asociadas como factores protectores, con una OR de 0,64 y 0,32 (p=0,001 vy
0,007), respectivamente. El dieldrin, el endosulfan I, el HCB y la vinclozolina
evidenciaron de nuevo un papel protector frente al riesgo de presentar un NTE
menor a 40 millones, los dos primeros (dieldrin y endosulfan 1) de forma
significativa con OR de 0,20 y 0,30 (p=0,001 y 0,014), respectivamente; y los dos
ultimos (HCB vy vinclozolina) con una significacion marginal; con valores de OR de
0,45y 0,24 (p=0,107 y 0,090), respectivamente.

El endosulfan sulfato nuevamente resultaron asociado con un incremento
de alrededor de dos veces en el riesgo de presentar un NTE menor a 40 millones
y de forma significativa OR=2,4 (p=0,051).

4.3.3.4 Cuarto modelo final de regresion logistica multiple entre NTE <40

millones y los plaguicidas organoclorados

Finalmente, se construyé el modelo de regresion logistica partiendo del
modelo saturado, es decir, tras la inclusion de todos los determinantes que fueron
medidos. En este modelo de regresion logistica multiple se considerd la variable
NTE como categorica estableciendo <40 millones como punto de corte (Tabla 39).

El modelo incluyé a 206 participantes y la variabilidad del NTE fue

explicada con una pseudo R? del 21%.
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Tabla 39. Modelo de regresion logistica entre NTE <40 millones
a partir del modelo saturado

Variable OR EE p IC 95%

Células redondas 0,66 0,09 0,002 0,50 0,85
Aglomeraciones 0,35 0,14 0,009 0,16 0,76
Dieldrin 0,27 0,12 0,003 0,11 0,63
Endosulfan | 0,39 0,18 0,043 0,15 0,97

Endosulfan sulfato 2,67 1,10 0,017 1,19 5,99

En este modelo quedaron incluidas las siguientes variables: presencia de
células redondas y de aglomeraciones, que resultaron ser factores protectores
con OR de 0,66 y 0,35 (p=0,002 y 0,009), respectivamente). También quedaron
incluidos los plaguicidas dieldrin y endosulfan | que resultaron como factores
protectores, presentando OR de 0,27 y 0,39, (p=0,003 y 0,043), respectivamente.
Endosulfan sulfato resulté un incremento en la OR de presentar un NTE <40

millones de espermatozoides, cercano a 2,7 veces, OR = 2,67 (p=0,017).

4.3.3.5 Quinto modelo final de regresion logistica multiple entre CE <20

millones y los plaguicidas organoclorados

Entre las variables indicadoras de la calidad seminal, especificamente del
NTE, esta la clasificacion recomendada por la OMS de presentar una CE <20
millones/ml de espermatozoides. Por ello, se construyé un modelo de regresion
logistica multiple para analizar los factores predictores de esta variable (Tabla 40).
El modelo incluy6 a 88 participantes y la variabilidad del NTE fue explicada con
una pseudo R? del 57%.

La OR para las primeras dos categorias del IMC se redujo mas del 50%
respecto al modelo anterior, y aunque tal sélo se alcanzé la significacion
estadistica en el caso de tener un IMC igual o mayor a 30, esta condicidon suponia
un incremento significativo en la OR para presentar una CE < 20 millones de mas
de 277,6 (p=0,018).
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La variable educacion también resulté ser un determinante importante. El
contar so6lo con estudios primarios resultd en un incremento significativo en la OR

para una CE <20 millones de 38,5 veces (p=0,031).

Tabla 40. Modelo de regresion logistica para una CE <20 millones/ml

Variable OR EE P IC 95%

IMC < 20 1,04 2,60 0,989 0,01 142,76
IMC 225 y <30 6,21 8,36 0,175 0,44 86,90
IMC 230 277,58 662,68 0,018 2,58 29886,89
Estudios Primarios 38,45 65,24 0,031 1,38 1069,17
Testiculo <12 0,87 8,98 0,989 0,00 513000000,00
Estacion del afo:

Verano 5433,81 18403,11 0,011 7,12 4148912,00
Otofio 137,93 282,82 0,016 2,48 7673,06
Invierno 0,36 1,02 0,718 0,00 90,23
Abstinencia cuartiles

1°" cuartil 110,35 232,40 0,026 1,78 6846,08
2:rcuarti! 7,51 11,83 0,201 0,34 164,81
37 cuartil 0,38 0,70 0,600 0,01 14,53
Movilidad a y a+b bajas 22,72 30,13 0,019 1,69 305,58
Morfologia

PEN <50 20,28 27,66 0,027 1,40 293,71
PCl <50 38,50 67,25 0,037 1,26 1180,92
PFA <50 0,13 0,17 0,121 0,01 1,72
Plaguicidas

organoclorados 0,06 0,11 0,122 0,00 2,15
p,p’-DDE

Vinclozolina <0,001 0,00 0,025 0,00 0,41

Por otra parte, las estaciones del afo, verano y otofio, se asociaron con
incrementos significativos en el valor de OR, de cerca de 5500 veces el primero y
de 140 veces el segundo (p=0,016 y 0,011).

La abstinencia en el primer cuartii fue asociada a un incremento
significativo, p=0,026 (OR de mas de 110 veces), de presentar una concentracion
de espermatozoides <20 millones/ml; los niveles de abstinencia en el 2° y el 3
cuartil no presentaron asociaciones significativas.

La movilidad baja, como fue descrita para a y a+b, se asoci6 a un
incremento en el riesgo de presentar una concentracion <20 millones/ml de

espermatozoides de casi 23 veces (OR=22,72, p=0,019).
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El presentar un PEN y un PCIl, menores a la mediana, se asocio
significativamente a incrementos en la OR de presentar una CE menor a 20
millones/ml de semen de poco mas de 20 y de cerca de 40 veces,
respectivamente (p=0,027 y 0,037); mientras que el presentar un PFA menor a la
mediana, solo presentd una significacion marginal.

Respecto a los plaguicidas, sélo vinclozolina, presentdé una asociacion
estadisticamente significativa, evidenciando su actividad como un factor de
proteccién para la concentracién de espermatozoides <20 millones/ml OR=0,00
(p=0,025).

4.4 Analisis de regresion lineal simple entre el NTEM, los plaguicidas

organoclorados y sus determinantes.

Las tablas 41 a 50 muestran los resultados mas relevantes del analisis de
regresion lineal simple para el NTEM y sus principales determinantes
antropomeétricos, sociodemograficos, de estilo de vida y de exposicién, las cuales
fueron seleccionadas porque resultaron relacionadas en el analisis de regresion
simple con al menos un 20% de explicacién de la variable resultado, o bien por
haber sido descrita en la literatura como factores asociados a la calidad seminal.

Se muestran los resultados mas significativos del analisis de regresion
lineal simple (analisis no ajustado), considerando los 18 OC tanto en frecuencias
como cuantificados en ng/ml de suero, de acuerdo a lo descrito en la Seccidon de
Material y Métodos. En términos generales se procedié de la misma forma
descrita en el apartado anterior para la variable de resultado NTE.

Por la relevancia de Ilos resultados observados, incluimos las
reclasificaciones de la variable dicotdmica para aquellos que presentaron un
numero <40 millones en el NTEM, que se estim6 como una variable equivalente a
la recomendada de OMS para el NTE <40 millones. También se incluye la

correspondiente a un NTEM <20 millones.
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4.4.1 Analisis de regresion lineal simple para el NTEM y sus determinantes.

En la Tabla 41 se presenta el analisis de re regresion lineal simple para los
determinantes del NTEM.

A pesar de que el rango de edad fue estrecho (19 a 23 afios de edad), el
analisis bivariante indicé un incremento marginalmente significativo de 1 millon en
el NTEM por cada afio mas de edad. El IMC mostré una relacion inversa con el
NTEM, con una reduccion de también 1 millon por unidad de cambid, pero
tampoco estadisticamente significativa. Cuando el IMC se clasifico en categorias
siguiendo criterios de la OMS, no se lograron asociaciones estadisticamente
significativas.

En cuanto a la percepcion del estado de salud por parte de los jévenes, las
categorias muy buena y buena, mostraron asociaciones de diferente signo con
NTEM, pero sélo se acercaron a la significacién estadistica marginal; la primera
con un incremento de mas de 1,3 millones y la segunda con un decremento de
casi la misma magnitud (p=0,110 y p=0, 123), respectivamente, ya sea como
variable ordinal o en cualquiera de sus categorias.

En el analisis bivariante, haber tenido paperas no se asocid
significativamente con el NTEM.

El consumo de antibidticos se asoci6 de manera marginalmente
significativa con una reduccion de 1,8 millones en el NTEM. El consumo de
antivirales, resulté asociado con alta significacion estadistica a una importante
reduccion de cerca de 72 millones en el NTEM (p<0,001). Sin embrago hay que

indicar que tan solo fue citado por un individuo.
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Tabla 41. Regresion lineal simple entre NTEM y variables antropométricas, sociodemograficas

y del estilo de vida

Variable n B EE p IC 95%

Edad 272 1,08 1,05 0,100 -1,01 1,17

IMC 262 -1,05 1,03 0,100 -1,12 1,01

<25 186 1,27 1,23 0,241 -1,18 1,91
225 a <30 68

>30 -1,30 1,27 0,224 -1,97 1,17

8 1,00 1,72 0,994 -2,89 2,91

252 1,32 1,20 0,120 -1,89 1,08

Salud general 9 136 12 0,110 1,07 1,98
Muy buena 164

Buena -1,34 1,2 0,123 -1,95 3,78

Mala 4 -1,12 2,1 0,897 -4,72 3,78

Tuvo Paperas, 26 1.23 1.33 0.468 -1.42 2.15

Antibioticos 15 -1,78 1,40 0,090 -3,45 1,09

) _ 257 1,40 1,23 0,110 -1,08 2,10

Nivel de estudios 10 242 164 0,073 6,33 1,09
Primarios 17

Secundarios -1,05 1,44 0,898 -2,15 1,96

Universitarios 230 1,44 1,35 0,231 -1,26 2,59

Residencia urbana: materna 206 -1,60 1,25 0,040 2,49 -1,02

nacimiento del padre 189  -1,40 1,23 0,100 -2,09 1,07

Consumo de tabaco: Cigarros/dia 86 -1,03 1,02 0,080 -1,07 1,00

Consumo de hachis 56 -1,38 1,24 0,150 -2,12 1,12

Estacién del afio: 271 1,23 1,09 0,017 1,04 1,45

Primavera 74 '1,59 1,22 0,114 '2,36 '1,07

Verano 21 1,17 1,41 0,647 -1,69 2,32

thﬁo 133 1,09 1,20 0,631 -1,31 1,56

Invierno 46 151 1,257 0,087 1,06 2,42

Abstinencia: Horas 272 1,01 1,00 0,000 1,01 1,01

>48 horas 254 2,34 1,21 0,000 1,61 3,41

pH 1-14 272 -3,51 1,36 0,000 -6,45 -1,91

<772 231 -1,565 1,29 0,085 -1,06 2,54

EE: error estandar

El nivel de estudios como variable ordinal resulté asociada a un incremento
de 1,4 millones en el NTEM, con una significacion cercana a la marginal
(p=0.073). Cuando el nivel de estudios se analiz6 en las tres categorias
(primarios, secundarios y universitarios), solo los estudios primarios mostraron
una reduccién marginalmente significativa de cerca de 2,5 millones en el NTEM
(p=0,073).

La residencia en ambito urbano por parte de los progenitores supuso una
reduccion de alrededor de 1,5 millones en el NTEM, pero sélo la caracteristica

materna alcanzé la significacion estadistica (p=0,040).
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El consumo de tabaco mostré una reduccion marginalmente significativa,
con una reduccion de 1,03 en el NTEM (p=0,080).

En cuanto a la estacion del ano, sélo en su forma ordinal se asocié de
manera significativa, con un incremento de primavera a invierno de 1,23 millones
en el NTEM (p=0,017). Cuando se consideraron las cuatro estaciones del afo
como variables “dummy”, sélo el invierno mostré una relacion marginalmente
significativa, con un incremento de 1,51 millones en el NTEM (p=0,085).

La variable abstinencia en horas considerada tanto en continuo como
clasificada dicotoémica, estableciendo como punto de corte las 48 horas, mostro
asociaciones significativas (p<0,001), con incrementos de 1 y mas de 2 millones
en el NTEM, respectivamente.

El pH, como variable discreta y clasificada en <7,2 o0 mas, mostré en el
primer caso una asociacion significativa con una reduccion de 3,5 millones en el
NTEM (p<0,001), y en el segundo una reduccién de menos de la mitad 1,55, pero

con una significacion estadistica marginal (p=0,085).

En la tabla 42 se muestran los resultados del andlisis bivariante de la
exploracion uroldgica y su relacion con el NTEM. El volumen testicular mostré una
asociacion estadisticamente significativa, con un incremento de poco mas de un
millon en el NTEM (p=0,010). Cuando el volumen testicular se considerd por
encima o debajo los 12 ml, tener testiculos de poco volumen supuso una
reduccion de 1,7 millones en el NTEM (p=0,005). Por su parte, la consistencia de
los testiculos no mostré ninguna asociacion significativa. Sin embargo, la
presencia de quistes, una licuefaccién total, y la viscosidad ordinal mostraron
reducciones significativas de 3,2, 2,1 y 1,2 millones en el NTEM (p=0,030,
p=0,050, p=0,049), respectivamente. Mientras que la presencia de células
redondas y aglomeraciones, mostraron una asociacion positiva, con incrementos

significativos de 1,08 y 1,34 en el NTEM (p<0,001 y p=0,010), respectivamente.
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Tabla 42. Regresion lineal simple entre el NTEM y la exploracion urolégica

Variable n B EE p IC 95%
Volumen: Testiculo izquierdo 260 1,06 1,02 0,010 1,02 1,10
Testiculo derecho 258 1,05 1,02 0,010 1,01 1,10
<12 Testiculo izquierdo 8 -1,70 1,21 0,005 -13,06 -1,60
Consistencia: Ambos testiculos 6 1,35 2,40 0,730 -4,17 7,59
Testiculo izquierdo 4 1,64 1,65 0,330 -1,64 4,42
Testiculo derecho 2 2,62 2,12 0,200 -1,67 11,50
Presencia de: Quistes 8 -3,21 1,70 0,030 -9,10 -1,13
Hidrocele 2 4,10 2,87 0,180 -1,94 32,61
Licuefaccion 17 -2,11 1,45 0,050 -4,37 -1,01
Viscosidad 63 -1,22 1,11 0,049 -1,49 1,00
Células redondas 16 1,08 1,03 0,000 1,02 1,13
Aglomeraciones 63 1,34 1,11 0,010 1,09 1,66

EE: error estandar

Las tablas 43 y 44 muestran el analisis bivariante entre el NTEM vy la

morfologia espermatica. En la tabla 43 se consideran las variables como

continuas y en la tabla 44, como categoricas, clasificadas por debajo de la

mediana de los porcentajes. Todas las variables presentaron algun tipo de

asociacion, salvo para el caso del PFA, que ni como variable continua, ni como

categorica presentd asociaciones significativas en el analisis bivariante.

Tabla 43. Regresion lineal simple entre NTEM y la morfologia espermatica

Variable N B EE o] IC 95%

PEN 114 1,62 1,13 0,000 1,28 2,05
PEA 114 -2,98 1,38 0,000 -5,60 -1,59
PCA 114 -97,46 6,03 0,010 -3430,36 2,77
PCI 114 1,52 1,19 0,020 1,08 2,15
PFA 107 -1,21 1,22 0,340 -1,81 1,23

EE: error estandar

En su forma continua solo el PEN y el PCI mostraron incrementos, de 1,6 y

1,5 millones en el NTEM (p=0,000 y p=0,020), respectivamente. Mientras que la

asociacion fue negativa en el caso de presentar un PEA y PCA, con decrementos
de 3y 97,5 millones en el NTEM (p<0,001).
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Las variables de morfologia espermatica, en su forma dicotomica,
mostraron un comportamiento semejante. Las variables PEN, PCl y PCA por
debajo de la mediana mostraron reducciones de 7,0, 5,3 y 5,9 millones en el
NTEM (p=0,001, p=0,023 y p=0,008), respectivamente; mientras que la variable
PEA mostré un incremento de 5,8 millones en el NTEM (p=0,012). Presentar un
PEN <4%, mostro un decremento significativo de 4,9 millones en el NTEM
(p=0,000).

