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1. RESUMEN

El incremento de peso (sobrepeso y obesidad), es uno de los problemas mas
importantes de salud publica en el mundo. En lineas generales, las personas que sufren
obesidad tienen el riesgo de padecer otras enfermedades como la hipertension, diabetes,
sindrome metabdlico, hiperlipemia, depresion, patologias cardiovasculares, algunos
tipos de cancer y también se asocia con un aumento de mortalidad. Aunque la mejora
de los habitos alimentarios y estilo de vida saludable es clave para revertir esta situacion
existen otros factores medioambientales que parecen estar implicados en su desarrollo

como los disruptores endocrinos.

El ser humano se encuentra expuesto a los disruptores endocrinos que acceden al
organismo a través de la via digestiva, respiratoria y dérmica. La exposicion a estos
contaminantes quimicos con actividad hormonal es dificil de evitar ya que existen una
multitud de compuestos quimicos en nuestra vida diaria. Estas sustancias quimicas se
emplean como materia prima para la fabricacion de otros compuestos y preparados, que
pueden ser envases de plastico de uso alimentario, pesticidas o formar parte de
cosméticos, lo que dificulta la identificacion de las fuentes de exposicion. La exposiciéon
en el ser humano suele ocurrir a concentraciones bajas de mezclas de sustancias que
pueden interactuar entre si y con las hormonas enddgenas produciendo efectos

antagonicos, aditivos y/o sinérgicos.

La asociacion entre la exposicion a los compuestos quimicos y el peso corporal ha sido
evaluada en diferentes estudios epidemioldgicos. Comprender las consecuencias sobre
la salud de la exposicion de los disruptores endocrinos dietéticos en poblaciones
vulnerables como nifos y adolescentes es muy importante para mejorar la comprension
actual de las contribuciones dietéticas a la exposicion de estos compuestos quimicos y

para desarrollar programas apropiados de mitigacion de la exposicion.

Es por ello que en esta Tesis Doctoral se ha realizado diversos estudios encaminados
en primer lugar a evaluar la relacion entre la exposicion dietética a determinados
disruptores endocrinos, como el Bisfenol A y andlogos y los Parabenos, con el objetivo

de establecer una relacion con el sobrepeso y obesidad en una poblacién vulnerable
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como es la infancia y adolescencia. En segundo lugar, se establece el posible efecto
hormonal de esta exposicion. La hipotesis del obesdégeno propone que los disruptores
endocrinos pueden modificar la susceptibilidad a la obesidad, lo que explica en parte el
crecimiento epidémico de casos de sobrepeso y obesidad. Estos compuestos podrian
desencadenar el aumento de peso a través de la interrupcion de la adipogénesis y el
metabolismo de los lipidos al unirse a factores de transcripcion nuclear, incluidos los
receptores activados por proliferadores de peroxisomas y los receptores de hormonas
esteroides. Se han propuesto ademas otros mecanismos de accién como la induccioén de
modificaciones epigenéticas, el deterioro de la estructura de la cromatina y la alteracion

de la microbiota intestinal.

Y, por dltimo, en esta Tesis, se plantea la hipdtesis de estudio sobre la frecuencia de
la expresién de determinados polimorfismos de un solo nucledtido relacionados con
procesos adipogénicos y su relacion con la exposicion a estas sustancias quimicas,

(bisfenoles y parabenos).

Aungque la obesidad tiene una elevada heredabilidad, existen mas de 900 polimorfismos
de un solo nucleétido que han sido identificados en la obesidad. Existen variantes
genéticas de genes asociados a la masa grasa y la obesidad que se expresan en gran
medida en el cerebro interfieriendo negativamente con la respuesta a los alimentos
mediada por leptina y el equilibrio energético, el metabolismo y la adipogénesis, es por
ello que esos genes se asocian con un mayor riesgo de sobrepeso y obesidad en nifos y

adultos.
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2. SUMMARY

Excess weight (overweight and obesity) is one of the most important public health
problems in the world. In general, people who suffer from obesity are at risk of suffering
from other diseases such as hypertension, diabetes, metabolic syndrome,
hyperlipidemia, depression, cardiovascular pathologies, some types of cancer and it is
also associated with increased mortality. Although improving eating habits and a
healthy lifestyle is key to reversing this problem, there are other environmental factors
that seem to be involved in its development, such as endocrine disruptors.

The human being is exposed to endocrine disruptors that enter the body through the
digestive, respiratory and dermal routes. Avoiding exposure to these hormonally active
chemical pollutants is a complicated since there are a multitude of chemical compounds
in our daily lives. These chemical substances are used as raw material for the
manufacture of other compounds and preparations, which can be plastic containers for
food use, pesticides or form part of cosmetics, which makes it difficult to identify the
sources of exposure. Exposure in humans usually occurs at low concentrations of
mixtures of substances that can interact with each other and with endogenous hormones
producing antagonistic, additive and/or synergistic effects.

The association between exposure to chemical compounds and body weight has been
evaluated in different epidemiological studies. Understanding the health consequences
of exposure to dietary endocrine disruptors in vulnerable populations such as children
and adolescents is very important to improve current understanding of dietary
contributions to exposure to these chemicals and to develop appropriate exposure
mitigation programs.

That is why several studies have been carried out in this Doctoral dissertation firstly
at evaluating the relationship between dietary exposure to certain endocrine disruptors,
such as Bisphenol A and its analogs and Parabens, with the aim of establishing a
relationship with overweight. and obesity in a vulnerable population such as children
and adolescents. Second, the possible hormonal effect of this exposure is established. The
obesogen hypothesis proposes that endocrine disruptors can modify susceptibility to

obesity, which explains in part the epidemic growth of cases of overweight and obesity.
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These compounds could trigger weight gain through disruption of adipogenesis and
lipid metabolism by binding to nuclear transcription factors, including peroxisome
proliferator-activated receptors and steroid hormone receptors. Other mechanisms of
action have also been proposed, such as the induction of epigenetic modifications, the
deterioration of chromatin structure and the alteration of the intestinal microbiota.

And finally, in this Doctoral dissertation, the study hypothesis is raised on the
frequency of the expression of certain polymorphisms of a single nucleotide related to
adipogenic processes and their relationship with exposure to these chemical substances
(bisphenols and parabens).

Although obesity has a high heritability, there are more than 900 single nucleotide
polymorphisms that have been identified in obesity. There are genetic variants of genes
associated with fat mass and obesity that are highly expressed in the brain, negatively
interfering with the leptin-mediated response to food and energy balance, metabolism
and adipogenesis, which is why these genes are associated with an increased risk of

overweight and obesity in children and adults.
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3. INTRODUCCION

3.1. SOBREPESO Y OBESIDAD EN ESTE GRUPO DE POBLACION

Seguin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad es uno de los
problemas mas importantes de salud publica en todo el mundo (WHO,2021). La OMS
define el sobrepeso (con un indice de masa corporal (IMC) superior a 25 kg / m2) y la
obesidad (IMC > 30 kg / m2) como una acumulacion excesiva o anormal de masa grasa
que predispone fuertemente al desarrollo de trastornos psicoldgicos y enfermedades
crénicas como enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades
respiratorias cronicas (Cole et al., 2007; da Luz et al., 2018; WHO, 2020).

La obesidad es una condiciéon compleja con serias dimensiones ambientales,
genéticas, psicoldgicas, sociales y econdmicas. Sin embargo, todas los mecanismos y
causas implicados en el desarrollo de la obesidad atin no se conocen por completo (Amin
et al.,2019).

Diversos estudios publicados en los afios 80 como el “Paidos”, se obtuvieron datos
basados en las mediciones antropométricas que ya indicaban un exceso por sobrepeso
entre los nifnos. Pero es a partir del afio 2000 cuando se realizan varios estudios en los
que el porcentaje de sobrepeso y obesidad en adolescentes y adultos jovenes ha ido en
aumento como el “Enkid”, estudio Avena en el afo 2005 o los estudios realizados por la
estrategia NAOS y Aladino.

Durante las ultimas dos décadas la obesidad ha aumentado enormemente entre nifios,
adolescentes y adultos, siendo una de las principales cuestiones de salud publica a nivel

mundial (Kumar y Kelly, 2017; Marques et al., 2018; Ruiz et al., 2020).
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Las etapas primarias como la infancia, adolescencia y los jovenes se han descrito para
prevenir o disminuir el sobrepeso u obesidad y sus problemas de salud adversos
(Garrido-Miguel et al., 2019; Guddal et al., 2020; Rito, et al. al., 2019). Varios factores de
riesgo como los cambios socioecondmicos, la pérdida de adherencia a la dieta
mediterranea y la adopcion de estilos de vida sedentarios en lugar de tener buenas
conductas de actividad fisica son probablemente responsables del aumento de la
susceptibilidad al sobrepeso y la obesidad (Amato, et al., 2021; Bonaccio, et al., 2016;
Grosso y Galvano, 2016).

El sobrepeso y la obesidad en etapas como la nifiez y adolescencia se asocian con
mayor probabilidad de ser adultos obesos y mayor riesgo de sufrir enfermedades no
transmisibles como diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular y algunos tipos
de cancer, en etapas posteriores de la vida (Geserick et al., 2018; Reilly y Kelly, 2011).

El ritmo de crecimiento de esta situacion llevd a la OMS en 2012 a proponer como
objetivo lograr que en 2025 no haya aumentado el sobrepeso infantil (Aranceta et
al.,2019).

Enlaactualidad, esa situacidon de incremento de sobrepeso y obesidad en adolescentes
y adultos jovenes en Espafna estd cambiando y asi lo demuestra diversos estudios como
el realizado por la fundacion Mapfre (Alimentacién y sociedad en la Espafia del siglo XXI
drea de promocion de la salud). Los resultados obtenidos se resumen en que se esta
estabilizando esa tendencia de sobrepeso y obesidad en ese grupo de poblacion ya que
se han realizado cambios en su alimentaciéon como una ingesta menor de alimentos
azucarados, menos consumo de carnes y menos lacteos, y, por el contrario, hay un
aumento de frutas y verduras, asi como de pescados. A pesar de que estudios mas
recientes muestran una tendencia a la estabilizacion, Espafia contintia situdndose entre
los paises con las tasas mas altas de sobrepeso y obesidad infantil y juvenil de Europa

(Buoncristiano et al., 2021).
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3.2. HABITOS NUTRICIONALES Y ESTILO DE VIDA

El vinculo existente entre alimentacion y salud es ya conocido desde épocas pasadas,
un ejemplo de ello es en la antigua Roma donde ya se usaban los alimentos como

medicamentos o incluso como cosméticos.

A finales del siglo XVIII, gracias al quimico Antoine Lavoisier, cuando se demuestra
que los alimentos actian como combustibles y se estudia la composicion de los
alimentos. A lo largo del siglo XIX se descubre que los alimentos proporcionan energia
y macronutrientes como proteinas, hidratos de carbono y grasa. Y es a partir del siglo
XX cuando se instaura el concepto de vitaminas y se establece la relacion entre salud y
enfermedad, empezando con ello a asentarse la relacion entre excesos o deficiencias
nutricionales con enfermedades como el raquitismo en nifios producido por la

deficiencia de vitamina D.

Si hacemos un repaso a los cambios en los habitos alimentarios y estilos de vida en
Espana en el ultimo siglo observamos que estan asociados a la mejora en las condiciones
socioecondmicas y sanitarias debido a los cambios econémicos y sociales producidos en
ese periodo. Esas modificaciones han tenido como consecuencia un aumento de

sobrepeso y obesidad, asi como de enfermedades crénicas, como las cardiovasculares y

la diabetes (Marrodan et al., 2012).

La transicion nutricional vino determinada por la influencia que tuvo la poblacion en
general por la publicidad y por la globalizacion de los mercados, es por ello, que se
tendié a seguir un modelo alimentario similar y universal que nos alejaba de la dieta
mediterrdnea ya que se tendia a aumentar la ingesta calorica, proteinas de origen animal

y grasas que abundan en los productos carnicos y en los alimentos procesados.

En nuestro pais desde el afio 1950 hasta el afio 2006 sucedieron una serie de cambios
que relacionados con factores socioecondmicos y culturales que afectaron al precio de
los alimentos y al gusto de los consumidores. En esos afios el consumo de aztcar, huevos
cereales y derivados, aceites y grasas y de legumbres mostraron una disminucion

constante. Mientras que el consumo de alimentos como carnes y derivados, lacteos,
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hortalizas, verduras, frutas, pescados y mariscos estuvieron en auge (Marrodan et al.,

2012).

Actualmente en Espafia se caracteriza por seguir la Dieta Mediterrdnea incluso
durante la pandemia por SARS-CoV-2, hay estudios que indican que en la época del
confinamiento la adherencia a ese tipo de dieta fue mayor especialmente en la poblacion
femenina que tendié a mejorar esos habitos alimentarios (Rodriguez-Pérez et al.,2020;

Téarraga Lopez Pedro et al., 2020).

El término de Dieta Mediterranea (DM) fue puesto por Ancel Keys para referirse al
estilo de alimentacidon que tenian varios paises del mediterraneo como Grecia, Creta, Sur
de Italia y Espafa. La DM se define como hébito alimentario entendiéndose esta como
dieta prudente y saludable relacionada con una menor incidencia de enfermedades
crénicas no transmisibles (ECNT) que prevalecen en los paises desarrollados. Ademas,
esta relacionada con una mayor esperanza de vida. Segun la Sociedad Espafiola de
Endocrinologia y Nutricién la DM se basa en un bajo consumo de alimentos procesados,
carnes rojas y embutidos, asi como un alto consumo de frutas, verduras, hortalizas,
legumbres, cereales y frutos secos. Se aconseja consumo moderado de lacteos, huevos y
carnes blancas. En este tipo de dieta se recomienda como grasa principal el uso de aceite

de oliva.

Mientras la mejora de los habitos alimentarios y el aumento de la actividad fisica han
sido el foco principal en la prevencion y/o reduccion de la obesidad, el rapido incremento
de ésta, en paises con diferentes habitos dietéticos y patrones de actividad fisica, sugiere
la posible existencia de factores medioambientales incidentes. Esto, ha llevado a la
hipodtesis de que el aumento de la exposicion a sustancias disruptoras endocrinas, que
interfieren con diversos aspectos del metabolismo, se relaciona con la epidemia mundial
de obesidad, lo que ha llevado a llamar a estos compuestos “obesdgenos
medioambientales” (Heindel y Blumberg, 2019; Mocnik y Marcun, 2021; Sarni et al.,
2021; Sun et al., 2022).
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3.3. DISRUPTORES ENDOCRINOS

3.3.1. Concepto

Los disruptores endocrinos (DE) son un conjunto variado y heterogéneo de
compuestos quimicos exdgenos, capaces de alterar la sintesis, liberacion, transporte,
metabolismo, accidn o eliminacion de las hormonas naturales en el organismo (Boudalia
et al., 2021). La Endocrine Society los define como “an exogenous chemical or mixture of
chemicals that interferes with any aspect of hormone action” (Zoeller et al., 2012). La
exposicion a los DE ha llamado la atencion de los investigadores por sus propiedades de
lipofilia y bioacumulacion, especialmente para aquellos quimicos que imitan las

hormonas (Belcher et al., 2019; Darbre et al., 2020).

Ya en los afios 30 Edward Charles Dodds, un cientifico y médico britanico, anunciaba
la sintesis de un estrogeno artificial, dietilestilbestrol (DES), que actuaba sobre el

organismo igual que el estrogeno natural.

Las personas, como ya se ha comentado anteriormente, estan expuestas a diferentes
tipos de DE que pueden acceder al organismo por diferentes vias como la via digestiva,
la respiratoria y la dérmica. Ademas, otra forma de entrada que se puede dar en centros
sanitarios seria a través de la via parenteral (Iribarne-Duran et al., 2019; Testai et al.,

2016).

Hasta el momento, la investigacion se ha centrado principalmente en conocer la
evaluacion del riesgo que pueden tener estos compuestos quimicos de manera
individual sobre la salud humana. Sin embargo, el ser humano estd continuamente
expuesto a mezclas de contaminantes medioambientales que pueden interactuar entre
ellos y modificar su efecto individual, produciendo un efecto combinado de los mismo.
Actualmente, son estas mezclas las que estan siendo objeto de investigacion para conocer
el efecto que tiene sobre el metabolismo de una exposicion combinada (Caporale et

al.,2022; Sun et al., 2022).
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3.3.2. Tipos

En la actualidad el catdlogo de todos los compuestos quimicos que
la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos (ECHA) tiene reconocidos es
muy extenso y que crece dia a dia que pueden ser desde productos quimicos sintetizados
por el hombre hasta sustancias que se encuentran de manera natural en el medio
ambiente como los fitoestrogenos. De todos esos compuestos, alrededor de 1.500 parecen

interactuar con los sistemas de control hormonal en los seres vivos (ECHA).

Vegetales (fitoestrégenos)

Naturales Animal (hormonas)

Mineral (Cadmio, plomo, aluminio, arsénico,..)

Pesticidas, Fungicidas y organoclorados (DDT)

Dioxinas

Disolventes

Sintéticos -
Farmacos (DES)

Organoestannicos

DISRUPTORES ENDOCRINOS

Plasticos

Figura 1. Clasificacion de los DE segtn el origen de los mismos (Marty et al.,

2010):

Dentro del grupo de los plasticos que es donde se localizan los DE que se estudian en
esta Tesis Doctoral distinguimos varios grupos que se resumen en la siguiente figura 2
que corresponde a una modificaciéon de la clasificacién dada por Casals-Casas y

Desvergne, 2009.
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— Parabenos

— Ftalatos

Bromados

Ve

PLASTICOS

— Alquilfenoles

Bisfenol Ay
derivados

Figura 2. Clasificacion de los Plasticos

3.3.3. Fuentes de exposicion

Las fuentes se pueden encontrar en el medio ambiente, asi como en cualquier
producto que empleamos en nuestro dia a dia, desde cosméticos, aditivos alimentarios,
pesticidas, tintes y plasticos (Mikoyajewska et al., 2015). Es por ello que la poblacion se
encuentra expuesta de manera persistente y/o en las etapas mas sensibles de la vida
como la infancia, pero se ha demostrado que la comida y concretamente las conservas y
los alimentos enlatados es la fuente de mayor importancia (Hartle et al., 2016; Galvez-

Ontiveros et al., 2021).
A continuacion, se detalla una serie de alimentos y bebidas que pueden contener DE:

e Carnes y leches grasas contienen compuestos quimicos persistentes y metales
(Cabrerizo Lorenzana et al., 2017)
e Pecados grasos y de gran tamarfio son fuente de contaminacion de metilmercurio,

ftalatos y compuestos persistentes. (Celnihier, 2018)
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e Alimentos ahumados y alimentos que se consumen fritos ya que si las
temperaturas usadas son altas va a favorecer la produccion de acrilamida
(Morales et al 2019).

e Agua embotellada en botellas de plastico, entre sus componentes destaca los

bisfenoles (Zaborowska et al., 2021)

e Las latas de refresco, al igual que las latas de conservas, contiene un film interior
de resina epoxi y por lo tanto conlleva a una exposicion a bisfenoles (Cwiek-

Ludwicka, 2015; Kimber, 2017; Kovacic et al., 2020).

Otra fuente de exposicion a los DE a tener en cuenta son los componentes de los
utensilios, asi como el material empleado en el procesado y almacenamiento de los
alimentos o que se incorpora durante el proceso de cocinado y preparacion para ser
consumidos. Hay determinados utensilios de cocina y sartenes usados en la cocina con
recubrimiento interior de aislantes perfluorados como el sulfonato de perfluorooctano
(PFOS) vy el acido perfluorooctanoico (PFOA) que deben ser evitados y en su caso elegir
otros que tengan entre sus materiales titanio, acero o cerdmica (Cabrerizo Lorenzana et
al., 2017). Estos componentes estan prohibidos por la Unidon Europea desde el afo 2017,
aunque en algunos casos concretos se amplia el plazo hasta el 2023, por lo que

actualmente se pueden encontrar antiadherentes libres de PFOA.

Si nos centramos en uno de los principales DE estudiados en esta Tesis como el
Bisfenol A (BPA) y analogos en los alimentos se ha demostrado que es a través de la
alimentacion la principal via de exposicion a estos compuestos, especialmente al BPA
(Vrachnis et al., 2021; Martinez et al., 2018). Nuestro grupo de investigacion junto con el
grupo de investigacion en Quimica Analitica y Ciencias de la vida del Departamento de
Quimica Analitica de la Universidad de Granada, ha puesto a punto la metodologia
analitica para la determinacion de la presencia de 6 andlogos del BPA con actividad
estrogénica en alimentos consumidos de manera habitual por la poblacion infantil
encontrandose Bisfenol E (BPE), Bisfenol B (BPB), Bisfenol S (BPS) y Bisfenol P (BPP) en
la mayoria de los alimentos analizados (Garcia-Cdrcoles et al., 2018). A su vez se, se ha
analizado la presencia de BPA y andlogos en casi 100 alimentos comunmente

consumidos por poblacion espafiola, siendo el BPA el compuesto detectado con mayor
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frecuencia, seguido del BPS y el BPE. Por el contrario, el Bisfenol AF(BPAF), Bisfenol B
(BPB) y Bisfenol P (BPP) no fueron encontrados en las muestras analizadas (Galvez-

Ontiveros et al., 2021).

3.3.4. Efectos en la salud

Los DE pueden actuar a muy bajas dosis, el efecto que se observa a bajas
concentraciones es diferente del que ocurre a concentraciones mayores, hecho que
dificulta la prediccion de las consecuencias a bajas dosis. Por otro lado, las consecuencias
para la salud de la exposicion a un DE pueden observarse afos después de que la
exposicion haya sucedido, dificultando con ello una asociaciéon causa-efecto. Hay
evidencias cientificas que sugieren que la exposicion a disruptores hormonales puede

conducir a una serie de alteraciones en la salud humana (Demeneix et al., 2019).
Los efectos en la salud que pueden tener los DE son los siguientes:

O Alteracion de la funcion reproductiva.

¢ Disminucion del nivel de testosterona, asi como del niimero y calidad de
los espermatozoides (Ghayda et al., 2019).

e Hipospadias y/o criptorquidia en nifios (Svechnikov et al,.2016; Toppari,
et al., 2016).

e En ninas alteraciones en el desarrollo sexual y enfermedades como
endometriosis (Lucaccioni et al., 2020) y ovarios poliquisticos (Akin et al.,
2020). Cambios en la accion molecular que podrian modificar el
desarrollo de la pubertad (Almstrup et al., 2020).

e Mayor frecuencia de abortos, malformaciones congénitas y bajo peso al

nacer (Krieg et al., 2016).

O Alteraciones endocrinas.

e Alteraciones tiroideas (Gutleb et al., 2016; Bilal et al., 2018).

O Enfermedades cardiovasculares (Arrebola, 2015; Rasdi et al., 2020).
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O Aparicion de tumores en 6rganos hormono-dependientes.
En mujeres canceres de tiroides, mama y ovario y en hombres canceres de
testiculos y prostata (Houston et al, 2020; Darbre, 2015). Estudios
epidemioldgicos en humanos han asociado la relacion entre la exposicion al BPA
y los niveles de hormona tiroidea. El BPA participa en la accién de la hormona
tiroidea como antagonista del receptor de la hormona tiroidea (Min Joo Kim et

al., 2019).

O Alteracion en el desarrollo del sistema neurologico (Mustieles et al., 2022).
e Relacionado con el deterioro de la memoria, deterioro motor, déficits
sensoriales y problemas de salud mental como retraso mental, autismo,
agresividad e hiperactividad. (Dalsagera et al., 2019)

e Debilitamiento del sistema inmunolédgico (Nowak et al., 2020).

O Alteraciones metabélicas: como diabetes, sindrome metabolico y obesidad.

(Rotondo et al., 2020).

3.3.5. Mecanismos de accion de los disruptores endocrinos

Cualquier sistema hormonal puede verse afectado por la interferencia de los DE. El
sistema endocrino actia junto con el sistema inmunitario y con el sistema nervioso
encargandose de mantener la estabilidad interna del organismo, controlar el
metabolismo y la utilizacion y almacenamiento de la energia, regular el crecimiento y el

desarrollo e intervenir en el control de la reproduccion.

A continuacidn, en la siguiente figura, se detallan los diferentes 6rganos y glandulas

endocrinas con las hormonas que segregan y sintetizan.
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THPO, IGF
) ¢ ' Calcitriol, Eritropoyetina, Renina,
Insullna,_ Glucocorticoides, Andrégenos,
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CRH, GHRH, TRH,-Dopamina,
Somatostatina, Vasopresina, TSH,
ACTH, GH, FSH, LH, MSH, Andrdgenos, Estradiol,
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Prolactina, Relaxina,
Estrogenos, Progesterona

Figura 3. Sistema endocrino

Los DE son compuestos exdgenos al organismo humano que ejercen acciones
principalmente a través de los receptores hormonales nucleares, incluidos los receptores
de estrégenos, androgenos, progesterona o tiroides, entre otros, y en consecuencia
pueden alterar la homeostasis del sistema endocrino.

Los principales mecanismos de accion de los DE se debe por tanto a su interaccion
con tres tipos de receptores nucleares: receptores hormonales, receptores de xenobioticos
(relacionados con procesos de toxicidad) y receptores activados por proliferadores de
peroxisoma (Casals-Casas y Desvergne, 2011). Puede suceder que varios tipos celulares
tengan el mismo receptor, la respuesta sera diferente y especifica tras la interaccion

hormona-receptor de cada drgano o tejido.
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A continuacion, se muestra como puede los DE actuar, bien sobreestimulando al
receptor mediante su union a ellos o bien produciendo el bloqueo e impidiendo la unién

entre la hormona y el receptor.

("
c

5

Respuesta

. Hormona natural
. Disruptor endocrino

Figura 4. Reaccién normal de union de hormona natural- receptor y reaccion

bloqueada al interferir el DE.

Los DE han demostrado su capacidad de union con los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR) en sus isoformas &, o and vy, el PPAR es uno de
los principales receptores implicado en la biologia de los adipocitos y su union esta
asociada con la modificacion de la metilacion del ADN. Otra opcion puede ser que el DE
se una al receptor retinoide X (RXRa) produciendo la adipogénesis ya que se forma un
coactivador transcripcional especifico de tejido asociado a la obesidad (Van Dijk et al.,

2015).

El principal regulador de la adipogénesis es el receptor PPARy junto con la
CCAAT/proteina de unién al potenciador alfa (C/EBPa), son los principales factores
transcripcionales que regulan la diferenciacion de los adipocitos (Gregorio et al., 2021).
Los obesogenos han demostrado su capacidad de unién con estos receptores PPARy. La
activacion de este receptor, PPAR, favorece la biosintesis lipidica, asi como su

almacenamiento mediante la activacion de genes relacionados con el balance energgético.
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La adipogénesis es la expansion del tejido adiposo que se subdivide en los procesos
de hiperplasia de células grasas, caracterizados por la formacion de nuevos adipocitos a
través de la diferenciacion de precursores residentes y la hipertrofia de células grasas

(Biemann et al., 2021).

En condiciones naturales cuando se activa la PPARY, se incrementa la expresion de
leptina (LEP) que es un péptido que acttia en el sistema nervioso central y que circula en
la sangre y es la encargada de producir la la sensacion de saciedad. En la regulacion de
la LEP intervienen factores genéticos y factores ambientales. La expresion del gen ob
(gen que codifica a la LEP) se debe al tejido adiposo y sus niveles estan relacionados con

la masa del tejido adiposo y con los triglicéridos almacenados (Cui et al., 2016).

Existen varios elementos reguladores en la expresion del gen ob. La expresion del gen
de la LEP es regulada negativamente por el PPARY y positivamente C/EBPa. Ambos
acttan como factores de transcripcion que se encargan del control de la diferenciacion
del adipocito. La expresion del gen ob es impulsada por C/EBPa, produciendo un
incremento de LEP mientras que cuando se activa el PPARYy sucede lo contrario, una

disminucion en los niveles de LEP (Noon et al., 2006).

La LEP es, por tanto, la encargada de informar al cerebro sobre la cantidad de grasa
acumulada en el organismo, determinando la finalizacion de la ingesta y la
desregularizacion del sistema nervioso simpatico, disminuyendo la expresion de PPARy
en los adipocitos. La sensacion de hambre tiene lugar cuando los adipocitos secretan

menos LEP (Yilmaz et al.,2020).

Las hormonas leptina y grelina son hormonas secretadas por el tejido adiposo que
actian de formas opuestas para regular el hambre, siendo la LEP inhibidora y la grelina
estimulante. Ya en estudios del ano 2014 indicaba que las alteraciones en los niveles
circulantes de estas hormonas sugieren que los DE y mas concretamente el BPA puede

actuar interfiriendo con el control hormonal del hambre y la saciedad (Ronn et al., 2014).

Por todo lo descrito anteriormente, parece probable que cualquier ligando que pueda
unirse al PPARYy sea capaz de influir en la adipogénesis y por tanto en la obesidad

(Pereira-Fernandes et al., 2013).
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En la siguiente figura se resume en lineas generales el mecanismo de accion de los DE.

O
O & 9

Methyl group

DOV UL

Promoter Target gene
Metilacion ADN MRNA

Activacion de la Adipogénesis *

Figura 5. Mecanismo de accion de los DE.

A su vez, existen diversos estudios que relacionan la microbiota intestinal y los DE y
su contribucion con la obesidad. Los informes indican que la microbiota puede ser
modulada por el receptor AhR que es expresado por los linfocitos intraepiteliales
intestinales y que tiene un papel fundamental para que los DE acttien como obesdgenos

(Aguilera et al., 2020; Snedeker et al., 2012; Zhang et al., 2015).
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3.3.6. Bisfenol A y analogos.

A pesar de que la actividad como mimetizador hormonal del BPA (2,2-bis(4-
hidroxifenil)propano) se conoce desde 1936 cuando Dodds y Lawson demostraron que
la administracion de BPA a ratas ovariectomizadas producia cornificacion vaginal y
aumento del peso uterino (Dodds y Lawson, 1936), no es hasta los afios 50, cuando se
descubrié que el BPA podia ser polimerizado para obtener materiales transparentes,
resistentes y faciles de moldear, lo que hizo el que el BPA, se transformara en uno de los
productos mas producidos y usados a nivel mundial, incluso cuando su actividad

hormonal era reconocida. (Reid y Wilson, 1944).

CH;

CH;

Figura 6. Bisfenol A

En el ano 1991 se descubrio las propiedades estrogénicas del nonilfenol liberado del
poliestireno (Soto et al., 1991). Estos experimentos llevaron a una extensa investigacion
sobre la exposicion y los efectos del BPA en organismos modelo y humanos. Y dos afos
después en el 1993 el grupo de Krishnan y sus colaboradores encontraron que el BPA,
liberado inadvertidamente en el medio desde los matraces, se une al receptor de
estrogeno de los mamiferos, aunque con menos potencia que el estradiol, llegando asi el
primer informe de lixiviaciéon de BPA. En experimentos adicionales, los autores también
demostraron que el BPA podria provocar una respuesta estrogénica en una linea celular
sensible al estrogeno bien establecida (MCF-7) a concentraciones nanomolares (Krishnan

et al., 1993).

Las aplicaciones del BPA son multiples y su uso estd muy generalizado, siendo el
monomero base para la produccion de las resinas epoxi, polimeros de excelentes
propiedades mecdnicas, quimicas y térmicas; y para la obtencidn de los plasticos
policarbonato, que presentan gran estabilidad mecanica y térmica, ademas de buena

transparencia (Murata y Kang, 2018; Zaborowska et al., 2021).
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Su uso también se ha extendido en la fabricacion de resinas de poliéster, polisulfona
y poliacrilato y retardadores de llama. El policarbonato se usa en la fabricacion envases
que estan en contacto con alimentos como envases para su conservarlos, botellas de
agua, leche y otras bebidas. Ademads, se usa para la fabricaciéon de materiales como
biberones, vajillas utensilios de horno y microondas. Las resinas epoxi se usan
principalemente como revestimiento de proteccion de latas de alimentos y bebidas, y
como revestimiento de las tapas metalicas de jarras y botellas de vidrio (Cwiek-

Ludwicka, 2015; Kimber, 2017; Kovacic et al., 2020).

El mecanismo de accion del BPA una vez ingerido es metabolizado para ser
transformado en su forma glucurdnida y poder ser eliminado a través de la orina. Por
tanto, la concentracion de BPA-glucurénido en orina es proporcional a la exposicion total
recibida, que principalmente se da por via alimentaria (Ramirez et al., 2021; Almeida et
al., 2018). La presencia de BPA en saliva se debe a la migracién de estos componentes

desde los materiales utilizados para selladores y empastes dentales (Olea et al., 1996).

Se ha visto que la exposicion de BPA a concentraciones menores de 10 uM en células
preadipocitarias de ratones Murinae, incrementa los niveles de metilacion del ADN y
aumenta la diferenciacion de adipocitos. Esto significa una mejora en el proceso de

adipogénesis y un aumento en la probabilidad de desarrollar obesidad (Sales et al., 2013).

Este compuesto produce un desequilibrio en la expresion de determinados microRNA
(miRNA), pequenos RNA de aproximadamente 22 nucleétidos de longitud que regulan
la expresion de genes codificantes de proteinas diana, produciendo una disminucion de
la expresion de dichos genes diana, induciendo una sobreexpresion o inhibicion de éstos
y, por tanto, modulando la expresion de los genes diana asociados a dichos miRNA
(Avissar-Whiting et al., 2010; Chou et al., 2017; Kim et al., 2020; Lin et al., 2017; Lite et al.,
2019; Liu et al., 2020; Ma et al., 2020; Rasdi et al., 2020; Tilghman et al., 2012; Verbanck et
al., 2017; Wei et al., 2017; Xie et al., 2016).

En relacion a miRNA implicados en la adipogénesis, se ha encontrado que la
expresion del miR-21 a-5p implicado en la diferenciacion de adipocitos, se inhibe por la
exposicion a BPA, lo que describe un efecto adipogénico. Sin embargo, la sobreexpresiéon

de este miRNA disminuye el efecto adipogénico inducido por el BPA (in vitro) e inhibe
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parcialmente el exceso de peso y de grasa corporal (in vivo) asociados a la exposicion a
BPA. Este hallazgo indica que el miR-21a-5p podria ser un objetivo terapéutico potencial

para la obesidad infantil mediada por la exposicion al BPA (Xie et al., 2016).

En relacion a otras enfermedades metabdlicas, estudios en ratas han mostrado que la
exposicion prenatal a este contaminante incrementa el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, debido a la aparicién de alteraciones de miRNA de células cardiacas
(Rasdi et al., 2020). Ademas, la exposicion a BPA induce un desequilibrio en la expresion
de miRNA relacionados con la presion sanguinea, produciendo hipertension arterial

(Kim et al., 2020).

En modelos animales se ha descrito, para dosis consideradas no tdxicas, la capacidad
del BPA para inhibir la secreciéon de adiponectinas en el tejido adiposo (Hugo et al.,
2008), de alterar parametros bioquimicos plasmaticos, ocasionando hipercolesterolemia
e hiperglucemia (Marmugi et al., 2014), provocar un aumento del peso corporal, del
tejido graso y de los niveles de LEP e insulina en la descendencia de ratones hembras
expuestas durante el embarazo e incremento de la ingesta de alimentos en éstas (Angle
et al., 2013). Todo ello, explica la asociacién que han encontrado varios estudios entre los
niveles urinarios de BPA y el incremento del riesgo de padecer diabetes, obesidad y otras
enfermedades metabdlicas (Hwang et al., 2018; Lee et al., 2021; Moon et al., 2021a; Moon

et al., 2021; Sun et al., 2022).

Los nifios representan una poblacion con mayor riesgo frente a la exposicion del BPA,
ya que, el proceso de desarrollo y crecimiento del organismo es mas susceptible a los
efectos del BPA y otros DE. Diversos estudios han advertido de las diferencias entre la
infancia y la edad adulta en los patrones de absorcion, metabolismo y excrecion debido
a que los nifos ingieren de tres a cuatro veces mas alimentos y agua en relacion al peso
corporal y sus rutas metabdlicas son fisiolégicamente inmaduras, con lo que su
capacidad de detoxificacion es significativamente menor (Wong y Durrani, 2017;

Hoepner, 2019).

Debido a los efectos sobre el neurodesarrollo (Mustieles et al., 2022) y otros efectos
toxicos relacionados al efecto hormonal (Mustieles et al., 2019; Salamanca-Fernandez E.

et al.,2021), la Union Europea prohibi6 el BPA, primero en productos para bebés como
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vasitos y biberones en 2011, y mas tarde se ha restringido su uso en el papel térmico. El
envasado de féormulas para lactantes se prohibié en Europa y Canada debido a sus

efectos negativos para la salud (EFSA, 2021).

En Europa la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en un informe de
reevaluacion de los riesgos sobre la salud publica relacionados con la presencia de BPA
en los envases alimentarios ha establecido un nuevo valor de IDA definitivo de 0,04
ug/kg de peso y dia, basandose en los efectos toxicos de este compuesto en el sistema
inmune. Si comparamos con el informe del 2015 se observa que la exposicion dietética

(media y 95 percentil) queda por encima de esa cantidad para todos los grupos de edad

(EFSA, 2022).

Como consecuencia, el BPA comenzd a ser reemplazado por andlogos de BPA como
BPS (4, 4'-sulfonildifenol) y el BPF con propiedades y toxicidad similar al BPA (Molina-
Molina et al., 2013; Mustieles et al.,2020). Ademas, otras alternativas en la produccion de
las resinas que se usan en los materiales de contacto con los alimentos son BPP (Bis (4-
hidroxifenil)-1-4-diisopropilbenceno), BPB (2, 2-bis(4-hidroxifenilbutano), BPE (1,1-
Bis(4-hydroxyphenyl)etano) y BPAF (4,4"-(hexafluoroisopropilideno)difenol) (Zhang et
al., 2020).

Sus estructuras quimicas aparecen recogidas en la siguiente figura.
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Bisfenol S (BPS) Bisfenol F (BPF) Bisfenol B (BPB)
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Figura 7. Estructuras quimicas de los compuestos andlogos al Bisfenol A.
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Dado que el BPA y sus analogos comparten la misma estructura quimica basica,
también existe el riesgo de que actiien andlogos como DE, un riesgo evidenciado en
estudios in vitro e in vivo (Rochester et al.,2015). Los bisfenoles son considerados como
omnipresentes en el medio ambiente, siendo la exposicion alimentaria una de las
principales vias a través del cual los seres humanos estan expuestos a estos compuestos
(Geens, et al., 2012; Liu et al., 2018; Martinez et al.,2018; Von Goetz et al.,2010). La
contaminacion alimenticia con estos productos quimicos puede ocurrir durante el
procesado de los alimentos, envasado, transporte, y almacenamiento (Adeyi et al., 2019).

Se ha demostrado a través de diversos trabajos experimentales (Andujar et al., 2019;
Pérez et al.,, 1998; Rivas et al., 2002) que los compuestos andlogos al BPA presentan
actividad estrogénica similar a este compuesto. Asi también hay estudios que indican
una actividad antiandrogénica en alguno de ellos (Perera et al., 2017; Rochester et al.,
2015).

En Europa, el BPA esta siendo sustituido por BPS. El BPS se utiliza en papel térmico
y en recubrimientos de latas de alimentos y bebidas (Chen et al., 2016), ademas también
se ha detectado en aguas superficiales, sedimentos y efluentes de aguas residuales en el
mismo orden de magnitud que BPA (Wang et al., 2022). Un estudio realizado por Ye et
al. (2015) investigd la exposicion para diferentes bisfenoles utilizando muestras de orina
de adultos. Este estudio revel6 que, aunque la exposicion a BPS estaba aumentando entre
la poblaciéon en comparacion con el BPA, las concentraciones de BPS encontradas en la
orina eran mas bajas que las concentraciones de BPA (Ye et al., 2015).

Sin embargo, en estudios mas recientes, se ha comprobado que la exposicion a este
compuesto en muestras de orina tiene el mismo rango de concentracion que el BPA (Ao
et al., 2022; Tang et al., 2020;). Ademas, el BPS parece ser mas resistente a la degradaciéon
ambiental que el BPA y presenta un mejor nivel de penetracion dérmica (Zalko et al.,
2011). Todo esto junto a que parece tener un efecto obesogénico equivalente al BPA e
incluso mas potente que éste en relacion a los efectos sobre el sistema reproductivo, es
suficiente para argumentar que deberia ser regulado de la misma forma que el BPA

(Thoene et al., 2020).
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3.3.7. Parabenos

Los parabenos (PB) son ésteres de alquilo del acido p-hidroxibenzoico, siendo los mas
usados el Metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP) vy
butilparabeno (BuP) (Jiménez-Diaz et al., 2016).

Se trata de moléculas inodoras, incoloras, no volatiles, econémicas y eficaces en un
amplio rango de pH. Estas propiedades permiten que los PB se utilicen como
conservantes, en concreto, como antimicrobianos para alargar la vida de los productos a
los que se afiaden ya que son eficaces para evitar la proliferacion de bacterias, hongos y

levaduras (Soni et al., 2005).
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Figura 8. Estructuras quimicas de los parabenos
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La principal fuente de exposicion a estos compuestos proviene mediante el uso de
productos para el cuidado personal y productos farmacéuticos, asi como del consumo
de alimentos que contienen PB (Feizabadi et al., 2020; Halla et al., 2018; Nowak et al.,
2018; Ursino et al., 2011). Entre los productos alimenticios procesados que contienen PB
para su conservacion podemos citar a las galletas, aceites de cocina, condimentos, carne,
productos lacteos, bocadillos, cereales (Liao et al., 2013a, 2013b; Maher et al., 2020) y
alimentos a base de cereales (Azzouz et al., 2020), aunque los PB también se ha
encontrado en mejillones (Alvarez-Muﬁoz et al., 2018), almejas y ostras (Azzouz et al.,
2019). Algunas frutas y verduras también contienen estos compuestos como conservante
natural (Hagel et al., 2019). Los PB se pueden encontrar de forma natural en alimentos

como cerezas, arandanos, zanahorias y cebollas.

Varios estudios han asociado la exposicion a PB en muestras bioldgicas con algunas
caracteristicas sociodemograficas como las socioeconémicas y los factores del estilo de
vida (Hajizadeh et al., 2020). Se ha encontrado que la edad, el lugar de residencia, la
ocupacion, el tabaquismo y el nivel educativo estan relacionados (Calafat et al., 2010;
Engel et al., 2014; Fei zabadi et al., 2020a, 2020b, 2020b; Iribarne-Duran et al., 2020; Kang
et al., 2016; Yu et al., 2019).

En cuanto al mecanismo de accién de los PB, en seres humanos son como acido
hidroxibenzoico superior hidrolizado y luego se expulsan en la orina como conjugados
de glicina, glucuronido y sulfato, pero también los PB inalterados pueden excretarse
como conjungados de sulfato y de glucurénido. El perfil metabolico de los PB depende
de la ruta de exposicion (Soni et al., 2005; Ye et al., 2006). También se ha demostrado que
los PB, promueven la diferenciacion de los adipocitos en las células 3T3-L1. La potencia
adipogénica aumentd con la longitud lineal de la cadena alquilica y se asoci6é con la
activacion de PPARy (Hu et al.,2013).

Se ha relacionado a los PB junto con el grupo de los bisfenoles y ftalatos como
compuestos obesdgenos (Darbre, 2017). La ingesta de PB en la dieta influye por tanto en
el sobrepeso y obesidad en nifios y adolescentes (Garrido-Miguel et al., 2019; Roth y Jain,
2018). Otros estudios revelan el papel obeségeno de los PB a partir de resultados

obtenidos de muestras de plasma de mujeres adolescentes (Kolatorova et al.2018).
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Ademas, se ha demostrado que los PB alteran la funcion de las hormonas tiroideas para
activar el PPAR vy, que juega un papel importante en la adipogénesis y la acumulacion
de lipidos (Pereira-Fernandes et al., 2013).

Debido a los pocos estudios existentes sobre los PB, se hace necesario comprender la
exposicion a los PB dietéticos en etapas de la vida especialmente vulnerable como la
adolescencia puesto que es importante para mejorar la comprension actual de las
contribuciones dietéticas a la exposicion a los PB y para desarrollar planes apropiados
de reduccion de la exposicion.

Dado que es a través de la alimentacion la principal fuente de exposicion a PB en
humanos, diferentes organismos nacionales e internacionales buscan regular esta
exposicion para garantizar la salud y seguridad publica. La EFSA establecié que la
ingesta diaria admisible (IDA) de PB de 0 a 10 mg / kg de peso corporal / dia (EFSA, 2004;
Panel de la EFSA sobre materiales en contacto con alimentos, enzimas, aromatizantes y
coadyuvantes de procesamiento (CEF), 2015). La UE permite el uso de un PB solo en la
concentracion de 0,4 %, o de 0,8 % en combinacion con otros (The European Medicinal
Agency (EMA),2019). Sin embargo, las contribuciones de estas sustancias quimicas en la
alimentacion no estan bien definidas, principalmente debido a la falta de datos en su
medicion (Jo et al, 2020). A pesar de ello, hay estudios que han informado de la
presencia de PB en alimentos analizados en Estados Unidos. y China (Liao et al., 2013a,
2013b). Ademas, nuestro grupo de trabajo hemos demostrado recientemente la presencia
de PB en alimentos de consumo habitual en la poblacion espanola (Galvez-Ontiveros et
al., 2021).

Tenemos que considerar que las personas a menudo estan expuestas a una mezcla de
productos quimicos en lugar de un compuesto tinico, es por ello que se presta especial
interés a la exposicion de estos cdcteles quimicos en los que los PB, interactian con otros
tipos de sustancias quimicas con un posible efecto sinérgico o aditivo (Fransway et al.,

2019; Pop et al., 2018; van Meeuwen et al., 2019).
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3.4. OBESOGENOS

La disrupcion endocrina es un problema de salud publica y de salud ambiental. A
través del aumento de la produccion industrial y agricola y con el cambio de estilos de
vida, se liberan constantemente un sinfin de compuestos quimicos sintéticos que pueden

interferir con el sistema hormonal (Heras-Gonzalez et al., 2020). Los efectos de los
disruptores endocrinos como obeségenos es un hecho que cuenta con considerable evidencia

cientifica. La actividad obesogénica de numerosos disruptores endocrinos ha sido
demostrada en diferentes estudios epidemioldgicos (Robles-Aguilera, 2021). Ademas,
se ha demostrado que estos quimicos provocan efectos bioldgicos que alteran la
adipogénesis y conducen al aumento de peso (Gupta et al., 2020).

La obesidad no sélo depende como consecuencia de una ingesta calodrica alta y un
bajo gasto energético, sino que intervienen otros factores relacionados con el aumento
de la incidencia y prevalencia de la obesidad como los cambios de estilos de vida y la
exposicion a sustancias obesdgenas (Doadrio Villarejo, 2015).

Grun y Blumberg (2006) definieron el concepto de “obes6geno” por primera vez como
sustancias quimicas xenobidticas que pueden alterar los controles homeostaticos y del
desarrollo normal sobre la adipogénesis y/o el equilibrio energético. En el afio 2016
Janesick y sus colaboradores (2016) definian a los obeségenos como sustancias quimicas
exogenas, o una mezcla de sustancias quimicas, que pueden interferir con cualquier
aspecto de la accion hormonal. Una definicion mas actual de los obesdgenos los define
como sustancias quimicas ambientales con propiedades de alteraciéon endocrina
relacionadas con la obesidad (Hoepner, 2019).

Los obesdgenos interfieren en los procesos metabdlicos que estan regulados por el
sistema endocrino. Parece que la predisposicion genética, los habitos alimentarios poco
saludables y el sedentarismo por si solos no son responsables de la epidemia mundial
de sobrepeso y obesidad.

Hay un creciente aumento de estudios epidemioldgicos, animales e in vitro, donde se
menciona que la alta produccion de quimicos sintéticos, en concreto los DE, interfiere
con el correcto funcionamiento del sistema hormonal y podrian estar involucrados en el

desarrollo y crecimiento rdpido de la obesidad (Kiyama et al., 2019; Aktag, 2021). El
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grupo de Biemann (2021) demostraron que los DE pueden interferir con los receptores
hormonales que controlan la adipogénesis y las vias metabdlicas.

Los mecanismos de accion de estas sustancias quimicas como son la alteracion de
controles del apetito y la alteracion del ajuste metabdlico pueden contribuir al desarrollo
de la obesidad. Los obesdgenos promueven la adiposidad ya que alteran el desarrollo de
los adipocitos, aumenta la reserva de energia en el tejido graso e interferir con el control
neuroendocrino del apetito y la saciedad. Por tanto, la exposicion humana a DE con
actividad como obesdgenos, intervienen de forma inapropiada sobre el metabolismo
lipidico y la adipogénesis, entre otros mecanismos, favoreciendo el sobrepeso y la
obesidad aumentando el tamafio de los adipocitos o alterando las vias endocrinas
responsable del control del desarrollo del tejido adiposo (Andujar et al., 2019; Fernandez
et al., 2017; van der Meer, et al., 2021).

A nivel molecular, como se ha visto en el punto 3.3.5., el mecanismo por el que los
obesdgenos podrian provocar aumento de peso u obesidad es a través de la activacion
de factores de transcripcion nucleares, como los receptores PPARa, PPAR-d y PPAR-y y
los receptores de hormonas esteroides, que regulan la multiplicacion y diferenciacion de
los adipocitos y el metabolismo de los lipidos, influyendo asi en la composicién corporal.
Los factores de transcripcion se unen a elementos de respuesta en los patrones
especificos de expresion génica que regulan el ADN (Darbre, 2017).

El grupo de Wassenaar (2017) encontraron una asociacion positiva significativa entre
la exposicion temprana al BPA y el peso graso y los triglicéridos. El BPA puede unirse al
PPARY humano y animal, lo que podria desencadenar actividades obesogénicas (Riu et
al., 2011). Los obesdgenos pueden causar obesidad a través de la activacion directa de
PPARYy, ya que los PPARY se expresan en gran medida en el tejido adiposo y regula el
desarrollo de los adipocitos y la captacion de lipidos por parte de los adipocitos, pero
otros mecanismos involucran la activacion indirecta del receptor al aumentar la proteina
PPARYy y ponerla a disposicion de los promotores de genes en la via adipogénica (Zheng
et al,, 2018). El BPA promueve la adipogénesis, la inflamacion del tejido adiposo y la
alteracion del metabolismo de la glucosa y los lipidos por lo que las mediciones de los
efectos de la exposicion al BPA sobre la obesidad deben considerar no solo el indice de

masa corporal (IMC), sino también el papel del BPA en la adipogénesis, la desregulacion
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de la glucosa y los lipidos y la presencia de inflamacion del tejido adiposo, que a su vez
resulta del aumento de la secrecion de compuestos proinflamatorios (Legeay y Faure,
2017).

A lo que respecta a los receptores de hormonas esteroideas también afectan al
desarrollo del tejido adiposo ya que pueden influir en el almacenamiento de lipidos y el
deposito de grasa (Law et al., 2014). Hay DE que actiian directamente a través de los
receptores de esteroides celulares, sin embargo, otros DE pueden actuar estimulando la
sintesis de estrogenos en el tejido adiposo. Los adipocitos contienen la aromatasa una
enzima del citocromo P450 que convierte la testosterona en estrégenos, pues se ha visto
que determinados DE acttian sobre estas enzimas aumentando el nivel de los estrogenos
con lo que conlleva a un aumento de obesidad (Williams, 2012).