Tabla 44. Regresion lineal simple entre NTEM y la morfologia espermatica®

Variable n B EE p IC 95%

PEN 114 -7.03 362 0.001 -12.41 -3.98
PEA 114 576 365 0.012 3.21 10.33
PCI 114 534 365 0.023 -9.55 -2.98
PFA 114 357 367 0.364 -3.74 6.46
PCA 114 594 364 0.008 -10.58 -3.34
PEN<4% 114 493 151 0,000 -11,08 -2,19

*Referencia < mediana del porcentaje
EE: error estandar

El analisis bivariante para el NTEM vy el perfil hormonal se muestra en las
tablas 45 y 46. De la misma forma que para la morfologia, primero se trataron las
variables en su forma continua y luego como variables dicotémicas por encima y
por debajo de sus medianas. En el primer caso, solo la inhibina B, mostré un

incremento significativo de 1,6 millones en el NTEM por unidad de cambio.

Tabla 45. Regresion lineal simple entre NTEM y el perfil hormonal

Variable N B EE p IC 95%

Inhibina b 247 1,60 1,27 0,050 1,01 2,55
SHBG 247 -1,29 1,28 0,310 -2,11 1,27
SHBG? 247  -1,08 1,10 0,440 -1,30 1,12
FSH 247 -1,19 1,18 0,300 -1,64 1,16
LH 247 -1,30 1,24 0,220 -1,98 1,17
Testosterona 247 1,24 1,31 0,440 -2,11 1,38

EE: error estandar

Como se puede ver en Tabla 46, los resultados del analisis bivariante del

NTEM y las hormonas dicotomizadas, por debajo de la mediana, tampoco mostro
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alguna asociacién estadisticamente significativa frente a ninguna de las hormonas

estudiadas.

Tabla 46. Regresion lineal simple entre NTEM y el perfil hormonal*

Variable n

B EE p IC 95%
Inhibina B 248  -3.31 3.28 0.301 -4.80 3.24
FSH 248 276 329 0941 -3.89 4.00
LH 248 -287 336 0.797 -437 3.92
SHBG 248 323 328 0364 -3.32 4.69
Testosterona 248 3.31 3.29 0302 -3.25 4.81

*Perfil hormonal bajo y sobre la mediana. EE: error estandar

Los resultados del analisis bivariante entre el NTEM y el contenido de

lipidos especificos se muestra en las tablas 44 y 45. Al igual que para los dos

grupos de variables anteriores, también en este caso se trataron en su forma

continua y como dicotémicas, por debajo y encima de la mediana.

Tabla 47. Regresion lineal simple entre NTEM y la concentracion de lipidos especificos

Variable n B EE P IC 95%

Colesterol 146  -2,62 1,77 0,090 -8,08 1,17
Triglicéridos 146  -1,90 1,31 0,020 -3,26 -1,11
HDL 146 1,15 1,33 0,630 -1,52 2,00
LDL 146 -1,37 1,50 0,440 -3,05 1,63

EE: error estandar

Cuando las variables se trataron de manera continua, sélo los triglicéridos

mostraron una relacidon estadisticamente significativa, con una reduccién de 1,9

millones en el NTEM por unidad de cambio (p=0,020). El colesterol mostré la

reduccion mas importante (2,6 millones) pero soélo alcanzé una significacion

marginal (p=0,090). Los lipidos de alta o de baja densidad no mostraron ninguna

asociacion significativa.

En el caso de las variables dicotomicas (Tabla 48), solo los triglicéridos

mantuvieron una asociacion fuertemente significativa, en este caso de mayor

magnitud, 5,8 millones en el NTEM por unidad de cambio (p=0,004).
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Tabla 48. Regresion lineal simple entre NTEM y lipidos especificos*

Variable n B EE p IC 95%

Colesterol 147 325 355 0501 -384 5,50
Triglicéridos 147 576 3,52 0,004 3,45 9,60
HDL 146 -3118 3,55 0,557 -539 3,94
LDL 146 332 355 0455 -3,77 5,61

*Referencia <mediana

EE: error estandar

*Lipidos especificos bajo y sobre la mediana

El analisis bivariante entre el NTEM y la concentracién de plaguicidas en

suero se muestra en la Tabla 49.

Tabla 49. Regresion lineal simple entre NTEM y la concentracion de

plaguicidas organoclorados en suero (ng/ml)

Variable N B EE p IC 95%
Aldrin 211 -1,05 1,11 0650 -129 1,17
Endrin 211 1,11 1,11 0,330 -1,11 1,37
Dieldrin 211 1,18 1,12 0,150 -1,06 1,47
Endosulfan | 211 1,07 1,11 0530 -1,15 1,31
Endosulfan Il 211 129 133 0,360 -1,35 2,26
Endosulfan diol 211 -1,03 1,08 0,710 -120 1,13
Endosulfan éter 211 1,03 1,07 0,720 -1,12 1,18
Endosulfan

lactona 211 -1,02 1,07 0,780 -1,17 1,12
Endosulfan sulfato 211 -1,23 1,09 0,020 -1,47 -1,04
o,p’-DDT 212 1,14 122 0523 -169 1,31
p,p’-DDT 212 1,11 1,08 0,166 -1,05 1,29
p,p"-DDE 212 1,11 113 0,387 -142 1,15
o,p’-DDD 213 -1,03 1,09 0,772 -122 1,16
Lindano 219 -1,44 1,24 0,090 -221 1,06
Vinclozolina 219 200 1,64 0,60 -1,33 5,31
HCB 219 1,30 1,30 0,320 -1,29 2,19
Metoxicloro 219 1,01 124 0960 -1,50 1,54
Mirex 219 -1,04 1,24 0,850 -1,60 1,47

EE: error estandar

Como se puede observar sélo se evidencié una reduccion significativa de

1,2 millones en el NTEM para el caso del endosulfan sulfato (p=0,020). El lindano

mostré una reduccion de 1,4 millones, pero fue sélo marginalmente significativa
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(p=0,90), mientras que el dieldrin y la vinclozolina mostraron incrementos de 1,2 y
2 millones en el NTEM, que no fueron estadisticamente significativos; (p=0,150 y
p=0,160), respectivamente. Cabe también destacar que en el analisis no ajustado
ni el o,p’-DDT ni el p,p’-DDE mostraron asociaciones significativas (p=0,523 y

0,387, respectivamente).

Tabla 50. Regresion lineal simple entre NTEM y presencia de plaguicidas organoclorados

Variable N B EE P IC 95%
Aldrin 219 3,14 3,52 0,581 -3,93 5,23
Endrin 219 -423 3,38 0,042 -6,49 -2,76
Dieldrin 219 3,34 3,36 0,333 -3,36 5,09
Endosulfan | 219 3,74 3,55 0,235 -3,35 6,33
Endosulfan Il 219 -3,36 3,40 0,346 -5,23 3,42
Endosulfan diol 219 3,42 4,01 0,556 -4,64 7,33
Endosulfan

lactona 219 2,76 3,58 0,951 -4,,60 4,76
Endosulfan éter 219 2,87 3,38 0,801 -3,95 4,41
Endosulfan sulfato 219 -4,62 3,36 0,013 -7,01 -3,05
o,p’-DDT 219 -385 3,56 0,197 -6,56 3,26
p.p’-DDT 219 288 3,37 0,789 -3,92 4,40
p,p’-DDE 219 296 4,65 0,875 -7,20 8,52
p,p’-DDD 219  -3,30 3,40 0,390 -5,13 3,49
Lindano 219 -3,86 3,39 0,113 -5,98 2,96
HCB 219 3,62 3,56 0,289 -3,47 6,17
Metoxicloro 219 -291 3,38 0,754 -4,47 3,90
Mirex 219 -295 340 0,712 -4,58 3,89
Vinclozolina 219 6,28 4,51 0,100 -3,20 17,08

EE: error estandar

El analisis bivariante entre el NTEM y los plaguicidas OC detectados por
encima del limite de cuantificacion se muestra en la Tabla 50. Los unicos
plaguicidas asociados significativamente fueron endrin y endosulfan sulfato, con
reducciones de 4,2 y 4,6 milones en el NTEM (p=0,042 y p=0,013),
respectivamente. Los compuestos o,p’-DDT, lindano y vinclozolina demostraron
s6lo asociaciones con significacion marginal, los dos primeros con reducciones
casi idénticas de mas de 2,85 millones en el NTEM (p=0,197 y p=0,113) y el
tercero con un incremento de 2 millones, y una significacion ligeramente mayor
(p=0,100). Aqui también se debe hacer notar que p,p-DDE no mostro

significaciéon estadistica alguna (p=0,875).
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4.4.2 Modelos de regresion lineal multiple entre el NTEM y la concentracion

de plaguicidas organoclorados

4.4.2.1 Primer modelo final de regresion lineal para el NTEM

El primer modelo final de regresidon lineal multiple entre el NTEM vy la

concentracion de los plaguicidas OC seleccionados, expresados en ng/ml de

suero, se muestra en la Tabla 51. En este modelo se incluy6 la informacién

correspondiente a 70 participantes y se obtuvo una R? del 65% de la variabilidad

del NTEM, con una R? ajustada cercana al 60%.

Tabla 51. Primer Modelo Lineal Final entre NTEM y plaguicidas organoclorados (ng/ml)

Variable B EE® p IC 95%
Abstinencia (hr) 1,03 1,00 0,000 1,02 1,04
Paperas -4,22 1,69 0,008 -12,07 -1,47
Aglomeracion 2,07 1,17 0,000 1,51 2,84
Estacion® -1,82 1,25 0,010 -2,85 -1,16
Colesterol* -11,97 2,43 0,007 -70,87 -2,02
Testosterona* -7,04 1,73 0,001 -21,17 -2,34
PFA* -2,16 1,22 0,000 -3,20 -1,46
Endosulfan

sulfato* 4,33 1,66 0,005 11,95 157
p,p’-DDT* 1,91 1,29 0,013 3,17 1,15
p,p’-DDE* 6,28 1,53 0,000 2,68 14,73
Constante 40,3x10" 157,86 0,000  160993,50 10,1x10""

® Error estandar
*logaritmo neperiano
** Raiz cuadrada

Pprimavera=1, verano=2, otofio=3 e invierno=4

Nota: Datos geométricos

Cada hora de abstinencia se asocié significativamente con un incremento

de 1,03 millones en el NTEM (p<0,001). Haber padecido paperas mostré6 una

reduccion en el NTEM de 4,22 millones

(p=0,008).

La presencia de

aglomeraciones mostré un incremento de 2,07 millones en el NTEM (p<0,001).
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La estacion del afio como variable ordinal, de primavera a invierno (1 a 4),
mostré una reduccion significativa en el NTEM de mas 1,8 millones por unidad de
cambio (p=0,010).

Entre los parametros del perfil lipidico, el colesterol se asocié la mayor
reduccion en el NTEM, de aproximadamente 12 millones (p=0,007).

Del todas las hormonas consideradas en el perfil hormonal, sélo la
testosterona mostré una asociacion significativa, con una reduccion de 7 millones
en el NTEM (p=0,001).

En cuanto a la morfologia, el PFA se asoci6 con una reduccion de mas de
2 millones en el NTEM (p<0,001).

Entre los plaguicidas OC seleccionados, la concentracion sérica de
endosulfan sulfato, p,p"-DDT y p,p’-DDE, se asociaron con el NTEM; los dos
primeros con reducciones de 4 y 2 millones (p=0,005 y 0,013, respectivamente),
mientras que el p,p’-DDE se asocid positivamente con un incremento significativo
de mas de 6 millones en el NTEM (p=0,001).

4.4.2.2 Primer modelo final de regresion lineal entre el NTEM y la presencia

de plaguicidas organoclorados.

El primer modelo final de regresién lineal multiple entre el NTEM vy la
presencia de los plaguicidas OC, considerando los 18 plaguicidas seleccionados
en el estudio, por encima del limite de cuantificacion se muestra en la Tabla 52.
Este modelo incluy6 a 73 individuos y explico el 78% de la variabilidad del NTEM

y con una R? ajustada del 70%.
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Tabla 52. Primer modelo final de regresién lineal multiple entre NTEM y la presencia de

plaguicidas organoclorados

Variable B EE P IC 95%
Abstinencia (hr) 1,03 1,00 0,000 1,02 1,04
Presencia de: 483 166 0,003 -13,29 1,75
Paperas ’ ’ ’ ’ ’
Aglomeraciones 2,11 1,14 0,000 1,62 2,75
Licuefaccion total -30,31 1,80 0,000 -98,92 -9,29
Consistencia de ambos testiculos 109,50 3,99 0,001 6,81 1759,44
Estacién del afio® -1,73 1,23 0,011 -2,62 -1,14
Lipidos
Colesterol* -8,19 2,21 0,011 -40,35 -1,66
Hormonas
Inhibina B* 3,91 1,55 0,003 1,62 9,43
FSH* 1,82 1,31 0,029 1,07 3,11
SHBG** -1,63 1,16 0,002 -2,22 -1,20
Morfologia del semen
PFN* -1,99 1,19 0,000 -2,83 -1,41
Plaguicidas organoclorados
Aldrin 2,09 1,47 0,063 -1,04 4,53
Dieldrin -2,10 1,32 0,010 -3,68 -1,20
Endosulfan lactona 2,79 1,44 0,007 1,35 5,78
Endosulfan éter -2,39 1,32 0,003 -4,16 -1,38
Endosulfan sulfato -2,44 1,33 0,003 -4,36 -1,37
o,p’-DDT 2,19 1,38 0,019 1,15 417
p,p-DDE 99,60 2,25 0,000 19,65 504,82
Lindano 1,81 1,32 0,036 1,04 3,16
Metoxicloro -2,21 1,33 0,008 -3,92 -1,24
Constante 140,91 98,72 0,286 -71,31 1415793,00

°Error estandar

*logaritmo neperiano

** Raiz cuadrada

Pprimavera=1, verano=2, otofio=3 e invierno=4
Nota: Datos geométricos

La abstinencia en horas se mantuvo asociado también en este modelo, al
igual que haber tenido paperas. La presencia de aglomeraciones también se
asocio casi de manera idéntica que en el modelo anterior. Los incrementos fueron
de mas de 1 y 2 millones de espermatozoides moviles para la abstinencia en
horas y la presencia de aglomeraciones (ambos con p<0,001), mientras que haber
tenido paperas se asocié a un decremento de mas de 4,8 millones en el NTEM
(p=0,003).
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La consistencia de ambos testiculos se asoci6 a un incremento de cerca de
110 millones en el NTEM, (p=0,001). La estacion del afio, en el mismo sentido
que en el modelo anterior, significd una ligera reduccién de 1,73 millones en el
NTEM, con idéntica significacion (p=0,011). El colesterol se asocié a una
reduccién de mas de 8 millones en el NTEM por unidad de cambio. Por ultimo, la
licuefaccion total se asocié a un decremento de mas de 30 millones en el NTEM
(p<0,001).

De las hormonas, la inhibina B presentd un incremento de casi 4 millones
en el NTEM por unidad de cambio (p=0,003). También resultaron asociadas la
FSH y la SHBG, con incrementos de casi 4 y 2 millones en el NTEM (p=0,029 y
0,002, respectivamente).

Como ocurrié para el caso de los modelos para el NTE, también resultd
asociado el PFA, que mostré un decremento de alrededor de 2 millones en el
NTEM (p<0,001).