La exposicion a obesdgenos en etapas prenatal o temprana podria ser un cooperador
mas de la obesidad actual ya que influye en algunas personas a ganar tejido adiposo en
exceso (De Cock et al., 2014; Gore et al.,, 2015). La via digestiva es la principal via de
exposicion de las personas a los DE y parece ser mas distinguido en el ttero y en la
infancia (Yilmaz et al., 2020). Por lo tanto, la exposicion materna a los DE puede
predisponer a la obesidad mds adelante en la vida a través de mecanismos epigenéticos
(Tang et al., 2020; Pérez-Bermejo et al., 2021).

Ya en el afo 2008 se comprobd que la exposicion a estrégenos durante el embarazo o
en neonatos puede producir la obesidad en etapas mas avanzadas de la vida (Ruhlen et
al., 2008). Estudios como el de Spalding (2008) ya sugerian que cualquier aumento en el
numero de adipocitos en los primeros anos de vida tiende a ser permanente. Esto implica
que la exposicion a los obesdgenos en esta etapa de la vida se transmitird de manera
irreversible a la edad adulta (Janesick et al., 2016).

En relacién al papel obesdgeno de los compuestos analogos del BPA no hay muchos
estudios sobre ello, sin embargo, se ha descrito la capacidad de BPS para promover la
acumulacion de lipidos y la diferenciacion de preadipocitos en humanos a través de la
activacion de la via PPARy (Boucher et al., 2016). Tanto el BPA como el BPS son
activadores débiles de PPARY y necesitan este receptor para inducir la adipogénesis

(Ahmed et al.,2016).
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La exposicion prolongada a dosis bajas de BPA o BPS y BPF produce dafio en el conjunto
de genes que se estdn expresando en un momento dado, o transcriptoma, en los
preadipocitos durante su diferenciacion (Verbanck et al.,2017). Ademads, un estudio
reciente de Liu y sus colaboradores (2019), mostrd por primera vez que la exposicion al
BPF se asocié de manera positiva con un mayor riesgo de sobrepeso y obesidad en nifios
y adolescentes.

Diversos estudios como el del grupo de Ivry del Moral (2016) apoyan que los DE
ambientales unidos a las dietas modernas con exceso de calorias pueden contribuir a la
programacion de la obesidad ya que demostraron que el BPS puede aumentar los efectos
nocivos de una dieta rica en grasas e inducir cambios en el metabolismo lipidico
posprandial, aumentando el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo.

Otros estudios in vitro e in vivo han demostrado el papel obesogénico de los bisfenoles
(Desai et al., 2018; Ji et al., 2013; Stroheker et al., 2003; Vom Saal et al., 2012).

A lo que respecta a los estudios en humanos cada vez hay mds que sefialan que la
exposicion a BPA puede tener un potencial obesogénico (Charisiadis et al., 2018; Liu et
al., 2018; Rubin et al., 2019; Wang et al., 2013).

Los dultimas investigaciones han observado una mayor exposiciéon a algunos
obesdgenos en ninos y adolescentes en relacion con los adultos, esa exposicion a bajas
dosis a los bisfenoles potencia el impacto de una dieta alta en grasa e induce a cambios
en diferentes niveles fisioldgicos como el metabolismo postpandrial de los lipidos y en
los niveles de LEP, que favorecen el almacenamiento de los lipidos en el tejido adiposo,
(Braun et al., 2017; Martinez et al., 2020; Thoene et al., 2020; Ramskov-Tetzlaff et al.,
2020). Ademas, la tasa metabolica es mayor en las primeras etapas de desarrollo que en
los adultos, y este hecho favorece a un efecto obesogénico (Garcia-Mayor et al., 2012;

Moreno et al., 2012).

Con respecto a los PB son pocos los estudios realizados que relacionan a estos
compuestos como sustancias obesdgenas en grupos de poblacion especialmente
vulnerables como puede ser la adolescencia es por ello que es objeto de estudio en esta

Tesis.
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Los estudios in vitro e in vivo han demostrado el papel obesogénico para los PB (Darbre
et al., 2017, Hu et al., 2016). Los estudios in vitro han manifestado el efecto de la
exposicion al BuP en la diferenciacion de adipocitos y el aumento de tamafio en
fibroblastos (Hu et al. 2017; Kodani et al.2016). Ya en investigaciones realizadas por Hu
y sus colaboradores (2013) usaron las lineas celulares de ratén que informaron de la
activacion de PPARYy por BuP que se sabe que es crucial en la adipogénesis. Hu también
estudié con ratas asociando la exposicion del BuP con el aumento de peso en las crias,
mientras que la investigacion con adipocitos in vitro se comprobo que la exposicion a PB

promueve la diferenciacion de adipocitos en fibroblastos en el raton.
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Figura 9. Relacion PB (BuP) y adipogénesis

Estudios mas antigiios ya relacionaron la exposicion de ratas a BuP para comprobar
la relacion que tienen sobre el metabolismo y el sobrepeso de las ratas, para ello le
administraron a las ratas el BuP y obtuvieron muestras de orina en la ratas cuyos niveles
de BuP urinarios resultantes en el modelo de raton fueron similares a los observados en
madres altamente expuesta a este compuesto, los resultados demostraron que las crias
hembras pero no los machos expuestos mostraron un mayor peso durante el periodo de
observacion (Fisher et al., 1999; SCoCS, 2010).

Entre los estudios realizados en humanos, la exposicion prenatal a PB se ha
relacionado con un mayor peso al nacer (Philippat et al., 2014), pero también con un
menor peso y altura al nacer (Geer et al., 2017). Un estudio realizado por el grupo de

Xue, en el afo 2015 mostr6 una asociacion no significativa entre la exposicion posnatal a
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PB y la obesidad infantil. Sin embargo, el mismo estudio encontrd una asociacion
positiva entre la exposicion al 4cido 3,4- dihidroxibenzoico (3,4-DHB) y la obesidad.

Hay estudios en humanos que sefialan que la exposicion a PB puede tener un
potencial obesogénico (Kolatorova et al., 2018; Nowak et al, 2018). Guo y sus
colaboradores (2017) compararon diferentes pardmetros antropométricos con
concentraciones de PB en la orina de nifios de 3 afios y encontré que la suma de las
concentraciones molares de cinco PB se asocid positivamente con las puntuaciones z de
altura. Estas asociaciones positivas se observaron solo en los nifios. El grupo de Deierlein
(2017) encontraron que la exposicion a MeP, EtP y PrP no se asocié con diferentes
medidas de adiposidad (IMC, porcentaje de grasa corporal y circunferencia de la cintura)
en nifnas de 6 a 8 afnos. Recientemente, la Encuesta Canadiense de Medidas de Salud no
informo ninguna asociacion de las concentraciones de PB en la orina con la obesidad y
el sindrome metabolico (Kim y Chevrier, 2020).

Estudios mads recientes como el del grupo de Leppert y colaboradores (2020)
realizaron una asociacion positiva entre el BuP recogido en muestras de orina maternas
y el sobrepeso infantil en los primeros afnos de vida de los hijos, confirmando que la
exposicion prenatal a BuP aumenta el desarrollo de sobrepeso en la descendencia. El
efecto parece ser que esta regulado por una modificacion del potenciador epigenético
que conduce a una expresion alterada de proopiomelanocortina (POMC), que tiene un
papel importante en el control de la regulacion neuronal de la ingesta de alimentos
ademds de las exposiciones ambientales a DE durante el embarazo que ocasiona

susceptibilidad al sobrepeso en la edad adulta (Leppert et al., 2020).

En la siguiente figura 10 se puede observar como la exposicion de PB, en concreto el
compuesto BuP en mujeres en periodo de gestacion puede alterar la expresién de POMC

e influir con ello al sobrepeso en los nifos.
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Figura 10. Relacion BuP y POM con el sobrepeso en nifios

En condiciones normales, después de la ingestion de alimentos la LEP se une a su
receptor LEPR y se activa POMC. El receptor de la LEP se expresa ampliamente en las
neuronas de varios nucleos hipotaldmicos que estan relacionados con el balance
energético y la regulacion de la ingesta de alimento (Ahima, 2005). Cuando se activa
POMCy se fragmenta, da lugar a un grupo de hormonas peptidicas, las melanocortinas,
que actiian sobre receptores concretos relacionados con el control del apetito y que se
expresan en el sistema nervioso central (MC3 y el MC4).

La unién con el receptor MC4 origina una disminucion de la ingesta e incremento del
gasto energético. Por lo tanto, la falta de expresion de MC4 en animales y en humanos
produce obesidad (De Lorenzo et al., 2011; Monereo-Megias et al., 2012).

Esta regulacion que comienza cuando la LEP se une a su receptor produce ademas de
sensacion de saciedad, disminucion de la glucosa, insulina y lipidos, asi como aumenta

las hormonas reproductivas y tiroideas (Ahima, 2005).
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3.5. ACTIVIDAD HORMONAL

Uno de los objetivos de esta tesis establece la estrogenicidad de los disruptores
endocrinos consumidos, concretamente a través de la ingesta dietética de BPA y
analogos y PB.

Estas sustancias, BPA y PB pueden tener un origen biologico o antropogénico (De toni
et al, 2020). El primero incluye hormonas como el 17-a-estradiol, la estrona, la
progesterona, la testosterona y los fitoestrégenos. Se ha demostrado que el segundo
grupo de origen antropogénico, que incluye a los bisfenoles y parabenos utilizados como
aditivos o conservantes en muchos productos de consumo, como productos para el
cuidado personal y alimentos, posee propiedades de alteracion endocrina (Lin et al.,
2020).

Los estrogenos y andrdgenos son esteroides que se pueden encontrar en ambos sexos
en niveles variables y su funcidn bioldgica estd mediada principalmente por receptores
nucleares (Guo et al., 2022). El estradiol-173 (E2) es el estrogeno con mayor afinidad por
los receptores estrogénicos (RE) y sus funciones estan mediadas por los RE que se
presentan en los mamiferos en dos formas nucleares, a saber, REa y REP. Los RE
funcionan como factores de transcripcién inducidos por ligandos, activando la
transcripcion de genes diana a través de la interaccion con los elementos de respuesta al
estrogeno (ERE) (Skledar et al., 2019).

La estrogenicidad de los bisfenoles se inform6 por primera vez en 1998 utilizando un
ensayo E-SCREEN en cultivos de la linea celular de cancer de mama humano MCF7
(Pérez et al., 1998). Posteriormente, en 2002, demostramos los efectos de estos productos
quimicos en la expresion de genes controlados por estrogenos (Rivas et al., 2002).
Estudios posteriores han corroborado estos hallazgos (Chen et al., 2016; Gramec-Skledar
et al., 2016).

Debido a su estructura fendlica policiclica, se ha descubierto que el BPA se une al RE
nuclear e imita las actividades estrogénicas del 17@3-estradiol. Sin embargo, muestra
1000-2000 veces menos afinidad por los RE que el E2. La accion esteroidal de los
estrogenos generalmente esta regulada por dos vias (Molina et al., 2019; Barbonetti et al.,

2020).
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La primera es a través del ntcleo donde el estradiol se une tanto a REa como a REp.
Estos RE tienen un grupo amino-terminal responsable de la activacion de la
transcripcion independiente del ligando, un dominio de unidon al ADN en el centro y un
dominio de union al ligando (DUL) en el extremo carboxilo. Después de unirse al ligando
(sustancias quimicas), los receptores se translocan dentro del nucleo y se unen a
componentes de transcripcion especificos, ERE, iniciando finalmente la transcripcion de
los genes diana (Guo et al., 2022). El BPA actiia como un agonista en la union a REa,
imitando la union de E2 y provocando el mismo cambio conformacional en DUL. Sin
embargo, cuando se une a REf3 no se produce el cambio conformacional correcto de DUL,
actuando como antagonista.

La segunda via es la membrana plasmatica, en la que el estrégeno se une a la membrana
o0 alos receptores citoplasmaticos y estimula las proteinas de sefializacion que comienzan
con la unién de ligandos a los RE de membrana, incluido el receptor de estrégeno
acoplado a proteina G (Stillwater et al., 2020; Amir et al., 2021).

En la siguiente figura 11 se muestra como se une el BPA alos RE o/ (3.

O o o @ @

g
M
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Figura 11. BPA y los RE.
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En altas concentraciones, el BPA también se une y actiia como un antagonista de los
receptores androgénicos (RA). Estos mecanismos implican la inhibiciéon de la 5a-
reductasa y la aromatasa, las enzimas clave necesarias para la transformacion de
androgenos en estrogenos (Biemann et al., 2021). Los RA también tiene un dominio N-
terminal que contiene sitios de fosforilacién para la activacion de receptores, un C-
terminal que contiene un dominio de union a ligando y un dominio de unién de ADN
central. El complejo receptor-ligando se transloca al nticleo, donde se une alos elementos
de respuesta a los androgenos para iniciar la transcripcion de los genes diana (Amir et
al., 2022).

Se ha estudiado la actividad de los BPA como estrégenos, y de sus efectos sobre otros
receptores hormonales, sin embargo, son pocos estudios los que tratan los efectos de los
analogos del BPA y su asociacion con las alteraciones endocrinas (Liao et al., 2012).

El BPA se ha visto que presenta propiedades de alteracién endocrina por lo que se ha
dedicado mucho empefio por el desarrollo de anadlogos como BPF y el BPS con la creencia
de encontrar sustitutos que no tuvieran actividad adversa (Mustieles et al., 2020). Sin
embargo, la presencia de analogos de BPA en muestras bioldgicas humanas sugiere que
puede tener un efecto en el organismo, estos productos quimicos también poseen
propiedades estrogénicas y actividades antiandrogénicas similares a las observada para
BPA. Una revision sistematica que incluyd estudios in vitro e in vivo reveld que la
potencia de BPF y BPS era del mismo orden de magnitud que el BPA y tenia efectos
hormonales similares. Ademas, la revision mostré que BPS y BPF tenian efectos
hormonales mas alla de los de BPA, como cambios en el peso de los érganos y los niveles
de expresion de enzimas (Rochester, 2015). Existe cierta evidencia de que mientras la
exposicion al BPA esta disminuyendo, la exposicion al BPS esta aumentando (Molina-
Molina et al., 2020).

Recientemente, Van Leeuwen y sus colaboradores (2019) informaron que la mayoria
de los andlogos de BPA en estudios in vitro tienen una actividad estrogénica similar o

mas alta que el BPA, asi como propiedades anti androgénicas mas altas.
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Algunos estudios con animales han sugerido los efectos reproductivos como
consecuencia de la exposicion a los andlogos de BPA, como la reduccion de la calidad de
los espermatozoides y los ovocitos y la conversion del colesterol en hormonas esteroides
bioldgicamente activas (Siracusa et al., 2018). Se ha visto el efecto que produce la
exposicion a BPF a largo plazo en el sistema neuroendocrino reproductivo en el pez cebra
recientemente (Qui et al., 2019), asi como se demostr6 en estos animales que el BPS
disminuye el peso de las gonadas y altera el estrogeno y la testosterona plasmaticos, asi
como para reducir la produccion de huevos y aumentar las malformaciones del embridn.

Shi y sus colaboradores (2018) demostraron que la exposicion prenatal a andlogos de
BPA con dosis altas afecta las funciones reproductivas masculinas en los testiculos en
desarrollo. El grupo de Ullah (2019) demostraron el impacto de la exposicion crénica a
dosis bajas de BPB, BPF y BPS en las actividades hipotdlamo-pituitaria-testicular en ratas
adultas. Recientemente se demostré el efecto sobre las funciones reproductivas
femeninas en ratones después de la exposicion prenatal a andlogos de BPA (Shi et al.,
2019). Los autores concluyeron que la exposicién prenatal a los bisfenoles aceler6 el
inicio de la pubertad, y los ratones exhibieron dificultades de fertilidad, especialmente
con dosis mas bajas. El grupo de Kolla (2018) reveld efectos especificos de la dosis y la
edad del BPS que eran diferentes de los efectos del BPA para ello compararon el efecto
de la exposicion a BPA y BPS durante el periodo perinatal en el desarrollo dela glandula
mamaria de raton hembra.

Ademas, Zhou (2018) evaluo la toxicidad de BPS usando larvas L1 del modelo
Caenorhabditis elegans los resultados mostraron que el BPS era menos nocivo, lo que
sugiere que los bisfenoles individuales pueden tener efectos tmnicos. Otros estudios
también han demostrado las actividades estrogénica, androgénica y tirogénica de BPF y
BPS (Rochester et al., 2015; Thayer et al., 2015).

El equipo de Eladak (2015), desarrollaron un ensayo de testiculos fetales para
demostrar que BPS y BPF pueden reducir la secrecidn basal de testosterona por parte de
los testiculos fetales humanos y de ratén. Ademas, en un estudio realizado en la linea
celular de rata GH3, se encontré que el BPA, BPAF, BPB, BPF, BPS y Bisfenol Z (BPZ)
alteran la actividad del sistema endocrino tiroideo, que parece aumentar con el 173-

estradiol (Lee et al., 2017).
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Y mads recientemente, Desdoits-Lethimonier y sus colaboradores (2017) demostraron
que, utilizando un sistema de cultivo ex vivo, BPE, BPF, BPB y BADGE (bisfenol a

diglicidil éter) exhibieron propiedades anti androgénicas en testiculos humanos adultos.

Los PB se ha demostrado a través de estudios in vitro e in vivo que tienen propiedades
de alteracién endocrina con actividades estrogénicas (Boberg et al., 2010; Charles y
Darbre, 2013; Pollock et al., 2017) y anti androgénicas en los humanos (Chen et al., 2007;
Lin et al., 2020). La alta concentracion y frecuencia de deteccion de PB en muestras
biolégicas indican una amplia exposicion a PB de diversas fuentes aunque son
compuestos que se metabolizan rdpidamente y se excretan del cuerpo (Soni et al., 2005).

La actividad estrogénica de los PB estd relacionada con la longitud del grupo éster,
presentando mayor actividad estrogénica aquellos PB con una longitud de la cadena
mayor. Asi, estudios in vitro con lineas celulares que contienen el receptor de estrogénos
(por ejemplo, células MCF-7) han demostrado que la exposicion a estas sustancias
incrementa la proliferacién celular.

Con respecto a la actividad anti-androgénica, estudios experimentales realizados con
ratas macho jovenes, se observaron menores niveles de produccion de esperma y de
testosterona después de la exposicion oral a PB de cadenas laterales mas largas, como
pueden ser el BuP y el PrP. El grupo de Oishi (2002) estudio estos efectos del BuP y el
PrP en el aparato reproductor de ratas macho obteniendo resultados semejantes.

Hay evidencias de estudios in vitro e in vivo en animales de la actividad estrogénica
de los PB como los realizados por Hessel y sus colaboradores (2019) y por la European
Commision, 2019. Sin embargo, no hay estudios en humanos suficientes que demuestren
efectos nocivos sobre la salud de la estrogenicidad de estos compuestos quimicos
(Fransway et al.,2019). Los trabajos in vitro en humano sobre linfocitos periféricos se ha
demostrado que los PB son sustancias citotdxicas y genotoxica lo que puede indicar que
pueden provocar alguna modificacién en la informacién genética en los humanos

(Baytilken et al., 2019; Bayiilken y Tiiylii, 2109).
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Los estudios existentes tratan sobre la salud reproductiva en hombres y mujeres,
Smarr y colaboradores (2018) sugirieron que los PB urinarios especificos encontrados
como el MeP, EtP y BuP en las personas de estudio pueden afectar negativamente los
parametros de calidad del esperma en los hombres. También, se ha encontrado una
asociacion entre la presencia de MeP y EtP en muestras de orina y dificultad de
fecundidad en parejas (Smarr et al., 2017).

Con respecto a los estudios en recién nacidos se demuestra que ya existe PB en la
primera orina (Kang et al., 2013) asi como en la sangre del cordén umbilical (Towers et
al 2015). Ademas, el grupo de Yakkundi (2016) mostrd la presencia de parabenos en la
sangre de neonatos. Con ello se confirmaria que exposiciones altas a PB en esa etapa de
la vida tiene efectos estrogénicos (Turner et al., 2014).

El grupo de Darbre (2004) ya describieron la presencia de PB en tejido mamario en
pacientes con cancer de mama, esta asociacion de los PB, debido a su actividad
estrogénica, y el cancer de mama también ha sido investigada por Giulivo y sus
colaboradores (2016) que supone un mayor riesgo de padecer la enfermedad. Otros
estudios afirman cambios histologicos uterinos en estudios experimentales (Boberg et
al., 2010; Lemini et al., 2004; Zhang et al., 2016).

El equipo de Dodge (2015) mostrd que los medicamentos ingeridos por via oral en
humanos se encontraron PB, prevaleciendo en mayor medida el MeP y el PrP con
respecto al EtP y el BuP (EMA, 2019; Sheskey et al., 2017). En estudios realizados en
cosméticos se ha estimado que el BuP, PrP, MeP y EtP son 10.000 veces mas bajos en
comparacion con el 173-estradiol (Darbre, 2015; Fransway et al., 2019). El mecanismo de
estrogenicidad de los PB no se comprende bien. Una hipdtesis vincula la actividad
bioldgica potencial con la inhibicion de la actividad enzimatica. Se ha visto que todos los
PB inhiben la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, lo que aumentaria la
conversion de estradiol a la estrona mas débil (Kim y Chevrier, 2019; Kolatorova et al.,

2019).
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3.6. POLIMORFISMOS GENETICOS E IMC

Como ya se ha comentado en puntos anteriores la obesidad ha ido aumentando entre
ninos, adolescentes y adultos durante las ultimas dos décadas, siendo por ello uno de

los principales dilemas de salud publica a nivel mundial.

Los posibles mecanismos de accidon que puede afectar la epigenética de la obesidad
son la activacién, unidon o inhibicién de receptores nucleares y otros factores de
transcripcion que regulan la expresion de los genes (Polyzos et al, 2012). Se ha
demostrado que la exposicion a obesdgenos a edades tempranas son perjudiciales de por
vida debido a sus efectos permanentes ya que inducen a cambios hereditarios de la
expresion génica (Ho et al, 2012). Entre las modificaciones epigenéticas
transgeneracionales producidas por los DE se encuentra los bajos niveles de metilacion
del ADN que podrian generar genes adipogénicos activos lo que aumentaria el nimero
de adipocitos, produciendo con ello un desajuste metabdlico que llevaria de forma

probable a una obesidad (Cheikh Rouhou et al., 2016).

Actualmente, hay evidencia que destaca la importancia del componente genético,
dado que la obesidad ha demostrado tener una heredabilidad elevada, es decir, hasta un
80% de la variabilidad interindividual en el IMC se debe a factores genéticos. Sin
embargo, la mayor parte de esta variacion genética observada sigue sin estar clara
(Pigeyre et al., 2016; Rohde et al., 2019). En estos términos, existen multitud de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que representan menos del 5% de la
variacion genética en la obesidad y que han sido identificados por los denominados
Genome Wide Association Studies (GWAS) (Flores-Dorantes et al., 2020; Rohde et al.,
2019; Yengo et al., 2018).

Ademas de la contribucion independiente de los factores ambientales y las variantes
genéticas que participa en la obesidad, las interacciones entre estos dos factores de riesgo
también impactan en el aumento de peso y podrian dilucidar parte de la heredabilidad

que falta en la obesidad (Heianza y Qi, 2017; Nicolaidis, 2019).
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En puntos anteriores de esta Tesis ya se ha tratado como los DE como el BPA y sus
analogos (BPS, BPF, BPAF, BPB) y los PB, son factores de estrés ambiental que han
demostrado ejercer actividad hormonal y cuya exposicion humana, principalmente a
través de productos dietéticos y cosméticos, ha demostrado estar asociado con
enfermedades reproductivas, del desarrollo, cardiovasculares, metabolicas y del sistema
inmunolégico (Nowak et al., 2018; Ramirez et al., 2021).

Como se ha mostrado hasta el momento, existe una clara evidencia cientifica sobre el
papel de los bisfenoles como DE. Ademads, existen algunos estudios que muestran la
relacion entre la exposicion a BPA y andlogos y el sobrepeso y la obesidad; sin embargo,
los resultados no son claros por mostrarse, en ocasiones, contradictorios. De otra parte,
a pesar del demostrado efecto sobre el sistema endocrino de compuestos como los PB,

no existen estudios que muestren su relacion con el IMC.

Por todo ello, y dado el incremento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad que se
viene dando en nuestra poblacion durante los tltimos afos, se establece como hipdtesis
de esta Tesis Doctoral la posible relacién entre la exposicion a sustancias capaces de
alterar la funcidon endocrina, concretamente bisfenoles y parabenos, y el incremento de
los niveles de sobrepeso y obesidad en una poblacion infantil y adolescente. Ademas, el
estudio sobre la frecuencia de la expresion de determinados SNPs relacionados con
procesos adipogénicos y su relacion con la exposicion a estas sustancias, podria justificar

algunos de los mecanismos de accion de estos compuestos.

Estudios recientes estan investigando la implicacion de los SNPs sobre la asociacion
entre la exposicion a BPA y sus efectos sobre la salud. Parece ser que determinados
polimorfismos genéticos son capaces de alterar los riesgos sobre la salud que tiene el
BPA. Por ejemplo, se ha encontrado que varios polimorfismos genéticos involucrados en
el estrés oxidativo se relacionan con una mayor susceptibilidad a la disfuncion hepatica
relacionada con la exposicion a BPA, en poblacion mayor (Kim et al., 2016; Kim y Hong,
2020). En nifios con niveles altos de BPA-glucurénido en orina, de nuevo polimorfismos
relacionados con la funciéon oxidativa del organismo se han relacionado con mayor

susceptibilidad a procesos asmaticos (Lin et al., 2018).
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El gen asociado a la masa grasa y la obesidad (FTO) rs9939609 fue la primera variante
genética que se asocio con un mayor riesgo de sobrepeso/obesidad en nifios y adultos y,
desde entonces, es uno de los SNP mas estudiados (Frayling et al., 2007). El FTO se
expresa en gran medida en el cerebro e interfiere de forma negativa con la respuesta a
los alimentos mediada por LEP y el equilibrio energético, el metabolismo y la
adipogénesis (Li et al., 2017; Liu et al., 2013). En consecuencia, la variante del alelo A de
riesgo de FTO podria influir en el IMC al promover la ingesta dietética y reducir la

saciedad (Danaher et al., 2019).