Entre los plaguicidas OC presentes por encima del limite de cuantificacion,
aldrin, endosulfan lactona, o,p’-DDT, p,p’-DDE vy lindano resultaron asociados a
incrementos en el NTEM. Entre todos ellos, p,p’-DDE se asocié con el cambio
mas importante y significativo, concretamente un incremento de cerca de 100
millones en el NTEM vy una p<0,001. Aldrin presentd una asociacion
marginalmente significativa (p=0,063) y endosulfan lactona, o,p’-DDT vy lindano
presentaron asociaciones significativas de p=0,007, 0,019, y 0,036,
respectivamente. También, se observaron asociaciones negativas para algunos
plaguicidas, con reducciones en el NTEM de 2,1, 2,4, 2,4 y 2,2 millones para el
dieldrin, el endosulfan éter, el endosulfan sulfato y el metoxicloro (p=0,010, 0,003,

0,003, y 0,008, respectivamente).
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4.4.3 Modelos de regresion logistica multiple entre el NTEM y los plaguicidas

organoclorados

Se han obtenido tres modelos de regresion logistica multiple, dos de los
cuales fueron construidos a partir de los modelos de regresion lineal multiple
teniendo en cuenta la presencia y ausencia de los 18 plaguicidas seleccionados, y

un tercer modelo construido a partir de un modelo saturado.

4.4.3.1 Primer modelo final de regresion logistica multiple entre el NTEM y

los plaguicidas organoclorados

El primer modelo obtenido tras el analisis de regresidn logistica multiple se
muestra en la Tabla 53. Este modelo se construyé incluyendo 72 sujetos,
obteniéndose una pseudo R? cercana del 49%. Se consideré como punto de corte
un valor de NTEM de 40 millones de espermatozoides moviles.

La abstinencia en cuartiles mostré ser un factor protector directamente
proporcional al incremento de un cuartil a otro, de 0,38, 0,04 y 0,01 para el
segundo, tercero y cuarto cuartiles respectivamente, los dos ultimos en forma
significativa (p=0,027 y 0,004).

Haber tenido paperas incrementd cerca de 16 veces el riesgo de tener <40
millones en el NTEM, sdélo estuvo cerca de la significacion marginal. La presencia
de aglomeraciones resulto ser un factor protector OR=0,03 (p=0,007).

Tomando como referencia la primavera, las estaciones del afio de verano y
otofio presentaron un incremento, no significativo, de cerca de 20 y de mas de 50
veces en el riesgo de presentar un NTEM menor a 40 millones, mientras que el
invierno presentd un poco mas de la mitad respecto al primero, pero con una
menor significacion estadistica.

La presencia de un nivel de colesterol inferior a la mediana, se asocio de
forma marginalmente significativa como un factor de proteccion OR=0,63,

(p=0,09) para presentar un NTEM <40 millones.
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Tabla 53. Primer Modelo Final de Regresion Logistica Multiple entre NTEM<40 y presencia de

plaguicidas organoclorados

Variable OR EE p IC 95%
Abstinencia 2° cuartil 0,38 0,45 0,413 0,04 3,91
Abstinencia 3% cuartil 0,04 0,06 0,027 0,00 0,70
Abstinencia 4° cuartil 0,01 0,01 0,004 0,00 0,22
Presencia de:
Paperas _ 15,81 28,24 0,122 0,48 523,91
Aglomeraciones 003 004 0007 0,00 0,38
Licuefaccion total
200,17 598,08 0,076 0,57 69938,25
Estacion del afio**
Verano 19,74 50,92 0,247 0,13 3093,48
Otofio 52,37 135,55 0,126 0,33 8359,37
11,52 42,90 0,511 0,01 16993,94
Invierno
Colesterol* 0,63 0,64 0,651 0,09 4,60
Hormonas
|Fnshi£jna* 1,47 1,75 0,746 0,14 15,17
SHBG* 0,36 0,46 0,422 0,03 4,38
2,37 2,60 0,431 0,28 20,40
Morfologia
PFN* 0,03 0,05 0,011 0,00 0,46
Plaguicidas
organoclorados 0,15 022 0,200 0,01 2,70
Endosulfan lactona
Endosulfan sulfato 4,16 5,09 0,244 0,38 45,79
Metoxicloro 1,07 1,13 0,951 0,13 8,46

*<Mediana
** Nivel de referencia: primavera

La licuefaccion total se asocié a un incremento del riesgo mayor a 200

veces; sin embargo este incremento no fue estadisticamente significativo.

Presentar un nivel por debajo de la mediana para las hormonas inhibina B,

SHBG y FSH no se asocié de manera significativa con el NTEM presentar un nivel

de NTEM <40 millones.

4.4.3.3 Segundo modelo final de regresion logistica multiple entre el NTEM y

los plaguicidas organoclorados

Partiendo del modelo saturado se construyéo el modelo de regresion

logistica multiple que incluyd a un grupo de 74 jovenes y presentd una pseudo R?

de mas del 50% (Tabla 54).
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Tabla 54. Segundo Modelo logistico para NTEM<40 y plaguicidas organoclorados

Variable OR EE o] IC 95%
Abstinencia
2° cuartil 2,69 3,19 0,405 0,26 27,59
3 cuartil 0,13 0,15 0,072 0,01 1,20
4° cuartil 0,02 0,03 0,007 0,00 0,35
Presencia de:
Paperas 247,02 558,22 0,015 2,95 20714,33
Aglomeraciones 0,02 0,03 0,002 0,00 0,26
Lipidos
Colesterol* 385,80 1165,70 0,049 1,03  143968,40
Hormonas
FSH* 0,27 0,20 0,074 0,06 1,14
Testosterona*® 19,37 35,37 0,105 0,54 694,30
Morfologia
PFA<mediana 0,04 0,05 0,006 0,00 0,41
Plaguicidas
organoclorados
Endodosulfan Il 0,06 0,07 0,024 0,01 0,69
Endosulfan éter 6,94 7,03 0,056 0,95 50,52

La variable abstinencia se incluyé en cuartiles, pudiéndose apreciar un
gradiente cada vez mas protector para presentar un NTEM <40 millones a medida
que aumenta las horas de abstinencia, siendo estadisticamente significativa para
el tercer y cuarto cuartiles, p=0,011 y p=0,007, respectivamente; con una OR de
0,13 y 0,02, para cada uno de ellos. Haber tenido paperas se asocié con una OR
de 247 (p=0,015). La presencia de aglomeraciones mostré ser factor de
proteccion para presentar un NTEM <40 millones, con una OR de 0,02 (p=0,002).

El presentar una concentracion de colesterol por debajo de la mediana
incrementd casi 386 veces la oportunidad relativa de presentar un nivel de NTEM
por debajo de 40 millones (p=0,049).

La FSH se presentd como un factor de proteccion, con una OR de 0,27,
marginalmente significativo (p=0,074; mientras que la testosterona se asocié con
una OR de mas de 19, pero con una significaciéon marginal (p=0,105).

El PFA por debajo de la mediana mostr6 ser un factor de proteccion
estadisticamente significativo, con una OR de 0,04 (p=0,006).

Endosulfan Il y endosulfan éter mostraron efectos contrarios, el primero

como factor protector con una OR de 0,06 (p=0,024), y el segundo como factor de
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riesgo con una OR para presentar un NTEM <40 millones cercana a 7, con una

significacion estadistica marginal (p=0,056).
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5. DISCUSION

En la mayoria de los paises europeos el indice de natalidad ha caido de
manera drastica, incluso por debajo del nivel de reemplazo generacional (Lutz
2006, UN 2007). En Espafia, la natalidad se redujo en mas de la mitad entre 1960
y 1990, pasando de 21,7 a 10,2 nacimientos por cada mil habitantes, lo que situa
al pais por debajo de la media de la Union Europea. Este descenso se atribuye a
los cambios en las condiciones sociales y econémicas que se han producido
durante los ultimos afos, entre los que se encuentran tanto el uso de
anticonceptivos, como la incorporacion de la mujer al mercado de trabajo que
dificulta la compatibilidad entre actividad laboral y el cuidado de los hijos (Lutz
2006). Sin embargo, también se ha sefialado que la disminucion de la natalidad
podria deberse a un deterioro en la facilidad para concebir (Andersen et al., 2008;
Nyboe y Erb, 2006). De hecho, se asiste en muchos paises europeos a un
incremento en la demanda de técnicas de reproduccién asistida por parte de la
parejas que desean concebir y han tenido serias dificultades para lograrlo
(Andersen et al., 2008; Nyboe y Erb, 2006). La responsabilidad del varén en este
contexto parece ser cada vez mas evidente dada la tendencia negativa de la
salud reproductiva masculina, que abarca desde la reduccién de la calidad del
semen, al aumento en la incidencia de cancer de testiculo, pasando por el
incremento en la incidencia de malformaciones del tracto reproductivo, como son
criptorquidia e hipospadias (Skakkebeek et al., 2001).

La combinacion final resultante es un escenario en el que el vardn presenta
una peor calidad seminal y la mujer accede a su primera maternidad en una edad
en la que su fertilidad esta reducida; la consecuencia es la prevista, mayor
dificultad en la concepcién, caida en los indices de natalidad y el consiguiente
impacto personal, social y econémico. Ademas, la dependencia en técnicas para
lograr concebir y formar una familia tienen también consecuencias importantes en
el orden social debido a que las posibilidades y los recursos son limitados en los
sistemas de salud publicos y los costes de estos procedimientos situaran a las
parejas menos favorecidas econdmicamente en desventaja para tener hijos. Una

cuestion crucial dentro de este contexto es saber la contribucién del varén al
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problema y si realmente la calidad del semen de los jovenes europeos es tan baja
como para haber descendido por debajo del umbral para el cual la tasa de
fertilidad se ve afectada.

También es cada mas frecuente que se reconozca una asociacion entre la
funcién reproductiva masculina y el riesgo de padecer desérdenes
cardiovasculares y metabodlicos como son la obesidad abdominal, la diabetes tipo
2 y los trastornos cardiovasculares relacionados. A este respecto, la instauracion
del hipogonadismo masculino, entendido como niveles de testosterona por debajo
de la normalidad, se presenta ya sea como una consecuencia 0 como un
determinante de la afectacion cardio-metabdlica (Kupelian et al., 2008; Laughlin et
al., 2008). Es cierto que la caida fisiolégica de los niveles de testosterona
dependiente de la edad (Wu et al., 2008) contribuiria per se al incremento de tales
desodrdenes (Laughlin et al., 2008; Rodriguez et al., 2007), pero las estimaciones
sobre el incremento en la incidencia del hipogonadismo, proximo al 40% en
hombres mayores de 45 afos en algunas series (Feldman et al., 2002; Mulligan
et al., 2006), junto al envejecimiento de la poblacién en los paises desarrollados,
con cerca del 20% de la poblacion europea con mas de 64 afios, supone una
poblacion en riesgo mucho mayor, y por consiguiente un incremento progresivo
en la prevalencia de complicaciones cardio-metabdlicas entre la poblacién
masculina. Ademas, es ciertamente preocupante que esta situaciéon de
hipogonadismo se esté manifestando en la poblacion masculina mas joven.
Estudios realizados en Europa y en EEUU indican un descenso progresivo de los
niveles de testosterona en el hombre de cualquier edad, con un pronunciado
efecto cohorte relacionado con el afo de nacimiento (Travison et al., 2007;
Andersson et al., 2007) y una relacién inversa entre la grasa visceral estimada en
los jovenes y sus niveles de testosterona (Nielsen et al., 2007). Por el momento
es dificil discernir si la obesidad abdominal es causante de los bajos valores de
testosterona, o si por el contrario son los niveles del andrégeno los que estan
determinando los problemas de obesidad. Probablemente se trate de un circulo
encadenado, en donde cada factor se alimenta del otro, pero es un asunto que

merece la mayor atencion.
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En este contexto, se ha recomendado la necesidad de investigar la realidad
actual de la salud reproductiva del varon en Europa, no sélo por sus implicaciones
en el mantenimiento y reemplazo de la poblacion, sino también por la importancia
de los danos que se puedan producir sobre la salud cardiovascular y metabdlica.
De hecho, debido a la urgencia en saber cual es el papel del estilo de vida y de
los factores medioambientales como causantes del deterioro sospechado, se
planted este trabajo centrado en una poblacién de jovenes almerienses de
fertilidad no conocida, los cuales fueron estudiados en profundidad, tanto en lo
que respecta a parametros seminales como a niveles de hormonas esteroideas,
grado de obesidad, habitos y modos de vida y exposicion ambiental.

Los resultados del presente trabajo pueden ser de ayuda para establecer
los valores de referencia para los parametros seminales, las cualidades fisicas y
los niveles hormonales para el grupo de jovenes de edad similar, habitantes del
sureste peninsular y por ende del sur de Europa. La informacion sobre exposiciéon
ambiental y factores sociales sirve, ademas, para su comparacion con otros
estudios similares, realizados en esta y otras regiones de Andalucia, Espafia y
Europa, y para establecer las tendencias temporales de la propia region. De
hecho cualquier accion que pretenda actuar preventivamente exige Ila
monitorizacion de la poblacion como medio de evaluacién de la respuesta a las
medidas implementadas.

Para la planificacion y disefio de este trabajo de investigacion se considerd
con fines de reclutamiento, de una parte, el no conocimiento por parte de los
voluntarios de su fertilidad, de otra la homogeneidad en edad y el tiempo de
abstinencia a la cesion de la muestras, y por ultimo, la estacion del afno y situaciéon
sociodemografica, dado que estos factores se han referido como determinantes
de la calidad seminal en las poblaciones (diferencias geograficas) y su evolucién
en el tiempo (tendencias temporales). Como resultado, el grupo de poblacion
estudiada es homogéneo, con cerca del 90% de los individuos con estudios
universitarios, con caracteristicas poblacionales muy similares y un bajo riesgo
para la exposiciéon ambiental a plaguicidas OC, por lo que los efectos adversos

atribuibles a esta exposicion siempre seran subestimados en comparacion con
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otras poblaciones potencialmente con mayor exposicion. La poblacidén de cerca de
300 jévenes fue también homogénea en otras muchas cualidades, con una edad
media de 20 afios y un estrecho rango entre 18 y 23 anos; el indice de masa
corporal normal medio fue de 23,9 kg/m? con un cuarto de los individuos en
situacién de sobrepeso y tan sélo el 3% con obesidad. La mayoria de los jovenes
informaron que gozaban de una buena o muy buena salud (98%), y solo el 6% del
grupo informé haber tenido tratamientos médicos prolongados por alguna
enfermedad crénica a lo largo de su vida. La mayoria de los jovenes vivian en una
zona urbana (85%), asi como sucedid con el nacimiento de sus padres y el lugar
en que la mayoria fueron gestados. Presentaron, ademas, un muy bajo indice
migratorio, restringido incluso a la provincia de Almeria.

La media aritmética de la concentracion espermatica fue de 72 millones de
espermatozoides por mililitro de semen eyaculado, con una mediana de 51
millones en un rango de 0-420 millones/ml. Estos valores estan dentro del rango
del recuento espermatico de los paises participantes en el estudio multicéntrico
Europeo (9,5-169 millones), situandose incluso entre los mas altos reportados. El
numero total de espermatozoides (NTE) y el numero total de formas moviles
(NTEM) son buenos marcadores de la calidad del semen (Irvine et al., 1995), por
lo que fueron seleccionados como marcadores de fertilidad y de salud
reproductiva en la poblacién de estudio. La media geométrica del NTE fue de 117,
4 millones de espermatozoides con una DE de 3,8 millones, y el recuento
espermatico correspondiente a los cuantiles 10%, 50% y 90% fue de 2,22, 150,0 y
464,4 millones de espermatozoides, respectivamente. Los datos equivalentes
para el NTEM fueron: media geométrica de 66,8 y una DE de 4,6 millones de
espermatozoides moviles y los valores correspondientes a los cuantiales 10, 50 y
90% fueron 12,1, 86,3, y 1954 millones de espermatozoides moviles,
respectivamente.

En los modelos de regresion lineal simple y multivariante desarrollados
para NTE y NTEM se identificaron ciertos determinantes que son del mayor
interés comentar, ya que pueden ser de ayuda a la hora de comparar los

resultados entre series de individuos de diferentes regiones geograficas. Asi, por
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ejemplo, por cada hora de abstinencia se observd un incremento de alrededor de
un millon de espermatozoides en el NTE, cifra que se mantuvo constante en
magnitud y significacién en todos los modelos para ambos parametros, NTE y
NTEM. De acuerdo a la estacién del afio se observaron reducciones de entre 1,7
a 2,5 millones de espermatozoides, tanto para el NTE como para el NTEM por
cada cambio de estacion en la sucesion de primavera a invierno. Asimismo, por
cada incremento en una unidad en la presencia de aglomeraciones se observaron
incrementos de 1,6 a 2,11 millones de espermatozoides en el NTE y el NTEM,
respectivamente.