La LEP ya se ha visto que juega un papel importante en la regulacion del peso corporal
ya que disminuye la ingesta de alimentos y estimula el gasto energético al activar sus
receptores hipotalamicos de leptina (LEPR) e inhibir las neuronas orexigénicas
(inductoras del apetito) (Klok et al., 2007; Landecho et al., 2019). Sin embargo, esta bien
establecido que los pacientes obesos exhiben niveles de LEP mas altos que los individuos
no obesos, lo que lleva a una resistencia a la LEP que podria atribuirse a cualquier

alteracion genética en la via de transduccién de LEP (Crujeiras et al., 2015).

La LEP, en ausencia de factores de riesgo, al unirse a sus receptores hipotalamicos
suprime el deseo de comer y regula el balance energético que conduce al correcto
mantenimiento del peso corporal. Por esta razon, las alteraciones genéticas en los genes
LEP y LEPR conducen a un aumento de peso corporal que, en consecuencia, se traduce
en el desarrollo de la obesidad. Sin embargo, hasta la fecha, pocos estudios se han
centrado en examinar la contribucion de los polimorfismos LEPR a la aparicion de
obesidad (Alves et al.,, 2019; Olza et al., 2017). Adicionalmente, considerando que FTO
juega un papel importante en la regulacion de la ingesta de alimentos, se han encontrado
alteraciones en los niveles de LEP sérica por el SNP rs9939609 (Genis-Mendoza et al.,

2020; Labayen et al., 2011).

Estudios como el del grupo de (2017) identificaron por primera vez un aumento del
riesgo de obesidad por el polimorfismo LEPR en concreto la variante rs9436303 en nifios
espafioles. Mas tarde, Alves y colaboradores (2019) también encontraron una fuerte

asociacion con un mayor IMC.

68



TESIS DOCTORAL

Solo unos pocos estudios recientes han evaluado el impacto de los SNPs en la
asociacion entre BPA y su repercusionen la salud (disfuncién hepatica, asma,

hipospadias y cancer de pulmoén) (Ramirez et al., 2021).

A continuacidn, se muestra la relacion de SNPs con la variacion del IMC en la figura 12.

PB/BPA y analogos
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®\/
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Figura 12. Polimorfismos genéticos e IMC
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4. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION

Debido al desacuerdo entre los diferentes estudios cientificos existentes en relacion a
los posibles efectos nocivos del BPA y andlogos y a los PB con respecto al sobrepeso y
obesidad y debido a la omnipresencia de estas sustancias quimicas se hace necesario
estudiar los factores que influyen en la exposicion alimentaria a estos disruptores
endocrinos en la dieta y su posible asociacion con el indice de masa corporal en una

poblacion infantil y adolescente.

Se plantean las siguientes hipdtesis debido a que en las tltimas décadas el incremento
de las tasas de obesidad en la poblacidn infantil y adolescente hace necesario el estudio
de las causas de la misma y su relacion con el entorno. La ingesta total de BPA y analogos
y PB y su consiguiente efecto hormonal puede tener una asociacion directa con el
desarrollo de sobrepeso y obesidad. Para ello a través del estudio de la exposicion
alimentaria a estos contaminantes se ofrece la posibilidad de recopilar informacion sobre
las fuentes de exposicion mayoritarias a estos compuestos y los factores influyentes.
Ademas, se establece la hipotesis de la implicacion de la variabilidad genética sobre la
asociacion entre la exposicion a disruptores endocrinos y sus efectos sobre la salud

concretamente con el sobrepeso y la obesidad.

HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
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5. OBJETIVOS

En las ultimas décadas han aumentado los trabajos de investigacion sobre los DE,
identificAndose un gran numero de sustancias quimicas que se comportan con actividad
endocrina y a las que las personas pueden estar expuestas a través de diferentes vias,
como a través del consumo alimentario, exposicion ambiental y por las actividades

profesionales.

El grupo de investigaciéon donde se encuentra integrada esta Tesis Doctoral, ha
determinado los niveles de BPA y compuestos andlogos, asi como de diferentes PB, en
muestras de alimentos comunmente consumidos entre la poblacion infantil y
adolescente. Ademas, ha realizado la determinacion de estos compuestos en muestras

biolégicas como la saliva y la orina.

Objetivo general

Centrandonos en el efecto disruptor endocrino ya descrito para determinados
compuestos a los que estamos expuestos principalmente por via alimentaria (BPA y sus
analogos y diversos tipos de PB) y en el aumento de la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en la actualidad en poblacion infantil y adolescente, se establece como objetivo
principal de esta Tesis Doctoral el estudio de la exposicion alimentaria a diversos DE de
la dieta (bisfenoles y parabenos) y su posible asociacion con el indice de masa corporal
en una poblacion infantil y adolescente espafola. Para ello, se desarrollaran los

siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1
Analisis de las fuentes de exposicion alimentaria a bisfenol A y andlogos considerando
los habitos de vida y alimentacion en una poblacion de adolescentes. Estudio de los

factores asociados a dicha exposicion dietética, entre ellos el IMC.
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Objetivo especifico 2

Analizar las fuentes de exposicion alimentaria a 4 tipos de parabenos (metilparaben,
etilparaben, propilparaben, butilparaben) considerando los habitos de alimentacion y de
vida en una poblaciéon de adolescentes. Estudio de los factores asociados a dicha

exposicion dietética, entre ellos el IMC.

Objetivo especifico 3
Determinar el efecto estrogénico de la exposicion alimentaria a bisfenoles y parabenos y

analisis de su influencia en el sobrepeso y la obesidad.

Objetivo especifico 4
Analisis de la relacion entre la presencia de determinados polimorfismos genéticos de

un solo nucledtido (SNPs) implicados en la expresion de genes que puedan intervenir en

procesos adipogénicos y la exposicidn a bisfenoles y parabenos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio procede de una muestra total de 953 participantes con edades
comprendidas entre 6 y 24 afios. De todos ellos, se recogié informacion relativa a las
caracteristicas sociodemograficas, habitos de vida, de alimentacion y de exposicion a
contaminantes medioambientales y medidas antropométricas. Ademds, se tomaron

muestras bioldgicas de saliva, orina, material genético, pelo y ufias.

6.1.1. Exposicion alimentaria a bisfenoles y parabenos y los factores

influyentes

Para el estudio de las fuentes de exposicion alimentaria a bisfenoles y parabenos y el
analisis de los factores influyentes (objetivos 1 y 2), se ha utilizado una muestra de 585
sujetos (53,5% varones). Todos ellos eran estudiantes del Instituto de Educacion
Secundaria San Isidro ubicado en Talavera de la Reina (Toledo, Espafia), reclutada
durante los afios 2017 y 2018. Los criterios de inclusion utilizados fueron los siguientes:
edad entre 12-16 anos, haber contestado el cuestionario de frecuencia de consumo de

alimentos (FFQ) y tener datos de altura y peso disponibles.

6.1.2. Efecto estrogénico dela exposicion alimentaria a parabenos y bisfenoles

y su relacion con el IMC

Para la determinacion del efecto estrogénico de la exposicion alimentaria a bisfenoles
y parabenos y su relacion con el sobrepeso y la obesidad (objetivo 3), se ha utilizado una
muestra de 200 sujetos (52.5% varones). Todos ellos fueron reclutados de consultas de
pediatria del area metropolitana de Granada, durante los afios 2019 a 2021. Los criterios
de inclusién utilizados fueron los siguientes: edad entre 6 y 12 afios, tener disponible las

encuestas alimentarias y los datos antropomeétricos de peso y talla.

METODOLOGIA
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6.1.3. SNPs asociados con el sobrepeso y la obesidad y con la exposicion a

bisfenoles y parabenos

Por ultimo, para estudiar la relacion entre la frecuencia de la expresion de
determinados SNPs relacionados con el sobrepeso y la obesidad con la exposicion a
bisfenoles y parabenos (objetivo 4), se ha empleado una muestra de 101 estudiantes
(56,4% varones) del Instituto de Educaciéon Secundaria San Isidro de Talavera de la
Reina. Los criterios de inclusion fueron los siguientes: edad 16-24 afios, tener contestado

el FFQ y tener disponibles los hisopos bucales para el andlisis del material genético.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado para participar en el
estudio; en caso de ser menores de edad, dicho documento fue firmado por los padres,
madres o tutores. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de

Granada.

6.2. CUESTIONARIO

Los datos utilizados en la presente Tesis Doctoral forman parte de un cuestionario
sobre caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio y de sus progenitores
y sobre los habitos de vida, alimentacion y exposicion a contaminantes

medioambientales, que ha dado lugar a una base de datos de mas de 200 variables.

En relacion a los datos sociodemograficos y economicos, se ha trabajado con las
siguientes variables: género, edad, ocupacion de los progenitores, niimero de
hermanos. La ocupacion de los progenitores se categoriz6 atendiendo a la Clasificacion

Internacional Estdandar de Ocupaciones (ISCO, 2012), en tres niveles:

e Alto: directivos y profesionales.

e Medio: técnicos y profesionales asociados, trabajadores de apoyo
administrativo, trabajadores de servicios y ventas, y trabajadores calificados
en agricultura, silvicultura y pesca.

e Bajo: trabajadores artesanales y afines, operadores de plantas y maquinas y

ensambladores, y ocupaciones elementales.
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Respecto a las variables de estilo de vida, en esta Tesis Doctoral se ha trabajado con
el habito tabaquico y la actividad fisica realizada. Los sujetos/progenitores contestaron
si fumaban o no y el namero de cigarrillos al dia. En relacion a la actividad fisica, los
sujetos contestaron un recuerdo diario de actividades, haciendo hincapié en la

realizacion de actividad fisica extraescolar (tipo y horas semanales).

Para considerar los héabitos de alimentacién se han utilizado el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos (FFQ) y un recuerdo de 24h (R24h) pasado por

duplicado:

e El R24h consisti6 en un cuestionario de formato abierto que recabd informacion
sobre el consumo de alimentos y bebidas del dia anterior a la entrevista; a partir

de este cuestionario se calculo la ingesta diaria de energia y nutrientes.

e Por otra parte, el FFQ incluyé 96 alimentos clasificados segtin 12 categorias:
productos lacteos (10), huevos, carnes y embutidos (7), pescado (3), verduras (15),
frutas y frutos secos (15), legumbres (4), cereales (5), productos de panaderia,
pasteleria y confiteria (10), grasas (5), bebidas no alcohdlicas (9), bebidas
alcoholicas (4), y varios (9). La frecuencia de consumo se clasific6 como nunca,
1-3 veces/mes, 1 vez/semana, 2—4 veces/semana, 5-6 veces/semana, 1 vez/dia, 2—
3 veces/dia, 4-6 veces /dia y mas de 6 veces/dia. Se registrd informacion sobre el
tipo de envase de los alimentos (plastico, vidrio, metal, carton). A partir de esta
informacion se estimo la exposicion dietética a bisfenoles y parabenos como se

explica a continuacion (ver apartado 6.4.1).

6.3. DATOS ANTROPOMETRICOS

Los datos antropométricos tomados a los sujetos de estudio fueron el peso y la talla,
medidos con una béscula electronica y un estadiémetro de pared, respectivamente. Con
ellos se calcul el IMC (Indice de Masa Corporal), dividiendo el peso (kg) por la altura
al cuadrado (m). Los sujetos fueron clasificados en funcién de su IMC en las categorias

de bajo peso, normopeso, sobrepeso y obesidad.
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Los puntos de corte utilizados fueron los establecidos por Cole y colaboradores (Cole et
al, 2000, 2007), quien asigna valores para cada 6 meses desde los 2 a los 18 afos. Para
mayores de 18 afios, los puntos de corte considerados fueron los establecidos para
adultos por la OMS: bajo peso: <18,5 kg/m?; normopeso: 18,5 — 24,9 kg/m?; sobrepeso 25
- 29,9 kg/m? obesidad: > 30 kg/m? (OMS, 2020).

6.4. METODOS ANALITICOS

6.4.1. Estimacion de la exposicion a bisfenoles y parabenos

La estimacion de la exposicion a bisfenoles y parabenos estd basada en las
determinaciones quimicas realizadas por el grupo de investigacion donde se integra esta
tesis, en colaboracién con el grupo de investigacion del Prof. Alberto Zafra Gémez del

Dpto. de Quimica Analitica de la Universidad de Granada.

Se analizaron un total de 82 de los 96 alimentos enumerados en el FFQ. Estos alimentos
habian sido seleccionados, mediante regresién por pasos, como los principales
contribuyentes a la ingesta de energia y macronutrientes (variable dependiente: ingesta
total de energia (kcal/dia)/carbohidratos/lipidos/proteinas (g/dia); factores predictivos:
aporte energético (kcal/dia) /dia)/carbohidratos/lipidos/proteinas (g/dia) para cada
alimento La iteracion del modelo se detuvo cuando las nuevas iteraciones no lograron
mejorar el ajuste a los datos (p>0,05).

Todos los compuestos explicaron >95% de la varianza del modelo. La ingesta media
(g/dia) de estos alimentos se estimdé multiplicando la frecuencia de consumo
(raciones/dia) por el tamafio de las raciones utilizando las raciones estandar (g/racion)
establecidas para la poblacion espanola (Moreiras et al., 2018).

Los alimentos seleccionados para los andlisis fueron adquiridos en diferentes
supermercados y tiendas de Granada. Una vez que se obtuvieron las muestras de
alimentos, se utilizo la metodologia basada en la técnica de cromatografia liquida de
ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS), y a partir de
ahi se obtuvo la concentracién (ng/g de alimento) de 6 bisfenoles (BPA, BPE, BPS, BPF,
BPAF, BPB) y 4 parabenos (metil-, etil-, propil-, butil-parabeno) de casi 100 alimentos

(Galvez-Ontiveros et al., 2021).
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Utilizando estos datos, para calcular la estimacion de la ingesta de bisfenoles y
parabenos derivada de la dieta de cada participante, se multiplicaron los g/dia de
alimento obtenidos del FFQ por los ng/g de alimento de cada contaminante

determinado, de forma que se obtuvieron los ng/dia ingeridos de cada compuesto.

6.4.2. Analisis de la actividad estrogénica de la dieta

Con el fin de investigar la posible actividad biologica estrogénica de los diferentes
compuestos, se ha utilizado una metodologia basada en el uso in vitro de la linea celular
de cancer de mama MCF-7. Los productos quimicos utilizados como estandares para el
analisis fueron BPA, BPS, MetilPB, EthilPB, PropilPB y ButilPB. Estos compuestos se
disolvieron en etanol y se almacenaron en una cdmara frigorifica a -20°C. Para investigar
la posible actividad hormonal de tales compuestos mediante el uso de pruebas in vitro
que reportan actividad (anti-)estrogénica, estos compuestos se diluyeron en medio de
cultivo y se usaron para preparar concentraciones sucesivas en el rango de 1x10-8 M a
1x10-5 M. En total ensayos, cada compuesto se prueba por triplicado en tres

experimentos independientes.

Los ensayos de estrogenicidad se realizaron mediante la plataforma de la unidad
cientifico-técnica del Instituto de Investigacion Biosanitaria de Granada bajo la

supervision del Dr. ].M. Molina-Molina.
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Una vez obtenido el efecto estrogénico de los compuestos puros por la metodologia
descrita, se pudo determinar el efecto proliferativo de los diferentes disruptores

endocrinos ingeridos por los nifos.

Previamente se obtuvo el consumo de ng/dia de cada compuesto a través de la dieta.
El siguiente paso fue calcular los moles/dia representados por esa ingesta. Para eso fue
necesario conocer el peso molecular de cada compuesto. A continuacion, estimamos el
efecto proliferativo al efecto proliferativo medio del compuesto puro. Este resultado se
refirié luego al efecto proliferativo maximo obtenido con estradiol, transformado en
unidades equivalentes de estradiol (Eeq.). Por lo tanto, determinamos el efecto

proliferativo total de cada disruptor endocrino estudiado de todos los participantes.

Para conocer el efecto proliferativo total de la dieta por bisfenoles y parabenos, el efecto

proliferativo de BPS se refirio a BPA y en el caso de los PB se refirié todo a MetilPB.

6.4.3. Analisis genético

Para el andlisis genémico, el ADN extraido de muestras de hisopos bucales mediante
procedimientos organicos basado en la digestion con proteinasa K y la purificacién con
solucién salina. La concentracion y la pureza del ADN extraido se determinaron
mediante el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras
de ADN con una concentracion superior a 10 ng/uL se almacenaron a -20° C hasta el

siguiente paso siguiendo las recomendaciones del fabricante.

A continuacion, se seleccionaron SNPs con gran relevancia clinica en el sobrepeso y
la obesidad mediante una busqueda en la base de datos de Ensembl (https://www.ens
embl.org/ index.html), Navegador del genoma (https://genome.ucsc.edu) y NCBI Gene

(https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

La genotipificacion de SNP se desarrollé con las siguientes sondas TagMan®:
C__30090620_10 y C__29715216_10. Las PCR cuantitativas (qQPCR) se realizaron en el
sistema de PCR en tiempo real Quant Studio™ 6 Flex y se analizaron con el software

QuantStudio™ Real-Time PCR v1.3.1.
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Las reacciones se realizaron en placas de 384 pocillos, en las que se colocaron 2,5 uL de
gDNA evaporado y 5 uL de mezcla maestra (2,5 puL de 2X TagMan® Genotyping Master
Mix, 0,30 uL de 20X Tagman® Probe y 2,20 uL de agua libre de nucleasas) se agregaron
a cada pocillo. Ademas, se incluyeron controles de ADN con genotipo conocido y NTC
(controles sin plantilla) en cada ejecucion de qPCR. Para los ensayos de discriminacion
alélica, los alelos A y B se marcaron con colorantes VIC™ y FAM™, respectivamente.
Los perfiles de ciclos térmicos consistieron en una etapa de predesnaturalizacion a 95°
durante 10 minutos, seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion a 95° durante 15 segundos

e hibridacidon/extension a 60° durante 1 minuto (figura 14).

o}
Eo
| TR 28
— | — | f— 5
- O i Pk
77z

i

1. Recogida de la muestra 2. Extraccion del ADN 3. Concentracion y

%% pegy) O “““““‘%

evaporado y 5
uL de mezcla Desnaturalizacion 95°- 15 seg. \

maestra

T TN

Hibridacién/Extension 602 - 1 min.

§ T'W"'mo

Reacciones

4. Genotipificacion de

SNP por sondas TagMan

Se marcaron los alelos Ay B 6 Anilissda
con colorantes, resultados
5. PCR cuantitativa qPCR ( QuantStudio) o

Figura 14. Analisis gendmico.

METODOLOGIA



VIRGINIA ROBLES AGUILERA

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis descriptivo de variables continuas se calcularon las medias y las
desviaciones estandar (DE), mientras que la distribuciéon de frecuencias absolutas y
relativas se calculo para las variables categdricas. Se utilizé la prueba de la t de Student
cuando estas variables eran paramétricas y la prueba U de Mann-Whithey para variables
no parameétricas para evaluar las diferencias observadas en las variables continuas de
distribuciéon normal y no normal, respectivamente. La prueba de chi-cuadrado de
Pearson se utilizo para las variables categoricas y la prueba exacta de Fisher para los
casos en que la frecuencia esperada fue inferior a 0,05. En todos los casos el nivel de

significacion se establecid para p< 0.05.

El analisis inferencial se realizé mediante diferentes técnicas estadisticas univariadas
y multivariadas. Se utilizé la regresiéon por pasos (Stepwise) para el andlisis de los
principales alimentos contribuyentes al aporte de energia y nutrientes y para el andlisis
de las fuentes de exposicion de bisfenoles y parabenos. El andlisis se detuvo cuando las
mejoras del modelo ya no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05). Ademas, se

empleo el andlisis de regresion logistica para:

O Conocer cudles fueron los factores influyentes en la exposicion a bisfenoles y
parabenos, utilizando las razones de probabilidad (OR) y sus intervalos de
confianza del 95 % asociados (IC del 95 %). En este caso, la variable
dependiente fue la exposicion a bisfenoles/parabenos (total y para cada
contaminante), dicotomizada atendiendo a la distribucion en terciles (primer
y segundo tercil vs tercer tercil). Como factores influyentes se incluyeron el
género, edad (dicotomizada), IMC (dicotomizado, punto de corte 25Kg/m?),
numero de miembros en la familia, habitos de fumar y la clasificacion

ocupacional de los progenitores.

O Determinar la influencia del efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos
sobre el sobrepeso y la obesidad. La variable dependiente fue el IMC
categorizado en dos grupos (sobrepeso y obesidad vs normopeso y bajo

peso). Los factores fueron el efecto proliferativo de bisfenoles (BPA, BPS y
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bisfenoles totales (BPs)) y parabenos (metilPB, etilPB, propilPB, butilPB y
parabenos totales (PBs)). Todos los factores se dicotomizaron segun el valor
de la mediana. Obtenemos OR cruda y modelo ajustado por edad, sexo,
aporte caldrico, actividad fisica, tabaquismo de los padres y estado puberal,

cuando se consideraron factores de confusion.

Por ultimo, la asociacidn entre las variantes genéticas y el IMC se realizé mediante
analisis de regresion lineal, donde la variable dependiente fue el IMC analizado como
variable continua, transformada logaritmicamente para reducir la distribucion sesgada,
y los genotipos de cada SNP se incluyeron como covariables. Los modelos se ajustaron
por edad y sexo porque se han propuesto como posibles factores de confusion en otros
estudios (da Fonseca et al., 2019; Olza et al., 2017) y su inclusién en los modelos produjo

cambios de mas del 10 % en el coeficiente beta.

Todo el andlisis estadistico fue realizado con el programa informatico SPSS (IBM
Corp. Released 2020. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 27.0. Armonk, NY: IBM
Corp), excepto para la determinacion del objetivo 4 que se utilizé el programa estadistico

Stata v.15 (Stata Corp., 2017; College Station, Tx, EE. UU.)
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Las principales caracteristicas generales de la poblacion de estudio son las que
se muestran en la siguiente Tabla 1. La edad media de los participantes fue de 15
anos. Con respecto a las diferencias encontradas entre los adolescentes en la tabla
se puede observar que los adolescentes varones tenian mayor peso 62,9 kg (DE 16,8)
frente a 57,1 kg (DE 12,2) y mayor altura 1,7 m frente a 1,6 m (DE 0,1) que las
adolescentes.
Ademas, en la presente muestra se aprecia que el 28% de los chicos y el 23% de las
chicas presentaban sobrepeso, mientras que el 19% y el 11% eran obesos,
respectivamente. Otra diferencia encontrada, es el numero de adolescentes que

nunca fumaron, que ha sido mayor entre los chicos (73,8% frente a 66,9%).

No se observaron diferencias significativas en relaciéon a la edad, IMC, nimero
de hermanos, numero de cigarrillos fumados en el dia y en la clasificacién

ocupacional de los padres.
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra total de estudio.

Chicos Chicas
m=313) (m=272) P
o«  Edad (afios), media (DE) 15,4 (2,2) 15,2 (2,3)  0,440°
S Ntmero de hermanos, media (DE) 1,2 (0,9) 1,2 (0,9) 0,990
i  Clasificacion ocupacional del padre, n (%) 0,830¢
. Baja cualificacién 127 45,7) 100 (43,3)
g 8 Media cualificacion 132 (47,5) 113 (48,9)
é E Alta cualificacion 19 (6,8) 18 (7,8)
A  Clasificacion ocupacional de la madre, n (%) 0,700¢
o Baja cualificacién 223 (76,6) 186 (76,2)
8 Media cualificacion 32 (11,0) 23 (9,4)
@ Alta cualificacion 36 (12,4) 35 (14,3)
o Peso (kg), media (DE) 62,9 (16,8) 57,1(122) <0,010°
S Talla (m), media (DE) 1,7 (0,1) 1,6 (0,1) <0,010°
=  IMC (kg/m?, media (DE) 22547 225(42) 0,880
L@ IMC,n (%) 0,520°
> 2 Bajopeso 8 (5,6) 3(2,6)
@) % Normopeso 88 (61,5) 77 (67,5)
E Sobrepeso 28 (19,6) 23 (20,2)
z Obesidad 19 (13,3) 11(9,7)
< Fumador, n (%) 0,040¢
= Nunca 231 (73,8) 182 (66,9)
- Antes 28(8,9) 42 (154)
A Actualmente 54 (17,3) 48 (17,7)
8 Ne© de cigarillos dia, media (DE) 1,03 (2,9) 1,14 (3,1) 0,650°
E Actividad fisica, media (DE):
< Actividad sedentaria (horas/dia) 8.98 (2.57) 9.14(2.22) 0,210
= Actividad fisica (horas/dia) 0.88 (0.57) 0.72(0.43) 0,006 °

DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal. Los valores de p <0,05 estan resaltados en negrita.

aPrueba t de Student; bprueba exacta de Fisher; ¢ chi-cuadrado.
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7.2. EXPOSICION DIETETICA A BISFENOLES DIETETICOS E INDICE DE
MASA CORPORAL EN ADOLESCENTES

7.2.1. Ingesta dietética de bisfenoles segiin sexo

Enlatabla 2 se muestran las concentraciones de bisfenol en los alimentos analizados,
que fueron los que mayor cantidad de energia y nutrientes aportaban a la poblaciéon de
estudio. Los adolescentes varones mostraron una exposicion dietética diaria de BPA
significativamente mayor que las adolescentes debido a su mayor ingesta de pasteleria
(730,5 frente a 534,8 ng/dia, p = 0,03), pizza (177,8 frente a 137,2 ng/dia, p <0,01) y pollo
(95,2 frente a 78,1 ng/g, p =0,01). También tenian una mayor exposicion al BPS asociado
a un mayor consumo de jamén serrano (609,3 frente a 462,3 ng/dia, p = 0,01), pimiento
verde (1067,5 frente a 818,8 ng/dia, p = 0,03), y pasteles (22,0 frente a 12,7 ng/dia, p <
0,01).