En cuanto a la morfologia de los espermatozoides, solo el porcentaje de
flagelos anormales (PFA) mantuvo reducciones constantes de aproximadamente
2 millones de espermatozoides por cada unidad de cambio en PFA en todos los
modelos para ambas variables de resultado (NTE y NTEM), mientras que el
analisis no ajustado no mostré asociacion alguna para ninguno de los dos
parametros estudiados, mostrando incluso una asociacion inversa a la observada
en el analisis de regresion lineal multiple.

En el caso del perfil hormonal masculino, se observé una reduccion de 2,5
millones de espermatozoides y 7 millones de espermatozoides moviles, por cada
incremento en una unidad de los niveles séricos de testosterona. Este resultado
es consistente con lo esperado desde el punto de vista fisioldégico, dado que los
niveles bajos de espermatozoides estimulan la produccién de testosterona. Cabe
senalar, que entre las funciones de la testosterona se encuentra la produccion de
espermatozoides y el incremento de la actividad sexual (Van de Graaf y Rhees
1999; Damstra et al., 2002).

El primer modelo que estudia la relacién entre NTE (Ver Tabla 33) y la
exposicion a plaguicidas en su forma continua, incluyd a 79 jovenes, fue ajustado
por aquellas variables que presentaron un nivel de significacién del 95% (p<0,05),
y explicd mas del 65% de la variabilidad en el numero total de espermatozoides.
En este modelo, ademas de las variables que fueron incluidas en el resto de los
modelos, se consideraron también el uso de antibidticos, la escolarizacion y la

ocupacion/trabajo del joven. La asociacion entre escolarizacién y el uso de
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antibidticos con el NTE, observado en nuestro estudio, es consistente con los
resultados de Golden y colaboradores (1999), por lo que, la escolaridad se
confirma como uno de los determinantes mas importantes del recuento
espermatico. La escolarizacion representd un incremento de 2,2 millones de
espermatozoides por cambio en el nivel de estudios -primarios, secundarios y
universitarios- lo cual apoya la hipotesis de que el nivel socioeconémico esta
asociado con un mejor estado de salud, en este caso, la salud reproductiva.

Los jovenes que trabajaban de dia presentaron una reducciéon mayor en el
NTE, en el modelo no ajustado, aunque en el modelo ajustado la direccion de la
asociacion cambidé mostrando que los jovenes que trabajaban ademas de
estudiar, presentaron un incremento de 2,7 millones en el NTE (p<0,03). Este
incremento observado podria atribuirse al efecto del trabajador sano.

El problema de la caida generalizada en la calidad seminal fue
excelentemente analizado en el meta-analisis de Carlsen y colaboradores (1992),
asi como, en estudios posteriores que han senalado el deteriorado en la calidad
seminal en los paises industrializados durante los ultimos 50 afios (Huyghe et al.,
2003; Jargensen et al., 2006). El estudio de Carlsen y col colaboradores, que
incluia 61 trabajos realizados en diferentes partes del mundo entre 1938 y 1990,
mostraba una tendencia significativa hacia la caida en la concentracion
espermatica en el varén sano, con una disminucion en el recuento espermatico de
113 a 66 millones/ml (~50%) (Carlsen et al., 1992). Este trabajo fue criticado por
diversos problemas metodolégicos, como con la falta de ajuste por las diferencias
de tiempos de abstinencia o por la variabilidad en la metodologia utilizada para el
analisis del semen entre los estudios incluidos. Ademas, las variaciones
geograficas advertidas en calidad seminal también podrian haber sesgado los
resultados encontrados (Jouannet et al., 2001). Las criticas recibidas condujeron
al reanalisis de los estudios incluidos en la revision, estratificando el analisis por
area geografica y teniendo en cuenta el periodo de abstinencia, lo que finalizé con
la confirmacién de las tendencias negativas enunciadas originalmente (Swan et
al., 1997). Aunque anos mas tarde se han publicado resultados muy similares y a

pesar de haber ampliado la revision con 47 nuevos trabajos adicionales (Swan et
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al., 2000), lo cierto es que el argumento sobre cambios temporales en la calidad
seminal continua siendo muy controvertido (Jouannet et al., 2001).

A pesar de todo, estudios prospectivos mas recientes han descrito una
incuestionable peor calidad seminal en poblacién joven de los paises del norte de
Europa (Andersen et al., 2000; Jargensen et al., 2002). Aproximadamente el 20%
de los joévenes de varios paises nordicos europeos tienen una concentracion
espermatica por debajo del nivel de referencia establecido por la OMS y un 40%
de los individuos tiene una concentracion por debajo de 40 millones/ml (Andersen
et al., 2000). En el presente trabajo el 19% de los jévenes almerienses
presentaron una concentracidon espermatica por debajo de los niveles de
referencia de la OMS, circunstancia que se asocia con una demora en un
embarazo con éxito (Bonde et al., 1998). Curiosamente, esta tendencia a la baja
calidad seminal puede tener también implicaciones para la salud en general, ya
que los hombres con peor calidad seminal parecen tener mayor tasa de
mortalidad y menor expectativa de vida (Jensen et al.,, 2009). Los valores
encontrados en la poblacion almeriense situan a los jovenes del sureste
peninsular en una posicion media-alta en cuanto a los parametros seminales en
Europa, con valores superiores a Dinamarca y similares a los de Finlandia y las
republicas balticas. Desafortunadamente la ausencia de estudios similares
realizados con anterioridad en nuestra poblacion impide realizar cualquier
presuncion sobre la tendencia temporal o sobre sus determinantes ambientales.

Por otra parte, es interesante sefalar, que no solo los estudios sobre
jovenes de fertilidad no probada orientan hacia un cambio negativo en el recuento
espermatico, ya que los trabajos realizados en poblacién feértil, con protocolos
estandarizados, también muestran diferencias regionales y temporales en calidad
seminal (Jgrgensen et al.,, 2001; Swan et al., 2003; lwamoto et al., 2006). Por
ejemplo, los finlandeses (Turku) tienen una concentracion espermatica 35% mas
alta que sus vecinos daneses (Copenhague), mientras que escoceses
(Edimburgo) y franceses (Paris) tienen concentraciones comprendidas entre
ambos extremos (Jorgensen et al., 2001). Diferencias regionales similares

también se han descrito entre poblacion fértii americana en un estudio que
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compara la calidad seminal de residentes de Columbia (Missouri), New York (New
York), Minneapolis (Minnesota) y Los Angeles (California) (Swan et al., 2003). Los
valores descritos para poblacién fértil japonesa son similares a los encontrados en
Dinamarca, en concordancia con otro estudio que revela la mala calidad
espermatica de la poblacion asiatica (Chia et al., 1998). Las razones inherentes a
las diferencias geograficas observadas en calidad seminal son aun desconocidas,
aunque son similares a las encontradas con otros trastornos relacionados con la
salud reproductiva masculina, incluyendo cancer testicular de células germinales y
malformaciones congénitas del tracto reproductivo masculino.

Como ya se ha comentado, el estilo de vida podria contribuir a las
tendencias adversas observadas en salud reproductiva masculina. Lo cierto es
que durante los ultimos 50 afos han ocurrido cambios importantes en habitos y
estilos de vida en los paises desarrollados, como es el caso de la alimentacion, el
sedentarismo y la obesidad consecuente que alcanza proporciones epidémicas en
muchas partes del mundo (Caballero 2007; Mokdad et al., 2001), o la prevalencia
del tabaquismo que se ha incrementado de manera notable (Molarius et al.,
2001). Realmente es interesante el hecho de que varios estudios en poblacién
general infértil (Hammoud et al., 2008; Kort et al., 2006; Magnusdottir et al., 2005;
Koloszar et al.,, 2005) muestren que la obesidad se asocia con peor calidad
seminal y que un meta-analisis publicado en 1994 que incluia 20 estudios
diferentes (Vine et al., 1994) revele que los fumadores tienen una concentracién
espermatica mucho menor. Es importante destacar que fumar durante el
embarazo tiene un impacto negativo sobre la calidad seminal de los
descendientes varones, sugiriendo que la exposicién prenatal al tabaco es digna
de consideracion en los estudios clinicos y epidemiolégicos (Ramlau-Hansen et
al., 2007; Storgaard et al., 2003; Ramlau-Hansen et al., 2007; Jensen et al., 2004;
Ratcliffe et al., 1992) y da mayor fuerza a la relacion encontrada, en algunos
trabajos, entre tabaquismo durante la gestacién e hipospadias (Brouwers et al.,
2007), criptorquidia (Thorup et al., 2006; Damgaard et al., 2006) y cancer de

testiculo en los hijos (Tuomisto et al., 2009).
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La hipotesis patogénica considerada por el Sindrome de Disgenesia
Testicular (TDS) otorga un papel etiolégico relevante a determinados factores
ambientales y estilos de vida, que se une a una posible predisposicidn particular
de algunos individuos, quizas relacionada con la presencia de polimorfismos
genéticos especificos que podrian potenciar el papel de los factores ambientales
(Giwercman et al., 2000; McElreavey et al., 2003). Por ejemplo, el riesgo de
desarrollo de cancer de testiculo es marcadamente superior entre hermanos o
hijos de pacientes de este tipo de cancer (Lutke-Holzik 2004), al igual que para
criptorquidia e hipospadias entre gemelos y familiares de primer, segundo y tercer
grado con estas patologias (Schnack et al.,, 2008). Pero fuera de mutaciones
puntuales (por ejemplo la mutacibn SRY) y agrupaciones cromosémicas
anormales (por ejemplo, 45X/46XY), asociadas con mayor riesgo de cancer de
testiculo, poco se sabe sobre el papel de mutaciones especificas en la etiologia
de las patologias contempladas en el TDS. Mutaciones en el gen del receptor de
andrégenos o en el gen que codifica la enzima 5-a-reductasa tipo Il, se asocian
con criptorquidia e hipospadias, pero estas mutaciones son extremadamente
raras. Ademas, hoy por hoy, no existe evidencia cientifica que avale la
predisposicion de genotipos especificos a efectos adversos de factores
medioambientales o de estilo de vida (Giwercman et al., 2006), sin embargo la
diferencia en la incidencia en TDS dependiendo de la raza sugiere un
componente genético. Asi, la poblacion blanca americana tiene mayor incidencia
de cancer de testiculo que los afroamericanos y otros grupos étnicos (Shah et al.,
2007). Las diferencias geograficas podrian también reflejar diferencias genéticas
en susceptibilidad frente la exposicion a compuestos medioambientales-
disruptores endocrinos y los factores del estilo de vida o una combinacion de
ambos. Si aceptamos la premisa de que tanto los genes como el medio ambiente
intervienen en la salud reproductiva masculina, debemos admitir también que algo
en nuestro medio ambiente actual debe contribuir a la tendencia alcista de tales
desérdenes.

El término disruptor endocrino abarca un grupo de sustancias quimicas de

muy diferente origen, estructura y uso, representado principalmente por
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compuestos con propiedades estrogénicas o antiestrogénicas (mimetizadores o
antagonistas de la accion del estradiol), androgénicas o antiandrogénicas
(mimetizadores o antagonistas de la accion de los andrégenos), o mimetizadores
0 antagonistas de las hormonas tiroideas. En algunas ocasiones se trata de
compuestos a los que los tests habituales de toxicidad no habian atribuido efecto
biolégico alguno. Ademas, muchos de ellos presentan gran estabilidad e inercia
para reaccionar quimicamente, por lo que reunen caracteristicas optimas para
haber sido y ser empleados aun hoy dia en grandes cantidades y sin proteccion
medio ambiental especial (Toft et al., 2004). En otras ocasiones se trata de
compuestos bien conocidos por su capacidad para acumularse y persistir en las
cadenas troficas, como es el caso de los conocidos y bien caracterizados COPs,
sobre los que se han establecido medidas de control mas estrictas (Porta et al.,
2006). Otras veces se trata de compuestos que parecen no acumularse, pero su
presencia como contaminantes en el entorno (agua, aire, alimentos, utensilios) es
tan frecuente que la exposicion en el dia a dia esta asegurada (Hauser et al.,
2006; Swan 2008).

La hipétesis de la disrupcion endocrina como causa de enfermedad sugiere
que los disruptores endocrinos se comportan como hormonas, alterando la
homeostasis hormonal y originando un desequilibrio en el balance de estrogenos,
androgenos, progestagenos y hormonas tiroideas, lo que resultaria en problemas
de desarrollo y de funcionalidad de los sistemas hormonales. A este respecto, la
exposicion humana a disruptores endocrinos con actividad hormonal/anti-
hormonal, podria conducir a alteraciones en la salud reproductiva del varon,
resultando en enfermedades diversas que van desde las malformaciones del
tracto genitourinario, la mayor frecuencia de cancer de testiculo y la merma de la
calidad seminal con disminucién de la fertilidad (Olea y Fernandez 2007).

Los disruptores endocrinos pueden interferir con las células componentes
de drganos sexuales en momentos de susceptibilidad particular como puede ser
el periodo embrionario y fetal. El proceso de desarrollo del embridén-feto masculino
implica una compleja cascada de eventos, iniciada por genes sexuales

determinantes que activan el proceso de formacién de los testiculos, proceso que
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es hormonalmente independiente. Por el contrario, las etapas subsecuentes,
formacion de los genitales externos y el descenso de los testiculos dentro del
escroto, son hormonalmente dependientes (Welsh et al., 2008). Tres son las
hormonas implicadas, la hormona anti-Muleriana, la testosterona y el factor de
crecimiento insulinico 3, aunque de ellas es la testosterona la que conlleva el mas
amplio rango de efectos. De hecho, los androgenos son responsables de la
aparicion de los caracteres secundarios masculinos y del descenso de los
testiculos en el escroto, eventos que son programados o inducidos durante el
primer trimestre de embarazo, lo que condiciona que el momento de secrecién de
testosterona sea critico para un desarrollo normal de los 6rganos reproductivos
masculinos. Una inadecuada ausencia/presencia de androgenos desembocaria
en un feto macho poco masculinizado, mientras que la exposicién de un feto
hembra a andrégenos causaria masculinizacion (Toppari 2008).

El mecanismo de accion mediante el cual los disruptores endocrinos
modulan la accién hormonal durante el proceso de masculinizacion se conoce tan
solo para algunos de ellos. Asi, algunas de estos compuestos han sido
identificadas como anti-andrégenos ya que se unen, pero no activan, el receptor
de andrégenos (AR), caso del p,p’-DDE, metabolito del DDT, y el fungicida
vinclozolina (Kelce y Wilson 1997). Otros exhiben propiedades estrogénicas,
siendo los efectos adversos producidos en animales macho similares a los
desencadenados por los compuestos con actividad anti-androgénica (Toppari
2008). Un ejemplo de disruptor endocrino estrogénico es bisfenol A, ya
identificado como tal en 1936 cuando Dodds & Lawson describieron su actividad
uterotrofica en la rata, lo que permitié su inclusién en el censo de estrogénos de
sintesis (Dodds y Lawson 1936). Ademas, bisfenol A desencadena toda una
cascada de eventos no necesariamente mediados por su union al receptor,
sugiriendo que muchos de los diruptores endocrinos pueden actuar a través de
mecanismos muy diversos.

Se ha argumentado que en los modelos experimentales de laboratorio, los
efectos de los disruptores endocrinos ocurren cuando los animales se exponen a

concentraciones individuales muy por encima de las que generalmente el hombre
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esta expuesto. Sin embargo, en varios estudios con ratas tratadas con mezclas de
entre 3 y 7 compuestos con propiedades anti-androgénicas, a dosis a las cuales
cada compuesto de manera individual no produce ningun efecto, se observaron
tanto un deterioro en el proceso de masculinizacion como en la aparicion de
hipospadias (Christiansen et al., 2008; Sharpe 2008). Este es, posiblemente, el
modelo experimental mas apropiado, ya que el hombre esta expuesto a una
mezcla compleja de compuestos quimicos contaminantes ambientales (Lopez-
Espinosa et al., 2007; Carrefio et al., 2007), pudiéndose asumir que los efectos
combinados (aditivos, sinérgicos antagodnicos, o todos ellos) pueden igualmente
ocurrir en la vida real. Si este fuera el caso, la complejidad para identificar los
agentes causantes o desencadenantes del TDS es una tarea bien dificil.