Tabla 2a. Ingesta dietética de bisfenol A (ng/dia) segtin sexo.

Concentraciéon Promedio  Bisfenol Promedio  Bisfenol
. . Bisfenol, ng/g alimento consumido alimento consumido
Alimento  n  Embalaje (DE) ingerido,  (ng/dia), ingerido, (ng/dia), '

g/dia (DE) Media (DE) g/dia (DE) Media (DE)

Bisfenol A
Pasteleria apy Plastico 4L5(3) 4, 0oy g ( 17530656) 201 12,9 (21,1) 534,8 (874,1) 0,030
Pifia 170 Pléstico 11,3 (46) 12,2 (13,9) 137,5 (156,8) 130 13,3 (14,5) 150,7 (163,8) 0,480
Queso 152 Tlastico 2003 5 om0y 444555 168 17,6 (237) 352 (47,4) 0,100
semicurado
, Lata  409,0 (23,2) 4027,2 3418,9
A latado 1 1 128 8,4 (9,2 1
tun enlatado 166 9,8 (10,0) (4106,5) 8 84(92) (3778,6) 0,190
Pizza 285 Plistico 43 (1,8) 41,3 (44,3) 177,8 (190,8) 253 31,9 (30,7) 137,2 (132,2) <0,010
Sin 3,7 (2,0)
Manzana, pera 258 embalaje, 82,1 (93,8) 303,8 (346,9) 209 68,8 (80,4) 254,5 (297,7) 0,100
Plastico
Panmolde 237 Plstico 1,20 (0,3) 22,4 (242) 26,9 (289) 216 259 (254) 31,1 (30,4) 0,140
Plasticoy 2,1 (0,2)
Pollo 294 bandeja 45,3 (46,7) 952 (982) 248 37,2 (289) 781 (60,6) 0,010
Jamén serrano 269 Pléstico 17,3 (24) 15,5 (17,1) 268,2 (296,1) 239 14,1 (22,4) 243,5 (387,8) 0,420
Melén 195 Plastico 7,86 (3,7) 50,6 (79,1) 397,6 (621,8) 156 50,4 (77,9) 395,7 (611,9) 0,980
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Maiz enlatado 100 Lata 42,7(49) 12,4 (13,7) 529,1 (584,7) 82 10,1 (10,7) 430,6 (455,9) 0,200

SAall’aecrllotls"OS g5y Plastico 2545(235%) 111 q46) 2821 (375,4) 233 9,4 (11,2) 238,8 (284,6) 0,150
Jamén 221 Plastico 6,6 (34) 12,0 (145) 79,4 (954) 177 11,6 (135) 765 (89,3) 0,760

DE: Desviacién estandar. Los valores de p < 0,05 estan resaltados en negrita.
2 Prueba t de Student.
n: nimero de chicos/chicas que han ingerido el alimento.

Tabla 2b. Ingesta dietética de bisfenol S (ng/dia) segtin sexo.

CHICOS CHICAS
Concentracion Promedio  Bisfenol Promedio  Bisfenol
. . Bisfenol, ng/g alimento consumido alimento consumido
Alimento  # Embalaje (DE) ingerido,  (ng/dia), " ingerido, (ng/dia), *
g/dia (DE) Media (DE) g/dia (DE) Media (DE)

Jamoén serrano 269 Plastico 39,3 (21,3) 15,5 (17,1) 609,3 (672,7) 235 11,8 (13,8) 462,3 (541,6) 0,010

Melén 194 Plastico 4,22 (0,67) 48,9 (75,8) 206,4 (319,8) 154 46,1 (68,9) 194,7 (290,7) 0,720
Zanahoriay g Plastico 1L5G3) 05 555 301 (385,4) 153 232 (21,0) 2674 (241,8) 0,340
calabaza
Seta 14p Plastico16(69) 45 601y 7842 (961,5) 140 43,8 (70,7) (171030635) 0,500
Pimiento verde 148 |20 275(63)  a0q 56 ) (igg’g) 133 29,8 (30,8) 818,8 (847,2) 0,030
Aperitivos Pléstico  132,1 (21,2) 1464,5 1239,8
s 257 L1(48) o0y 233 94012) o 0150
, Lata 1878 (152) 1894,3 1690,2
Attn enlatado 167 101(105)  (gecy 130 90(105) (007 0350
Arroz 295 Pléstico  33(14) 187 (230) 61,5(759) 251 159 (189) 52,3 (624) 0,110
Pasteles 23 No V7O ys0687) 220318 181 7581) 127 (137) <0,010
embalaje
No 15,3 (14,9)
, 1021,0 1049,7
Tomate 198 emb,ale'ije 66,7 (72,8) (1113,6) 176 68,6 (74,2) (1134,8) 0,810
y plastico
Plésti
Queso 183 Tlastico 53030) 50 345y 1057 (182,6) 172 23,6 (45,6) 125,1 (241,5) 0,980
semicurado
No 760,6 746,1
Manzana, pera 259 emb’ale.l]e 8,8 (3,80) 86,4 (116,5) (1025,6) 212 84,8 (155,9) (1372,3) 0,900
y plastico
Jamén 221 Pléstico 543 (334) 12,0 (145) 653 (785) 177 11,6 (13,5) 62,9 (734) 0,760
Pifia 171 Plastico 44,3 (2,8) 13,7 (20,3) 606,8 (898,7) 130 13,3 (14,5) 590,7 (642,2) 0,860

Aceitunas 195 Plastico 19,4 (153) 12,9 (17,5) 249,4 (339,6) 173 10,8 (15,5) 210,5 (300,1) 0,250

DE: Desviacién estandar. Los valores de p < 0,05 estan resaltados en negrita.
2 Prueba t de Student; n: niimero de chicos/chicas que han ingerido el alimento.
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En la tabla 3 se muestran los productos alimenticios que mds contribuyeron (95%) a
la exposicion dietética al bisfenol en la poblacion del presente estudio. El atin enlatado
fue el principal contribuyente a la ingesta de BPA en los adolescentes, tanto chicos
como chicas, seguido de productos de pasteleria. El principal contribuyente a la ingesta
dietética de BPS fue el atun enlatado, seguido de los bocadillos para los adolescentes

varones y de los champifiones en ellas.

Tabla 3. Productos alimenticios que contribuyen a mas del 95 % de la exposicion

dietética a bisfenol segun el sexo (regresion por pasos).

Bisfenol A R22 Bisfenol S
Chicos Atin enlatado 0,86 Atin enlatado
Pasteles 0,95 Aperitivos salados
Tomate

Manzana y pera
Champifiones
Pimiento verde
Chicas Atin enlatado 0,88 Atin enlatado
Pasteles 0,95 Champinones
Aperitivos salados
Manzana y pera
Tomate
Pimiento verde
Pina

a R2: Coeficiente de determinacién ajustado.

RESULTADOS

0,35
0,58
0,76
0,85
0,91
0,95
0,45
0,57
0,69
0,80
0,89
0,94
0,97
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7.2.2.Influencia de los factores en la ingesta de bisfenoles

En la tabla 4 se presentan los factores encontrados que tienen mayor influencia en
la ingesta total de bisfenol, BPA y BPS, segtin sexo. El modelo de regresion logistica
desarrollado mostré que los varones adolescentes tenian un mayor riesgo de
exposicion dietética alta a BPS que el sexo contrario. Ademas, la edad y el IMC fueron
factores influyentes en lo que respecta a una mayor exposicion dietética a los bisfenoles
totales, asi como a BPA y BPS, de forma independiente, aunque estos resultados solo
surgieron en adolescentes de sexo femenino. Las adolescentes menores de 14 afos
tenian mads riesgo que aquellas del mismo sexo de mayor edad de tener una alta
exposicion dietética al bisfenol en general, asi como al BPS, de forma independiente.
Ademas, otra diferencia es que las adolescentes con sobrepeso/obesidad tenian un
mayor riesgo de tener alta exposicidn dietética a bisfenoles totales y BPA que aquellas
con un IMC inferior a 25 kg/m?2. Por ultimo, los adolescentes de género masculino que
dedicaban mas tiempo a actividades sedentarias tenian un mayor riesgo de exposicion

a bisfenoles totales.
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Tabla 4. Influencia de los factores en el riesgo de tener una ingesta total elevada (tercer

tercil) de bisfenoles totales, bisfenol A y bisfenol S, segtn sexo.

Bisfenoles totales Bisfenol A

Factor Categorias OR 95% IC OR 95% IC OR 95% IC
Género Ref, Chicas
Chicos 1,37 0,97-1,94 1,38 0,98-1,95 1,451,02-2,04
O O
OR 95% IC OR 95% IC OR 95%IC OR 95%IC |OR 95%IC OR 95% IC
Edad Ref, Edad >14 years
Edad <14 years 0,83 0,37-1,84 4,77 1,57-14,55| 1,24 0,56-2,77 2,26 0,78-6,60 (1,02 0,46-2,264,24 1,44-12,48
ef, < m
IMC Ref, IMC <25 kg/m?
IMC 225 kg/m? 0,97 0,43-2,21 2,81 1,03-7,67 1,02 0,45-2,32 3,38 1,25-9,07 (1,400,62-3,152,36 0,86-6,44
Familia
Ref, Si
numerosa
No 0,67 0,30-1,50 1,11 0,39-3,18 0,58 0,26-1,30 1,27 0,45-3,58 (0,65 0,29-1,440,86 0,31-2,40
Fumador Ref, Nunca
Antes 1,36 0,45-4,11 1,51 0,36-6,39 1,14 0,36-3,57 1,24 0,31-5,04 {1,430,47-4,341,73 0,44-6,77
Actualmente 0,88 0,27-2,83 161  046-560| 1,05 032341 1,26 0,384,221 [1,060,34-3,331,14 0,34-3,87
Clasificacion ~Ref, Media- alta
K cualificacion
ocupacional
del padre Baja cualificacion 0,99 0,46-2,12 1,09 0,43-2,76 1,29 0,60-2,79 0,71 0,28-1,80 (0,69 0,32-1,470,64 0,25-1,63
Clasificacion Ref, M?dla.-?lta
. cualificacion
ocupacional
de lamadre Baja cualificacion 0,70 0,29-1,68 1,05 0,29-3,80 1,14 0,46-2,83 1,25 0,35-4,45(0,950,39-2,311,11 0,32-3,89
Actividad Actividad
. sedentaria 1,10 1,07-1,20 1,03 0,92-1,15 1,05 096-1,15 1,04 0,93-1,17 (1,07 0,98-1,171,09 0,97-1,22
fisica (horas/dia)
Actividad fisica 08¢  050-138 137 061307 078 047-121 1,18 0,52-2,66 |0,870,53-1,431,13 0,49-2,58

(horas/dia)

IMC: indice de masa corporal; Ref.: categoria de referencia; OR: razén de probabilidades; IC 95%:

de confianza. Los valores de p < 0,05 aparecen resaltados en negrita.

intervalo

RESULTADOS
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Los resultados muestran asociaciones positivas de la exposicion dietética general al
bisfenol y la exposicion al BPA, de forma independiente, con el sobrepeso/obesidad
dentro de la muestra estudiada. Por otro lado, los chicos que dedicaban mas tiempo a
actividades sedentarias tenian un mayor riesgo de exposicion a bisfenoles totales que las
adolescentes espafiolas. No obstante, no se encontrd asociacion entre la la exposicion a
BPS e IMC. Dado que la adolescencia representa un periodo de rapido crecimiento y
desarrollo hace que sean mas vulnerables a los efectos de los toxicos ambientales que los
adultos (Bearer 1995). Se supuso que esto podria resultar de los efectos adversos
relacionados con la exposicion a los andlogos de BPA. Ademds, muchos adolescentes
podrian haber estado expuestos a andlogos de BPA, como BPS, durante el periodo
perinatal y la nifiez. La tendencia del BPS a bioacumularse, combinada con la exposicion
constante y diaria de los adolescentes, puede resultar en una exposicion al BPS similar a
la del BPA (FDA, 2021).

Los hallazgos del presente estudio son consistentes con los publicados en JAMA por
Trasande y colaboradores quienes, utilizando datos de las Encuestas Nacionales de
Examen de Salud y Nutricion (NHANES) (2003-2008), encontraron un vinculo entre las
concentraciones de BPA en la orina y la obesidad en 2838 nifios y adolescentes de 6 a 19
anos (Trasande et al., 2012). El grupo de Amin también informaron hallazgos similares.
Estos autores encontraron que la exposicion al BPA estaba asociada con la obesidad y
los factores de riesgo cardiometabdlicos en un estudio realizado con 132 nifios y
adolescentes iranies de 6 a 18 afios (Amin et al., 2019). Ademas, los autores informaron
que los nifios y adolescentes en el tercer tercil de exposicion al BPA tenian un riesgo de
obesidad 12,48 veces mayor (OR: 12,48, IC del 95 %: 3,36—46,39, valor de p <0,001). Un
estudio realizado en nifos de 6 a 11 anos utilizando datos de la Encuesta Canadiense de
Medidas de Salud (2007-2009) también encontro concentraciones mas altas de BPA en la
orina (Bushnik et al., 2010). A su vez, un estudio transversal en nifios de NHANES (2003-
2008) inform6 de una asociacion lineal, positiva y significativa entre las concentraciones
urinarias de BPA y el IMC dentro de una muestra representativa de nifios analizados
mediante modelos ajustados por sexo y edad. Esta asociacion fue mayor dentro de un
subgrupo de nifios blancos no hispanos, y los resultados no alcanzaron significacién

estadistica en los otros subgrupos étnicos examinados (Bhandari et al., 2013).
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Estos resultados son consistentes con los informados por el grupo de Trasande (2012)
utilizando datos de NHANES 2003-2008. Estos autores encontraron que los nifios con
perfiles urinarios de BPA correspondientes a los cuartiles segundo, tercero y cuarto
tenian una mayor prevalencia de obesidad (segundo cuartil: 20,1 %, IC 95 %: 14,5-25,6
%; tercer cuartil: 19,0 %, IC 95 %: 13,7-24,2 %; cuarto cuartil: 22,3 %, IC 95 %: 16,6-27,9 %)
que aquellos con perfiles correspondientes al cuartil mas bajo (10,3 %, IC 95 %: 16,6-27,9
%). El andlisis estratificado mostré que este resultado positivo solo surgié en los
participantes blancos, pero no en los participantes de otras etnias (Trasande, et al., 2012).

Por ultimo, un estudio realizado por el grupo de Eng (2013), también utilizando datos
de NHANES (2003-2010), informaron que los nifios en los tres cuartiles superiores de
BPA tenian mas probabilidad de presentar obesidad y de tener mayor circunferencia de
cintura/altura que los nifios en el primer cuartil. Asimismo, un estudio realizado en
China mostré que las nifias de 9 a 12 anos con niveles elevados de BPA (2 ug/L) parecian
tener un mayor riesgo de tener sobrepeso (OR: 2,32, IC del 95 %: 1,15—4,65). Otro estudio,
realizado también en China, encontr6 una correlacion lineal positiva significativa entre
la concentracién de BPA en orina y el IMC en nifios de 8 a 15 afos, junto con niveles mas
altos de BPA en orina en ninos obesos (Wang, et al., 2012). Sin embargo, estudios
realizados en India y EE. UU. encontraron una asociacion negativa entre el BPA y la
obesidad en los ninos. Este hallazgo contradictorio puede explicarse por el pequefio
tamano de la muestra disponible en estos estudios, lo que significa que sus resultados
deben considerarse con precaucion (Xue et al., 2014; Wong et al.,2007).

Por otro lado, nuestro estudio encontré una asociacion positiva entre el IMC y la
exposicion dietética tanto a los bisfenoles totales como al BPA en las adolescentes de
género femenino, pero no en el sexo contrario. Esto esta de acuerdo con otros estudios
epidemiologicos que también informaron diferencias relacionadas con el sexo (Bhandari
et al., 2013; Kim et al., 2019; Li et al., 2013; Trasande et al., 2012). En este sentido, se ha
informado que los factores ambientales generalmente tienen un mayor impacto en el
peso de las nifias que en los nifios (Dubois et al., 2012). Varios trabajos cientificos
realizados anteriormente encontraron una asociacion entre la exposicion prenatal al BPA
y un IMC mas bajo, siendo esta asociacion mas fuerte en las nifas (Braun et al., 2014;

Harley et al., 2013; Vafeiadi et al., 2016).
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El grupo de Li (2013) informaron una asociacion entre los niveles altos de BPA en la
orina y el estado de sobrepeso en nifias de 9 a 12 afos, sin que se encontraran
asociaciones en los nifios. No obstante, otro estudio no logrdé encontrar diferencias
relacionadas con el sexo (Trasande et al.,, 2012). Un metanalisis reciente de datos
recopilados en adultos y nifios informé un andlisis de dosis-respuesta de diferentes
estudios. Este andlisis encontré que un aumento de 1 ng/ml en los niveles de BPA

aumentaba el riesgo de obesidad en alrededor de un 11 % (Wu et al., 2020).

También se han encontrado diferencias relacionadas con el género en las asociaciones
entre la exposicion al BPA y la obesidad en modelos animales. Esto puede explicarse por
las diferencias en el metabolismo del BPA y en la expresion del receptor estrogénico, asi
como por la exposicion dietética al BPA y el gasto de energia relacionados con el sexo
(Carporossi et al., 2015; Mackay et al., 2013; Takeuchi et al., 2004; Vom Saal et al., 2012).
Algunos estudios informaron de que las diferencias relacionadas con el sexo en los
perfiles hormonales pueden dar lugar a diferentes respuestas adversas a la exposicion
de BPA (Mauvais-Jarvis et al., 2011; Rochester et al., 2015; Wang et al., 2012). El BPA
puede modular selectivamente los receptores estrogénicos y, por lo tanto, los efectos
nocivos o adversos relacionados con la exposicion al BPA dependeran del tejido
(Vandenberg et al., 2012). En este sentido, Xu y colaboradores (2011) informaron que el
BPA puede actuar como agonista estrogénico en hombres con niveles bajos de estrogeno

y como antagonista estrogénico en mujeres con niveles altos de estrogeno enddgeno.

El tiempo dedicado a actividades sedentarias fue otro factor significativo que predijo
una alta exposicion dietética a los bisfenoles en nuestro estudio. El mayor tiempo
dedicado a actividades sedentarias aumento el riesgo de tener una ingesta total de
bisfenol alta, pero solo en los adolescentes varones. Aunque algunos autores informaron
hallazgos similares, actualmente no esta claro por qué estos factores del estilo de vida
estan asociados con la exposicion al bisfenol (Heinsberg et al., 2020; Lehmler et al., 2018;

Van der Meer et al., 2020).
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En el presente estudio, no se encontrd asociacion entre la exposicion dietética al BPS
y el IMC, aunque estudios previos in vivo e in vitro sugirieron que el BPS exhibe una
actividad obesogénica similar al BPA (Ahmed, et al., 2016; Rochester, et al., 2015). El
grupo de Liu (2017, 2019) encontraron una asociacion positiva y estadisticamente
significativa entre la exposicion al BPA y la obesidad en chicos, pero no en chicas, de una
muestra representativa de adolescentes. Estos autores no encontraron una asociacion
significativa entre la exposicién a BPS y la obesidad, siendo este resultado consistente

con los presentes hallazgos (Liu, et al., 2017; 2019).

Las diferencias de género observadas en la exposicion dietética al bisfenol pueden
explicarse por sus diferentes preferencias alimentarias. Sin embargo, se encontr6 que los
adolescentes de género masculino solo tenian un mayor riesgo de exposicion dietética al
BPS, siendo el riesgo de exposicion al BPA similar entre los géneros. Estudios previos no
lograron encontrar diferencias de género con respecto a la exposicion al BPA, aunque los
resultados relacionados con la exposicion al BPS fueron mas equivocos (Ahmed et al.,
2016; Chen et al., 2018; Heinsberg et al., 2020; Lehmler et al., 2018; Liu et al., 2017; Van
der Meer et al., 2020). En este sentido, el grupo de Chen (2018) no encontraron diferencias
significativas relacionadas con el sexo en los niveles urinarios de BPA y BPS entre 122
nifos y 91 ninas de 3 a 11 afos. Lehmler y sus colaboradores (2018) tampoco informaron
diferencias relacionadas con el sexo en la exposicion al BPA en una muestra de 429 nifios
y 439 nifas de 6 a 11 afos de NHANES 2013-2014, aunque si encontraron niveles
urinarios de BPS mas altos en las nifias en comparacion con los nifios. Sin embargo, dado
que ambos estudios determinaron los niveles urinarios de BPA y BPS, sus resultados no
pueden considerarse en linea con los del presente estudio. Dado que la dieta es una
fuente importante de exposicion humana a los bisfenoles (Geen et al., 2012; Liu et al.,
2018; Martinez et al., 2018; Von Goetz et al., 2010), las diferencias relacionadas con el
género encontradas en la exposicion a BPS podrian deberse al hecho de que los chicos
consumen mas alimentos con niveles altos de BPS que las de género femenino. De hecho,
los chicos consumian mas jamon serrano, pimiento verde y pasteles que las chicas, como

se puede observar en la tabla 2.
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Igualmente se encontraron diferencias en la exposicion dietética relacionadas con la
edad, siendo las chicas menores de 14 afios las que tenian un mayor riesgo de tener una
alta exposicion dietética a bisfenoles totales y BPS. Estos resultados pueden explicarse
por el aumento de la ingesta de energia en las nifias menores de 14 afos, lo que aumenta
la exposicion a los bisfenoles en la dieta. La ingesta de energia en las chicas mayores de
14 afios disminuye como consecuencia de la terminacion del proceso de crecimiento que

ocurre alrededor de los 16 afos (Deheeger et al., 2002).

7.3. EXPOSICION DIETETICA A PARABENOS E INDICE DE MASA
CORPORAL EN ADOLESCENTES ESPANOLES

7.3.1.Ingesta dietética de parabenos segtin sexo

Una mayor ingesta diaria de MeP se asocid con un mayor consumo de huevos,
siendo la relacion superior en chicos que en chicas (5653,6 ng/dia frente a 3816,5 ng/dia
respectivamente; p< 0,01). Este aumento de MeP también se asocié con un mayor
consumo de hamburguesas, de nuevo en mayor medida en ellos (2156,9 ng/dia frente
a 1647,1 ng/dia; p=0,01). Ademas, laingesta diaria de PrP fue mayor en los adolescentes
varones que en las adolescentes (1316,7 ng/dia frente a 963,8 ng/dia, respectivamente;
p=0,03). La ingesta de BuP también fue mayor en los chicos (51,0 ng/dia frente a 37,4
ng/dia, respectivamente; p=0,03), relacionandose esto con un mayor consumo de
bolleria y productos de pasteleria.

Los valores estimados de MeP y EtP de la exposicion dietética no excedieron los
limites de 10 mg kg—! por dia—! fijado por la EFSA (EFSA, 2004). Ademas, la exposicion
dietética a la PrP no supero el limite de 1,25 mg kg-! por dia—! establecido por la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA), por debajo del cual no hay evidencia de efectos
adversos para la salud (European Public MRLInforme de Evaluacién (EPMAR), 2015).
No fue posible la evaluacién de BuP porque atin no se han establecido limites por parte

de las organizaciones internacionales (Tabla 5).

Tabla 5a. Ingesta dietética de metil y etilparabeno (ng/dia) segtn sexo.
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CHICOS CHICAS
Ing.esta media d € Parabenos (ng/dia), Parat’)enos Ingesta media de Parabenos (ng/dia), Paral?enos
n alimento, g/dia media (DE) (ng/dia’kg), | n alimento, g/dia (DE) mean (DE) (ng/dia’kg), p
(DE) media (DE)? ! media (DE):
Metilparabeno 344,7 (298,4) 334,9 (292,1)
Pan de molde 240 21,2 (36,2) 272,1 (361,2) 221 26,7 (40,8) 324,0 (397,8) 0,14
Carne en lata 272 29,0 (43,9) 200,9 (244,7) 229 25,2 (43,5) 194,6 (287,8) 0,79
Aceitunas 195 8,8 (20,0) 66,8 (91,0) 173 11,0 (32,2) 56,4 (80,4) 0,25
Melén 195 42,5 (115,2) 6368,6 (9960,3) 155 42,4 (122,9) 6370,9 (9826,1) 0,99
Huevos 287 24,7 (34,5) 5653,6 (5593,1) 256 16,7 (22,0) 3816,5 (3113,7) <0,01
Arroz 295 18,6 (27,8) 1690,6 (2074,2) 251 15,9 (28,0) 1430,4 (1706,0) 0,11
Manzanay pera 258 78,6 (138,1) 3317,5 (3788,0) 212 74,9 (171,9) 3425,2 (6299,9) 0,82
Hamburguesa 270 9,6 (21,4) 2156,9 (2404,7) 230 7,5 (20,4) 1647,1 (1662,4) 0,01
Cebolla 209 14,6 (32,5) 4139,8 (4755,2) 164 15,5 (38,3) 4322,7 (4936,2) 0,72
Aperitivos salados 258 11,1 (21,8) 89,50 (131,45) 234 13,0 (29,3) 76,9 (111,3) 0,25
Etilparabeno 39,6 (39,3) 49,3 (62,9)
Pan de molde 239 21,2 (36,2) 483,7 (605,5) 221 26,7 (40,8) 597,5 (733,5) 0,07
Queso semicurado 182 19,1 (46,1) 550,6 (688,1) 168 14,9 (37,9) 436,8 (587,4) 0,09
Zanahoria 'y
calabaza 179 19,2 (53,0) 164,5 (224,2) 155 17,1 (45,3) 157,0 (198,6) 0,75
Attin enlatado 167 6,2 (13,2) 1481,8 (1539,7) 130 5,7 (15,2) 1322,1 (1544,2) 0,38
Pina 170 12,1 (37,3) 70,6 (80,5) 130 8,8 (30,3) 77,3 (84,1) 0,48
Aceitunas 195 8,8 (20,0) 555,3 (756,1) 173 11,0 (32,2) 468,7 (668,2) 0,25
Champinones 144 26,9 (81,9) 1083,5 (1322,1) 141 36,1 (134,9) 973,9 (1557,9) 0,52

DE: desviacion estandar. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.
n: numero de chicos /chicas que han ingerido el alimento.
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Tabla 5b. Ingesta dietética de propil y butilparabeno (ng/dia) segin sexo.