La evidencia epidemiolégica que relaciona exposicion a disruptores
endocrinos y calidad seminal es también escasa (Toft et al.,, 2004), aunque
existen algunos estudios que relacionan la exposicion a plaguicidas y otros
compuestos OC persistentes con actividad hormonal y la baja calidad seminal. Asi
por ejemplo, un estudio realizado entre jévenes reclutas militares suecos
establecié una relacion inversa entre niveles de bifenilos policlorados (PCBs) y
movilidad espermatica (Richthoff et al., 2003). Otro estudio establecid la relacion
entre exposicion medioambiental a plaguicidas y la calidad seminal entre
poblacion fértil e infértil, altamente expuesta a compuestos OC (concretamente
algunos PCBs y p,p’-DDE) encontrandose una menor movilidad, concentracion y
porcentaje de espermatozoides maoviles asociada a una mayor exposicion (Hauser
et al., 2003). EI DDT también se ha asociado con una disminucion de la fertilidad y
cambios en el recuento espermatico ademas de con retrasos en el inicio de la
pubertad (Dedager et al., 2006; Aneck-Hahn et al., 2007).

Algunos estudios epidemiolégicos han investigado la asociacién entre
actividad laboral y calidad seminal, analizando el papel de la exposicion quimica
en los lugares de trabajo sobre la funcion reproductiva masculina. De esta manera
es conocido que el nematocida dibromocloropropano (DBCP) afecta de forma
severa el proceso de la espermatogénesis aunque el mecanismo de accidon no se

ha aclarado todavia. Otros plaguicidas interfieren de igual forma, con la
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espermatogénesis, aunque sus efectos no son tan significativos como los
producidos por DBCP. Los resultados de trabajos realizados con agricultores de
invernaderos daneses demuestran que la concentracibn espermatica y la
proporcion de espermatozoides normales es menor entre los trabajadores
altamente expuestos a distintos plaguicidas cuando se comparaban con los de
menor exposicion (Abell et al., 2000). Los estudios que relacionan la exposicion a
ftalatos con la calidad seminal no son tan concluyentes (Hauser 2006), sin
embargo la universalidad del fenbmeno de exposicion a estos aditivos del plastico
es realmente preocupante. De igual manera ocurre con los compuestos
polifluorados que han sustituido en gran medida a los OC y que forman parte de
una gran cantidad de objetos de uso cotidiano. Un estudio reciente sefiala que
altas exposiciones a estos compuestos se asocian a un menor porcentaje de
espermatozoides normales entre poblacién joven (Joensen et al., 2009).

Por las razones aludidas, en este estudio se planted investigar de forma
pormenorizada la exposicion ambiental a compuestos organicos persistentes,
disruptores endocrinos, y tratar de dilucidar si estos compuestos quimicos han
afectado a su salud reproductiva, evaluada a través de la medida de los
parametros seminales y del estudio de la funcion testicular. Para ello, se
determind tanto la frecuencia de presentacion de los 18 compuestos quimicos-
plaguicidas OC persistentes seleccionados, como la concentracion de cada uno
de ellos, cuantificados en el suero sanguineo de los jévenes participantes.

Los resultados del estudio constatan que la exposicion ambiental es
importante ya que se alcanza un valor medio de 11 residuos detectables por
individuo. ElI compuesto OC mas frecuente fue p,p’-DDE, detectado en el 96% de
las muestras, a concentraciones medias de 5,17 ng/ml suero 6 794 ng/g lipido,
seguido por vinclozolina, con una frecuencia del 95,5%. Le siguen en orden de
frecuencia, de mayor a menor, endosulfan diol, endosulfan lactona, endosulfan |,
hexaclorobenceno, aldrin, o,p’-DDD vy lindano. Hay que recordar que en el
catadlogo de compuestos investigados tan soélo el grupo del endosulfan, el
metoxicloro, vinclozolina y lindano, tienen un uso reciente bien reconocido en

Espana. El resto de los compuestos, o bien estan prohibidos o su empleo esta
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muy restringido o limitado a aplicaciones muy concretas. Sin embargo, la
presencia de compuestos de uso historico en el suero de los jovenes, demuestra,
una vez mas, que estos acceden al organismo del individuo por la exposicion de
sus madres gestantes expuestas en las que se acumulan y trasmiten a la
descendencia, durante el embarazo y lactancia (Carrefio et al., 2007).

La hipotesis principal del presente estudio, que considera la evaluacién del
efecto de la exposicion a los plaguicidas OC sobre la calidad seminal, exige la
estandarizaciéon de los protocolos de trabajo, la metodologia analitica, el
establecimiento de controles de calidad apropiados y la eleccién de un tamafo de
muestra adecuado. Ademas necesita tener presentes los determinantes que,
como ya hemos observado, pueden asociarse como confusores, covariables y
modificadores de efecto. De hecho, no se puede olvidar la importancia del efecto
combinado de la exposicion (lbarluzea et al., 2004; Fernandez et al., 2004;
Kortenkamp 2007), junto con los efectos individuales de cada compuesto quimico,
sobre los indicadores de la calidad seminal seleccionados, que pueden variar en
forma muy llamativa, incluso cambiar de sentido del efecto, en funcién de las
variables introducidas en los diferentes modelos explicativos.

A este respecto, el analisis de correlacion de la concentracion de los 18
plaguicidas OC no indica que estos, en su mayoria, estén correlacionados. La
matriz de correlacion muestra que de los 18 plaguicidas, incluyendo aquellos que
estaban por debajo del limite de deteccidn, sélo en algunos casos llegd a superar
el 50%, - vinclozolina con aldrin y lindano; mirex y metoxicloro. En las otras 9
comparaciones se rondd el 40% - endrin con endosulfan |, p,p’-DDE vy
metoxicloro; endosulfan | con endosulfan lactona y metoxicloro; endosulfan sulfato
con endosulfan diol y mirex; metoxicloro con endrin, endosulfan | y mirex; y
lindano con HCB. La gran mayoria de comparaciones, que supusieron 142
correlaciones analizadas, solo estuvieron en un rango entre 3 y -1. El hecho de
que la gran mayoria de los plaguicidas muestren un coeficiente de correlacion
bajo es importante ya que permite incluir todos ellos en los modelos

multivariantes, asumiendo su independencia.
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A pesar de lo dicho, cuando se analizé la correlacidn entre los plaguicidas
incluyendo solo a los individuos en los que los estos se encontraban por encima
del limite de deteccion, la correlacion fue mucho mas alta, incluso llegando a ser
de cerca del 80% en algunos casos. Asi sucedid, por ejemplo para el caso de
mirex y dieldrin; endosulfan sulfato, o,p’-DDT y metoxicloro; endosulfan Il y
endrin, sugiriendo que la exposicion multiple en aquellos individuos mas
expuestos, puede proceder de la misma fuente de exposicion, que su exposicion
ha sido simultanea en el tiempo, o bien que esta podria ser resultado de su alta
persistencia en el ambiente y en el tejido adiposo de los animales, ocasionando
que aquellos individuos en los que se detectd algun plaguicida presentaran una
mayor probabilidad de presentar algun otro. Muy interesante es el hecho de que el
grupo del aldrin, dieldrin y endrin fue el que presentd una mayor correlacion con
todos los grupos de plaguicidas analizados, lo que sugiere que este es un grupo
de plaguicidas frecuentemente utilizado en combinacion con otros. Otra posible
explicacion es que existe una relacidn entre compuestos y metabolitos que
conlleva a una exposicion grupal. De hecho el grupo que abala este aspecto, fue
el del DDT y sus derivados, probablemente como resultado de su alta
persistencia y la presencia concomitante de sus metabolitos y derivados.

Los valores de colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas de alta y de baja
densidad en sangre se han considerado como factores de confusion por estar
directamente asociados a las variables de resultado (NTE y NTEM) y a las
variables de exposicion (plaguicidas organoclorados), ya que son la materia prima
para la sintesis de las hormonas esteroideas, y por otra parte determinan la dosis
interna de los plaguicidas OC, los cuales son altamente lipofilicos, y ademas
favorecen el efecto yoyd ya descrito (Mullerova y Kpopecky 2007). Por estas
razones y para poder controlar en los modelos multivariantes por el perfil lipidico
como factor de confusion, se incluyeron las concentraciones de los plaguicidas
organoclorados en base liquida (ng/ml) y se ajustd por las concentraciones
séricas de colesterol, triglicéridos, HDL y LDL.

El valor medio obtenido por la poblacion de estudio para colesterol total y

para los triglicéridos se encontraron dentro de los niveles de referencia
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establecidos por la OMS (colesterol total <200 mg/dl y triglicéridos <200 mg/dl).
Entre las lipoproteinas circulantes en sangre, ninguna se mantuvo asociada
significativamente en el primer modelo final (Ver Tabla 33) a pesar de que en el
analisis de regresion lineal simple, los niveles de colesterol y triglicéridos se
asociaron con incrementos en el NTE con una significacion estadistica marginal
(2,5y 1,5 millones en el NTE, p=0,080 y p=0,109, respectivamente). No obstante
en el analisis no ajustado se alcanzd la significacion estadistica cuando los
triglicéridos se recodificaron en niveles por debajo y por encima de la mediana, de
tal manera que los sujetos con niveles por debajo de la mediana mostraron un
incremento de casi 4,6 millones de espermatozoides (p=0,029). En el caso de los
plaguicidas, la exposicion a aldrin, endosulfan sulfato y p,p’-DDT, se asociaron a
una reduccién significativa del NTE en cerca de dos millones, o mas, por cada
incremento en una unidad en las concentraciones de estos plaguicidas. Por el
contrario, el p,p’-DDE se asocié a un incremento de mas de 4,5 millones de
espermatozoides por cada incremento en una unidad en su concentracion.

En el segundo modelo para el NTE (Ver Tabla 34) en comparacién con el
primer modelo, se permitié para alguna variable de ajuste (pH e inhibina B) una
confiabilidad del 90%. Como era de esperar, este modelo mostré un mayor
coeficiente de determinacion, con una mayor explicacion de la variabilidad del
NTE (R?=72%), aunque sélo incluyé a 71 de los jovenes participantes en el
estudio. El pH resulté asociado a una reduccidn marginalmente significativa
(p=0,103) de cerca de 3 millones en el NTE, mientras que la inhibina B se asocio
con un incremento en el NTE de 2 millones (p=0,104), lo que es biologicamente
plausible pues el incremento en el nimero de espermatozoides estimularia la
produccion de inhibina B, para inhibir la produccién de hormonas gonadotrdpicas
(Van de Graaf y Rhees 1999; Damstra et al., 2002).

Este modelo, aunque no representa el mejor ajuste, mostré asociaciones
tan llamativas como plausibles para la mayoria de las variables incluidas, por lo
que esas caracteristicas merecen especial atencion en futuros estudios. En los

jévenes que refirieron actividad laboral se alcanzé un incremento del NTE mas
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importante que en el modelo anterior, llegando a cerca de 6 millones (p=0,002),
reafirmando lo sugerido para esta variable en el primer modelo para el NTE.

El tabaquismo de la madre durante la gestacion del joven, resulté asociado
a una reduccion de cerca de 2 millones en el NTE (p=0,020), lo que es
consistente con la hipotesis del efecto epigenético en la exposicion del feto, que
afecta posteriormente la salud reproductiva en la edad adulta, como ya ha sido
referido por otros autores (Dieckmann et al., 1953; Luconi et al., 2002; Jensen et
al., 2004; Anway y Skinner, 2006)

Este segundo modelo incluyd, dentro del perfil lipidico, a las lipoproteinas
de alta densidad (HDL), que se asociaron a un incremento de 4,4 millones en el
NTE. Aunque esta asociacion solo fue marginalmente significativa (p=0,074),
puede explicarse debido al papel de las HDL como materia prima para la
formacion de testosterona y por ello, con la produccion y mantenimiento del
numero de espermatozoides (Van de Graaf y Rhees 1999; Damstra et al., 2002).

En cuanto al perfil hormonal, ademas de la inhibina B, la LH se asoci6 a un
incremento significativo de 2,33 millones de espermatozoides (p=0,018),
asociacion que cabria esperar ya que la LH se ha referido que se relaciona con la
estimulacién de las células de Leydig para la produccion y mantenimiento de la
espermatogénesis (Padmanabhan y McNeilly 2001; Damstra et al., 2002). Por
otra parte, las hormonas esteroideas estimulan la maduracion folicular y por tanto
la espermatogénesis (Fujii et al., 2001; Anderson et al.,, 2002; Densmore y
Urbanski, 2003; Chen et al., 2005).

La testosterona, en este segundo modelo, se asocié con una reduccion de
3,5 millones en el NTE, que como indicamos anteriormente se asocia con la
produccion de espermatozoides, y al reducirse el numero de estos, se produciria
un aumento en la secrecion de testosterona. Una vez que los espermatozoides se
incrementan en numero, se estimula la produccion de inhibina B, observandose
una asociacion positiva entre los niveles séricos de esta hormona y el NTE
(Padmanabhan y McNeilly 2001), tal y como se observa en este modelo.

El porcentaje de cabezas anormales (PCA) resultd asociado a una

reduccién de mas de 400 millones en el NTE por cada incremento en una unidad
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de PCA, la cual fue la mayor de las reducciones observadas para ésta variable de
resultado (p=0,003). Lo que indica que aquellos individuos con mayor porcentaje
de espermatocitos anormales en cabeza podrian ser también aquellos que
tuvieran mayor exposicidon a agentes xenobidticos teratogénicos, como sucede
aparentemente con la vinclozolina, que se correlacion6 alrededor de un 40% con
la presencia de cabezas anormales, lo que en definitiva afectaria a la
reproduccion celular espermatica (Bartkova et al., 2007). Probablemente algo
parecido sucede con el porcentaje de flagelos anormales (PFA) que se asocid con
una reduccion algo mayor de 3 millones de espermatozoides (p<0,001).

Sin embargo, debido a la alta colinearidad entre el PCA y PFA cabria
esperar que se eliminen una u otra variable en los modelos mas parsimoniosos
por lo que tan solo se mantuvo una de ellas en los modelos ajustados (nivel de
confiabilidad del 95%). Ambos tipos de defectos podrian ser debidos también al
efecto de la exposicion a cocteles de compuestos disruptores endocrinos
(Skkakebaek et al., 2001; Kortenkamp 2007; Bartkova et al., 2007), mecanismo al
que podria atribuirse su fuerte asociacion en la reduccion del NTE, vy
consecuentemente a una disminucidon de la capacidad reproductiva de las
poblaciones de jovenes, lo que es consistente con observaciones de estudios
previos (Gray et al., 1994; Golden et al., 1999; Skkakebaek et al., 2001; Anderson
et al., 2002; Olea y Avivar, 2003; Coldbert et al., 2005; Veeramachaneni et al.,
2006, Bartkova et al., 2007).

En este segundo modelo la exposicién a endrin demostré una reduccién
significativa, la mayor de las observadas para los otros plaguicidas OC,
alcanzando mas de 7 millones en el NTE (p=0,023), confirmando su capacidad
antiandrogénica referida en otros estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion (Aguilar-Gardufio et al., en preparacion).

Por ultimo la exposicion a los plaguicidas endosulfan sulfato y p,p’-DDE
presentd una asociacion significativa aunque de menor magnitud que el endrin,
alcanzando el primero una reduccion de cerca de 2,83 millones en el NTE vy, el

segundo un incremento de 2,12 millones en el NTE (p=0,031 y 0=0,027,
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respectivamente), consistentes con un efecto antiandrogénico del primero y
estrogénico del segundo (Aguilar-Gardufio et al., en preparacion).