CHICOS CHICAS

Ing.esta s d € Parabenos (ng/dia), Para?enos Ingesta media de Parabenos (ng/dia), Paral,)enos
n alimento, g/dia media (DE) (ng/dia/kg), | n alimento, g/dia (DE) mean (DE) (ng/dia’kg),  p
(DE) media (DE)? ! media (DE)2
Propilparabeno 32,3 (44,6) 29,7 (40,9)
Aceitunas 195 8,8 (20,0) 1095,1 (1491,2) 173 11,0 (32,2) 924,3 (1317,8) 0,25
Attin enlatado 167 6,2 (13,2) 257,2 (267,3) 130 5,7 (15,2) 229,5 (268,0) 0,38
Jamén 221 10,1 (20,7) 111,9 (134,5) 176 9,3 (20,1) 108,3 (125,9) 0,79
Pifia 175 12,1 (37,3) 40,3 (66,9) 130 8,8 (30,3) 33,3 (36,2) 0,25
Pasteles 227 15,7 (34,1) 1316,7 (1857,6) 201 13,8 (38,6) 963,8 (1575,5) 0,03
Butilparabeno 19,3 (27,2) 23,2 (34,8)
Aperitivos salados 258 11,1 (21,8) 16,3 (23,9) 237 13,0 (29,3) 16,9 (33,4) 0,78
Champifiones 143 26,9 (81,9) 48,8 (59,9) 140 36,1 (134,9) 43,8 (70,7) 0,52
Pifa 172 12,1 (37,3) 948,7 (1395,0) 130 8,8 (30,3) 918,7 (998,8) 0,84
Pasteles 227 15,7 (34,1) 51,0 (72,0) 201 13,8 (38,6) 37,4 (61,1) 0,03
Aceitunas 195 8,8 (20,0) 841,9 (1146,4) 173 11,0 (32,2) 710,6 (1013,1) 0,25

DE: desviacion estandar. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.
n: namero de chicos /chicas que han ingerido el alimento.
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Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que utiliza el FFQ para estimar la
exposicion dietética diaria a los parabenos y su relacion con las caracteristicas
sociodemograficas, antropométricas y de estilo de vida. Sin embargo, estudios
anteriores han utilizado tasas de ingesta diaria per cdpita de alimentos de encuestas
nacionales o regionales (Liao et al., 2013a, 2013b; Maher et al., 2020) para estimar la
ingesta de parabenos, pero estos pueden subestimar la exposicion real. Ademds, un
estudio realizado por Liao y su grupo (2013b) con adolescentes de los Estados Unidos es
el tinico estudio previo que ha estimado la ingesta dietética diaria de parabenos totales.
A pesar de esto, no consideraron las cantidades ingeridas de cada alimento como asi se
ha realizado en el presente estudio. Ademas, nuestro estudio estimd las concentraciones
de parabenos de los alimentos a través de mediciones directas realizadas por miembros

del grupo de investigaciéon (Galvez-Ontiveros et al., 2021).

Los productos alimenticios que mads contribuyeron a la ingesta de MeP en los
adolescentes varones fueron los huevos (41,9 %) y las cebollas (21,6 %). Para las chicas
fueron las manzanas y peras (35,3%), seguidas de cebollas (25,3%). Ademas, las
conservas de atin (46,4% y 42,1% en ambos sexos, respectivamente) y de champifiones
(29,8% y 31,8% en ellos y ellas respectivamente) fueron los principales contribuyentes a
la ingesta de EtP. Con respecto al PrP los principales contribuyentes fueron los
productos de panaderia y pasteleria (57,3 % y 55,1 % para chicos y chicas,
respectivamente) y las aceitunas (40,7 % y 42,9 % para chicos y chicas, respectivamente).
Por ultimo, la pifia cruda (61,1%) y las aceitunas (37,5%) fueron los alimentos que mas
contribuyeron a la exposicion dietética de BuP para el sexo masculino, mientras que en
las adolescentes los principales productos alimenticios fueron las aceitunas (62,1%),

seguidas de la pifa (36,9%) (tabla 6).
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Tabla 6. Productos alimenticios que contribuyen a mas del 95% de la exposicion dietética a parabenos segtin género (regresion por pasos).

Metil %3 Rzb  Etil %? Rzt Propil %3 Rzt Butil %  R2p
Huevos 41.9 0.54  Attn enlatado 46.4 0.50 Pasteles 573 0.63 Pina 61.1  0.59
Cebolla 21.6 0.77  Champinones 29.8 0.78  Aceitunas  40.7 098 Aceitunas 37.5 0.99
Chicos Manzana y pera 16.7 090  Aceitunas 10.2 0.88
Hamburguesa 15.3 0.96  Queso semicurado 7.8 0.94
Pan sandwich 4.3 0.99
Manzana y pera 35.3 0.44  Attn enlatado 42.1 0.50 Pasteles 55.1 0.62 Aceitunas 62.1 0.63
Chicas Cebolla 25.3 0.75  Champifiones 31.8 0.77 Aceitunas 429 098 Pina 369 0.99
Huevos 23.9 0.93  Pansandwich 15.3 0.88
Hamburguesa 14.3 0.96  Aceitunas 6.8 0.95

2Contribucién porcentual de cada alimento agregado al modelo como predictor de la ingesta total de compuestos.
bR2 : coeficiente de determinacién ajustado.
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Aunque la fuente principal de parabenos en los alimentos no esta del todo clara (Liao
et al., 2013a, 2013b; Maher et al., 2020), su uso como agentes antimicrobianos explica por
qué se encuentran en concentraciones mas altas en alimentos procesados en
comparacion con alimentos sin procesar/crudos (Soni et al., 2005). De hecho, en 2004 la
EFSA aprobé el uso de MeP y EtP como aditivos alimentarios (aditivos alimentarios E218
y E214, respectivamente) y conservantes antimicrobianos en algunos alimentos
procesados (EFSA, 2004). Ademas, una fuente adicional de parabenos podria ser el
material de envasado utilizado para ciertos alimentos (Liao et al., 2013b).

El PrP y BuP no estan permitidos como aditivos alimentarios. Su presencia en los
alimentos podria explicarse por la contaminacién durante la produccidn primaria, por
ejemplo, a través de frutas y verduras cultivadas en suelos que han sido regados con
agua residuales o tratados con lodos de depuradora. Los tratamientos de aguas
residuales no eliminan de forma especifica a los contaminantes emergentes, por lo que,
dependiendo de las propiedades del suelo y de los contaminantes, estos parabenos
podrian acumularse en el suelo en mayor medida que en el agua de riego. Una vez en el
suelo, pueden ser absorbidos por los vegetales o acumulados por las raices dependiendo
de sus propiedades fisicoquimicas (Aparicio et al., 2018). El hecho de que se localicen los
parabenos en otros lugares también podria estar relacionada con la presencia inesperada
de estos parabenos en los alimentos. Recientemente, encontramos PrP y BuP en
alimentos de consumo frecuente (Galvez-Ontiveros et al., 2021). Ademas, también se ha
informado de contaminacion ambiental con estos dos parabenos en Espafia. En concreto,
se han encontrado en compost de lodos de depuradora (Benitez-Villalba et al., 2013;
Luque-Munoz et al., 2017), en equinodermos marinos y sedimentos (Martin et al., 2017).
Ademas, se ha demostrado la presencia de PrP y BuP en muestras bioldgicas humanas
como en suero (Vela-Soria et al., 2013), en leche materna (Rodriguez-Gémez et al., 2015),
ufias (Martin-Pozo et al., 2020), cabello (Rodriguez-Gémez et al., 2017), placenta
(Jiménez-Diaz et al., 2011; Vela-Soria et al., 2015) y orina (Vela-Soria et al., 2014).
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La presencia de parabenos en muestras de huevos podria explicarse por la ingestion
de alimentos o suelo contaminados con parabenos, que luego penetran en tejido de pollo
y posteriormente se transfiere a este alimento (Pajurek et al., 2019). Por otro lado, los
parabenos pueden ocurrir naturalmente en algunas frutas y verduras sin procesar y, por
lo tanto, pueden contribuir a la resistencia a enfermedades a través de sus propiedades
antimicrobianas y antifingicas (Blazevic et al., 2010; Hagel et al., 2019; Martinez, 2012).
Ademas, se ha informado que el EtP tiene funciones alelopaticas (Huang et al., 2015; Liu
et al.,, 2011), de igual modo el MetP, también conocido como nipagin, junto con el EtP se
han encontrado naturalmente en una amplia variedad de especies de plantas (Hagel et
al,, 2019; Hu et al., 2017; Nowak et al., 2018). De hecho, se ha demostrado que algunas
plantas como los ardndanos, zanahorias, aceitunas y fresas sintetizan parabenos,
principalmente MeP (Calvo-Flores et al., 2018). En otro estudio, MeP y PrP se detectaron
en el 43 % y el 28 % de las muestras de tallo de rdbano analizadas (Abril et al., 2021),
mientras que MeP también se ha detectado en hortalizas de hoja (lechuga, espinaca y
acelgas) y tubérculos (zanahoria, nabo y patata) (Aparicio et al., 2018). Incluso se han
localizado parabenos en el agua potable que conducen a su absorcién por parte de los
animales acuaticos (Nowak et al., 2018). Esto lo demuestra un estudio en el que mas del
90 % del pescado analizado contenia al menos un 70 % de MeP, PrP, BuP y EtP (Bledzka
et al., 2014).

A pesar de que la ingesta dietética estimada de parabenos esta por debajo de los
niveles recomendados para la ingesta diaria tolerable (IDT), también se deben considerar
otras vias de exposicion, como los cosméticos, el polvo doméstico y el aire. El efecto
acumulativo de los parabenos junto con otros disruptores endocrinos presentes en los
alimentos, como los bisfenoles, los metales pesados, los plaguicidas y los éteres de
difenilo polibromados, podria suponer un riesgo para la salud humana y deberia

investigarse en profundidad.
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7.3.2.Influencia de los factores en la ingesta de parabenos

La tabla 7 muestra una asociacion significativa de IMC alto con parabenos totales
altos (OR= 3,32, valor de p=0,020) y chicas con ingesta de MeP (OR= 3,05, valor de p=
0,026). Ademas, las de género femenino con un IMC >25 y 30 kg/m2 tenian una
probabilidad 5,8 y 59 veces mayor de pertenecer al tercil mas alto de exposicion
dietética a parabenos totales y MeP, respectivamente (OR= 5,82, valor de p=0,004; OR=
5,90, valor p= 0,003). Los chicos tenian un 50 % mas de probabilidades que el sexo
opuesto de pertenecer al tercil mas alto de exposicion dietética a parabenos totales y
PrP. Otros factores significativos en relacion con el PrP fueron la pertenencia a una
familia numerosa y el tabaquismo en el caso de los chicos, mientras que el rango
ocupacional del padre predecia el BuP en las adolescentes.

Tabla 7a. Factores predictores de pertenencia al tercil mas alto de exposicion

dietética global a parabenos totales seguin sexo.

Parabenos
Totales
p OR 95% IC

Sexo Ref. Chicas

Chicos 0,026 1,49 1,05-2,10

Chicos Chicas
p OR 95% IC p OR 95%IC

Edad Ref. Edad > 14 afios

Edad < 14 afios 0549 1,28 057-2,85 (0,045 3,10 1,03-9,39
IMC Ref. IMC < 25 kg/m?

IMC = 25 kg/m? 0336 066 029-1,53 (0,020 3,32 1,21-9,15
Familia Ref. No
numerosa

Si 0,285 1,55 0,70-3,44 {0,357 1,62 0,58 —4,56
Fumador Ref. Nunca

Antes 0,540 1,43 0,46-446 (0,802 1,17 0,34-4,06

Actualmente 0,575 0,71 022-2,32 {0,699 1,33 0,32-5,52
Clasificacion Ref. Baja cualificacion
;:‘;I;’:“O“al el \fedia-alta cualificacién 0,545 127 059-273 0312 1,65 0,63—4,34
Clasificacion Ref. Media-alta cualificacion
o cupacional de Baja cualificacion 0739 1,16 048-2,85 0415 1,78 0,45-7,05

a madre

IMC: indice de masa corporal; Ref: categoria de referencia; OR: razén de probabilidades; IC 95%: intervalo
de confianza. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.
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Tabla 7b. Factores predictores de pertenencia al tercil mas alto de exposicion dietética

global a metilparabeno segun sexo.

Metilparabeno
p OR  95%IC

Sexo Ref. Chicas

Chicos 0,168 1,28 0,90-1,81

Chicos Chicas
p  OR 95%IC | p OR 95%IC

Edad Ref. Edad > 14 afios

Edad <14 afios 0963 098 0,44-2,17 0,136 2,25 0,78-6,49
IMC Ref. IMC< 25 kg/m?

IMC > 25 kg/m? 0,643 0,82 0,36-1,87 0,026 3,05 1,14-8,12
Familia Ref. Si
numerosa

No 0,312 0,66 0,30-1,47 |0,651 0,79 0,29-2,17
Fumador Ref. Nunca

Antes 0,651 1,30 0,42-4,03 |0,513 1,48 0,46-4,83

Actualmente 0,947 096 0,31-2,98 |0,867 1,13 0,28-4,50
Clasificacion Ref. Media-alta cualificacion
;:‘;Ir’eac“’ml el Baja cualificacion 0451 0,75 035160 0,323 0,63 0,25-1,59
Clasificacion Ref. Media-alta cualificacion
o cupacional de Baja cualificacién 0,949 097 0,402,34 0,707 1,28 0,36-4,58
a madre

IMC: indice de masa corporal; Ref: categoria de referencia; OR: razén de probabilidades; IC 95%: intervalo
de confianza. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.

Tabla 7c. Factores predictores de pertenencia al tercil mas alto de exposicion dietética

global a etilparabeno segtin sexo.

Etilparabeno
p OR 95% IC
Sexo Ref. Chicas
Chicos 0295 1,20 0,85-1,69
Chicos Chicas
p OR 95%IC | p OR 95%IC
Edad Ref. Edad > 14 anos
Edad < 14 afos 0,256 0,61 0,26-1,43 |0,061 2,70 0,96-7,61
IMC Ref. IMC < 25 kg/m?
IMC= 25 kg/m? 0,192 1,77 0,75-4,17 |0,846 1,10 0,41-2,96
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Familia
numerosa

Fumador

Clasificacion
ocupacional del
padre
Clasificacion
ocupacional de
la madre

Ref. Si

No
Ref. Nunca
Antes
Actualmente
Ref. Media-alta cualificacion
Baja cualificacion

Ref. Media-alta cualificacion

Baja calificacion

0,708

0,733
0,308

0,051

0,915

0,85

0,81
1,82

0,45

1,05

0,37-1,98

0,25-2,66
0,58-5,77

0,20-1,00

0,41-2,69

0,988 1,01

0,763 0,83
0,290 2,03

0,963 0,98

0,731 1,24

0,37-2,77

0,24-2,82
0,55-7,57

0,40-2,41

0,36-4,33

IMC: indice de masa corporal; Ref: categoria de referencia; OR: razén de probabilidades; IC 95%: intervalo
de confianza. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.

Tabla 7d. Factores predictores de pertenencia al tercil mas alto de exposicion dietética

global a propilparabeno segtin sexo.

Propilparabeno
p OR 95% IC

Sexo Ref. Chicas

Chicos 0,028 147  1,04-2,07

Chicos Chicas
p OR 95% IC p OR 95%IC

Edad Ref. Edad > 14 afios

Edad < 14 afios 0,963 0,98 0,43-2,26 [0,218 1,96 0,67-5,71
IMC Ref. IMC < 25 kg/m?

IMC = 25 kg/m? 0,600 0,79 0,33-1,90 [0,983 1,01 0,36-2,83
Famili
amilia Ref. Si
numerosa

No 0,011 0,34 0,15-0,79 (0,750 1,20 0,41-3,46
Fumador Ref. Nunca

Antes 0,025 4,14 1,20-14,33 | 0,679 0,76 0,21-2,75

Actualmente 0682 1,28 040411 (0,410 1,76 0,46-2,96
Clasificacion Ref. Media-alta calificacion

ional del
;:‘;I;:“o“a de Baja cualificacion 0,304 0,65 029-147 0,747 1,17 0,46-2,96
Clasificacion Ref. Media- alta cualificacion
ional d

octipacionat €e Baja cualificacion 0,358 1,57 0,60-4,06 0,355 1,95 0,48-8,00
la madre

IMC: indice de masa corporal; Ref: categoria de referencia; OR: razén de probabilidades; IC 95%: intervalo
de confianza. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.
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Tabla 7e. Factores predictores de pertenencia al tercil mas alto de exposicion dietética

global a butilparabeno segtin sexo.

Butilparabeno
p OR  95% IC

Sexo Ref. Chicas

Chicos 0,371 1,17 0,38-1,64

Chicos Chicas
p OR  95% IC p OR 95%IC

Edad Ref. Edad > 14 afios

Edad <14 afios 0621 1,23 0,54-2,79 (0,578 1,34 0,48-3,78
IMC Ref. IMC < 25 kg/m?

IMC > 25 kg/m? 0,061 043 0,18-1,04 |0,981 0,99 0,36-2,75
Familia Ref. Si
numerosa

No 0,077 048 0,21-1,08 |0,162 0,48 0,17-1,34
Fumador Ref. Nunca

Antes 0,146 2,39 0,38-7,72 |0,145 0,39 0,11-1,39

Actualmente 0,554 0,70 0,21-2,30 |0,545 1,50 0,40-5,59
Clasificacion Ref. Media-alta cualificacion
;:‘;Ir’eac“’ml del Baja cualificacién 0572 0,80 0,36-1,75 | 0,036 0,36 0,14-0,94
Clasificacion Ref. Media-alta cualificacion
;’ cupacional de Baja cualificacion 0719 1,18 047-295 |0,905 0,93 0,27-3,17
a madre

IMC: indice de masa corporal; Ref: categoria de referencia; OR: razon de probabilidades; IC 95%:
intervalo de confianza. Los valores con un valor de p < 0,050 se destacan en negrita.

El presente andlisis mostr¢ diferencias entre chicos y chicas adolescentes con respecto

a los factores que predicen una ingesta alta de parabenos. En general, los adolescentes

varones tenian un mayor riesgo de exposicion dietética alta a parabenos totales y PrP.

Esto puede explicarse por el hecho de que los chicos consumen mas alimentos con altas

concentraciones de PrP que las del sexo opuesto. De hecho, los de sexo masculino

consumian mas atun enlatado, jamon, pifia y bolleria que las chicas, como se puede

observar en la tabla 6. Estos resultados no pueden compararse con otros estudios que

midieron la PrP en la orina (Calafat et al., 2010; Engel et al., 2010; Feizabadi et al., 2020a;

Kang et al., 2016; Yu et al., 2019).
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Ademas, las concentraciones de parabenos en estos estudios fueron mas altas en las
mujeres con respecto a los hombres, probablemente debido a la presencia de parabenos
en los cosméticos y otros productos de cuidado personal que son utilizados mas
frecuentemente por mujeres (Calafat et al., 2010; Engel et al., 2014). Como se muestra en
la tabla 6, los chicos consumian mas productos de panaderia y bolleria que ellas, lo que
se asociaba con una mayor exposicion diaria a BuP y PrP. A su vez, las chicas de 14 afios
0 menos tenian mayores probabilidades de tener una ingesta total alta de parabenos.
Esto puede explicarse por el aumento de la ingesta de energia que se observa en las nifias
entre los 10 y los 14 afios de edad, lo que a su vez aumenta su exposicion dietética a los
parabenos. Por el contrario, la ingesta de energia en adolescentes de 14 a 16 afios
disminuye como resultado de llegar al final del proceso de crecimiento, generalmente
alrededor de los 16 afios (Deheeger et al., 2002). Ademas, los cambios en el estilo de vida
y la dieta afectaran, a la exposicion dietética a los parabenos a lo largo de la vida. La
asociacion encontrada entre la edad y una mayor exposicion también puede deberse a
un mayor consumo de alimentos con mayor concentracion de parabenos, como los
alimentos procesados, por parte de la poblacion adolescente (Soni et al., 2005). En este
sentido, un estudio transversal realizado en Espana, el estudio ANIBES, reveld que las
elecciones alimentarias cambian con la edad y las nifias de 9 a 12 afios consumen mas
alimentos procesados que las nifias de 13 a 17 afios (Partearroyo et al., 2019). Estudios
como este respaldan laidea de que la adolescencia es una etapa crucial para la exposicion

a compuestos disruptores endocrinos.

Las probabilidades de tener una ingesta alta de PrP fueron menores en los varones
adolescentes que no provenia de una familia numerosa. Este hallazgo podria atribuirse
al hecho de que los hogares mas grandes tienden a cocinar en casa, ya que es mas
economico que comprar alimentos ultraprocesados o comida rdpida. De hecho, un
estudio encontr6 que los hogares con mas de un hijo consumian menos comida rapida

en comparacion con los que tenian un hijo o ninguno (Akbay et al., 2007).
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Asimismo, fumar se asocid positivamente con una alta ingesta de PrP en los
adolescentes varones. Esto puede explicarse por el hecho de que los adolescentes
fumadores tienen mas probabilidades de tener un estilo de vida poco saludable, realizar
menos actividad fisica, consumir mds alcohol y seguir una dieta poco saludable (Cho et
al,, 2011; Patino-Alonso et al., 2014). De hecho, dos estudios que incluyeron a 373 y 4372
adolescentes de México y Tailandia, respectivamente, informaron asociaciones entre una
dieta poco saludable y habitos de fumar (Boonchooduang et al., 2019; Gutiérrez-Pliego
et al., 2016).

Los resultados actuales también mostraron que una clasificacion ocupacional paterna
mas baja se asocié con menores probabilidades de tener un alto consumo de BuP en las
chicas. Se ha informado que un nivel educativo paterno bajo estd asociado con un nivel
socioecondmico familiar mds bajo (Guillaume et al., 1999). Esto puede sugerir que las
familias con un nivel socioecondmico mas alto tienen mas acceso a los alimentos
ultraprocesados ya que poseen el capital econdémico necesario para poder pagarlos. De
hecho, varios estudios han sugerido que los hogares con un nivel socioeconémico mas
bajo tienden a consumir mds preparaciones culinarias (alimentos sin procesar o
minimamente procesados e ingredientes culinarios procesados) (Araujo et al., 2017).
Esto, junto con el hecho de que las chicas generalmente comen alimentos mas saludables,

podria explicar su menor riesgo de exposicion dietética a los parabenos.

Varios estudios han evaluado la relacion entre la exposicion al parabeno y obesidad
en los chicos. En este sentido, como se mencion6 anteriormente, solo el estudio realizado
por el grupo de Xue (2015) encontraron una asociacion no significativa entre la
exposicion posnatal a parabenos y la obesidad infantil. Por el contrario, otro informe
encontr6 asociaciones positivas entre los parabenos urinarios y las puntuaciones z de
altura, pero solo en nifios de 3 afios (Guo et al., 2017). A su vez, un estudio realizado con
ninas de 6 a 8 afnos encontrd asociaciones nulas entre las mediciones de adiposidad y la
exposicion a parabenos (Deierlein et al., 2017). Recientemente, la Encuesta Canadiense
de Medidas de Salud no logré encontrar una asociacion de la concentracion de

parabenos en la orina con la obesidad y el sindrome metabdlico (Kim y Chevrier, 2020).
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Aunque ningun estudio previo ha investigado especificamente las asociaciones entre la
exposicion a parabenos y el sobrepeso y la obesidad en adolescentes, la asociacion nula
encontrada en nuestro estudio en adolescentes varones es consistente con los hallazgos
informados por un estudio checo (Kolatorova et al., 2018) realizado con un pequeno
grupo de participantes. En cambio, los resultados actuales no concuerdan con los
aportados por la Encuesta Nacional de Examen de Salud y Nutricion (NHANES), que
observo asociaciones inversas entre estos mismos pardmetros en hombres (Quirds-
Alcald et al., 2018). Otro punto interesante es que la asociacion positiva encontrada en el
estudio entre la exposicion a parabenos dietéticos en las adolescentes y el
sobrepeso/obesidad difiere de los resultados informados por NHANES vy el estudio
checo. Otros estudios que investigaron la asociacion entre el IMC y la exposicion a
parabenos informaron asociaciones inversas en general (Den Hond et al., 2013; Kang et
al., 2016; Smith et al., 2012), asociaciones inversas en hombres (Meeker et al., 2011) y
asociaciones nulas en mujeres (Meeker et al., 2013). Sin embargo, tales estudios no fueron
disefiados para evaluar especificamente la asociacion entre el sobrepeso y la exposicion

a parabenos y, por lo tanto, no se ajustaron a los factores de confusion importantes.