En el tercer modelo para NTE (Ver Tabla 35) se alcanzé un 74% de
explicacion de la variabilidad del NTE. EI modelo incluyé informacién de 89
jévenes. Se introdujeron algunas variables en forma categérica, como es el caso
de la abstinencia en cuartiles que mostré asociaciones tanto significativas como
biolégicamente plausibles con el NTE que variaron desde 4 millones en el primer
cuartil, hasta aproximadamente 2 en el segundo y el tercero (p<0,05). El pH
mostré una asociacion inversa, con una reduccién significativa de cerca de 3
millones en el NTE por unidad de cambio (p=0,011), y el volumen testicular de
menos de 12 ml, que también estuvo significativamente asociado a una reduccion
en 4,6 millones en el NTE (p<0,05).

Para la morfologia, el PEN y el PCI mostraron incrementos significativos de
1,27 y 1,45 millones en el NTE (p=0,018 y p=0,007) respectivamente, mientras
que el PFA mantuvo una asociacion con una reduccion, también significativa, de
1,6 millones en el NTE, circunstancia también observada por otros autores
(Bartkova et al., 2007). En este modelo, nuevamente, contar sélo con estudios
primarios se asocid a una reduccion significativa de 6,8 millones en el NTE
(p=0,000) en comparacion con tener estudios universitarios.

Presentar una movilidad del tipo a y a+b bajas, se asocié a una reduccién
de 2,4 millones en el NTE. Esta disminucion de la movilidad podria deberse a la
exposicion a algunos DE los cuales pueden producir dafio genético, alteraciones
en la proliferacion normal de las células espermaticas, y/o dafno morfolégico que
interfiere con la movilidad espermatica (Bartkova et al., 2007).

Al igual que en el segundo modelo, la exposicion a endrin mostré una
reduccion significativa en el NTE, aunque esta vez sélo fue de 1,6 millones. Por el
contrario, el o,p’-DDE vy la vinclozolina mostraron una relacion en el sentido
opuesto, que fue de mayor significacion estadistica, con incrementos de 4,6 y 6,1
millones en el NTE, (p=0,006 y p=0,002, respectivamente), debido probablemente
a su caracter estrogénico (Gray et al., 1994; Kelce et al., 1995; Kelce et al., 1997).

La exposicion a estos compuestos en animales de experimentacion se ha
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asociado con la capacidad para mantener relaciones sexuales normales, o para
alcanzar una ereccion 6ptima, lo que también podria explicar las asociaciones
encontradas (Brien et al., 2000).

En el caso de los modelos lineales para el NTEM, en el primer modelo final
que incluyd a 70 jévenes y explico el 65% de la variabilidad del NTEM (Ver Tabla
51) observamos una reduccion importante de aproximadamente 12 millones de
espermatozoides por cada incremento en una unidad en los niveles séricos de
colesterol. Asi mismo, se observd una disminucion de siete millones de
espermatozoides por cada unidad en los niveles séricos de testosterona, lo cual
es consistente con los hallazgos de otros estudios (Andersson et al.,, 2007;
Skakkebzek et al., 2001). Como se ha mencionado anteriormente esto puede ser
debido a que un incremento en los niveles de colesterol se asocia con una mayor
produccion de testosterona, hormona que estimula la actividad sexual lo que
ocasionaria a su vez una reducciéon del numero de espermatozoides. Otro
mecanismo que explicaria estas asociaciones es que cuanto mayor es la
concentracion de lipidos, existe una mayor probabilidad de acumulacion de
plaguicidas OC, muchos de los cuales, por su actividad antiandrogénica,
producirian una reduccion en el numero de espermatozoides. Ademas algunos
plaguicidas organoclorados interfieren con la movilidad espermatica, como es el
caso de la vinclozolina, la cual se asocio con la presencia de cabezas y flagelos
anormales, y por lo tanto, con una reduccion de la movilidad de los
espermatozoides. En este modelo el PFA se asocié con una reduccién de 2,2
millones en el NTEM (p<0,001).

En cuanto a la exposicién a plaguicidas OC, a excepcion del aldrin, que no
fue incluido en este modelo, los mismos plaguicidas que resultaron asociados con
el NTE lo hicieron de manera bastante similar con el NTEM. Asi, el endosulfan
sulfato mostré una reduccion en el NTEM de 4,61 (p=0,006); el p,p’-DDT una
reduccion de 1,91 (p=0,013), y el p,p’-DDE un incremento ligeramente mayor,
pero también significativo de 6,28 (p<0,001), debido a sus efectos estrogénicos y

antiandrogénicos mencionados anteriormente.
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Por ultimo, el hecho de haber padecido paperas se asocidé con una
reduccion de mas de cuatro millones en el NTEM, lo cual podria ser debido a la
orquitis concomitante o al efecto iatrogénico de algun medicamento utilizado para
su tratamiento.

El segundo modelo para el NTEM (Ver Tabla 52) ajustado por la presencia
de plaguicidas OC, alcanzé una explicacion de la variabilidad de NTEM del 78% e
incluyé a 73 participantes. En este modelo sélo una de las variables alcanz6 una
significacién estadistica marginal, caso del aldrin (p=0,063), pero se observaron
otra serie de asociaciones interesantes para el NTEM. Asi, ademas de las
referidas como comunes a todos los modelos, quedaron incluidas en este caso: la
consistencia de los testiculos, que mostré un incremento significativo en el NTEM
(p=0,001); la presencia de paperas mostrd una reduccion de casi 5 millones en el
NTEM (p=0,003); la licuefaccién incompleta del semen, se asocié con una
reduccion de 30 millones en el NTEM (p<0,001). Por ultimo, el colesterol se
asocio a una reduccion de 8,2 millones en el NTEM.

De nuevo, la inhibina B se asoci6 a un incremento significativo de cerca de
4 millones en el NTEM (p=0,003), resultado que es plausible por el hecho de que
al incrementarse el numero de espermatozoides se estimula la secrecion de
inhibina B la cual inhibe las hormonas gonadotropicas (FSH, LH). Asimismo, la
FSH se asocié a un incremento de 1,82 millones en el NTEM, que como ya
hemos indicado anteriormente también es una asociacién biolégicamente
plausible, mientras que la SHBG se asocié a una reduccion de 1,62 millones en el
NTEM, hormona que presenta una alta correlacion con la presencia de la
testosterona, la cual no fue incluida en este modelo debido a la elevada
colinearidad con la SHBG (Giwercman et al., 2000). En este modelo fue en el que
resultaron asociados un mayor numero de plaguicidas con el NTEM. El aldrin se
asocio a un incremento de 2 millones en el NTEM (p=0,063), mientras que el
dieldrin lo hizo con una reduccion de 2,1 millones (p=0,010). En este modelo se
evidencia nuevamente efectos contrarios por la exposicién a plaguicidas OC del
mismo grupo. Asi, el endosulfan lactona incrementé en 2,8 millones el NTEM

(p=0,003), mientras que el endosulfan éter y el endosulfan sulfato se asociaron
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con una reduccién de 2,4 millones (p=0,003) en el NTEM. Debido a este hecho,
consideramos que no se deberia analizar el efecto de estos compuestos a través
de la sumatoria de las concentraciones de los plaguicidas del mismo grupo, lo
cual es una practica frecuente en los estudios epidemiolégicos y toxicoldgicos.
Creemos que al analizar el efecto conjunto de los plaguicidas del mismo grupo se
pueden enmascar los efectos individuales de cada uno de ellos. Ademas, como
vemos reflejado en estos modelos, sus efectos son muchas veces antagonicos,
incluso cuando unicamente difieren en su estequiometria.

Por su parte, el o,p"-DDT mostré un incremento significativo de 2,2 millones
en el NTEM (p=0,019), sin embargo el p,p’-DDE present6 uno de los mas
importantes efectos sobre la movilidad, y demostr6 estar asociado a un
incrementd de casi 100 millones en el NTEM (p<0,001), por cada unidad de
incremento en la concentracion de este plaguicida; sugiriendo que este derivado
del DDT induce un ambiente estrogénico y produce el incremento del numero de
células por los mecanismos que ya mencionamos anteriormente. Por otra parte,
debido a que el p,p’-DDE no se correlaciond con la presencia de alteraciones
morfologicas de los espermatozoides y la vinclozolina si lo hizo, alcanzando un
nivel de correlacion de mas del 40%, sugerimos un mecanismo de accion
diferente entre ambos plaguicidas. En este modelo, se incluyé también al
metoxicloro y al lindano, el primero se asocié con una reduccién de 2,2 millones
en el NTEM (p=0,008), y el segundo con un incremento de 1,8 millones en el
NTEM (p=0,036).

Es importante resaltar que hasta la fecha ninguno de los investigadores
que han evaluado el efecto de algunos plaguicidas OC sobre la calidad seminal
(Dedager et al 1999, Cocco et al, 2004), han ajustado los modelos por la
exposicion a otros plaguicidas OC, algunos de los cuales son conocidos
disruptores endocrinos y de los que en este trabajo de tesis doctoral
evidenciamos su asociacion con el NTE y el NTEM. Ademas, en algunos de estos
estudios se ha evaluado el efecto de la sumatoria de las concentraciones de los
plaguicidas del mismo grupo, por lo que sus resultados no evidencian el efecto

independiente de cada uno de estos compuestos como hacemos en este estudio.
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Es importante destacar que probablemente exista un “sesgo de publicacion”, que
haga que solo tengamos conocimiento de aquellos estudios en los que se
reportan asociaciones esperadas de acuerdo a las publicaciones previas, y se
evite hacer referencia a situaciones aparentemente paraddjicas.

La evaluacion de la oportunidad relativa (OR) de presentar una
concentracion de espermatozoides, un numero total de espermatozoides (NTE) y
el NTEM menor de 20 y 40 millones, se realizd mediante la construccion de
varios modelos de regresién logistica multiple considerando la variable
dependiente de manera dicotdomica. Asi, se establecé como punto de corte para
la concentraciéon espermatica (CE) los 20 millones y para el NTE y el NTEM tanto
en 20 como en 40 millones de espermatozoides. Como cabia esperar se
observaron asociaciones consistentes con los analisis de regresion lineal multiple,
anteriores. Asi, por ejemplo tener un nivel de estudios primarios supuso un riesgo
para bajos parametros de calidad seminal. Los niveles de colesterol por debajo de
la mediana resulto ser protector frente a bajos niveles de NETM. Conforme
aumenta el IMC se incrementa el riesgo de presentar una CE<20 millones y un
NTE por debajo de 20 y de 40 millones, aunque no se observaron asociaciones
significativas con el NTEM. Asimismo, conforme disminuyé el periodo de
abstinencia sexual aumento el riesgo de presentar una CE< 20 millones y un NTE
y de NTEM menores tanto de 20 como de 40 millones, respectivamente.

En relacion a las hormonas sexuales, no se observaron asociaciones
significativas con la CE ni con el NTE. Unicamente observamos asociaciones
marginalmente significativas con una disminucién de riesgo de tener un NTEM<40
millones, en aquellos individuos que presentaron niveles séricos de FSH por
debajo de la mediana y un mayor riesgo de presentar esta condicién cuando los
niveles de testosterona sérica estaban por debajo de la mediana.

Los resultados del estudio sugieren que la exposicion a los plaguicidas OC,
a los que los jovenes participantes estuvieron expuestos desde su nacimiento
hasta su desarrollo y madurez sexual, tales como el endosulfan y el o,p’-DDT, se
asocia con un incremento del riesgo de presentar los niveles de CE, NTE y NTEM

por debajo de 20 y 40 millones, mientras que el plaguicida o,p’-DDE se comporto
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como un factor fuertemente protector para los parametros analizados, lo mismo
que sucedié con la vinclozolina que se comportdé como factor protector frente a la
posibilidad de presentar una CE<20 millones y un NTE por debajo de 20 y 40
millones. Estos resultados son consistentes con los observados previamente por
nuestro equipo de investigacion (Aguilar-Garduio et al., en preparacion).

El porcentaje de flagelos anormales (PFA) no mostr6 asociacion alguna
con las variables de calidad seminal, pero en los modelos ajustados para el NTE o
el NTEM, como era de esperar desde el punto de vista biolégico, si que mostrd
una asociacion estadisticamente significativa, que fue consistente con los
resultados de otros estudios experimentales (Veeramachaneni et al., 2006;
Bartkova et al., 2007). De hecho esta malformacién espermatica junto con el
porcentaje de cabezas anormales fueron los factores mas relevantes asociados
con la espermatogénesis y con una disminucion de la movilidad espermatica. Esta
observacion sugiere que las malformaciones espermaticas son otro buen
marcador de la calidad seminal (WHO, 1999).

En relacion a los parametros de calidad seminal, los resultados de este
estudio son consistentes con algunos otros estudios experimentales realizados en
modelos animales. Este es el caso del p,p’-DDE (Brien et al., 2000) y de la
vinclozolina (Gray et al., 1994; Veeramachaneni et al., 2006) que se han asociado
positivamente con el numero total de espermatozoides. Pero fueron
inconsistentes con respecto a otros estudios epidemioldgicos previos (DeJager et
al 2006; Recio et al.,, 2005; Cocco et al, 2004). Como hemos indicado
anteriormente, esto puede ser debido a las diferencias metodoldgicas entre los
estudios, ya que la mayoria de ellas no ajustan por la exposicion a otros
plaguicidas OC lo cual dificulta su comparacion.

Los plaguicidas organoclorados son disruptores endocrinos que pueden
alterar la actividad hormonal y afectar la calidad seminal en diferentes formas,
algunos contribuyendo como anti-andrégenos, interfiiendo los procesos de
produccion de células espermaticas y causando una reduccion clara de estas
ultimas. Otros pueden interferir sobre la produccion de las mismas, pero en

sentido opuesto, produciendo un incremento en el numero de espermatozoides, lo

- 160 -



Aquilar-Garduiio C 5 Discusion

cual puede tener lugar probablemente en dos formas, actuando como compuestos
estrogénicos e incrementando la produccién celular, o impactando genéticamente,
actuando como agentes mutagenos o teratdégenos.

Las diferencias observadas en este estudio respecto a los resultados de
otros trabajos o con las series de los otros paises participantes en el Proyecto
Europeo multicéntrico, pueden atribuirse a factores como: a) caracteristicas de los
jévenes reclutados, b) metodologia empleada en los estudios de semen en cuanto
a disefo y analisis estadistico de los resultados, y c) exposiciones a factores
exdgenos que pueden afectar tanto la produccién como la calidad seminal (Jegou
et al., 2002; Auger et al., 2001).

A pesar de que los parametros seleccionados en este trabajo (CE, NTE y
NTEM) de calidad seminal, son factores que estan altamente correlacionados, lo
que podemos apreciar al comparar los modelos desarrollados en este estudio; es
importante analizar de manera independiente tanto los parametros mas simples
(CE), como los parametros mas complejos (NTE y NTEM), ya que podemos
indentificar predictores especificos para cada uno de ellos independientemente de
su complejidad. Esto ejercicio es necesario si el que pretende proponer medidas
de prevencion y proteccion frente a la exposicion a factores de riesgo que pueden
afectar de manera importante la calidad seminal, y que pueden representar serias
amenazas para la fertilidad de los jovenes. La propuesta de Crazzolara vy
colaboradores (2007) referente a la relevancia del estudio de parametros
seminales complejos es consistente parcialmente con los resultados observados,
ya que si por una parte es importante el estudio de los parametros mas
complejos, aquellos otros mas simples, como la concentracion espermatica,
también proporcionan informacion que no se apreciaria en el caso de los mas
complejos.

En los estudios de calidad seminal como este se deberian considerar no
sélo criterios estrictos del analisis estadistico para conseguir los modelos mejor
ajustados en base a confiabilidad y parsimonia, sino también realizar los mismos
con diferentes grados de confiabilidad permitida para algunas variables, sobre

todo teniendo en cuenta la plausibilidad biolégica o la consistencia con hallazgos
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cientificos previos (Pérez-Hoyos 2003). Por esta razén en el analisis de los datos
de este estudio se construyeron diferentes modelos contemplando criterios de
confiabilidad estadistica distintos para incluir las variables en los modelos finales.