Los hallazgos actuales en chicas adolescentes son consistentes con las propiedades
antiandrogénicas y estrogénicas de los parabenos. En este sentido, muchos estudios han
discutido el dimorfismo sexual de los disruptores endocrinos quimicos. Ademas, los
efectos de los parabenos pueden verse modificados por la presencia de hormonas
naturales y otros DE. Se ha informado que los estrogenos protegen contra la obesidad
en humanos adultos a través de una serie de mecanismos que incluyen la supresion del
apetito (Clegg et al., 2007), aumento del gasto de energia basal (Musatov et al., 2007; Xu
et al., 2011), transformacion de grasa blanca en grasa parda mas saludable (Palmer y
Clegg, 2015; Rosen y Spiegelman, 2014) y promocion de depdsitos de grasa subcutanea
(Palmer y Clegg, 2015). La grasa visceral y blanca esta relacionada con la resistencia a la
insulina, los niveles elevados de triglicéridos en sangre, el colesterol de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) elevado y los niveles sanguineos bajos de colesterol de

lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ebbert y Jensen, 2013).
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La testosterona también ejerce un papel protector contra el desarrollo de la obesidad
y las enfermedades metabolicas en los hombres a través de la transformaciéon de la
testosterona en estradiol (Cheng et al., 2017; Ding et al., 2006). Sin embargo, los efectos
de las hormonas sexuales pueden diferir entre nifios, adolescentes y adultos. En los
ninos, la interaccion entre la testosterona y la hormona del crecimiento reduce el
depdsito de grasa (Veldhuis et al., 2005), mientras en las nifias los estrogenos reducen la
actividad lipolitica de la hormona del crecimiento, lo que provoca un aumento del
depdsito de grasa (Loomba-Albrecht y Styne, 2009). Esto es consistente con los
resultados actuales en las adolescentes como el efecto estrogénico de los parabenos
contribuyen a una mayor incidencia de sobrepeso/obesidad. Nuestro estudio es uno de
los mas grandes hasta la fecha en investigar la asociacidn entre la exposicion dietética a
los parabenos y sus factores influyentes, como el IMC, en adolescentes donde se

incluyeron una gran cantidad de participantes.
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7.4. ESTROGENICIDAD DE LA DIETA DE ESCOLARES ESPANOLES Y SU
OBESIDAD

7.4.1. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos

El efecto proliferativo de los bisfenoles y parabenos tras realizar la evaluacion de la
actividad estrogénica de los compuestos puros segin la metodologia anteriormente

mencionada en el punto 6.4.2. es la que se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 8. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos.

Concentracion maxima con Efecto proliferativo

Producto efecto proliferativo Media (DE)
Control positivo E 2(1 x 10 °M) 1x101°M 6,32 +0,16
Control negativo (Medio de cultivo) - 1,00 +£0,14
BPA 110°M 6,84* + 0,23
BPS 110°M 3,73*+ 0,10
MetilPB 110°M 1,20+0,11
EtilPB 110°M 1,11 +£0,09
Propil PB 110°M 1,08 0,02
ButilPB 110°M 2,98* + 0,38

En la tabla 9, se muestra las caracteristicas de la poblacion para determinar la
estrogenicidad de la dieta, donde la edad media de los participantes fue de 8,35 (2,39)
afnos y mas del 70% de ellos se clasificaron en el grupo de menores de 10 afios. Los
valores de IMC fueron 19,57 (5,27) y 24,42 (3,90) Kg/m 2 para los grupos caso y control
respectivamente, con diferencias significativas entre ambos valores. Se observaron
diferencias no significativas entre casos y controles en ingesta caldrica, actividad fisica

extraescolar, tabaquismo entre los padres y estado puberal.
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Tabla 9. Caracteristicas de los participantes para el estudio del efecto estrogénico de
bisfenoles y parabenos.

Poblacion total Casos Controles

(n =200) (n=90) (n=110)
Género (Media (DE)) Masculino 52,5 55,8 49,1 0242
Femenino 47,5 442 50,9 !
Edad, categorizados (%) <10 anos 77,5 70,9 82,7 0.058 ¥
> 10 afios 22,5 29,1 17,3 ’
IMC, kg/m 2 (Media (DE)) 19,57 24,42 15,80 <0.001
(5,27) 3,90 2,22 !
IMC, categorizado (%) <25kg/m? 56,1
> 25 kg/m ? 43,9 ) ) ]
122:1?320 energetico, 1987,95 196769 200026 o
(Media (DE)) (469,48) (451,28) (492,45)
Actividad fisica No 39,9 42,7 40,7 0.995 ¥
(fuera de la escuela) (%) Si 60,1 57,3 59,3 ’
Tabaquismo entre los No 75,6 76,7 75,7 1.000¥
padres (%) Si 244 23,3 243 !
Estado puberal (%) No 79,0 72,1 84,5 0,051 ¥
Si 21,0 27,9 15,5 !
* Prueba T de Student

¥ Chi-cuadrado de Pearson

Nuestro grupo de investigacion ha sido pionero en utilizar el FFQ y el cuestionario
de 24 horas para estimar la exposicion dietética diaria a bisfenoles y parabenos y su
relacion con su efecto proliferativo en el desarrollo de sobrepeso y obesidad. Ademas,
como ya se ha ido comentando en puntos anteriores, las concentraciones de DE de los
alimentos han sido realizadas a través de mediciones directas por miembros de nuestro
grupo de investigacion (Galvez-Ontiveros et al.,, 2021). El grupo de Heras-Gonzalez
(2019) estudiaron la relacion de la obesidad con el estilo de vida y la exposicion dietética
al BPA y algunos fitoestrogenos, que son compuestos naturales de plantas que forman
parte de la dieta habitual del ser humano, que tienen efectos estrogénicos similares a los
DE. Estudiaron esta asociacion en un grupo de escolares espanoles y determinaron que
la probabilidad de normopeso frente a la obesidad se relacionaba significativamente con

el efecto proliferativo total (OR=0,51; p=0,026).
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio se obtuvieron de nifios sanos que no
recibieron suplementos de estrogenos lo que permite extrapolar los datos a la poblacion
general. En referencia a las caracteristicas generales de la poblacion de estudio, tenemos
una muestra donde el 56,1% de los nifos (controles) se encontraban en el rango de
normopeso (IMC medio=15,80 Kg/m?) y el resto de participantes (casos) se categorizaron
en sobrepeso y obesidad (IMC medio = 24,42 Kg/m?). No pudimos encontrar diferencia
relacionada con el estado puberal, aunque un mayor porcentaje de casos (27,9%) habia
alcanzado la pubertad en comparacion con los controles (72,1%). Probablemente esto se
explique porque quizds haya mds nifias en este grupo que tengan una edad de desarrollo
mas temprana que los nifos segiin los pardmetros establecidos por la Asociacién
Espanola de Pediatria (2014). Esta etapa se adquiere a los 10 afios las nifias y a los 12 afios

los nifios.

7.4.2. Ingestas medias de bisfenoles y parabenos y efecto proliferativo de la

dieta para casos y controles

No se observaron diferencias significativas entre casos y controles para BPA, BPS
y BPs de la dieta (total y por grupos de alimentos), excepto para el BPA de vegetales
cuyo valor fue significativamente mayor para los casos (p=0,003). La estrogenicidad de
la dieta por efecto proliferativo (EP) alcanzd valores de 2,89 (1,91) y 3,38 (3,04) eq. E? x10
$ casos y controles respectivamente, sin diferencias significativas entre ambos grupos
(tabla 10a). Por otro lado, se observaron diferencias significativas entre casos y controles
para la ingesta de MetilPB, ButilPB y PBs para algunos grupos de alimentos. Las ingestas
de MetilPB y PB de huevos y MetilPB total fueron significativamente mayores para los
casos (p=0,017, p= 0,007 y p=0,023 respectivamente), mientras que las ingestas de ButilPB
de vegetales y frutas fueron significativamente mayores para los controles (p=0,015y p
=0.012, respectivamente). En cuanto al efecto proliferativo total de los PB, se observaron
diferencias no significativas entre la dieta de casos y controles (p=0,453). Sin embargo, la
dieta de los controles tuvo un efecto proliferativo de ButilPB significativamente mayor

que los casos (p=0,018) (tabla 10b).
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Tabla 10a. Ingesta media (DE) de BPA, BPS y bisfenoles totales (BPs) por grupos de

alimentos y efecto proliferativo (EP) de la dieta para casos y controles.

CASOS CONTROLES
Grupos Consumo Bisfenoles (ng dia) Consumo Bisfenoles (ng dia™)
Alimentos (g dia') BPA BPS BPs (g dia™) BPA BPS BPs
Productos 2652 4411 11580 171,91 27,87 48,03 12609 19347
lacteos
(25,22)  (39,63) (104,04) (141,85) (21,13) (38,17)  (100,20)  (132,34)
Huevos 26,75 30,72
(16,33) i ) ) (27,93) i i i
Carne 92,19 355,85 441,04 796,89 95,91 333,08 433,47 766,55
(37,27)  (154,73) (300,13) (443,67) (79,80) (159,06) (299,55)  (449,73)
Pescado 17,79  2399,07 1101,58 5680,30 13,83 3412,55 1566,94  5624,90
(56,87)  (3275,16) (1503,85) (4971,29) (10,18) (3991,04) (1832,56) (5566,60)
Vegetales* 126,55 171,17 171064 1997,98 179,60 327,55 2012,36  2361,38
(94,35)  (294,23) (1308,30) (1345,22) (299,80) (430,78) (1390,88) (1440,45)
Frutas 178,65 753,37 202721 2952,22 166,19 748,72 206598  2866,82
(232,23)  (912,82) (4263,18) (5041,45) (221,82) (614,97) (8379,93) (8506,14)
Cereales 9,63 3,84 1,65 9,44 9,39 3,60 1,68 5,21
11,29)  (397)  (691)  (835) (11,60) (4,04)  (6,44) (8,51)
Pasteles 14,25 204,15 621 266,05 11,32 189,04 5,58 200,75
(14,68)  (293,01)  (9,78)  (305,90) (11,54) (265,67)  (6,73)  (273,66)
Varios 40,19 331,19  1626,57 2028,52 49,78 334,49  1663,05 2072,92
(17,47)  (272,40) (1517,24) (1777,68) (61,31) (260,01) (1549,17) (1795,04)
Total 4218,64 7030,71 11249,34 5349,028 7105,14 13224,17
(3654,60) (4872,00) (7480,39) ] (3909,47) (9157,49) (11556,45)
EP 0,93 1,00 2,89 1,17 0,96 3,38
(Eq EEx108) - 075 (069  (1,91) ) 087)  (047)  (3,04)

Casos y controles diferencias significativas para *BPA (prueba U de Mann-Whitney).

En referencia a los resultados obtenidos de la ingesta media de bisfenoles por grupos

de alimentos, tabla 10a, podemos observar que existe diferencia significativa entre casos

y controles y la ingesta de PBA de vegetales, siendo mayor para los controles (p=0,003).

Este hecho puede explicarse porque los controles solian tener una dieta hipocalorica

en comparacion con los casos en los que prevalecia el consumo de algunos alimentos de

grupos como las verduras. Esto supone que estos participantes tienen una mayor ingesta

de BPA. También observamos que en ambos grupos la ingesta total de BPS es superior
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ala del BPA. Este hecho puede explicarse como consecuencia de las restricciones del uso

de BPA que se llevan a cabo para reemplazar el BPA por sus analogos.

Tabla 10b. Ingesta media (DE) de MetilPB, EtilPB, PropilPB, ButilPB y parabenos totales
(PBs) por grupos de alimentos y efecto proliferativo (EP) de la dieta para casos y

controles.
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CASOS CONTROLES
Consumo Parabenos (ng dia?) Consumo Parabenos (ng dia?)
Grupo de alimentos (g dia?) MeP EtP PrP BuP PBs (g dia?) MeP EtP PrP BuP PBs
Derivados Lécteos 26,52 1321,35 1321,35 27,87 949,61 949,61
(25,22) (3011,89) i i (3011,89) (21,13) i (2106,21) i (2106,21)
Huevos* § 26,75 7086,16 7086,16 30,72 5204,72 5204,75
(16,33) (5976,30) ) ) ) (5976,30) (27,93) (4423,53) i i i (4423,53)
Carne 92,19 2668,69 308,77 3048,35 95,91 317591 274,47 3450,37
(37,27) (2088,62) ) (306,45) (2144,95) (79,80) (5174,61) i (227,01) i (5171,42)
Pescado 17,79 7745,56 885,84 9052,44 13,83 7956,77 979,46 9101,71
(56,87) ) (8347,18)  (1442,67) (8545,23) (10,18) i (9815,35)  (1766,79) i (10251,81)
Vegetales ¥ 126,55 1020,77 1110,24 0,40 2131,41 179,60 384,32 841,06 0,54 1225,92
(94,35) (3622,37) (3489,40) ) (0,73) (4976,15)  (299,80)  (1423,17) (1537,69) i (0,96) (2111,15)
Frutas ¥ 178,65 7143,32 788,69 683,51 3525,77 12141,29 166,19 3529,74 476,10 910,26 4335,04 9251,14
(232,23)  (1817592)  (1442,45)  (2837,38)  (3707,87)  (19167,25)  (221,82)  (6707,75) (704,58) (4125,29)  (3312,27)  (8231,11)
Cereales 9,63 1972,89 851,36 24,87 41,30 2924,42 9,39 1506,72 1050,22 65,03 41,94 2688,35
(11,29) (5778,37) (676,63) (64,41) (48,21) (5754,86) (11,60) (934,95) (1974,64) (247,09) (50,24) (2628,40)
Pasteles 14,25 372,22 36,75 2924,42 11,32 457,32 17,76 653,23
(14,68) ) (666,42) (166,90) (5754,86) (11,54) i i (871,53) (27,69) (964,49)
Varios 40,19 56,50 1,88 617,03 49,78 53,89 0,54 62,36
(17,47) (67,67) (5,94) (782,01) (61,31) (57,90) i i (1,95) (57,70)
Total* 19948,33 11817,19 2275,20 3606,10 37646,82 13855,35 11273,76 2686,53 4395,81 32211,45
(20997,89)  (10521,77)  (3158,65)  (3736,98)  (25678,39) (10080,90)  (10616,35)  (5075,48)  (3315,12)  (17568,64)
EP 0,42 0,37 0,06 0,33 1,28 0,88 0,33 0,06 0,40 1,13
(Eq, E2 x 10%) ¥ (0,23) (0,33) (0,05) (0,34) (0,81) (0,37) (0,26) (0,04) (0,30) (0,59)

Casos y controles diferencias significativas para * MetilPB, ¥ButilPB , s PBs (prueba U de Mann-Whitney).
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En la tabla 10b se observa que hubo diferencia significativa entre casos y controles y
el aporte de MetilPB y PBs en el grupo de alimentos del huevo (p=0,017 y p= 0,007
respectivamente), siendo mayor en los casos. Ademads, también encontramos que las
ingestas de ButilPB en vegetales y frutas fueron significativamente mds altas para los
controles (p = 0,015y p = 0,012, respectivamente). Estas diferencias se pueden explicar
por el patron dietético que llevan a cabo los nifios que se ha comentado anteriormente.
Estas asociaciones encontradas entre el IMC y una mayor exposicion a través de la dieta
a algunos disruptores endocrinos podrian explicarse, entre otros factores, por la edad,
donde los participantes de mayor edad tienen un mayor requerimiento de nutrientes lo
que supone un aumento en el consumo de alimentos con mayor concentracion de

bisfenoles y parabenos como alimentos procesados.

7.4.3. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos como factores

influyentes en el IMC

A continuacion, se muestra en la tabla 11 la influencia del efecto proliferativo de la
dieta sobre el sobrepeso y la obesidad para la poblacion total (a), nifios (b) y nifias (c). El
efecto proliferativo de los BP totales y EtilPB para los nifios y el efecto proliferativo de
ButilPB para las nifas fueron factores que influyeron significativamente en el sobrepeso
y la obesidad. El riesgo de tener sobrepeso u obesidad fue 2,90 y 3,26 mayor cuando el
efecto proliferativo de la dieta a partir de BP totales y ButilPB respectivamente, fue
mayor que el valor mediano. Por otro lado, el ButilPB redujo el riesgo de sobrepeso u

obesidad entre las nifias (OR=0,30; IC: 0,09 — 0,93).
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Tabla 1l1a. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos como factores
influyentes en el IMC de la poblacion total, mediante analisis de regresion logistica

(valores brutos y ajustados).

OR cruda OR ajustada

OR ICdel9%5% p OR ICdel95% p

BPA (Ref. EP < valor medio) 1,04 0,62-1,76 0880 0,76 042-1,37 0,360
BPS (Ref. EP < valor medio) 096 0,57-1,62 0,880 0,71 0,39-1,27 0,247
BPs (Ref. EP < valor medio) 1,34 0,82-2,38 0221 1,15 0,60-2,19 0,679
MetilPB (Ref. EP < valor medio) 1,73 0,10-2,98 0051 1,55 0,77-3,13 0,220
EtilPB (Ref. EP < valor mediano) 099 0,59-1,68 0987 1,70 0,81-357 0,161
PropilPB (Ref. EP < valor medio) 1,08 0,64-1,84 0,773 0,84 042-1,66 0,615
ButilPB (Ref. EP < valor medio) 064 0,38-1,09 0,102 061 031-1,19 0,149
PBs (Ref. EP < valor medio) 0,78 0,46-1,31 0,351 1,12 0,56-2,25 0,741

BPA y BPS se ajustaron por actividad fisica; MetilPB, PropilPB y ButilPB se ajustaron por consumo de
energia y actividad fisica; EtilPB y PBs se ajustaron por edad, aporte caldrico y actividad fisica. Los bisfenoles
se ajustaron por consumo de energia y actividad fisica.

Tabla 11b. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos como factores influyentes en

el IMC de nifios, mediante andlisis de regresion logistica (valores brutos y ajustados).

OR cruda OR ajustada

IC del 95 IC del 95
OR % p OR %
BPA (Ref. EP < valor medio) 0,78 0,38 -1,63 0,510 0,58 0,25-1,33 0,199
BPS (Ref. EP < valor medio) 1,36 0,66 - 2,82 0,403 0,61 0,21-1,78 0,366
BPs (Ref. EP < valor medio) 2,07 0,96-4,48 0,063 290 1,28-6,61 0,011

MetilPB (Ref. EP < valor medio) 051 0,24-1,09 0082 249 0,79-781 0,118
EtilPB (Ref. EP < valor medio) 089 043-1,84 0,758 326 1,03-10,24 0,044
PropilPB (Ref. EP < valor medio) 1,13 0,54 -2,34 0,752 050 0,17-1,46 0,207
ButilPB (Ref. EP < valor medio) 1,24 0,60-255 0564 1,07 038-302 0,89
PBs (Ref. EP < valor medio) 081 0,38-1,70 0568 1,25 0,47-3,30 0,653

BPA y BP se ajustaron por actividad fisica; BPS, MetilPB , EtilPB , PropilPB , ButilPB se ajustaron por edad,
consumo de energia, actividad fisica, tabaquismo entre los padres y estado puberal. Los bisfenoles se

ajustaron por actividad fisica. Los parabenos se ajustaron por consumo de energia y actividad fisica.
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Tabla 11c. Efecto proliferativo de bisfenoles y parabenos como factores influyentes en el

IMC de ninas, mediante analisis de regresion logistica (valores brutos y ajustados).

OR cruda OR ajustada

IC del 95 IC del 95
OR % p OR % p
BPA (Ref. EP < valor medio) 150 0,69-327 0309 178 0,64-4,96 0.271
BPS (Ref. EP < valor medio) 1.37  0,63-3,00 0433 112 0,45-2,79 0.811
BPs (Ref. EP < valor medio) 080 042-194 0906 1.09 0,47-2,52 0.845
MetilPB (Ref. EP < valor medio) 155 0,70-3,47 0283 117 0,44-3,13 0.756
EtilPB (Ref. EP < valor medio) 0.83 0,38-1,80 0.634 1.00 0,34-295 0.995

PropilPB (Ref. EP <valor medio) 139 0,64-3,02 0411 140 0,58-3,39 0.453
ButilPB (Ref. EP < valor medio) 051 024-110 0.086 030 0,09-093  0.037
PBs (Ref. EP < valor medio) 071 0,33-1,52 0709 086 0,38-1,93 0.711

El BPA se ajusté por consumo de energia y actividad fisica; BPS y BPs se ajustaron por actividad fisica;
MetilPB se ajust6 por consumo de energia; EtilPB se ajust6 por edad, consumo de energia, actividad fisica y
estado puberal; PropilPB se ajustd por edad y tabaquismo entre los padres y ButilPB se ajust6é por edad,
consumo de energia y actividad fisica. Los parabenos se ajustaron por edad.

La tabla 11 muestra la influencia del efecto proliferativo de la dieta sobre el sobrepeso
y la obesidad para el total de la poblacion en funcién del sexo. El efecto proliferativo de
los BP totales y EtilPB para los nifios y el efecto proliferativo de ButilPB para las nifias
fueron factores que influyeron significativamente en el sobrepeso y la obesidad. El riesgo
de tener sobrepeso u obesidad fue 2,90 y 3,26 mayor cuando el efecto proliferativo de la
dieta a partir de BP totales y ButilPB respectivamente, fue mayor que el valor medio.
Como comentabamos anteriormente, los parabenos y los bisfenoles se han asociado para
desarrollar efectos estrogénicos debido a su estructura similar al estradiol y su capacidad
para aumentar la expresion de PPAR y C/EBPa, genes relacionados con la adipogénesis.
Por otro lado, ButilPB redujo el riesgo de sobrepeso u obesidad entre las nifias (OR=0,30;

IC: 0,09 - 0,93).

En cuanto al efecto proliferativo total de los bisfenoles, se observaron diferencias no

significativas entre la dieta de casos y controles (2,89 y 3,38 eq. E? x10 ¥ respectivamente).

La estrogenicidad de la dieta debida a los parabenos no muestra diferencias
significativas entre la dieta de casos y controles (p=0,453). Sin embargo, la dieta de los
controles tuvo un efecto proliferativo de ButilPB significativamente mayor que los casos

(p=0,018).
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Los efectos de los disruptores endocrinos como obesogenos es un hecho que cuenta
con considerable evidencia cientifica. Por lo tanto, se ha demostrado que estos quimicos
provocan efectos bioldgicos que alteran la adipogénesis y conducen al aumento de peso
(Gupta et al., 2020). La expansion del tejido adiposo, conocida como adipogénesis, se
subdivide en los procesos de hiperplasia de células grasas, caracterizados por la
formacién de nuevos adipocitos a través de la diferenciacion de precursores residentes
y la hipertrofia de células grasas (Biemann et al., 2021). La obesidad es un estado de
inflamacion crénica y se caracteriza por un exceso de tejido adiposo y estd asociada con
la resistencia a la insulina y el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), asi como
otras alteraciones metabolicas (Brown y Clegg, 2015). La proteina de unién al
potenciador alfa, C/EBPq, junto con el receptor PPARY, son los principales factores
transcripcionales que regulan la diferenciacion de los adipocitos (Rego-Gregorio et al.,
2021) y también estan involucrados en la transcripcion de Slc2a4, que es un gen que
codifica el transportador de glucosa sensible a la insulina GLUT4 (Reina-Pérez et al.,
2021). Asu vez, el E2 es una hormona que, ademds de participar en la reproduccion
masculina y femenina, tiene una importante influencia en la regulacién del desarrollo
del tejido adiposo a través de la regulacion de la sensibilidad a la insulina y la
homeostasis glucémica (Bjune et al., 2022). Este rol lo realiza debido a su unién a RE que
estan involucrados en la regulacion de algunos genes relacionados con la estimulacion
de la diferenciacion de adipocitos como el gen Slc2a4/GLUT4, la lipoproteina lipasa
(LPD), Cyp19 (aromatasa) y otros genes implicados en la diferenciacion de adipocitos,

funcional y obesidad (Fatima et al., 2019).

La composicion del tejido adiposo cambia drasticamente en la obesidad, lo que
implica alteraciones en el tamafio y numero de adipocitos, el contenido de células
inmunitarias y la matriz extracelular, lo que resulta en una predisposiciéon a los

trastornos metabolicos.

En adultos, el E2 se produce en sitios extragonadales, incluido el tejido adiposo. Sin
embargo, en mujeres posmenopausicas, el tejido adiposo es la principal fuente de
produccion de estrégenos en el organismo y por ello, el responsable de la regulacion del

aporte energético (Lizcano et Guzman, 2014).
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Se ha informado que los estrdgenos protegen contra la obesidad en humanos adultos a
través de una serie de mecanismos que incluyen la supresion del apetito, la reduccion
del colesterol total y los niveles relativos de LDL, el aumento del gasto de energia basal,
la conversion de la grasa blanca en grasa marrén mas sana y la deposicion de grasa

subcutdnea (Ebbert y Jensen, 2013).

En referencia al BPA y BPS, compuestos con una estructura similar al E2, algunos
estudios han confirmado que estos compuestos quimicos estan involucrados en los
procesos de diferenciacion de preadipocitos y acumulacion de lipidos (Choi et al., 2021)
que contribuyen a aumentar el riesgo de trastornos metabolicos y obesidad al cambiar
las vias endocrino-metabdlicas en el tejido adiposo (Kim et al, 2019). Martinez y
colaboradores (2020) compararon la actividad obesogénica del BPA y su analogo BPS
mediante ensayos in vitro con una linea celular de preadipocitos 3T3-L1. Determinaron
que las células 3T3-L1 tratadas con bisfenoles provocaban un aumento en el nimero de
preadipocitos diferenciados, asi como un aumento en la capacidad de almacenar gotitas
de lipidos en comparacion con el control. Esto esta relacionado con la regulacion positiva
detectada de los factores de transcripcion C/EBPa y PPARY a través de su union a los
RE que actian como antagonistas estrogénicos (Aaseth et al., 2022). Los resultados
sugieren que el BPS tiene una mayor actividad disruptora endocrina en comparacion
con el BPA, probablemente debido a su polaridad y la presencia de azufre en la
estructura (Gallart-Ayala et al.,, 2010) o debido a sus propiedades quimicas como la
termoestabilidad y la fotorresistencia (Deceuninck et al., 2015). Esto proporciona mas
evidencia de sus efectos disruptores endocrinos que imitan el estrogeno en las células
madre humanas. De esta forma, la exposicion directa a estos bisfenoles puede contribuir

a la disfuncion del tejido adiposo y aumentar el riesgo de obesidad (Choi et al., 2021).

Ademas, en células 3T3-L1 de ratdn, el grupo de Saal (2014), observaron que el BPA
aumentaba la actividad de LPL y la acumulaciéon de triacilglicerol, asi como el
transportador de glucosa GLUT4 y la captacion de glucosa en las células de los

adipocitos a través de un mecanismo que involucra la activacion de ER-a.
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Sin embargo, encontramos que solo el efecto proliferativo de BPS es superior al BPA en
los casos pero no en los controles. Asimismo, solo existe una diferencia significativa
relacionada con el efecto proliferativo del BPA en funcién del IMC pero no para el resto

de disruptores endocrinos.

El efecto proliferativo de los parabenos podria explicarse por el aumento significativo
de la expresion de PPAR y C/EBPa (Elmore et al., 2020), que desempefian un papel
importante en la adipogénesis y la acumulacion de lipidos y hacen que su potencial
obesogénico sea cada vez mds preocupante. El grupo de Hu (2013) fue el primero en
demostrar los efectos adipogénicos de los parabenos tanto en 3T3-L1 murino como en
hADSC, los dos modelos de adipogénesis in vitro mas utilizados. No encontramos
diferencia significativa en referencia al efecto proliferativo de los parabenos en nuestra

muestra estudiada a excepcion de ButilPB.
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7.5. EFECTOS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS EN EL INDICE DE
MASA CORPORAL SEGUN LA EXPOSICION DIETETICA A
BISFENOLES Y PARABENOS

Aunque inicialmente, se seleccionaron treinta y cinco SNPs con gran relevancia
clinica en el sobrepeso y la obesidad mediante una bisqueda en bases de datos como
Ensembl (https://www.ens embl.org/ indexhtml), Navegador del genoma
(https://genome.ucsc.edu) y genes NCBI (https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), solo
las variantes 159939609 y rs9436303 se eligieron finalmente como disruptores
importantes de las vias de leptina y biomarcadores, siguiendo dos criterios de
seleccion: 1) una frecuencia de alelo menor (FAM) superior a 0,2, y 2) un mayor
numero de publicaciones actualizadas relacionadas con la obesidad. Las caracteristicas
de los SNP seleccionados se resumen en la tabla 12.

Tabla 12. Resumen de los aspectos de los SNP seleccionados asociados a la variabilidad

del IMC en la poblacién espafiola (n = 101).

Frecuencias alélicas
Nombre SNP Posicion Alelo de Frecuencia (N)*

Gen Cromosomica referencia/Alelo de Alelo de Alelo
GRCh38.p13 alternativo genotipo referencia menor
(N)* (FAM)

r$9939609 chrlé: T/A TT:0439  0.626  0.374 (80)
53786615 (47) (134)
AT: 0.374
(40)
AA: 0.187
(20)

rs9436303 chrl: A/G AA:0542 0710  0.290 (62)
65430991 (58) (152)
AG: 0.336
(36)
GG: 0.121
(13)

*Las frecuencias genotipicas y alélicas establecidas para la poblacion espafiola se tomaron de la base de
datos Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html)
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En la siguiente tabla 13 se muestran las caracteristicas de la poblacion para este
estudio que es una submuestra procedente de los participantes de la tabla 1. Los sujetos
presentaron una edad media de 20,3 afios. La media (DE) del IMC fue de 24,66 kg/m2
(5,24), y la mayoria de los participantes (58,5%) se clasificaron dentro del grupo de
normopeso y el 38,3% desarrollaron sobrepeso u obesidad, respectivamente. En cuanto
a la exposicion dietética estimada a bisfenoles y parabenos, los valores medianos fueron

99,9y 242,4 ng/kg peso/dia, respectivamente.

Tabla 13. Caracteristicas generales de la submuestra poblacional para el estudio

genético.
N Media DE % Mediana RIQ

Edad (afios) 101 20,3 3,0
Peso (Kg) 101 69,7 17,1
Talla (m) 101 1,7 0,1
IMC categorizado* 101 24,66 5,24

Bajopeso 3 3,2

Normopeso 55 58,5

Sobrepeso 20 21,3

Obesidad 16 17,0
IMC (kg/m?) 101 22,9 21,3-26,9
Bisfenoles (ng/dia) 101 6874,0 4039,6-8997,9
Bisfenoles (ng/kg
peso/dia) 101 99,9 63,4-156,5
Parabenos (ng/dia) 101 16867,3 11152-3-25753,3
Parabenos (ng/kg
peso/dia) 101 242,4 168,3-377,4

E: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; pc: peso corporal; RIQ: rango intercuartilico.
*p < 0,001 para distribucién de grupos de IMC (prueba Chi-cuadrado).

Como ya se ha comentado anteriormente, se han detectado bisfenoles y parabenos en
multiples muestras de alimentos por su capacidad de migrar del envase, por lo que se
puede calcular su ingesta diaria total (Galvez-Ontiveros et al., 2021). En nuestra
poblacion de estudio, la dosis de exposicion dietética diaria estimada para bisfenoles y

parabenos fue de 99,9 ng/kg peso/dia y 242,4 ng/kg peso/dia, respectivamente.
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Aunque el valor de ingesta de parabenos fue menor, la ingesta de bisfenoles fue
superior al obtenido por el grupo de Liao (2013b, 2013c) entre los adolescentes (63,6
ng/kg peso/dia para bisfenoles y 273 ng/kg peso/dia para parabenos) y adultos (58,6
ng/kg peso/dia para bisfenoles y 307 ng/kg peso/dia para parabenos) de los Estados
Unidos. Por el contrario, otros estudios realizados en participantes chinos obtuvieron
mayores concentraciones de exposicion de aproximadamente 1000 ng/kg peso/dia para
parabenos y entre 250 y 400 ng/kg peso/dia para bisfenoles (Liao et al., 2013a; Yao et al.
al.,, 2020). Sin embargo, nuestros valores de ingesta estimados no excedieron el limite de
10 mg/kg peso/dia y 4 mg/kg peso/dia establecidos por la EFSA para parabenos y
bisfenoles, respectivamente (EFSA, 2004, EFSA Panel on Food Contact Materials,

Enzymes, Saborizantes y Coadyuvantes de Procesamiento (CEF), 2015).

7.5.1. Asociacion de variantes FTO y LEPR con la variabilidad del IMC

Con respecto a la asociacion de las variantes FTO y LEPR con la variabilidad del
IMC. Cada SNP tiene tres genotipos que corresponden a homocigotos para el alelo de
referencia, heterocigotos y homocigotos para el alelo polimdrfico (tabla 14). El genotipo
mas comun fue AT (52,5%) para rs9939609 (FTO) y AA (49,5%) para rs9436303 (LEPR)
en el presente estudio. Y las frecuencias de los alelos menores A y G de rs9939609 y
rs9436303, respectivamente, fueron 0,42 y 0,29. Las frecuencias de los genotipos se
distribuyeron de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05 mediante la
prueba de chi-cuadrado).

Tabla 14. Frecuencias genotipicas y alélicas de variantes FTO y LEPR en todos los

sujetos (n =101).

Genes Polimorfismo Genotipo N (%) Alelo N (%) Valor de HWE

p
FTO 159939609 TT 323L7) T 117 (57.9) 0.442
AT 53(52.5) A 85(42.1)
AA 16 (15.8)
LEPR  rs9436303 AA 50 (49.5) A 143 (70.8) 0.767
AG 43(42.6) G 59(29.2)
GG 8(7.9)

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg por prueba de chi-cuadrado.
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El grupo de Frayling (2007) informaron por primera vez que el polimorfismo
rs9939609 (T/A) localizado en el gen FTO estaba asociado con la obesidad. Encontraron
que el 16% de la poblacion adulta eran portadores homocigdticos del alelo A de riesgo y
tenian mayores probabilidades de sobrepeso (OR 1,38, p 4 10—11) y obesidad (OR 1,67,
p 4 10—14). Posteriormente, otros estudios han apoyado la asociaciéon entre rs9939609
AT/AA ylaobesidad a lo largo de la infancia, la adolescencia y la adultez temprana (da
Fonseca et al., 2019; Leonska-- Duniec et al., 2018; Liu et al., 2013; Quan et al., 2015; Yang
et al. al., 2014).

Por el contrario, en este trabajo, el 15,8% de los participantes result6 homocigoto AA,
pero no se relaciond con una variacion relevante del IMC. Estos resultados podrian

mejorarse cuando se analiza una cohorte amplia.

La leptina, en ausencia de factores de riesgo, se une a sus receptores hipotalamicos
suprimiendo el deseo de comer y regulando el balance energético conduciendo al
correcto mantenimiento del peso corporal. Por esta razon, las alteraciones genéticas en
los genes LEP y LEPR conducen a un aumento de peso corporal que, en consecuencia,
se traduce en el desarrollo de obesidad. Sin embargo, hasta la fecha, pocos estudios se
han centrado en examinar la contribucion de los polimorfismos LEPR, en particular
rs9436303 (A/G), a la aparicion de obesidad (Alves et al., 2019; Olza et al., 2017).
Adicionalmente, considerando que FTO juega un papel importante en el control de
regulacion de la ingesta de alimentos, se han demostrado alteraciones en los niveles de

leptina sérica por el SNP rs9939609 (Genis-Mendoza et al., 2020; Labayen et al., 2011).

De acuerdo con los resultados que se muestran en la tabla 15, los individuos con
genotipos LEPR rs9436303 AG/GG tenian un IMC significativamente mayor que los
portadores homocigoticos para el alelo A de referencia (p = 0,033) en el modelo genético
dominante. Se identificaron variaciones de IMC no significativas entre los genotipos

FTO.
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Tabla 15. Valores medios de IMC para cada variante genética.

Mediana RIQ p?
TT 22,23 16,66 — 27,80
AT 23,26 17,22 - 29,30 0,575
AA 23,90 13,01 - 34,79
Modelo dominante
TT 22,23 16,66 — 27,80 0.380
AT + AA 23,26 17,41 -29,11 !
Modelo recesivo
TT + AT 22,67 16,98 — 28,36 0.414
AA 23,90 13,01 - 34,79 !
T 22,43 16,71 - 28,15 0,312
A 23,24 17,27 - 29,21
AA 22,36 17,03 - 27,69
AG 25,69 17,79 — 33,59 0,099
GG 22,97 10,63 - 35,31
Modelo dominante
AA 22,36 17,03 - 27,69 0.033
AG+GG 25,08 16,73 — 33,43 !
Modelo recesivo
AA + AG 22,85 17,28 — 28,42
GG 22,97 10,63 — 35,31 0,635
A 22,57 17,38 — 27,76 0,134
G 24,00 15,06 — 32,94

IMC: indice de masa corporal; RIQ: rango intercuartilico. @ Prueba de Man-Whitney;
b Prueba de Kruskal-Wallis.
Los valores de p significativos inferiores a 0,05 se indican en negrita.

En el presente estudio se incluyeron un total de 101 adolescentes y adultos jovenes
espafioles con edades comprendidas entre los 16 y los 24 afios. Entre ellos, encontramos
asociaciones significativas entre los genotipos LEPR 1rs9436303 AG/GG y valores
aumentados de IMC en participantes que han estado expuestos a niveles mas altos de
bisfenoles y parabenos. Este efecto combinado de la exposicidon dietética a fenoles y
polimorfismos endocrinos no se ha investigado previamente en la variabilidad del IMC

y, en consecuencia, en el exceso de peso asociado a la obesidad.
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Los modelos de regresion lineal (tabla 16) mostraron un aumento significativo del
valor del IMC en los portadores de LEPR rs9436303 AG (exp () = 1,25, intervalo de
confianza (IC) del 95 %: 1,04-1,51, p = 0,019) en comparacion con los participantes
homocigotos para el alelo A. Esta importancia se mantuvo en el modelo dominante
(exp (B)=1,27,IC 95 %: 1,06-1,51, p = 0,010). Luego, cada alelo G de riesgo tuvo un gran
impacto en las medidas del IMC (exp (3) = 1,20, IC del 95 %: 1,04-1,38, p = 0,011).

Se observaron diferencias de IMC no significativas entre los individuos con genotipos

FTO 159939609.

Tabla 16. Asociaciones entre variantes genéticas e IMC.

B* Exp (B) 95% IC p
10 st 5 T

AT 0,03 1,06 0,86-1,31 0,581
AA 0,07 1,18 0,87-1,59 0,287
TT vs AT + AA (Dom) 0,03 1,08 0,88-1,32 0,445
TT + AT vs AA (Rec) 0,05 1,13 0,87-1,47 0,359
Ref, Tvs A 0,03 1,07 0,94 -1,22 0,320
AG 0,10 1,25 1,04-1,51 0,019
GG 0,13 1,34 0,96 - 1,87 0,081
AA vs AG + GG (Dom) 0,10 1,27 1,06 - 1,51 0,010
AA + AG vs GG (Rec) 0,08 1,22 0,87 -1,69 0,242
Ref, A vs G 0,08 1,20 1,04-1,38 0,011

IC: intervalo de confianza referido a exp (); valores de p ajustados por edad y sexo; Ref: categoria de
referencia; Dom (modelo dominante); Rec (modelo recesivo). *El IMC se transformé logaritmicamente y se
incluy6 como variable dependiente en el modelo de regresién multiple.

Los valores de p significativos inferiores a 0,05 estan indicados en negrita.

Observamos que los portadores del alelo G polimorfico LEPR rs9436303 realizaron
aumentos significativos en el IMC. De acuerdo con este resultado, el grupo de Olza
(2017) identificaron por primera vez un mayor riesgo de obesidad para esta variante en
nifos espafioles (OR 1,36, IC 95%: 1,02-1,81, p 0,036). Posteriormente, Alves y sus

colaboradores (2019) también evidenciaron una fuerte asociaciéon con un mayor IMC.
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En la tabla 17, se muestran las diferencias no significativas observadas entre la
distribucion del genotipo y las frecuencias alélicas de rs9939609 y rs9436303 segtn la

exposicion alimentaria baja y alta a bisfenoles y parabenos.

Tabla 17. Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas de variantes genéticas

segin mediana de exposicion a bisfenol y parabenos (n = 101).

Bisfenoles Parabenos
Baja exposicion Alta exposicion Baja exposicion Alta exposicion
(%) (%) P (%) (%)
FTO rs9939609
TT 34,0 34,0 34,0 34,0
AT 48,9 53,2 0,832a 46,8 55,3 0,478
AA 17,0 12,8 19,2 10,6
Modelo dominante
TT 34,0 34,0 . 34,0 34,0 .
AT+ AA 66,0 66,0 1,000 66,0 66,0 1,000
Modelo recesivo
TT + AT 83,0 87,2 . 80,6 89,4 .
AA 17,0 12,8 0,562 19,2 10,6 0,247
T 58,5 60,6 . 57,4 61,7 .
A 41,5 39,4 0,766 42,6 38,3 0,552
LEPR rs9436303
AA 48,9 55,3 46,8 57,5
AG 42,6 36,2 0,808 46,8 31,9 0,3112
GG 8,5 8,5 6,4 10,6
Modelo dominante
AA 48,9 55,3 . 46,8 57,4 .
AG+ GG 51,1 44,7 0,536 53,2 42,6 0,302
Modelo recesivo
AA + AG 91,5 91,5 93,6 89,4
7 7 b 4 7 714b
GG 8,5 8,5 1,000 6,4 10,6 0,
A 70,2 73,4 70,2 73,4
’ ’ D7a ’ ’ , 27a
G 29.8 26.6 06 29.8 26.6 0,6

Bisfenoles: exposicion baja (< mediana: 99,9 ng/ kg bw/dia); alta exposicion (= 99,9 ng/ kg bw/dia). Parabenos:
exposicion baja (< mediana: 242,4 ng/ kg bw/dia); alta exposicion (> 242,4 ng/ kg bw/dia).
a Prueba de Chi-cuadrado; b Prueba de Fisher.
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7.5.2. Asociacion entre variantes genéticas y baja y alta exposicion a

bisfenoles y parabenos en la variabilidad del IMC

Para evaluar las influencias de los polimorfismos genéticos y el IMC segun la
exposicion dietética a bisfenoles y parabenos, estimamos la contribucién independiente
del genotipo heterocigoto y homocigoto con respecto al genotipo de tipo salvaje en
participantes expuestos a concentraciones medias bajas y altas de bisfenoles (< 99,9, y
> 99,9 ng/kg peso/dia, respectivamente) y parabenos (< 242,4 y > 242,4 ng/kg peso/dia,
respectivamente). Centrandonos en la figura 15 y tabla S1, que se encuentra anexada,
encontramos que los sujetos con genotipo AG en LEPR rs9436303 y una alta exposicion
al bisfenol en la dieta tenian un IMC significativamente mas alto en el limite (exp () =
1,31, IC del 95 %: 0,99 — 1,74, p = 0,061). La significacion estadistica se alcanzd en el
modelo dominante (exp () = 1,34, IC 95%: 1,03 — 1,76, p = 0,031). Teniendo en cuenta la
contribucién por alelo, cada alelo G de riesgo contribuyd significativamente a una mayor

frecuencia de aumento del IMC (exp () = 1,27, IC del 95%: 1,03 - 1,57, p = 0,024).

Figura 15. Asociacion entre variantes genéticas e IMC segiin mediana de bisfenoles

b) estimada.
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a) FTO 159939609; b) LEPR 1s94366303. ORa: razén de probabilidad ajustada por edad y género. Exposicién
baja: < 99,9 ng/kg peso/dia; alta exposicion: > 99,9 ng/kg peso/dia.
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En el caso de alta exposiciéon a parabenos (figura 16 y tabla S2 anexada), los
participantes homocigotos para el alelo rs9436303 G tuvieron una mayor frecuencia para
obtener un IMC mas alto (exp (3) = 1.67, IC 95%: 1.07 — 2.59, p = 0,025) en comparacion
con los que heredan dos alelos A de referencia. Ademas, encontramos significacion
estadistica en el modelo genético dominante en el que los genotipos rs9436303 AG/GG
en comparacion con AA se correspondian con aumentos en el IMC (exp () = 1,37, IC del
95 %: 1,04 - 1,82, p =0,028). De la misma forma, cada copia del alelo G se asocié de forma

positiva y significativa con un mayor IMC (exp () = 1,33, IC 95%: 1,08 — 1,63, p = 0,009).

Fig. 16. Asociacidon entre variantes genéticas e IMC segtin medianas estimadas de

parabenos.
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a) FTO rs9939609; b) LEPR rs94366303. ORa: razén de probabilidad ajustada por edad y género. Exposicion
baja: < 242,4 ng/kg peso/dia; alta exposicion: > 242,4 ng/kg peso/dia.

Con respecto a la variante FTO rs9939609, no detectamos asociaciones consistentes con

cambios en el IMC en poblacion altamente expuesta a bisfenoles y parabenos.
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En relacion con la exposicion, encontramos que las personas altamente expuestas a
bisfenoles y parabenos y portadoras del alelo G de riesgo en LEPR rs9436303 tenian una
probabilidad significativamente mayor de experimentar un IMC elevado. Solo unos
pocos estudios recientes han evaluado el impacto de los SNP en la asociacion entre BPA
y problemas de salud (disfunciéon hepatica, asma, hipospadias y cancer de pulmodn)
(Ramirez et al., 2021). Aqui, planteamos la hipdtesis de que las variaciones en las
medidas del IMC resultan del efecto aditivo entre la exposicion dietética y la variante
LEPR; es decir, por un lado, el polimorfismo LEPR podria interrumpir la via de
sefializacion de la leptina que conduce a la resistencia a la leptina, y por otro lado, que
los DE interrumpen la funcion de los adipocitos. Se ha demostrado que la senalizacion
y los niveles séricos de leptina y adiponectina se alteran tras la exposicion a bisfenoles y
parabenos (Hu et al., 2016; Lee et al., 2019; Marraudino et al. al., 2019; ul Haq et al., 2020).
Entonces, la combinacion del factor genético y ambiental podria inducir resistencia a la

leptina e insulina, causando aumentos en el peso corporal y el consiguiente riesgo de

obesidad.
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8. CONCLUSIONES

1. Los resultados han mostrado diferencias relacionadas con el género en la
asociacion entre la exposicion al BPA y la obesidad indicando diferencias en la
exposicion dietética al bisfenol entre nifias y nifios, esas diferencias de género
observadas pueden explicarse por sus diferentes preferencias alimentarias. Sin
embargo, se encontré un mayor riesgo de exposicion dietética entre los nifios solo
para BPS, pero no para BPA donde el riesgo de exposicion es similar entre los

géneros.

2. Los datos de este trabajo indican diferencias en la exposicion dietética a los
bisfenoles entre ninas encontrandose diferencias relacionadas con la edad, siendo
las chicas menores de 14 anos las que tienen un mayor riesgo de exposicion a

bisfenoles totales y BPS.

3. El andlisis mostrd diferencias de género entre chicos y chicas adolescentes con
respecto a los factores que predicen una ingesta alta de parabenos, siendo los
nifnos los que tienen un mayor riesgo de exposicion dietética alta a parabenos
totales, BuP y PrP. Mientras que las nifias de 14 afios o menos tenian mayor

probabilidad de tener una ingesta total alta de parabenos.

4. Se ha demostrado una asociacion positiva entre exposicion dietética a parabenos
y sobrepeso/obesidad en nifias de entre 12- 16 afios. Estos resultados representan
el problema de salud que supone la exposicion a estos compuestos en esta

poblacidn.

5. Existe asociacion positiva encontrada entre la exposicion dietética a bisfenoles y
parabenos y el IMC en la presente muestra de adolescentes puede sugerir que la
exposicion incluso a niveles relativamente bajos podria estar relacionada con
efectos sobre la salud como la obesidad, es por ello que no se debe ignorar el

papel obesdgeno de estos DE.
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6. Los datos presentados muestran que el efecto proliferativo de los BP totales y
EtilPB para los nifios y el efecto proliferativo de ButilPB para las ninas fueron

factores que influyeron significativamente en el sobrepeso y la obesidad.

7. Se han observado interacciones entre la variante LEPR y el consumo dietético de
bisfenoles y parabenos que conducen a una mayor frecuencia de aumento del

IMC, lo que sugiere un efecto potencial en la obesidad.

8. Se propone que la variante del alelo G de LEPR rs9436303 contribuye

significativamente al aumento del IMC inducido por exposicion.

Conclusiéon general: Se requieren mas estudios epidemiologicos, toxicoldgicos y de
asociacion genética para investigar, por un lado, si la exposicion al bisfenol y parabenos
aumenta el riesgo de obesidad en este grupo de poblacion vulnerable teniendo en cuenta
las diferencias relacionadas con el género, idealmente utilizando un disefio longitudinal

e incluyendo mediciones en muestras bioldgicas.
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ANEXOS

Tabla S1. Ingesta media (DE) por grupos de alimentos expresada en g/dia.

Grupos de Poblacion total (n=200) Niios (n=105) Nifas (n=95) p
alimentos
Derivad

ervacos 25,31 (23,20) 23,52 (23,03) 27,28 (2335) 0,253
lacteos
Huevos 28,48 (23,55) 29,44 (26,62) 27,40 (19,71) 0,537
Carne 94,02 (64,03) 92,69 (71,87) 95,48 (54,40) 0,759
Pescado 12,14 (36,79) 10,82 (25,63) 13,60 (46,20) 0,595
Vegetales 155,93 (232,10) 162,84 (301,94) 148,29 (114,28) 0,659
Fruitas 167,02 (223,91) 147,95 (169,96) 188,10 (270,77) 0,206
Cereales 6,91 (10,57) 6,25 (8,35) 7,64 (12,59) 0,355
Pasteles 7,75 (11,77) 7,38 (11,94) 8,17 (11,64) 0,644
Varios 31,13 (44,60) 25,21 (24,10) 37,66 (59,04) 0,048

La tabla 1 muestra los productos alimenticios que mas contribuyeron a la exposicion
dietética a bisfenoles y parabenos en la poblacion del presente estudio. Muestra la
ingesta media de cada grupo de alimentos por parte de la poblacion total y cada género.
Se demostr6 que la ingesta de productos variados esta significativamente relacionada

con el género (p = 0,048), con una mayor ingesta en las nifias.
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Table S2. Productos incluidos en cada grupo de alimentos.

Grupos de
alimentos

Productos lacteso

Huevos
Carne cruda

Pescado

Vegetales

Frutas

Cereales

Pastelees

Varios

Productos incluidos

Queso semicurado
Babybel

Queso

Queso en loncas

Huevo
Pavo , mortadella

Marisco enlatado
Atan enlatado

Zanahoria y calabaza envasadas
Cebolla envasada
Champifiones envasados

Ajo picado congelado

Tomate crudo fresco
Tomate crudo envasado
Pimientos envasados

Esparragos y maiz enlatados
Perejil envasado, albahaca,
menta

Manzana, pera

Mango

Fruta en almibar
Arandanos congelados
Aceitunas

Pan de hamburguesa
Arroz para microondas
Tortitas de arroz inflado

Donuts, croissants, chocolate,
pasteles
Galletas caseras

Precocinados, pizza, patatas,
palomitas de maiz, bocaditos de
bolas de queso.

Embalaje

Plastico
Plastico
Plastico
Plastico

Plastico
y cartéon
Plastico

Lata
Lata

Plastico
Plastico
Plastico
Plastico

Sin embalaje
Plastico
Plastico

Lata
Pléastico

Plastico
Plastico
Lata

Plastico
Plastico

Plastico

Pléstico y cartéon
Plastico

Plastico
Plastico

Plastico
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Figura S1. Graficas de Bland-Altman de media y diferencia entre FFQ y recordatorio

de 24 horas para a) Energia, b) Proteinas, c) Carbohidratos, d) Grasa.
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Figura S2. Graficas de Bland-Altman de media y diferencia entre FFQ y recordatorio

de 24 horas para a) Calcio, b) Hierro, c) Fosforo, d) Riboflavina, e) Vitamina D y f)

Vitamina E.
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