Los resultados de este estudio indican que la exposicién a xenobidticos,
como los plaguicidas OC, no sélo puede producir una disminucion en el nimero y
movilidad de los espermatozoides, sino también puede inducir su incremento.
Esta observacion es también preocupante, pues las exposiciones a estos
plaguicidas afectan adversamente no sélo a la produccion y maduracién de los
espermatozoides, sino también a la frecuencia de alteraciones genéticas,
generadas en las células madre o en los espermatozoides mismos (Bartkova et
al., 2007), lo que puede aumentar la frecuencia de anomalias morfologicas de
estos y como consecuencia la limitacién funcional en su capacidad para fecundar
un évulo.

En el presente estudio se observo un incremento del NTE y el NTEM que
fue muy significativo para el p,p’-DDE vy la vinclozolina en varios de los modelos
presentados. Estas observaciones son consistentes con algunos estudios
experimentales en ratas macho expuestas a p,p’-DDE (Brien et al., 2000) y a
vinclozolina (Gray et al., 1994, y Coldbert et al., 2005), y en conejos expuestos en
los periodos prenatal e infantil a vinclozolina (Veeramachaneni et al., 2006). Los
conejos son un buen modelo de estudio de la calidad seminal ya que tienen un
largo periodo de inmadurez antes de la iniciaciéon de los cambios que terminan
con la pubertad, tal como sucede en los humanos (Veeramachaneni et al., 2006) y
ademas presentan una fisiologia similar en relacion a la contraccion y relajacion
del cuerpo cavernoso como los humanos (Bischoff et al., 2001). En este modelo la
exposiciéon a plaguicidas OC parece estar asociada con un incremento en la
proliferacion de las células espermaticas, fendmeno que probablemente se
produce siguiendo los mismos origenes que los defectos nucleares y acrosémicos
(Bartkova et al., 2007). Las observaciones de Kelce y colaboradores, que
sugirieron que la presencia de un antiandrogeno puede generar un ambiente
estrogénico y producir sintomas similares a los de la exposicién a estrégenos

(Kelce et al., 1997) refuerzan aun mas esta hipotesis, ya que ademas de
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presentar un débil caracter androgénico, o,p"-DDT vy vinclozolina, son referidos
como antiandrogénicos.

En la hipétesis del sindrome de disgenesia testicular, la combinacion de los
tres efectos reproductivos adversos -reduccion en la calidad seminal, el desarrollo
de cancer y malformaciones- plantea una etiologia comun para estos procesos, y
es probable que tanto la proliferacibn como el incremento en los defectos
nucleares y acrosomicos inducidos por los plaguicidas OC analizados sean
cruciales para una etiologia comun (Skkakebaek et al., 2001; Olea y Avivar, 2003;
Olea y Fernandez, 2007), aunque indudablemente estos son modulados por las
condiciones sociodemograficas y el estilo de vida.

Entre las principales fortalezas de este trabajo se encuentra la integracion
en el programa de control de calidad establecido para todos los grupos europeos
participantes en el estudio multicéntrico, centralizando y coordinando el analisis
de la concentraciéon espermatica por el Departamento de Reproduccion del
Rigshospitalet de Copenhague en Dinamarca. El analisis de los resultados
obtenidos en nuestro centro, comparados con los derivados del centro de
referencia mostré una gran fiabilidad de las determinaciones efectuadas ya que la
desviacion media con respecto al laboratorio de referencia fueron inferiores al 4%.

Asimismo, se aplicé un disefio de estudio homogéneo y estandarizado
estableciendo previamente los protocolos de trabajo, comunes en todo el estudio
europeo multicéntrico (Skakkebzek et al., 1999), proporcionando un enfoque
global, en el que se contempla tanto aspectos sociodemograficos, estilos de vida
y parametros clinicos (perfil hormonal, perfil lipidico, examen urolégico), como la
determinacién directa de 18 plaguicidas OC en suero, todos ellos posiblemente
relacionados o potencialmente involucrados con el efecto estudiado. Cabe senalar
que ademas de aplicar los criterios estrictos recomendados por la OMS para el
analisis de las muestras de semen, se utilizaron métodos de alta sensibilidad
(limite de deteccién en ng/mL) y especificidad para la determinacién de los
biomarcadores de exposicidén a plaguicidas OC. Este disefio, permite alcanzar una
mayor validez interna ya que ademas de disminuir los falsos positivos y negativos

tanto en las variables de exposicion como de efecto, permite tener informacion
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precisa sobre diferentes factores de confusiéon y covariables, que, como se ha
comentado no han sido controlados en muchos de los estudios previos y que
estan entre sus principales limitaciones.

Respecto a la primera de las recomendaciones, relativa a las
caracteristicas de la poblacion masculina reclutada, lo cierto es que tanto el
numero de individuos, como su homogeneidad y su representatividad poblacional
son factores muy frecuentemente discutidos y de gran controversia. Por ejemplo,
se ha criticado que en el meta-analisis de Carlsen y colaboradores (1992), doce
de los estudios considerados tuvieran menos de 20 individuos y otros 29 estudios
contaran con menos de 50 sujetos, numero claramente insuficiente para alcanzar
la potencia necesaria y obtener resultados concluyentes y significativos que
permitan establecer comparaciones entre poblaciones.

El reclutamiento de jovenes en el presente estudio alcanzé los 280, de los
cuales 89 presentaron informacion completa de todos los parametros evaluados,
lo que proporciond un poder de mas del 99% al estudio. Cuando analizamos las
diferencias que existieron entre los individuos en los que se realizd la medicion de
todos los biomarcadores y en que se aplicaron todos los exadmenes propuestos en
el protocolo del estudio, no se observaron diferencias significativas en las
variables sociodemograficas, ni entre los parametros bioquimicos y marcadores
de exposicidon en comparacion con el grupo en que no se realizaron todas las
mediciones, por lo que no esperamos un sesgo de seleccion en el grupo
estudiado.

Este trabajo intenta incorporar nuestra casuistica a las series del norte de
Europa, a través del establecimiento cuidadoso de la definicién de los criterios de
inclusion/exclusién, para obtener una muestra de la poblacién de jovenes varones
que cumpliera los requisitos de comparabilidad con las otras series Europeas. Al
no contar en Espafa con el servicio militar obligatorio, se opté por obtener una
muestra de individuos que cumpliera con los criterios establecidos en el protocolo
del estudio europeo: que la poblacion de estudio fuera representativa de la
poblacién de individuos jévenes de fertilidad no conocida en centros de estudio,

ya que los sujetos seleccionados ademas de responder fielmente a tales
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requisitos, representan un grupo de individuos con diferentes grados de salud
general.

Como resultado del protocolo del estudio, nueve de cada diez jovenes
participantes cursaban estudios universitarios y solo diez jévenes tenian
unicamente estudios primarios, con lo que los resultados observados subestiman
los efectos de la exposicion a los OC, dado que los niveles séricos de plaguicidas
OC disminuyen conforme aumenta el nivel educativo y socioecondmico, por lo
que se esperaria que la magnitud de los efectos observados sean mayores en la
poblacién general.

Para evitar posibles sesgos de informacion no diferencial se conté con
entrevistadores previamente entrenados. Por otra parte los técnicos encargados
del analisis de las muestras de semen y parametros bioquimicos, desconocian las
caracteristicas de los individuos del estudio en cuanto a su nivel de exposicién a
plaguicidas OC y su calidad seminal, lo cual permite descartar un posible sesgo
de informacion diferencial. Ademas, se realizd una supervision en control de
calidad de los resultados de las determinaciones de laboratorio, de acuerdo al
protocolo del estudio europeo, asi como una supervision del procedimiento
realizado por los clinicos responsables del examen fisico de los voluntarios.

Una limitacién del presente estudio es la ambiguedad temporal inherente a
los disefios epidemioldgicos transversales. En este tipo de disefios las variables
se miden de forma simultanea o en un corto periodo de tiempo, lo que dificulta en
muchas ocasiones la interpretacion de una posible relacion causa-efecto.
Ademas, el valor de una variable en un individuo en el momento en que se realiza
el estudio puede ser muy diferente del que tenia un tiempo atras. Esta limitacidon
es menos importante cuando se estudian caracteristicas que varian poco en el
tiempo, como es el caso de los plaguicidas OC cuya permanencia en el ambiente
y el tejido adiposo de los individuos persiste durante afios, por lo que se espera
una alta correlacion entre los valores actuales y los previos.

Es importante contemplar en este tipo de estudios la exposicion a otros
contaminantes ambientales que son conocidos disruptores endocrinos como es el

caso de los plaguicidas organofosforados. Estudios previos han evaluado el
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potencial efecto antiandrogénico de plaguicidas organofosforados como el
fenitrotion, por ejemplo ratas Sprague Dawley castradas expuestas a propionato
de testosterona (PT) (50 ug/dia) y fenitrotion (15 6 30 mg/kg/dia), frente a
animales tratados con PT vy flutamida (50 mg/kg/dia), un conocido
antiandrogénico. El fenitrotion y la flutamida redujeron el peso de la prostata
ventral, la vesicula seminal y el musculo bulbo cavernoso. La dosis mas alta del
fenitrotion (30 mg/kg) inhibid la acetilcolinesterasa en sangre, demostrando que el
fenitrotion es un antagonista competitivo del receptor de andrégenos, con una
potencia semejante a la de farmacos antiandrogénicos como la flutamida, y mas
potente que los antiandrégenos ambientales como el p,p’-DDE. En un estudio
longitudinal realizado entre trabajadores de invernaderos, se ha evaluado la
asociaciéon entre la exposicion plaguicidas organofosforados medidos a través de
las concentraciones de dialquilfosfatos en orina y los niveles séricos de hormonas
masculinas, observandose un incremento en los niveles de inhibina B y una
disminucion en los de testosterona conforme aumentaban los niveles en orina de
dialquilfosfatos (Aguilar-Gardufio et al, en preparacion). Debido a que actualmente
el uso de plaguicidas organofosforados esta muy extendido tanto en la agricultura
como a nivel doméstico, la exposicion de la poblacion general a estos
contaminantes esta presente, y mas intensamente en aquellas poblaciones que
viven en comunidades cercanas a campos de cultivo. Por todo ello, consideramos
de interés analizar en estudios futuros el efecto combinado e independiente de los
plaguicidas OC y organofosforados, asi como de los polimorfismos genéticos que
originan poblaciones especialmente susceptibles a los efectos tdéxicos causados
por estos contaminantes.

Por ultimo, un problema derivado de la costumbre de incluir en los modelos
ajustados solo a los predictores que resultan mas fuertemente asociados en el
analisis bivariante, que segun los criterios estadisticos expliquen hasta el 20% de
la variabilidad, con una confiabilidad hasta del 80%, conduce a que
frecuentemente se obtengan modelos sesgados. Pues para poder analizar el

efecto real de cada variable se deberia partir de modelos saturados ya que se
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incluiran todas las variables que puedan actuar como confusoras o modificadoras
de efecto.

Como hemos podido comprobar al desarrollar los diferentes modelos,
algunas variables que no se acercan a la asociacion estadistica marginal al
realizar el analisis no ajustado, al incluirlas en los modelos ajustados no soélo
demostraron tener una fuerte asociacion, sino que incluso su efecto cambio de
sentido, tal como sucedié con la testosterona, el p,p"-DDE o el porcentaje de
flagelos anormales frente al NTE o el NTEM. Por el contrario, algunas variables
que si presentaron asociaciones significativas en el analisis bivariante, de acuerdo
a los principios establecidos, al desarrollar los modelos multivariantes perdieron la

significacion estadistica de su asociacion.
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6. Conclusiones
Los resultados obtenidos junto con la revisidon bibliografica efectuada nos

permiten enunciar las siguientes conclusiones:

12. La calidad seminal de los jovenes del sureste peninsular, evaluada a
través de la estimacion del numero total de espermatozoides (NTE) y numero total
de espermatozoides méviles (NTEM) se situa en una posicion intermedia entre las
descritas para otras poblaciones europeas, con cifras cercanas a las mas altas
reportadas. No obstante, cerca de un 20% de los jévenes investigados
presentaron una concentracion espermatica por debajo del nivel de referencia
establecido por la OMS, circunstancia que se ha asociado a un retraso evidente

en el tiempo requerido para lograr un embarazo con éxito.

22, Los determinantes de la calidad seminal estimada mediante NTE y
NTEM, elegidos como indicadores de la salud reproductiva de la poblacion joven
almeriense, son multiples y obedecen a factores atribuibles a la metodologia en la
realizacion del test, los modos de vida y la exposicion ambiental. De forma
consistente en los diferentes modelos analizados, el tiempo de abstinencia y la
estacion del afo, como factores imputables al método, el nivel de escolarizacion y
el trabajo, relacionados con la actividad del joven, y los niveles de hormonas
sexuales y de lipidos en sangre, como parametros bioquimicos, deberian ser
tenidos en cuenta como factores de confusion en cualquier estudio de calidad

seminal.

32. La exposicion a mezclas complejas de plaguicidas organoclorados
emerge como un determinante de la calidad seminal que no deberia ser obviado
en ningun estudio epidemioldgico que trate de averiguar la influencia de factores
ambientales. No obstante, la interpretacion del efecto final resultante no es
sencillo por dos razones fundamentales: i) las interacciones entre los diferentes

compuestos de un mismo o distinto grupo quimico, ii) lo aparentemente
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impredecible del efecto final dado el caracter antagdnico de compuestos de un

mismo grupo de plaguicidas.

43 Mientras que en los diferentes modelos la exposicion a algunos
plaguicidas organoclorados se asocia paradéjicamente con incrementos en NTE y
NTEM, otros tienen el efecto contrario y se asocian con la reduccion de ambos
parametros seminales. Interesantemente, estos ultimos son clasificados como DE
débilmente estrogénicos — caso del endosulfan sulfato, lindano y o.p’-DDT-
mientras que los primeros unen una actividad claramente anti-androgénica a su

débil caracter estrogénico - caso de p,p’-DDE vy vinclozlina.

52. Es necesario sefalar el importante papel que ha tenido la inclusién, en
todos los modelos, de las medidas de colesterol, triglicéridos y lipidos de alta y
baja densidad, debido, posiblemente a que la fraccidn grasa del suero se presenta
como un importante factor confusor ya que se relaciona tanto con la exposicion -la
presencia de plaguicidas OC en sangre es dependiente de los lipidos- como con
la sintesis y los niveles de hormonas esteroideas. De hecho, en los diferentes
modelos las lipoproteinas de alta densidad presentaron una asociacion positiva
con el NTE, mientras que el colesterol presenté una asociacién negativa con el
NTEM.

62. El desarrollo de multiples modelos ha servido para poner de manifiesto
la complejidad de cualquier analisis en el que las variables estan correlacionadas.
Asi, la libertad en los diferentes grados de confiabilidad con los que se han
construido los modelos ha permitido detectar efectos que de otra manera no
hubiera sido posible observar. Por otra parte, al partir de modelos saturados se
pueden analizar un mayor numero de variables y tener en consideracion, a la par,

criterios estadisticos y epidemioldgicos y de plausibilidad biolégica
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ANEXO I

CUESTIONARIO
JOVENES

Identificacion: L 1 [ |

Codigo: MLl I T T T T T
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Este cuestionario es parte de un proyecto cientifico, carente de fines lucrativos ni
comerciales, que pretende describir los distintos factores que determinan la salud
reproductiva humana.

En este estudio queremos averiguar si la calidad seminal estd determinada por las condiciones
de trabajo, los modos de vida y el estado de salud.

Le recordamos que ni los gametos ni ninguna parte de las muestras
entregadas, asi como cualguier dato que aporte, serdn utilizados para
fines reproductivos, experimentales o comerciales, y que tras realizar los

respectivos andlisis, todas las muestras serdn destruidas.

Algunas preguntas podrian ser un poco dificiles de contestar pero le pedimos que conteste tan
precisamente como le sea posible.

La informacidn que usted dd se mantendrd en completa confidencialidad y su nombre no serd

registrado junto con sus respuestas.

Su participacion es, por supuesto, voluntaria.

Es importante para los resultados del proyecto, que participe en la medida que le sea posible,
por eso le rogamos su colaboracion.

Lugar:

Fecha: / /

Firma del participante:
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NO RESPUESTA:

Dirigido a jévenes que por diversos motivos no desean participar en el estudio.
¢Ha sido previamente informado del estudio?
Si: No.

Motivo de no participacion:

No quiere: NS/NC:

Encuestador:
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A. PREGUNTAS GENERALES

Al. ¢Como describiria su salud general?

Muy buena: u
Buena: "
Mala: u
Muy mala: U

A2. ¢Tiene/ha tenido alguna enfermedad crénica 6 por un largo periodo de tiempo?
No: "
Si: 7
Si contesté ST, indique qué enfermedad y cudnto tiempo ha estado enfermo.

A3. ¢Ha tomado alguna medicacion durante los dltimos 3 meses?

No: u
Si: u
Si contesté SI, por favor especifique debajo:
Nombre de la medicacion Para qué enfermedad Dosis
P. ej.. Ibuprofeno Dolor muscular

ALGUNAS DE LAS PREGUNTAS SIGUIENTES SE REFIEREN A ELEMENTOS
IMPORTANTES DE SU INFANCIA Y AL PERIODO EN QUE SU MADRE ESTABA
EMBARAZADA DE USTED (SI ES POSIBLE PREGUNTE DIRECTAMENTE A SU MADRE).

A4. ¢Cudndo nacié?

Dia, mes y afio: / /19
¢Dénde vivia su madre, mientras estaba embarazada de usted?
Localidad: Provincia: Cédigo postal:
¢Cudnto tiempo vivio usted alli? Afios

¢Donde vive usted ahora?
Localidad: Provincia: Cédigo postal :

¢Cudnto tiempo lleva viviendo en este lugar? Afos
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Especifique donde ha vivido usted en el plazo de los dltimos dos afios:

Localidad: Provincia: Cédigo postal:
Localidad: Provincia: Cédigo postal:
Localidad: Provincia: Cddigo postal:

A5. ¢Donde nacié su madre?
Localidad: ———  Provincia: Cédigo postal :

¢Donde naci6 su padre?
Localidad: Provincia: Cédigo postal:

A6. ¢Fumaba su madre mientras estaba embarazada de usted?

No lo sabe: "
No: 7]
Si: "

Marque aqui si obtuvo la informacion directamente de su madre: u

A7. ¢Se sometié su madre a algin tratamiento cuando estaba embarazada de usted?

No lo sabe: 7]
No: 7]
Si: 7]

Si contesté Si, qué tipo:
Marque aqui si recibié la informacion directamente de su madre: u

A8. ¢Trabajo su madre, mientras estaba embarazada de usted?

No lo sabe: "
No: "
Si: 7]

Si contestd SI, qué tipo de trabajo:
Marque aqui si recibié la informacion directamente de su madre: u

A9. Nos interesa saber si su nacimiento ocurrié tras 9 meses de embarazo:

Si: ]
No, pretérmino W, en qué semana
No, postérmino W en qué semana
No lo sabe: u

Marque aqui si recibié la informacion directamente de su madre: u

A10. ¢Cudles fueron sus medidas al nacer?
Peso: gramos
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Longitud: cm
No lo sabe: “
Marque aqui si recibié la informacion directamente de su madre: u

All. ¢Tuvo alguna enfermedad grave en el primer afio de su vida?

No lo sabe: "
No: 7]
Si: 7]

Si contestd SI qué enfermedad:
Marque aqui si ha recibido la informacion directamente de su madre: u

Al12. ¢Fumaban sus padres cuando usted era nifio?

Si, ambos: "
Si, uno de mis padres: U
No: 7]
No lo sabe: ]

Marque aqui si recibié la informacion directamente de sus padres: u

B. CONDICIONES DE SALUD

B1. ¢Ha recibido algin tratamiento médico o quirdrgico en uno 6 ambos testiculos?

No: 7]

Si, operacién: u (Operacion(es)-afio(s): 19_ )

Si, tratamiento hormonal: n (Comienzo del tratamiento: 19_)
No lo sabe: u

¢Nacié con uno 6 ambos testiculos fuera del escroto, pero descendié/descendieron sin
tratamiento?

Si, un testiculo: n <¢Derecho 6 izquierdo?
Si, ambos testiculos: u
No: u
No lo sabe: u

B2. ¢Ha padecido paperas de adulto?

No lo sabe: u Continue en B5
No: n Continue en B5
Si: ]
B3. ¢Qué edad tenia cuando tuvo paperas? afio
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B4. ¢Tuvo alguna complicacion testicular relacionada con las paperas?

No lo sabe: ]
Si, en un testiculo: M
Si, ambos: "
No: u

B5. ¢Ha sido alguna vez golpeado de forma que causara hinchazén, hematoma 6 cardenal
en el escroto?
Si: n aho: 19__
No: U

B6. ¢Ha sido alguna vez operado de alguna de las siguientes enfermedades?

Si: Afio: No: No sabe:

Hernia inguinal: u 19 U ]
Varicocele: u 19 u ]
Torsién de testiculos: u 19 " u
Cancer testicular: n 19 " u
Otras dolencias en pene
tracto urinario 6 escroto: u 19 ] 7]

u 19 u ]

u 19 u ]

Si contesté ST, por favor explique:

B7. ¢Ha sido alguna vez informado por un médico de que tiene una 6 mas de las

siguientes enfermedades?

Si:  Afo: No No sabe
Inflamacion de epididimo " 19 " u
Inflamacidn de la vejiga " 19 U u
Gonorrea 7] 19 u 7]
Infeccion por clamidia u 19 U u
Inflamacidn de prdstata " 19 U U
Varicocele en escroto u 19 u ]
Hernia inguinal u 19 u ]
Diabetes u 19 u 7]
Enfermedad de tiroides " 19 U u

B8. ¢Esta satisfecho de su vida sexual?
Si: "
No: 7]
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Si contesté no, ¢por qué no? Frecuentemente A veces Nunca
Inapetencia 7 U U
Problemas con ereccién " u U
Eyaculacién precoz u U "
No eyaculacion u " v
Otros problemas U 7 2
c. ESTILO DE VIDA Y CONDICIONES DE TRABAJO
Cl. ¢Fuma?
No: u
Si, cigarrillos: ", ndmero por dia:
Si, otros: W, qué tipo y cudntos al dia
C2. ¢Cuantos afios seguidos ha fumado?
(si hubo periodos en los que no fumd, deduzcalos y si nunca fumd, ponga 0) afios
C3. ¢Cuanto de las bebidas siguientes ha bebido en la dltima semana?
Cerveza: bebidas a la semana (7 tubo = 1 bebida)
Vino: bebidas a la semana (7 vaso= 1 bebida)
Licores: bebidas a la semana (3 cubatas = 1 bebida)

C4. ¢Qué tipo de agua bebe?

Agua del grifo: vaso(s) al dia
Agua mineral: vaso(s) al dia

C5. ¢Come comida ecoldgica?

Si: " No: "

C6. ¢Va al Instituto/Universidad?

St: M CONTINUE EN LA SECCION D.
No: 7]

¢Qué edad tenia cuando abandoné el Colegio/Instituto? afos
¢Cuantos afios ha ido al colegio? afios

¢Cudl es la graduacion mas alta que ha obtenido?

Primaria. 7]

Diplomatura u

Licenciatura U

Estudiante u

Sin estudios U
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Las preguntas que vienen a continuacion (C7 a CI12) hacen referencia a su trabajo durante los
tres dltimos meses.

C7. ¢Ha trabajado regularmente en los tres dltimos meses?

No: u CONTINUE EN LA SECCION D.
Si: 7]

C8. ¢Cudntas horas por semana ha trabajado de media en los dltimos 3 meses?
Horas a la semana

€9. ¢Ha tenido un horario mds o menos regular en los Ultimos 3 meses?
Si: umde___ a (p.ej.de 8a 16)
No, horario flexible: "

C10. ¢Qué parte del dia/noche ha trabajado en los dltimos 3 meses?
Principalmente durante el dia (6-17):
Principalmente durante la tarde (17-24):
Principalmente durante la noche (0-6):

Trabajo por turnos:

S s v

C11. ¢Cudl ha sido su postura fisica de trabajo en los dltimos 3 meses?
Principalmente sentado en un automavil u horas/dia

Principalmente sentado en un mostrador " horas/dia
Principalmente de pie “u horas/dia
Principalmente caminando “u horas/dia
Turno entre caminar, de pie, sentad ]

C12. ¢Con qué frecuencia ha realizado en los dltimos 3 meses las siguientes tareas o
trabajado en los siguientes ambientes? (Margue cada linea con una cruz)

Todos los dias: Todas Rara vez/ nunca
las semanas:
-Pintura industrial u " "
-Pintura de edificios u " U
-Soldador de metal i u U
-Torno, taladro y 7 U U
cortador de metal
-Desengrasantes de metal 7 U "
-Limpieza con " U "
disolventes orgdnicos
-Pegamento 2 u u
-Soldador u u u
-Uso de herbicidas o pesticidas  u u U
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AN
AN
AN

-Produccién fotogrdfica
-Trabajo con éxido
de nitrégeno u

-Trabajo de laboratorio U

-Trabajo con pesticidas U

-Trabajo a temperaturas>50 °C u u U
u
n

hN
=

-Exposicion a radiacion
-¢Has sufrido stress?

O. HISTORIA COMO PADRE

D1. ¢Ha tenido hijos? ¢Sabe si es responsable de algin embarazo?
No: u
Si: U
Si contesté Si:
¢Cudl es el nimero de hijos?

D2. Algunas parejas tienen periodos en su vida en los que no hacen nada para evitar
embarazos, pero no quedan embarazadas de todos modos.

¢Ha mantenido alguna vez relaciones sexuales (coito) regularmente sin usar
anticonceptivos/preservativos durante al menos 1 afio sin que su pareja quede
embarazada?

No: u CONTINUE EN LA ULTIMA PAGINA
Si: "

LAS SIGUIENTES PREGUNTAS SE REFIEREN AL PERIODO EN QUE INTENTO DEJAR
EMBARAZADA A SU COMPANERA DURANTE UN ANO.

D3. ¢Cuanto tiempo intentaron usted y su pareja en quedar embarazada?
a. meses y/o aios, antes de conseguirlo
b.  Abandonamos tras meses y/o afos

D4. cLe han hecho alguna vez algin test para averiguar por qué su pareja no quedaba

embarazada?
No: u CONTINUE EN LA ULTIMA PAGINA
Si: "

Si contesté SI, ¢cudl fue la razén?

D5. ¢Recibio tratamiento para el problema de infertilidad?
No: u CONTINUE EN LA ULTIMA PAGINA
St u

- 208 -



Aquilar-Gardufio C 8 Anexos

Si contesté SI, ¢qué tratamiento recibié y, tuvo éxito?

D6. cCudnto tiempo intentaron usted y su pareja que quedara embarazada antes de que
fueran a tratamiento?
meses y/o afios

Si cree que existen otras condiciones referentes a su trabajo, condiciones de vida o
salud, deberiamos saberlas, por favor escribalas aqui.

HA LLEGADO AL FINAL

GRACIAS POR SU COLABORACION
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ANEXO II

EXAMEN FisIco

Las medidas/evaluaciones de altura, peso, disposicién de testiculos, varicocele e hidrocele
deben ser efectuadas con el hombre de pie.

La evaluacién del vello pubico deberd realizarse de acuerdo con la clasificacion de Tanner (ver
ilustraciones).

Para la evaluacién del tamafio de los testiculos se deberd emplear un orquidémetro.

Fecha: / / /

Médico: 3
Identificacion: | | | | I

Cédigo: MO T T T T T T T %
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ALTURA: cm PESO: kg
REGION GENITAL:
Cicatriz quirdrgica: No: St
(describa en observaciones)
Vello pubico: Estado deTanner:
(1-6)
Pene: Normal: Anormal:
(describa en observaciones)
Disposicidn de testiculos: Izquierdo: Derecho:

(HS=alto en el escroto, LS=bajo en el escroto, I=en el canal inguinal,N=no palpable)

Tamatio de testiculos: Izquierdo: Derecho: —
(Orchidémetro)
Consistencia de los testiculos: Izquierdo: ——— Derecho: ——

(N=normal, S=blando, H=duro)

Tumor testicular: Izquierdo: — Derecho:
(N=no, Y-=si)

Epididimo: Izquierdo: Derecho:

(N=normal, A=anormal, describalo en observaciones)

Vas deferens: Izquierdo: Derecho:
(P=palpable, N=no-palpable)

Varicocele: Tzquierdo: Derecho:

(O=no varicocele, 1=solo detectado durante el procecimiento, maniobra de Valsava, 2=palpable
sin procedimiento Valsava, 3=visible)

Hidrocele: Izquierdo: Derecho:

(Y=si, N=no)

OBSERVACIONES:

MUESTRA DE SANGRE:
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	 La mayor parte de los estudios han abordado el efecto estrogénico de los COPs por su capacidad para competir por los receptores de estrógenos. Evidencias recientes sugieren que varias anomalías en el desarrollo sexual masculino son mediadas por la competencia por los receptores de andrógenos, por lo que la presencia de un potente antiandrógeno puede crear un ambiente estrogénico y producir síntomas similares a los de la exposición a estrógenos (Kelce et al., 1997).
	Con objeto de responder a los objetivos planteados se ha realizado un estudio epidemiológico transversal. Se trata de un diseño observacional individual en el que se relacionan un grupo de variables formado por el seminograma, el examen físico, la medida sérica de las hormonas y la frecuencia de presentación y los niveles de 18 plaguicidas presentes en la sangre de los individuos participantes, con otro grupo de variables formado por las características sociodemográficas, de dieta, salud y hábitos de vida de los sujetos incluidos. El estudio se realizó entre octubre del 2002 y diciembre del 2003.
	Todos los sujetos contactados fueron informados de los objetivos de la investigación propuesta y dieron su consentimiento para participar en el proyecto, firmando la hoja de consentimiento y participación de acuerdo con los requerimientos del Comité Ético del Hospital Universitario San Cecilio. La confidencialidad de los datos se ha mantenido en todo momento, separando la información recogida de los datos de filiación de los participantes.
	3.1.2 Población de estudio
	Instrumentos de recolección de información:
	Desarrollo de la base de datos

	Peso
	La estatura en centímetros presentó una media de 177,7 cm, en un rango de 156 a 197 cm. La distribución de estas dos últimas variables (peso y talla) no se considero de interés pues utilizamos el índice de masa corporal (IMC), que se construye teniendo en cuenta el peso y la talla de cada individuo (Tabla 4). 
	Edad
	Años que fumó
	IMC
	Normal, 18,5-24,99
	Escolaridad
	Primaria
	Secundaria
	Universidad
	Trabajo
	No
	Si
	Diurno
	Nocturno
	Residencia
	Rural
	Urbana
	Consumo de tabaco
	No
	Si
	Consumo cannabis
	No
	Si
	Consumo de alcohol
	No
	Si
	Percepción del estado de salud
	Muy buena salud
	Enfermedad crónica
	No
	Consumó de medicamentos
	No
	Si
	Nacimiento del joven
	        Término
	        Pre-término
	Residencia de la madre durante la gestación del joven
	       Rural
	       Urbana
	Residencia de nacimiento de la madre 
	       Rural
	       Urbana
	Residencia de nacimiento del padre
	       Rural
	       Urbana
	Consumo de tabaco de la madre durante su embarazo  
	       No 
	       Si
	       No lo supo
	Trabajo de la madre durante la gestación del joven
	       No 
	       Si
	       No lo supo
	Tipo de trabajo materno durante la gestación del joven
	       Intelectual
	       Manual
	       Agrícola
	       No se especifica
	PRC
	IC 95%
	Vinclozolina


	Tabla 42. Regresión lineal simple entre el NTEM y la exploración urológica
	CUESTIONARIO

	Si contestó SÍ, qué tipo de trabajo: ________________________________
	Marque aquí si recibió la información directamente de su madre: 

	Si contestó SÍ, qué enfermedad:__________________________________
	 B7. ¿Ha sido alguna vez informado por un médico de que tiene una ó más de las siguientes enfermedades?
	OBSERVACIONES:


