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Introduccio

Introduccio

La ciencia per a mi ha estat sempre aquest desig de saber-ne més. Aixi doncs, volia
enfocar el meu treball a aquest ambit; perd com tots sabreu, aquest no és precisament
poc extens. Biologia general, genética, medicina, quimica, totes les ciéncies em
cridaven l'atencié. Cada setmana em plantejava temes nous, i tots em semblaven
interessants, perd potser massa repetitius o impossibles d'executar; no trobava un
terme mig, alld que fos “inédit” i que alhora em motivés per a realitzar-ne una recerca
exhaustiva.

Finalment, vaig trobar el tema adient, els interferents endocrins; era un tema que
englobava les meves expectatives tematiques, tot i que em semblava un tema bastant
allunyat del meu nivell, vaig decidir imposar-me el repte. Tractar un tema d'aquestes
caracteristiques, es faria feixuc, basicament perqué la majoria de gent no n'havia sentit
a parlar mai. En part, és per aquest aspecte que em semblava un tema interessant
sobre el qual realitzar una recerca, sobre el qual poder establir hipotesis, investigar-ne i

coneéixer-lo a fons; o almenys, intentar-ho.

Interferents endocrins: substancies que afecten el sistema hormonal; aquest era I'Unic
coneixement que tenia sobre el tema que havia de fer la recerca. Només n'havia llegit
uns quants articles; aixi doncs vaig comencar a recopilar informacio i vaig adonar-me
de que realment era un tema greu i preocupant en questions bioldgiques i quimiques, i

que hi havia els suficients casos estudiats per tal de poder elaborar un bon treball.

Pel que fa a la part practica del treball, volia que en tingués una estreta relacid, que
estudiés casos reals o una metodologia determinada que encaixés en el tema. Tant
material com conceptualment, no tenia les eines per assolir una experiéncia empirica
d'aquest tipus, aixi que vaig decidir que havia d'intentar per els mitjans que em fossin

possibles, contactar amb alguna persona relacionada amb aquest estudi, per tal que
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Introduccio

m'aconsellés sobre qué podia fer. Al CREAL (Centre de Recerca en Epidemiologia
Ambiental) i al CRG (Centre de Regulaci6 Gendmica) em van rebre amb les portes
obertes i van posar totes les seves eines i esforcos a la meva disposicié. Durant el mes
de juliol vaig realitzar una estada al PRBB (Parc de Recerca Biomédica de Barcelona)
on vaig tenir la sort de treballar en ambient cientific sobre el tema que m'interessava;
vaig viure l'esperit investigador en la meva pell. Vaig assistir a seminaris relacionats
amb temes diversos, vaig treballar al laboratori i conéixer el funcionament d'aquest
(aparells, extraccié de dades i investigadors), vaig llegir molts articles i vaig iniciar-me
en l'estadistica. Es pot dir, doncs, que havia experimentat la ciéncia des de diferents
punts de vista, i aquest fet em seria molt util de cara al meu futur professional i alhora
de redactar el treball. Tenia el tema, la informacio teodrica i empirica, calia aixi, donar-li

forma a tot plegat.



Hipotesi de treball

1 Hipotesi de treball

La hipotesi d'aquest treball és si determinades substancies que es troben en el medi
ambient per determinades circumstancies (sintetitzades o derivades de processos

industrials), afecten negativament la salut de la poblacid.

Com que es tracta d'un camp molt ampli, m'he fixat en una substancia concreta, el p,p'-
DDE (diclorodifenildicloroetile), un derivat del DDT (diclorodifeniltricloroeta), i en la seva
afectacid en el pes al néixer dels nadons d'un determinat grup poblacional exposat a

aquesta substancia; tenint en compte la codificacio genética dels individus.



Sistema endocri

2 Sistema endocri

El sistema endocri és el conjunt d'érgans especialitzats que s'encarrega de regular una
gran quantitat de funcions del nostre cos, com el creixement, la funcié dels teixits o el
metabolisme; mitjancant la sintesi i la secrecid a la sang d'unes substancies
especifiques anomenades hormones. Globalment, aquestes substancies arriben,
gracies al torrent sanguini, als anomenats organs diana, sobre els quals
desencadenaran una determinada accié. Aixi, el sistema esta format per glandules i
cadascuna d'elles elabora unes hormones determinades que provoquen accions
especifiques sobre el teixit receptor. Actua com una xarxa de comunicacio cel-lular que

respon als estimuls alliberant hormones.

El sistema endocri és I'encarregat de la coordinacié del metabolisme en els mamifers.
Les ceél-lules individuals d'un teixit detecten un canvi en l'entorn de l'organisme i
responen segregant un missatger quimic que passa a una altra cél-lula, on s'uneix a

una moléecula receptora i desencadena un canvi en la seguent cél-lula.

Les transduccions de senyals son extraordinariament especifiques i sensibles. Cada
tipus de cél-lula té el seu propi ventall de receptors hormonals, que defineixen la gama
de la seva resposta hormonal. L'especificitat de I'accié hormonal és consequéncia de la
complementarietat estructural entre 'hormona i el seu receptor; aquesta interaccio és
molt selectiva, tant que hormones estructuralment similars tenen efectes diferents.
L'elevada afinitat d'aquesta interaccié fa possible que les cél-lules responguin a
concentracions molt baixes d'hormones, la qual cosa comporta que la interferencia

pugui causar-se per concentracions igual de baixes.

Cal destacar per la rellevancia en aquest treball que les hormones, a més de dirigir i

regular el nostre cos, tenen una gran importancia en el creixement de I'embrio.



Sistema endocri

Els problemes que poden sorgir a partir d'un error en el sistema pot comportar greus
repercussions en l'organisme, desenvolupant-se aixi malalties com el gegantisme, la
diabetis, I'hipertiroidisme, o determinats cancers, que poden causar la mort de

I'individu.
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3 Interferents endocrins

Alguns efectes adversos sobre la salut humana observats recentment podrien trobar
una explicacié en I'exposicio a substancies quimiques amb capacitat d'alterar I'equilibri
hormonal i, en consequéncia, contribuir a l'increment de determinats tipus de tumors,
malformacions i disfuncions de l'aparell reproductor, aixi com el fracas en la resposta
immune o algunes formes de neurotoxicitat. L'evidéncia d'aquesta relacio,
documentada per exemple en algunes especies salvatges, ha donat peu a la hipotesi

de la interferéncia endocrina.

3.1 Terme

Un interferent endocri (Endocrine Disrupting Chemicals, EDCs) és una substancia
quimica exdgena capag¢ d'alterar l'equilibri hormonal, podent aixi provocar efectes
adversos sobre la salut d'una de les persones exposades, animals o en els seus
descendents. Aquestes substancies poden ser la causa de perjudicis per a la salut com
el cancer, alteracions del comportament i anomalies reproductives.

No va ser fins al 1991, en una conferéncia organitzada per la Dra. Theo Colborn, que
es va proposar el terme interferents endocrins per anomenar aquest tipus de

substancies.

Aquest és un problema de salud mediambiental que questiona els paradigmes en que
es fonamenta el control i la regulacio de la utilitzacié dels compostos quimics, basats
en l'estudi toxicoldgic per similitud quimica i efectes perjudicials, i que suggereix que
alguns dels contaminants ambientals, introduits mitjangant I'activitat humana, es
comportin com hormones (o I'efecte contrari), alterin I'homedstasi hormonal i originin un
desequilibri en el balang¢ de determinades hormones (produccio, alliberament,

transport, metabolisme, unid, accio biologica, etc.).
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Els interferents endocrins engloben un grup de substancies quimiques d'origen,
estructura i utilitat molt diversa. En algunes ocasions, es tracta de compostos als que
els assajos habituals de toxicitat no havien atribuit cap efecte important. A més, molts
d'ells presenten gran estabilitat i inércia per a reaccionar quimicament, és per aixd que
reuneixen les caracteristiques Optimes per a haver estat, i ser, empleats en grans
quantitats i amb gran llibertat sense protecci6 mediambiental especial. En altres
ocasions, es tracta de compostos coneguts per la seva bioacumulacié i la seva
persisténcia en les cadenes trofiques, com és el cas dels POPs (Persistent Organic
Pollutants) o contaminants organics persistents, sobre els quals s'han anat establint

mesures de control adequades.

L'atribucid6 d'una anomalia del sistema endocri a una substancia d'aquestes
caracteristiques és extremadament dificil; ja que en el funcionament d'aquest hi
intervenen molts factors, no només les substancies que en puguin alterar el seu

funcionament.

Posteriorment, el Comité d'Experts per a Toxicologia i Ecotoxicologia i Mediambient de
la Unié Europea afirmava que la interferéncia endocrina no és un efecte toxicologic en
si, com pugui ser el cancer o l'al-lérgia, siné una alteracié de l'equilibri hormonal que

pot, o no, conduit a una alteracié patologica.

3.2 Presagis

Des de mitjans del segle passat, bidlegs i naturistes han anat documentant estranys i
desconcertants problemes que patien animals de zones del mén totalment diferents,
aparentment sense cap tipus de connexié els uns amb els altres. Aquests problemes
incloien la pérdua de la capacitat reproductora, mortalitats massives, deformacions en
organs reproductors, aparici6 de tumors, comportaments sexuals andomals i la
disminucié del sistema immunolodgic, entre d'altres. Alguns d'aquests problemes

apareixien també en humans.
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Al 1952, es va documentar la pérdua de l'instint natural d'aparellament i de cria en el
pigarg america, I'unica espécie d'aguila exclusiva d'América del Nord, de Florida (EUA),
determinant que un 80% de les aguiles eren estérils. A finals del 1950 les lludries
practicament van desapareixer dels llacs d'Anglaterra.

A mitjans dels anys seixanta, les femelles de visdé de les granges properes al Llac
Michigan (EUA), no parien o perdien les seves cries al poc temps. El problema es va
relacionar amb la preséncia de bifenils policlorats (PCBs) en els peixos amb qué eren
alimentades.

L'any 1970, es va observar que el 80% dels pollets de gavines platejades, Larus
argentatus, del Llac Ontari (EUA), moria abans de sortir de I'ou i alguns presentaven
deformitats molt similars a les observades en pollets tractats amb dioxines en
experiments de laboratori. A principis dels 70, es va documentar que femelles de

gavina occidental del sud de California (EUA) formaven parella amb altres femelles.

A finals dels anys vuitanta, es va observar que només el 18% de caimans del Llac
Apopka de Florida (EUA) eren viables i, a més, la meitat de les cries morien abans de
que complissin els 10 dies de vida. El 60% dels mascles presentaven penis
anormalment petits, és a dir, caracters feminitzats. Les femelles adolescents
presentaven deformacions als ovaris i el seu nivell d'estrogens en sang era el doble del
normal. El cas és aquest, 10 anys abans s'havia produit un abocament incontrolat
d'insecticides formats per dicofol i diclorofeniltricloroeta (DDT) des d'una fabrica i havia
arribat al llac.

A principi dels 90 els dofins del mar Mediterrani van patir una mortalitat massiva
causada per una infeccid virica. Es va observar que els animals morts presentaven
concentracions de PCBs entre dos i tres vegades superiors a les dels animals sans. Als
90, a Anglaterra, s'observa la feminitzaci6 de peixos que vivien proxims a un
abocament provinent de les depuradores d'aigies municipals. Aquests peixos

presentaven anomalies que no es trobaven en peixos que vivien en altres trams del riu.
Es per aixd que es va sospitar que la causa podia estar relacionada amb la preséncia

d'unes substancies quimiques provinents de la degradacio de detergents i plastics, els

alquilfenols. Es va observar un cas similar en la no reproduccié dels musclos gallecs.
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La consciéncia de que determinats productes quimics ocasionaven danys hi era,
s'identificaven les substancies que causaven el problema i, fins i tot es feien hipotesis i
prediccions, perd calia encara lligar molts fils. Cientifiques com Rachel L. Carson i,
posteriorment, Theo Colburn, van exercir un paper molt important alhora de resoldre
aquest trencaclosques tan complex; el qual encara avui en dia s'esta lluitant per acabar
de resoldre. Tot i aixd, es va fer un gran pas alhora de trobar un punt comu entre la
multitud de problemes patits per espécies tan diferents, afectades per compostos

quimics, que no tenien res en comu i localitzades en llocs tan distants del planeta.

De tot aquell batibull d'informacié aparentment inconnexa, la Dra. Colburn , després de
la seva llarga i exhaustiva investigacié sobre el tema a tractar, va treure'n I'aigua clara.
Tots eren problemes relacionats amb funcions controlades per hormones. Totes
aquestes espécies animals patien alteracions en el funcionament del seu sistema
hormonal o endocri, ocasionat per la exposicié prenatal a determinades substancies

quimiques sintetiques.

Va ser, doncs, amb la publicaci6 de Silent Spring (1962) quan es va prendre
consciéncia de la importancia que havia assolit la utilitzacié i l'alliberament de
determinades substancies al nostre planeta; i no només aixo, sindé que ja es coneixien

alguns efectes devastadors que es relacionaven amb aquests compostos.
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4 Exposicié en humans

En humans, I'exposicio a interferents endocrins, és un fet ben demostrat, sobretot en
els compostos quimics mimetitzadors hormonals, que han captivat l'atencio dels
investigadors per les seves caracteristiques de lipofilitat i bioacumulacio, perd les
evidéncies d'associacid entre exposicid i malaltia han estat més reservades. S'han
anunciat algunes de les raons que dificulten I'establiment d'una relacié de causalitat
entre ambdos:

- La baixa poténcia hormonal dels compostos quimics considerats interferents, sobretot
quan es compara amb la poténcia de les hormones naturals

- El desconeixement absolut de I'efecte combinat d'aquestes substancies quimiques (si
ja n'és dificil la deteccioé i l'establiment d'una relacié causa-efecte amb una sola
substancia; amb la combinacié d'aquestes substancies apareixen combinacions
infinites i aix0 fa que es multipliqui el treball i els possibles efectes combinats que solen
ser més potents que la suma dels dos efectes)

- El desconeixement dels mecanismes d'accidé dels interferents sobre els diferents
organs diana (al que cal sumar el desconeixement en el funcionament del sistema
endocri en si)

- L'intent, freqUentment associat al fracas, d'associar exposicions a interferents amb
malalties de causa multifactorial, de presentacidé transgeneracional, manifestades, en
molts casos, en forma d'error funcional d'alguna activitat organica i de presentacio

tardana

Degut a que els nivells d'hormones circulants varien en funcié de l'edat, sexe o
temporalitat (moment precis en qué es dona la mesura), qualsevol intent d'estimacio
realista de les consequéncies d'exposicid als interferents cal que tingui present el patrd
hormonal de cada individu (tenint en compte una infinitat de parametres) i com petites
variacions de la normalitat d'aquest, poden afectar a la funcionalitat del sistema en la

seva totalitat.
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Es per aquesta rad que cal evidenciar la distincié entre interferents endocrins i
interferents endocrins potencials, utilitzant aquesta segona accepcid a aquells
compostos quimics dels quals en manca informacio sobre els efectes in vivo, tot i que
la seva activitat hormonal en assajos in vitro aixi ho indiqui. D'aquesta manera, un
interferent endocri no és nomenat d'aquesta manera fins que no s'ha evidenciat en

I'animal intacte, que tingui una activitat com a tal.

Els interferents endocrins sén un problema emergent de salud mediambiental que ha
guestionat alguns dels paradigmes en qué es fonamenten el control i la regulacié en
I'us dels compostos quimics. S'ha suggerit que els interferents hormonals presenten
caracteristiques particulars que els fan diferents a altre toxics mediambientals i que
condicionen qualsevol aproximacio a la relacié de causalitat buscada entre exposicio i
malaltia. Aquesta forma especial de toxicitat podria relacionar-se amb les seguents
caracteristiques:

- El moment de l'exposicid és decisiu per a determinar el caracter, la gravetat i la
evolucio posterior del efecte. Els efectes sén diferents sobre I'embrid, el fetus,
l'organisme perinatal o I'adult. Si actuen durant un periode critic caracteritzat per una
diferenciacio cel-lular o per organogeénesi, les lesions poden ser irreversibles.

- Els efectes poden no apareixer en el moment de I'exposicio. Les consequéncies es
manifesten amb major freqiéncia en la generacido seguent que en el progenitor
exposat. L'exposicié embrionaria pot tenir consequéncies que no s'evidenciin fins a la
maduresa de l'individu. ElI desenvolupament anormal no s'expressa necessariament al
naixement; els seus efectes poden romandre latents durant anys, o fer-se patents en la
descendéncia en lloc dels individus exposats.

- No existeix un nivell de concentracié precis per al desenvolupament de l'efecte
toxicologic, o almenys, aquest nivell de concentracié és molt inferior al reconegut com a
limit de seguretat per a altres aspectes toxicologics diferents de la interferencia
endocrina.

- Es possible I'accié combinada d'interferents endocrins que poden adquirir, en actuar

conjuntament, un efecte paradoxal; ja sigui sinérgic, antagonic o simplement additiu.
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Aixi, globalment, alguns dels efectes documentats derivats de I'exposicio a interferents
son, entre d'altres, els seguents: en dones exposades, cancer de mama, endometriosi,
mort embrionaria i fetal, malformacions en la descendéncia; en homes exposats,
cancer de testicular, cancer de prostata, reduccié del recompte espermatic; en filles de
persones exposades, pubertat precog, cancer vaginal, major incidencia de cancers,
deformacions en organs reproductors, problemes en el desenvolupament del sistema
nervios central, baix per al néixer, hiperactivitat, disminucié del coeficient intel-lectual,
en fills de persones exposades, criptorquidia, hipospadies, reduccié del recompte
espermatic, disminucié del nivell de testosterona, baix pes al néixer, hiperactivitat,

problemes d'aprenentatge, disminucié del coeficient intel-lectual, danys neurologics.

4.1 Experiment massiu

Cal destacar un dels tragics episodis de la historia médica, que demostren que els
éssers humans son vulnerables als compostos sintétics que trastornen I'accid
hormonal, i confirmen que estudis realitzats amb animals, in vitro, han de servir
d'advertencia contra els perills que amenacen als humans.

Els anys trenta ja s'havia demostrat que l'alteracié dels nivells hormonals durant
I'embaras era molt perillosa, sobre tot per al fetus que desenvolupava un rapid
creixement en l'uter.

Al 1938 va sintetitzar-se un compost que actuava sobre l'organisme de la mateixa
manera que l'estrogen natural. Aquest compost, el dietilestrilbestrol o DES, era descrit
com un medicament meravelldés amb multitud d'aplicacions possibles. Quasi
immediatament, els investigadors comengaren a administrar DES a dones que patien
problemes durant lI'embaras, convencuts de que un nivell insuficient d'estrogen
provocaria avortaments i parts prematurs. Es va dur a terme un experiment massiu
amb éssers humans que va arribar a afectar a uns cinc milions de dones
embarassades en Estats Units, Ameérica Llatina i altres parts del mén.

Durant les décades seglients, els metges no només receptaven DES per a evitar
avortaments, sind que el van comencar a recomanar-lo en embarassos sense
problemes, per a suprimir la produccié de llet després del part, per a alleujar

simptomes de la menopausa, per a tractar I'acne, el cancer de prostata, la gonorrea
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infantil, com a anticonceptiu “del dia després” i fins i tot per a aturar el creixement de

les adolescents que creixien més que el que dictava la moda.

El periode de postguerra va ser una época d'optimisme prometedor, en la que tothom,
des dels metges fins als agricultors, adoptava amb entusiasme noves tecnologies
“miraculoses”.

Els experiments amb rates que ja avangaven possibles desastres, van ser vistos com a

anomalies que només succeirien en rosegadors.

Els efectes del DES no eren visibles en les mares tractades, sind que s'evidenciaven
en la segona generacio. Aquest compost causava cancer vaginal, anormalitats en el
teixit de la vagina, greus deformacions en el conducte reproductor, possibilitat de patir
embarassos ectopics i avortaments prematurs, en dones i, per exemple, testicles no
descendits, la conservacido de parts del sistema reproductor femeni, espermatozous
anormals, trastorns en el sistema immunitari, quists a I'epididim, en homes.

El moment de la exposicio a la substancia sembla ser més important que la dosi. Altres
estudis confirmen que el compost no només actua en el tracte reproductor, siné que
també sobre altres parts de I'embrié en desenvolupament, com el cervell, la glandula
pituitaria, les glandules mamaries i el sistema, provocant canvis permanents en totes
elles.

Els efectes del DES en el desenvolupament, van deixar clar que el cos huma pot

confondre una substancia artificial amb una hormona.

Medicaments i altres substancies que gairebé no tenen efecte sobre els adults, poden
provocar greus danys permanents a un nadd durant el seu rapid procés de

desenvolupament prenatal.

4.2 Mecanismes d'interferencia

Encara avui és un misteri la rad per la qual una hormona i una altra substancia; sent
estructuralment diferents, poden, per exemple, exercir la mateixa accidé sobre una
cél-lula.

Aquests compostos quimics tenen mecanismes d'interferéncia diferents:
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— Poden mimetitzar I'activitat bioldgica d'una hormona enddgena, unint-se a un
receptor cel-lular (efecte agonista).

— Poden unir-se a un receptor sense activar-lo, prevenint o impedint que ho facin
les hormones naturals (efecte antagonista).

— Poden alterar els nivells d'hormones presents en el flux sanguini, interferint amb
les proteines de transport.

— Poden interferir en els processos metabdlics de I'organisme, afectant la sintesi o
la lisi de les hormones.

— Poden modificar I'activitat transcripcional dels gens relacionats amb hormones i

receptors.

4.3 Evidéncies cientifiques de l'associacio entre efectes en la salut i

factors ambientals

En éssers humans, la interferéncia endocrina s'associa a alguns canvis aparents de
caracter perjudicial, que s'han produit en els patrons de salut humana, a escala
mundial, en les ultimes décades. Aquests efectes inclouen el descens en els nivells
d'espermatozous, increment en les malformacions congénites en nens (hipospadies i
criptorquidies), cancer relacionat amb disfuncions hormonals (de mama i d'ovari en
dones, i testicular i de prostata en homes). També s'ha detectat un avang en la pubertat
d'adolescents que viuen en arees contaminades i trastorns en el desenvolupament

neurologic i conductiu.

Aquests efectes s'han observat sense que s'hagi pogut establir de forma clara una
relacio causal entre l'exposicid a EDCs i les patologies descrites. Una de les majors
dificultats és la correcta avaluacid de l'exposicio, ja que cal tenir en compte la
intervencié de diversos factors externs. Tot i aix0, cal també considerar que en la
deteccié de l'activitat interferent en compostos quimics només s'han desenvolupat
assajos per a comprovar activitat hormonal androgénica i estrogénica, perd no hi ha
assajos harmonitzats per a la identificacid d'altres efectes interferents. També cal
exercir importancia en el fet que, els estudis dels efectes adversos sobre la salut o el
medi ambient generats per exposicidé a compostos quimics, en general, es realitzen

sobre compostos especifics, ja que hi ha una manca en el desenvolupament de tests
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que tinguin en compte la multiexposicié a baixes dosis de diferents compostos quimics

de forma simultania.

4.4 Exposicio infantil a interferents endocrins

Gairebé tots els nounats en qualsevol lloc del mén presenten nivells detectables de
compostos organics persistents. L'Us local d'aquests quimics té efectes globals que
poden arribar a ser més intensos en zones allunyades que no pas on s'han fet servir.
Els nens s6n més vulnerables a I'entorn que els adults, ja que la majoria dels seus
sistemes estan en formacié.

Els factors d'origen de moltes malalties croniques s‘acumulen en I'organisme des de les
primeres etapes de a vida, i tot el que ens passa en les etapes embrionaria i fetal és
d'importancia vital. Aixi, hi ha un bon nombre de malalties en la infancia associades
amb un entorn contaminat. La contaminacié ambiental contribueix a afectar el

desenvolupament, en diferents ambits, dels infants.

L'exposicid infantil a compostos hormonalment actius troba en I'etapa intrauterina una
de les seves fases més critiques. Esta ben documentada la mobilitzacié de greix
corporal matern que té lloc durant I'embaras. Aixd suposa un important alliberament a
la sang de compostos que la mare ha acumulat en el seu teixit adipds, fonamentalment
degut a la solubilitat i a la persisténcia d'aquests, anys d'exposicié a través de diverses
fonts: alimentaria, ambiental, laboral, etc. A través de la placenta el fetus s'impregna de
I'exposicid historica de la mare a aquests compostos, que passen aixi a acumular-se en
el seu propi teixit adipds. Es per aixd que s'estan centrant investigacions i estudis en
aquest camp.

L'exposicio intrauterina, perinatal i post-natal s'ha denunciat freqiientment, sobretot per
a aquelles substancies que passen lliurement per la barrera placentaria o que sén
segregades en la secrecio lactia. Tot i que les consequencies a llarg plag d'aquesta
exposicio primerenca no sén ben conegudes, el cert és que les observacions
experimentals i les dades provinents del mén animal creen el clima apropiat per a

pensar que l'assumpte é€s, almenys, digne de ser estudiat en profunditat.
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5 Compostos com a interferents endocrins

Cada any es sintetitzen unes 50 substancies noves, consequentment, aquest fet fa
augmentar la llarga llista de compostos que actuen, o podrien actuar, com interferents
endocrins. Cal tenir en compte que, no només s'han de fer analisis toxicologiques, sind
que, com que sbén substancies que es troben en “quarantena” de ser interferents, cal
que s'efectuin diverses proves que determinin si la substancia afecta o no el sistema
endocri. Les substancies entre elles sén quimicament diferents, factor que, en comptes
d'acotar la regié de recerca, crea sospites en totes les substancies noves.

S'ha documentat la preséncia d'interferents endocrins en productes de neteja
(desinfectants, abrillantadors), de construccio (coles, plastics), d'us agricola (pesticides,
biocides) i com a consequéncia del seu Us es troben en éssers vius; entrant en
I'organisme mitjangant la inhalacio, la ingestié i el contacte.

Fins al moment s'han descrit més de deu grups de substancies sintétiques pertanyents
a diferents families quimiques, que es comporten en models animals com a interferents
endocrins i que potencialment s'acumulen en l'organisme huma. Principalment, es

tracta de:

1. Compostos organoclorats, com per exemple el DDT i els seus metabolits, dieldri,
clordecona, toxafé, endosulfa i metoxiclor. Els quatre primers sén plaguicides ja
prohibits en la major part dels paisos desenvolupats; I'endosulfa és un pesticida
encara en Us al Brasil, india i Australia.

2. Alguns bifenils policlorats (PCB), utilitzats fins fa poc en transformadors eléctrics,
com a olis refrigerants, i en altres aplicacions.

3. Bifenils polibromats (PBB) i éters de bifenils policlorats (PBDE), empleats com a
retardadors de la flama en multiples objectes de consum.

4. Bisfenol A i compostos clorats i bromats relacionats, empleats en la fabricacié de

plastic policarbonat (envasos alimentaris i biberons), en resines epoxi (en
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l'interior de llaunes de conserva), en fixadors dentals i en la composicié de coles

d'us habitual, entre d'altres.

La majoria d'interferents es troben en la llista de contaminants organics persistents
(POPs). Podem destacar també, els alquilfenols, els ftalats i els parabens, entre

d'altres.

5.1 Compostos organoclorats persistents com interferents

endocrins

L'acci6 hormonal no esta limitada a les hormones naturals ni als compostos
farmacéutics. Com ja s'ha comentat anteriorment, alguns contaminants quimics
mediambientals d'origen i estructura quimica molt diferent, poden actuar sobre
I'hnomedstasi hormonal. Aixi, un grup que destaca per la seva preséncia en aquest
ambit son els organoclorats.

Un compost organoclorat és un compost quimic organic en el qual alguns atoms
d'hidrogen han estat substituits per atoms de clor units per enllagos covalents al
carboni. La immensa majoria dels individus de les poblacions occidentals
emmagatzemem en el nostre organisme quantitats apreciables d'aquests contaminants
organics persistents. Aquesta contaminacid, que engloba a tots els sectors de la
poblacié, és un fet amb una rellevancia important des de la perspectiva de la salut. Es
habitual trobar un 80-90% d'individus amb nivells detectables d'un o més d'aquests
compostos, fins i tot en nens i nenes acabats de néixer, doncs I'acumulacié d'aquests
agents quimics en el teixit adipds durant la vida de la mare, suposa una font d'exposicié

per al nen, tant durant la gestacié com a través de la lactancia.

S'ha demostrat que molts d'aquests contaminants organics persistents es caracteritzen
per la seva gran inércia quimica (baixa reactivitat en el medi, efectes biocides durant
molt de temps, i bioacumulacid), per la seva dispersio el que ha provocat que hagin
contaminat amplies zones del planeta, i per la seva dificultat d'excretar-se per el cos

huma, en qué tenen llarga vida mitjana, acumulant-se en els teixits adiposos.
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Els interferents endocrins bioacumulables arriben al nostre organisme a través d'una
exposicid ambiental gairebé inevitable i, possiblement, en dosis molt baixes. La via
d'entrada és fonamentalment a través de la dieta, no només pel consum de productes
vegetals, sind per la ingesta de productes d'origen animal, concretament de les parts

més greixoses d'aquests aliments; i fins i tot per lI'aigua que consumim.

La manca a nivell nacional d'estudis representatius de zones geografiques amplies i
ben definides, que valorin I'exposicié humana a agents quimics ambientals en poblacié
sana, on s'integren dades d'analisis quimiques d'aquests compostos, juntament a les
dades cliniques, epidemioldogiques i ambientals, ha portat a determinats grups

d'investigacio a desenvolupar una linia d'estudi respecte a aquest (com el CREAL).

Amb la diversitat de fonts d'exposicio i la gran varietat de compostos quimics sembla
dificil assolir una accié global, no obstant, hem assolit diversos moments historics, en el
que destaca el Conveni d'Estocolm. Aquest conveni perseguia acabar amb la utilitzacié
de varis d'aquests compostos i reduir el d'altres. Entre els seus proposits destacarem
per la rellevancia en aquest treball, la restriccié de la produccio i la utilitzacié del DDT.
El conveni estableix, a més, les condicions en les quals aquests compostos persistents
actualment existents han de ser eliminats, prevé la incorporaciéo en el futur d'altres
compostos a la llista de substancies que haurien d'eliminar-se i senyala els plans
d'aplicacié en cada pais, que es revisaran de forma perioddica, constituint aixi un
programa eficient d'eliminacié i control dels compostos organics persistents. (Cal tenir
en compte la actual utilitzacié de compostos d'aquest tipus per a la eradicacio de la

malaria).

Els principals compostos organoclorats que es classifiquen dins del grup d'interferents
endocrins son els diclorodifeniletans (DDT, DDD, DDE, dicofol, metoxiclor), els
cicliodiens, I'hexaclorobenzé i carboximides.

Degut a la seva diversitat estructural, els pesticides amb frequiéncia es classifiquen
atenent a algunes de les seves propietats derivades del seu comportament davant els
organismes vius, de la seva vida mitjana o del patré de degradacié mediambiental (els

plaguicides organoclorats s'inclouen dins dels compostos persistents).
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Aixi, els pesticides classificats en funcié de la seva persisténcia en el medi ambient,
estan definits segons el temps necessari per a que un 75-100% del compost
desaparegui del medi. L'escala de persisténcia distingeix entre: pesticides no
persistents (d'1 a 12 setmanes); pesticides moderadament persistents (d'1 a 18
mesos); pesticides persistents (de 2 a 5 anys).

Tot i que inicialment la persisténcia d'aquests productes es considera com una qualitat
desitjable per a la seva utilitzacio, ja que el seu efecte biocida durava més temps,
passat el temps s'han posat de manifest els inconvenients d'aquest comportament ja
que la seva alta lipofilitat juntament amb I'estabilitat quimica magnifica els efectes

biologics indesitjables.

La majoria de paisos industrialitzats han prohibit la seva utilitzacié després d'haver-se
revelat els seus efectes adversos sobre la salut, no obstant aixd, degut a la seva
persisténcia en els medis naturals i la seva lipofilitat, poden trobar-se encara avui en
dia, fins i tot en individus no exposats de forma directa.

Respecte a aquest, el DDT no és més que un exemple d'aquesta gran familia de
pesticides organoclorats que comparteixen com a caracteristica comu: la seva
capacitat per a mimetitzar a les hormones naturals alterant 'homeodstasi hormonal del
sistema endocri, o el que és el mateix, produint un desequilibri en el balang
d'estrogens, androgens, progestagens i hormones tiroides, a través de mecanismes

d'accio diversa.

5.2 Pp'-DDT i els seus metabolits

El DDT (diclorodifeniltricloroeta; 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-eta) va ser sintetitzat
per Zeidler I'any 1874, tot i que va ser Muller (Premi Nobel de Medicina 1948) qui
descobri la seva accid insecticida. Aquest descobriment inicia una revolucié en el camp
dels plaguicides desencadenant la incorporacié de productes derivats de la sintesi
organica a la lluita contra plagues i malalties.

Va ser utilitzat en EUA per primera vegada I'any 1943 com a pesticida en campanyes
contra la malaria durant la Il Guerra Mundial i estenent el seu Us en la vida civil a partir

de 1945. El primer informe de preséncia de DDT en la llet animal va ser publicat el
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1945, i el primer informe que parlava sobre DDT en greix huma i llet materna va
apareixer en 1948 i 1951. La restriccid en la utilitzacio de DDT no va arribar fins I'any
1969, set anys després de la publicacié de “Silent Spring” de Rachel Carson. L'any
1972 el Govern d'EUA prohibi I'is doméstic del DDT. No obstant aix0, es segueix
utilitzant en algunes regions del mén. Al ser el DDT un derivat clorat, s'obri, al seu torn,
un cami de recerca de matéries actives que contenien un o més atoms de clor en la
seva estructura, desenvolupant-se aixi un conjunt de productes, dels quals la llista
encara no esta acabada, i que ocupen un lloc d'importancia en el total de plaguicides

utilitzats.

El DDT és una molécula rigida i liposoluble amb una vida mitjana d'aproximadament
100 anys. S'acumula i es concentra; és per aixd que avui en dia es pot trobar al llarg de
tota la cadena alimentaria. Té una tensié de vapor molt baixa (1,510 mmHg) i una
volatilitat molt escassa, la qual cosa, unida a la seva poca sensibilitat a la llum
ultraviolada, explicaria la seva notable persistéencia al medi ambient. Degut a la
ubiquitat del DDT, tota persona nascuda a partir del 1940 ha patit una exposici6 al llarg

de tota la seva vida al DDT i I'na emmagatzemat en els seus teixits adiposos.

ElI DDT empleat en les formulacions no correspon a un producte pur, es tracta d'una
barreja d'isbmers entre els quals el més abundant és p,p'- DDT, que contribueix en un
80% aproximadament; el segueix o,p'-DDT en un 20%, tot i que es poden trobar
quantitats minimes d'altres isdomers. Els orto-para isomers sén menys estables que les
configuracions para-para pel qué es troben en la natura en concentracions molt baixes.
Respecte a el seu metabolisme, trobem diferéncies depenent de I'organisme en qué
aquest es doni. Aixi, en vertebrats, és comu la presencia del producte d'oxidacié DDA
en orina i excrements, no obstant per a I'home, el DDT s'emmagatzema sota la forma
de DDE (diclorodifenildicloroetilé; 1,1-bis (4-clorofenil)-2,2-dicloroeta), un derivat
etilenic del DDT. EI DDT és un compost bastant inestable que, per a adquirir un grau
d'estabilitat major, sol transformar-se en DDE. Una tercera via de degradacié del DDT,

és la formacio del derivat di-clor o DDD.
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Figura 1: Esquema de la via de degradacio del DDT per a formar DDE (per eliminacio

d'HCI, esquerra) i DDD (per declorinacio reductiva, dreta)’

Al p,p'-DDE, se li ha atribuit activitat estrogénica, aixi com, nivells menors d'activitats
corresponent a diverses hormones, tenint aixi activitat antiandrogénica.

El DDE és el metabolit del DDT més abundant i persistent en el medi ambient. Tant la
poténcia estrogénica del DDT com la dels seus metabdlits s'ha avaluat mitjangant

proves in vivo i in vitro.

Alguns animals i peixos metabolitzen rapidament el DDT a p,p'-DDE i els éssers
humans poden consumir el p,p'-DDE preformat en la dieta i acumular-se en el teixit
adipds. No obstant, estudis realitzats en homes en el passat, mostren poca capacitat
de metabolitzar DDT a DDE. La major part de p,p'-DDE acumulat en el teixit adipos
huma prové de la ingesta de p,p'-DDE prévia, més que de la transformacié de DDT a
p,p'-DDE. Es per aix0 que s'ha estudiat la relacié entre la quantitat d'aquest metabolit
en individus que tenien uns nivells baixos de consum de peix, i els que en tenien un
consum considerable. D'aquesta manera, s'han trobat nivells de DDE més elevats en

persones que habiten en zones remotes de la terra (com els esquimals, grans

1 Imatge extreta de Wikipedia: http://en.wikipedia.org/wiki/File:DDT_to DDE_and_DDD.svg
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consumidors de peix), que per aparenga i logica general, ens portarien a pensar que
estan menys exposades a aquest tipus de contaminacio. Aquest fet és degut a que
alguns contaminant i nutrients tenen la mateixa ruta d'ingestio; el peix, la principal font
domega 3, també porta organoclorats i metil mercuri. L'alimentacié per lactancia
materna, que és I'Unica forma de nutricié durant el primer mes de vida, aporta tant
nutrients com contaminants.

Tot i que els mecanismes de toxicitat d’'aquests compostos no es coneixen, es pensa
que els mecanismes metabdlics i hormonals, implicats en la neurotoxicitat d’aquests
contaminants, es troben en el mateix cami que la deficiéncia d’alguns acids grassos

essencials.

DDT concentration
(parts per million)

25 ppm
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\*».x)
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S&
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.. Zooplankton, _,
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Water 0.000003 ppm

Figura 2: Esquema sobre I'acumulacié de DDE en la cadena alimentaria?

2 Imatge extreta de: http://nothingwillbealright.com/2011/05/26/biomagnification-applies-to-sadness-too/
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Estudis realitzats en dones embarassades mostren com la presencia de DDT i DDE en
sérum matern és un factor que incrementa el risc de tenir fills anteriors a la setmana
37-38 de gestacio; la placenta, no actua com a barrera entre mare i nado, aixi, el
percentatge d'organoclorat que tingui la mare estara relacionat amb la quantitat

d'aquest present en el nou individu.

Dins d'aquest grup cal anomenar també el metoxiclor. El seu espectre d'accio és similar
al del DDT, que presenta accié més suau i menor toxicitat per als mamifers. Aquest
compost es metabolitza més rapidament i és més biodegradable que els anteriors. El
metoxilclor presenta activitat proestrogénica, in vivo produeix efectes adversos sobre la
fertilitat i sobre la activitat uterina en femelles; en mascles, s'ha vist una alteracio del

comportament sexual, quan han estat exposats en I'Uter.
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6 INMA

INMA (Infancia i Medi Ambient) és una xarxa d'investigacié de grups espanyols que van
crear un projecte amb l'objectiu d'estudiar els principals contaminants que es troben en
I'aire, I'aigua i la dieta durant I'embaras i l'inici de la vida, i també els seus efectes en el
creixement i el desenvolupament infantil. Aixi s'estudien les exposicions prenatals i al
comengament de la vida, incloent-hi la dieta, que s'associen amb la salut infantil i el

desenvolupament huma, i predisposa efectes posteriors en adults.

L'afectacidé dels contaminants als nens és diferent a la que pateixen els adults, ells
estan en procés de creixement; per tant, el seu sistema immunologic i els seus
mecanismes de desintoxicaci® no estan completament desenvolupats. Aquest fet
comporta que els nens siguin més vulnerables que els adults en les exposicions
ambientals. L'exposicio a contaminants ambientals per aire, aigua i alimentacid és
universal, fins i tot en llocs remots s'han trobat nivells considerables de contaminants.

S'han relacionat els contaminants persistents, com ara els compostos organoclorats
(OC), amb el retard en el creixement intrauteri, la prematuritat, el retard en el

creixement postnatal i amb alteracions del neurodesenvolupament i de la conducta.

El projecte INMA té 3 objectius generals:

— Descriure el grau d'exposicions prenatals individuals a contaminants ambientals i
també les dosis internes d'aquests contaminants durant la gestacio i durant la

infancia a tot I'Estat Espanyol.

— Avaluar l'impacte de l'exposicid, pre i post-natal, a diversos contaminants
ambientals en el creixement, la salut i el desenvolupament dels infants durant un

periode que comprén des de les etapes fetals fins a I'adolescencia.
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— Avaluar com alguns factors genétics i nutricionals poden alterar els efectes dels

contaminants ambientals en el creixement infantil.

6.1 Cohorts INMA

El Projecte INMA esta format per diferents cohorts (conjunt d'individus d'una poblacio
que comparteixen un determinat aspecte; en aquest cas, families embarassades sobre
les quals s'ha elaborat un seguiment) a través de les quals s'assoleix I'experiéncia en
casos reals per a poder formular diversos estudis a través dels quals poder extreure'n
resultats i conclusions. Cadascun d'aquests grups va estudiar-se, i es continua
estudiant, amb diferents objectius; la cohort de Ribera d'Ebre (n=102) és una area amb
nivells elevats d'organoclorats i de mercuri, en qué es va avaluar la relacio entre
I'exposicié a aquests compostos i el desenvolupament neurologic dels infants; la cohort
de Menorca (n=482), que va estudiar la relacio entre la exposicid primerenca a irritants
de l'aire i al-lergens amb els desenvolupament d'al-lérgia i asma; i la cohort de Granada
(n=668), que va estudiar la incidéncia de trastorns reproductius en nens de génere
masculi en relaci6 amb I'exposicio a interferents endocrins. Posteriorment, i basat en
I'experiéncia d'aquestes cohorts inicials, es van dissenyar noves cohorts,
consequentment nous estudis, per avaluar I'impacte de les exposicions ambientals en
la salut infantil: Valéncia (n=855), Sabadell (n=787), Asturies (n=489) i Guipuscoa
(n=637).

La poblacié d'estudi son dones embarassades de la poblacié general que viuen en
cada area d'estudi i els seus fills.

S'han realitzat avaluacions extenses a les dones embarassades i als nens. La
informacio s'ha recollit a partir de questionaris, dades cliniques (exploracié fisica;
ecografies; mostres bioldgiques de sang, placenta, orina, saliva, llet materna, cabell i

ungles; determinants de la dieta) i mesures ambientals.
Aixi, aquest estudi; el fet d'analitzar aquests compostos en les primeres etapes de la

vida, obre un nou cami: la possibilitat d'aplicar mesures de prevencid per a exercir un

canvi en el problema.
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7 DDT, DDE i pes al néixer

7.1 Antecedents cientifics i justificacio del projecte

Els nens necessiten d'un ambient que els permeti el seu desenvolupament fisic, mental
i social complert, al llarg de tota la seva vida (des de la concepcio fins a I'adolescéncia).
En l'actualitat es relacionen un nombre creixent de malalties, trastorns i anomalies en
nens amb la exposicié ambiental a contaminants. Existeixen coneixements cientifics,
evidencies, de que aquests tipus d'irregularitats s'inicien o promouen per l'exposicié a
compostos toxics persistents, tals com els compostos organics persistents, en el
periode periconcepcional i prenatal. Les dones i els nens son especialment vulnerables
a les exposicions a compostos quimics del medi ambient; les dones, per la seva
fisiologia i constitucid, amb major contingut en greix corporal, i periodes meés
vulnerables, com la maternitat i la menopausa; els nens, tant per la immaduresa dels
seus mecanismes immunologics i de detoxificacid, com perqué els seus organs estan
en formacié. A més, durant I'embaras es produeix una mobilitzaci6 de compostos
quimics acumulats en els teixits adiposos, per la qual cosa les concentracions trobades
en sang de cordd poden ser elevades. D'altra banda, en la llet materna s'acumulen els
compostos organics persistents (COP), observant-se un augment dels compostos
quimics d'introduccié més recent, com els retardants de flama i els compostos utilitzats
en cosmetica.

Gran part dels coneixements cientifics existents sobre els efectes adversos de
I'exposicié prenatal a COP prové de l'experimentacié animal amb compostos quimics.
Altra bona part del coneixements s'han obtingut per episodis d'enverinament massiu
deguts a accidents. En canvi, un dels aspectes que pitjor es coneixen és l'efecte

sinérgic de I'exposicio cronica a dosis baixes a multiples COP.
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7.2 Plantejament del projecte

Determinats estudis mostren que hi ha una relacid entre la exposicié in utero a
contaminants organics persistents (POPs); tals com BB-153 i p,p'-DDE, i la disminucio

del pes al néixer del nado i del periode gestacional®“.

En aquest treball s'ha analitzat la relacié entre el pes al néixer i la quantitat de p,p'-
DDE (que té la capacitat de traspassar la barrera placentaria) determinat en sang de
cordd en la cohort de INMA-Menorca. En aquest analisi s’han tingut en compte
covariables d’interés.

A més s'ha estudiat I'efecte en I'associacié anterior segons la preséncia o la manca

d’'un determinat polimorfisme genétic, rellevant per la detoxificacié cel-lular.

3 Morales E, Sunyer J, Castro-Giner F, Estivill X, Julvez J, Ribas-Fit6 N, Torrent M, Grimalt JO, de Cid R.
“Influence of Gluthatione S-Transferase Polimorphisms on Cognitive Functioning Effects Induced by p,p'-
DDT among Preschoolers”. Environmental Health Perspective, Nov 2008

4 Woijtojtyniak BJ, Rabczenko D, Jonsson BA, Zvezday V, Pedersen HS, Rylander L, Toft G, Ludwicki JK,
Goralczyk K, Lesovaya A, Hagmar L, Blonse JP; INUENDO research group. “Association of maternal
serum concentrations of 2,2', 4,4'5,5'-hexachlorobiphenyl (CB-153) and 1,1-dichloro-2,2-bis (p-
chlorophenyl)-ethylene (p,p'-DDE) levels with birth weight, gestational age and preterm births in Inuit and

European populations”. Environmental Health Perspective 2010
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8 GSTs i CNVs

Els GSTs (glutathione S-transferase) son una familia de gens que codifiquen per
proteines involucrades en la detoxificacid, de compostos exdgens, mitjangant la unio
d’'un grup glutatié que fa els compostos més hidrofilics i més facilment excretables. Els
gens GSTT1 i GSTM1, membres d’aquesta familia, es troben en regions de numero de
copia variable (CNV).

Els CNVs (Copy-number variations/variants) son polimorfismes genétics, és a dir,
variacions en la sequéncia d'un lloc determinat del DNA. En concret son alteracions en
el nombre de copies d'una regid concreta del DNA. Els CNVs corresponen a regions
relativament llargues del genoma (pot afectar des d'una kilobase fins a varies

megabases) que poden haver estat eliminades (delecid), insertades, o bé, duplicades.

reforence genome TN T oI |
Deletion IrHc Il
Insertion 5 ! |
Inversion m:
Coraumber [ 7y Y VNN Y T
ol AN ECHANCECE

Figura 3: Representacioé dels Copy Number Variants®

Tot i que hi ha alguns CNVs rars que comporten malalties greus, els més comuns, és a
dir, els que es troben més freqlientment en la poblacié general, sén simplement factors
de susceptibilitat a la malaltia, perd no determinants d'aquesta. (Aquesta anomalia no
és considerada una mutacio, ja que afecta a una quantitat de la poblaci6 suficientment

gran; sent, en determinades ocasions, més comu una delecioé que no la preséncia.)

5 Imatge extreta de: Annotation for CNV, Wang et al. 2007
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D'aquesta manera en la poblacié general trobem individus amb 0, 1 0 2 copies del gen
GSTT1. Els individus amb 0 copies no tenen la possibilitat de detoxificar determinats
compostos, ja que en la zona en la qual tenen una delecio s'hi troba a la vegada la
zona encarregada de codificar per a una proteina que intervé en el procés de

detoxificacié cel-lular.
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9 Material i métodes

9.1 Cohort INMA

La cohort de Menorca va formar-se I'any 1997. Consta de 482 individus. Les dades que
s'han analitzat pertanyen a la mare, al pare i al nadd, respectivament. En 'analisi s’han
inclos diferents variables confusores, ja que I'elaboracio d'un estudi ajustat requereix la
presencia d'un nombre de variables determinat, per tal d'arribar a uns resultats més
proxims a la realitat. Aixi trobem les seguents variables:
— Variable exposicio: la mesura de DDE i DDT en sang de cordo
— Variables resposta: el pes al néixer
— Variables confusores (covariables): el pes maternal, I'algada maternal, I'aspecte
fumador en la mare, el pes i I'algada paterna, I'edat gestacional, el sexe del nado
i la preséncia dels gens GSTT1i GSTM1.

9.2 Genotips GST

Per a determinar la preséncia o la delecié de GSTs cal tenir coneixement sobre la regio
a la qual correspon de DNA. El procediment utilitzat per a identificar la manca o
preséncia de la zona que inclou els gens GSTT1 i GSTM1 s'anomena PCR
(Polymerase Chain Reaction). Utilitzarem 3 regions del DNA per a la realitzacié
d'aquest procediment: el GSTM1, el GSTT1 i la BGlobin. La BGlobin ens servira com a

control positiu.

9.2.1 Seqiiéncia amplificada

Per a dissenyar una PCR que permeti amplificar les regions d’interés, cal conéixer de
la sequéncia nucleotidica d’aquestes. El coneixement de la seqléncia completa del

genoma huma va finalitzar-se I'any 2003. En I'analisi realitzada s'ha tingut com a patré
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la sequéncia corresponent a febrer de 2009, ja que no hi ha un Unic model de genoma
que sigui universal.

En la PCR no amplificarem la totalitat de la sequencia nucleotidica dels gens que
codifiquen per GSTM1 i GSTT1, sind un petit fragment. Aixd ens sera suficient per a
valorar la preséncia o abséncia d’aquests. EIl GST GSTM17 es troba localitzat en el
cromosoma 1, i amplificarem la regi6 entre 110034443 i 110034661 que té una extensio

de 219 parells de bases. (Veure figura 4)

2" - GARCTCCCTGRARRGCTARAGCtCctactCcagagtttotggggaagegges —3°
5= GAACTCCCTGARAAAAGCTAAAGC-37

5= ATLQQULILCgCAgQAAACAAJITAAAQJAQOAQTOATATgggAATJAgATS ~3'
2'— Lgrtttgottcacgtgttatggaggrtccagoccacatattotoggoctt -3

5= gtgcagatcacttttgtagattttctocgtctatgatgteccttgacctCCR =37

5 - COGIATATITGAGCCCAAC -3°

LI I
GECATATRARCTCEGGTTIG=5"

Figura 4: Representacio de la seqliéncia de GSTM1

La cadena de color gris correspon al filament patro; les lletres majuscules corresponen
als primers utilitzats en la PCR; i les lletres minuscules de color negre corresponen a la

regid que s'ha d'ampliar durant el proceés.

36



El GSTT1 es troba localitzat en el cromosoma 22, en la zona

amb una extensié de 459 parells de bases. (Veure figura 5)

57 -

5 -

5 -

5 -

TTCCT I ACTGGT CCTCACATCTCCEtAgCTIQACCTOgTAgCCAT CACgga
ITCCITRACTGGICCICACATICIC-3F

LR R e e nnnnnnnl
getgatgoatgrgagtgstgtggecaggt Efl.l tl:-:-jlu CLAgQECagEEgEIes
Ctggctagtigotgaagtoctgottatgotgocacaccgggctatggoac
tgtgcttaagLgtgtgtgcaaacacoLoCctgagatCtgiggtocccaaa
tcuqutqctu:c:atc:ctg::ct:u:nnc:nt:cft?cc:nqtctqtn:
ccttttccccncnucccutqnut?ctg?ctgccauuccttcuunuuccqu
cccalqctuucclcatqchgcaqcacqtqg?qqcaqcautqggqqagqa

cctcttccaggaggeccatgaggicattctgaaggoccaaggacttcoccac

3* = RCGRCCGGIRC
AERERRRRER]
CLgCAJacCCCACCATAAAJCAJAAJCEgATgecetggglGCIGECCATS

TRGGCCACT =57
NRNNRERE
ATCCGGTIGA -3¢

Figura 5: Representacio de la seqiiencia de GSTT1

Genotips GST

22706423-22706881,

-5

P

-5

-3

=5

=3

-3

=3
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La BGlobin es troba en el cromosoma 11, en la regié 5204755+5205022. La seva

extensio és de 268 parells de bases. (Figura 6)

2 - CARCITCATCCACGTIICACCTTgoCCCACAQUQCaAgTARCgYCaAQACTT —3F
5f = CARCTTCATCCACGITCACC -3'

5f - tectcaggagtcagatgcaccatggtgtctgteitgaggttgctagtgaac -3
5" - acagttgrgtcagaagcasatgtaagcaatagatggctetgccctgacts -3

5" - ttatgcocccocagoococtggcotoctgoocctocctgotoctgggagtagattgge =-3°

52" - cAACCCTAgQETOTgECTCCACAggETgaAgETCTARGEJATJACAgECGT 3"

TGEACARGGRACCGRAGRAG =57

i P s . s i, e e

ACCTGICCTTGGCICTIC -3

[F
|

Figura 6: Representacio de la seqliéncia BGlobin

9.2.2 Protocol PCR i gel d'agarosa

La PCR (Polymerase Chain Reaction) és un métode que té com a objectiu obtenir un
gran nombre de copies d'un determinat fragment de DNA, en el nostre cas, per tal de
poder identificar si l'individu presenta o no la regié GST. La técnica es fonamenta en la
propietat natural de les DNA-polimerases per a replicar DNA, utilitzant cicles d'altes i
baixes temperatures alternades per a separar els filaments de DNA (hélix) acabats de
formar després de cada fase de replicacio; tot seguit, es deixa que es tornin a unir a
polimerases per a que tornin a duplicar-les. Va ser desenvolupada I'any 1986 per Kary
Mullis. El protocol utilitzat en aquest projecte concret ens permet diferenciar si l'individu
presenta 0 no presenta la regid, perd no podem distingir si aquest presenta 1 o 2

copies de la regid. (Veure annex 1: Protocol PCR i gel d'agarosa)
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Aixi doncs, durant el procés s'han ampliat les regions que corresponien a fragments
dels diferents gens d’interés (GSTM1, GSTT1 i B-Globin (control positiu)). Hem
obtingut moltes copies de les regions d’interés i, depenent si l'individu presenta o no la
regio; és a dir, si l'individu no presenta el gen GSTT1, no s'haura ampliat ni copiat
durant la PCR i, per tant, no podrem observar-ho. La finalitat del procés és poder
separar els individus segons la preséncia dels gens, per a després estudiar els casos
classificats i poder donar els resultats segons genotip. |, tambée, verificar o no la

hipotesi de la detoxificacio per part dels GST, en el nostre cas.

Un cop obtenim el resultat de la PCR; el DNA ampliat i copiat moltes vegades, seguint
un determinat protocol, cal correr els resultats en gel (Annex 1). Per a verificar la
correcte amplificacié dels fragments d’interés mitjangant la PCR cal coérrer un gel
d’agarosa. El patré6 de bandes obtingut en el gel, alhora ens indicara els genotips de

cada un dels individus analitzats.

9.2.3 Observacions al gel d'agarosa

Per a conéixer els resultats obtinguts és necessari elaborar una fotografia del gel en
questio. L'ultim pou del gel contenia el marcador, el qual ens indica el nombre de bases
que representa cada franja; és com un regle en qué les unitats son la quantitat de
bases. Com que coneixem el nombre de bases que ha de tenir cada fragment i els
fragments que han de presentar les mostres analitzades (ja que coneixiem préviament
el genotip dels individus), podem quin genotip té cadascun dels individus estudiats.

Observacions:

3 4 5 5] 7  Marcador

5TT1

Glohbin
ST

Figura 7: Fotografia del resultat del corriment de les mostres en gel d'agarosa
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Taula 0. Preséncia de seqiiéncies en mostres

Mostres Preséncia BGlobin |Preséncia GSTT1 Preséncia GSTM1
1 Si No No
2 Si No No
3 Si Si No
4 Si No Si
5 Si Si Si
6 Si Si No
7 Si Si No

9.3 Metodologia de dades: Analisi estadistica

L'analisi estadistica és I'analisi de dades quantitatives o qualitatives que sorgeixen de
I'estudi d'una mostra poblacional. Les dades s'obtenen mitjancant métodes molt
diversos (enquestes, entrevistes, mesures, etc.). Aixi, I'analisi estadistica consisteix en
descriure, analitzar i interpretar certes caracteristiques d'un conjunt d'individus
anomenat poblacié. L'estadistica és un sistema o métode empleat en la recol-leccié,
organitzacio, analisi i interpretacio de les dades. Es divideix en dues fases; I'estadistica

descriptiva i I'estadistica d'interferéncia.

1. Estadistica descriptiva

La finalitat de I'estadistica descriptiva és agrupar i representar la informacié de forma
ordenada, de tal manera que ens permeti identificar rapidament aspectes caracteristics
del comportament de les dades.

Realitzant una analisi descriptiva podem conéixer millor les dades amb les quals
haurem de treballar; s'encarrega d'analitzar i representar les dades. Aquest
procediment ens permet analitzar de forma descriptiva les variables categoriques i
continues, mitjangant la generacié de taules de frequéncia, grafics, entre d'altres.

Per a les variables categoriques, en el nostre cas, utilitzarem només la N (el nombre

d'individus) i la frequéncia de la variable en questio.
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Per a les variables continues, en canvi, podriem analitzar-ne diferents mesures
estadistiques; com les mesures de tendéncia central (mitjana, mediana, moda i suma),
mesures de posicid no central (quartils, punts de tall i percentils), mesures de dispersid
(desviaci6 estandard, rang, minim, maxim, etc.) i mesures de distribucio.

Per a la representacié de les dades s'utilitzen diferents tipus de grafics, en qué
cadascun d'ells presenta unes propietats especifiques que s'utilitzen depenent de les
variables que vulguem analitzar.

a. Histograma

Mitjangcant un histograma obtenim un grafic d'una variable en forma de barres, on
l'altura de cada barra és proporcional a la frequiéncia dels valors que es representen.
L'histograma s'utilitza per a mostrar les variacions quan es proporcionen dades
continues (temps, pes, temperatura, frequéncia, etc.). Aquest tipus de grafic de barres
permet reconéixer i analitzar patrons de comportament en la informacié que no sén
aparents a primera vista al calcular un percentatge o la mitjana. Un cop generat
I'nistograma cal analitzar-lo per tal de conéixer la distribucié de les nostres dades. En
general, les dades presenten una distribucié normal; la majoria dels individus presenten
valors corresponents als intervals intermedis, el que indica que la variacio respecte a la
mitjana és normal (es troba sota control i és manejable).

b. Diagrama de caixa o box-plot

Un diagrama de caixes és un grafic basat en quartils mitjangant el qual es visualitzen
un conjunt de dades. Aquest grafic mostra informacié sobre els valors minim i maxim,
els quartils Q1, Q2 (mediana) i Q3, i sobre I'existéncia d'outliers o valors atipics i la
simetria de la distribucio.

c. Diagrama de punts

En aquest tipus de grafic, cada dada es representa amb un punt sobre la corresponent
localitzacié en una escala horitzontal de mesura. Permet, per exemple, analitzar la
dispersio i detectar dades atipiques. Utilitzem el diagrama de punts per a determinar
graficament si dues variables tenen o no relacié entre elles (per a la determinacio

numerica realitzem una analisi de correlacié de Pearson, per exemple).
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2. Estadistica d’inferéncia

L'estadistica d'interferéncia busca donar explicacions al comportament o trobar
conclusions d'un ampli grup d'individus a través de l'analisi d'una petita fraccié dels
seus components. Entre els diferents tests d’estadistica d’inferéncia destaca la
regressio lineal.

La regressio lineal és un model matematic utilitzat quan es requereix analitzar la relacio
entre dues variables (quantitatives). Els dos objectes fonamentals d'aquesta analisi sén
per una banda, determinar si aquestes variables estan associades, i en quin sentit es
doéna aquesta associacio; per altra banda, estudiar si els valors d'una variable poden
ser utilitzats per a predir i determinar I'efecte en el valor de I'altra.

En la regressio lineal trobem 2 tipus de variables: la variable dependent, situada a I'eix
Y; i la/les variables independents situades a I'eix X.

Els models de regressio lineal poden ser simples (tenint una variable independent) o
multiples (tenint més d'una variable independent).

Aquests models ens aporten dos tipus d'informaci6é. Per una banda podem estimar
I'efecte de I'associacid, és a dir, si per exemple analitzem I'associacio entre el tabac i el
cancer de pulmo, ens indica quantes vegades augmenta el risc de tenir cancer en els
fumadors. D’altra banda també permet identificar si els nostres resultats son
estadisticament significatius, és a dir, creibles i per tant allunyats de I'atzar, per tal que
puguem arribar a conclusions fiables. En el nostre cas, per a que un resultat sigui

significatiu el p-valor (p-value) ha de ser inferior a 0,05.
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10 Resultats

La diferéncies en termes de caracteristiques i resultats entre I'estudi teodric i I'estudi

practic, condueixen a analitzar-los per separat.
10.1 Resultats practics

10.1.1 Descriptius de la cohort

La cohort de INMA-Menorca consta de 248 nens i 234 nenes (Taula 1). En la variable
que fa referéncia al sexe tenim un 48,5% i un 51,5%, sent el valor més elevat el

corresponent als nens.

El 44,4% de les mares de la cohort sén no fumadores i el 17,85 sén ex-fumadores,
mentre que el 21,2% van fumar durant I'embaras. Observem també que un 44% no
pateix exposicio al tabac en el seu lloc de treball i un 11,2%, molta.

Respecte als gens, observem que el GSTM1 es troba absent en un 57,2% dels casos i

el gen GSTT1 té una preséncia del 81%.
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Taula 1: Variables categoriques

Resultats practics

Variable N Freqlencia (%)
Fumadora durant periode gestacional 482

- No fumadora 241 (44,4)
- Ex-fumadora 86 (17,8)
- Fumadora inicialment 80 (16,6)
- Fumadora durant embaras 102 (21,2)
Sexe 482

- Nena 234 (48,5)
- Nen 248 (51,5)
Fumadora passiva durant periode gestacional |482

(2a ma, a la feina)

- No 212 (44)

- Esporadic 60 (12,4)
- Una mica 43 (8,9)

- Molt 54 (11,2)

- No treballa 113 (23,4)
GSTM1 411

- Delecio 235 (57,2)
- Preséncia 176 (42,8)
GSTT1 411

- Delecio 78 (19)

- Preséncia 333 (81)
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La mitjana de pes matern pregestacional correspon a 59,23 kg i l'algada a 161,1 cm
aproximadament (Taula 2). Pel qué fa el pare, el pes té la seva mitjana als 78 kg i
l'alcada, als 175 cm. El p,p'-DDE s'ha mesurat en 405 individus, amb una mitjana
d'aquest de 1,65 ng/mL. En el p,p'-DDT s'ha mesurat una quantitat mitjana de 0,19
ng/mL. En el pes al néixer dels nadons s'ha observat una mitjana de 3186,56 g; amb un
minim de 780 grams i un maxim de 4880 grams. La mitjana del periode gestacional es

troba en 39,28 setmanes.

Taula 2: Descriptius de les variables continues de la cohort

Variable N Mitjana Mediana Min- Max Desviacio
(rang estandard
interquatrtilic)

Pes matern 475 59,23 58 (62,60- 38-132 9,99

pregestacional (kg) 63,50)

Alcada materna 464 161,1 161 (157-1 146-185 5,94

(cm) 165)

Pes patern (kg) * 407 77,9 76 (70-85) 53-120 11,37

Alcada paterna 410 174,62 174 (170- 156-205 7,32

(cm) * 180)

P.p"-DDE (ng/mL) 405 1,65 1,028 (0,57-10,40-19,65 |2,06
1,9)

Pp'-DDT (ng/mL) |372 0,19 0,088 (0,04-|0,01-2,28 0,27
0,22)

Pes al néixer (g) 482 3186,56 3200 (2900- 780-4880 501,09
3520)

Periode 481 39,28 40 (38-40) 27-42 1,76

gestacional

(setmanes)

* Mesurat 4 anys després del naixement del nen/nena
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10.1.2 Determinants del pes al néixer

S'han analitzat diferents dades per a observar si aquestes influeixen en el pes al néixer
del nadé.

- Sexe:

El sexe influencia en el pes del nadd; ja que els nens pesen 200 g més que les nenes
(p-valor<0,001 , error estandard 44,80; mitjangant analisi cru). (Veure figura 8)

Com podem observar en la Figura 8, el sexe del nadé influeix en el seu pes. D'aquesta
manera, els nens presenten una mediana (percentil 50%) superior a la de les nenes;
tenint aquestes ultimes també un percentil del 75% i un percentil 25% amb valors
inferiors als masculins. Els punts i els asteriscs representen els valors atipics; la franja
superior, el maxim (el nombre que apareix és l'individu, el nombre que li correspon a la
base de dades); la linia a continuacio, el percentil 75%; en negreta tenim la mediana;
tot seqguit i tancant el rectangle, tenim el percentil 25%; i la linia inferior correspon al

minim.

5000 154

4000

3000
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Figura 8: Diagrama de caixes. Pes al néixer-sexe
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- Edat gestacional:
L'edat gestacional també és una variable que influeix en el pes del nad6. A mida que
augmenten les setmanes de gestacio, augmenta també el pes del nad6. (Veure annex

2: Grafics i diagrames)

- Tabac:

Hem analitzat també dades respecte a I'exposicio al tabac de les mares. Les mares no
fumadores donen a llum uns nadons que pesen al voltant de 3200 grams; en canvi, les
mares fumadores tenen fills que pesen al voltant de 150 grams menys (error estandard
59,76; p-valor 0,012 mitjangant analisi cru). Les mares fumadores habituals, per cada
cigarreta al dia que fumen, el nadé pesa 16 grams menys (p-valor 0,023, error
estandard 7,056 mitjancant analisi cru). En I'exposicio passiva al tabac no s'ha observat

que la variacié de pes al respecte en sigui significativa. (Veure annex 2)

- Mesures antropometriques del pare i la mare:

Hem analitzat també la influéncia del pes de la mare en el pes del nado.
Aproximadament, per cada kg que pesa la mare, el nen pesa 6 grams més (p-valor
0,012 , error estandard 2,29 mitjangant analisi cru). Ja que hem analitzat el pes de la
mare, podem també fer-ho amb el del pare; perd hem observat que és una associacio
no significativa. En canvi la talla del pare si que influeix en el pes del nadé. Per cada
cm d'algada del pare, el nadé pesa 8 grams més (p-valor 0,011, error estandard 3,4;

mitjangant analisi cru). (Veure annex 2)
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10.1.3 Determinants dels nivells de DDE

Com ja sabem, el DDE és un metabolit del DDT; per tant esperem una clara relacio

entre ambdos. La regressio lineal ens mostra que estan correlacionats, donant-nos un
p-valor > 0,001 (Figura 9).
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0,00
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Figura 9: Grafic de punts. DDE-DDT

El DDE és liposoluble i per tant s'acumula en teixit adipos; per aixd vam explorar si
existia alguna relacio entre el pes de la mare i els nivells de DDE en sang de cordo.
Vam veure que per cada quilogram de la mare, es detectaven 0,7 ng/mL de p,p'-DDE
en cordo (p-valor 0,002; error estandard 0,220; mitjangant analisi cru). Aixi que a mida

que augmenta el pes de la mare, ho fa també la quantitat de DDE. (Figura 10)
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Figura 10: Diagrama de dispersié. Pes matern pregestacional-p,p'-DDE

10.1.4 Analisi de I'efecte del DDE sobre el pes al néixer

La nostra hipotesi principal és que el DDE afecta al pes al néixer. En analitzar
graficament la relacid entre DDE i pes al néixer, no observem cap relacié notable

(Figura 11).
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Figura 11: Grafic de punts. Pes al néixer-DDE
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En l'analisi en cru del pes al néixer respecte el p,p'-DDE observem que aquest
disminueix el pes del nad6 7,63 grams per cada unitat d'aquesta substancia mesurada

en sang de cordd. No obstant, les dades no son significatives. (Taula 3).

Taula 3. Analisi de I'efecte del DDE en el pes al néixer

Variable Beta Error estandard P valor
(Constant) 3223,355 29,113 0
Pp'-DDE (ng/mL) -7,636 11,038 0,489

Com ja hem vist, hem detectat diversos factors que modifiquen el pes del nadé al
neéixer, ja sigui augmentant o disminuint-lo. Aixi establim un model ajustat que contindra
totes les variables que hem observat que afecten el pes al néixer amb un p-valor<0.05 i
que podrien actuar com a confusores en l'associacid entre el DDE i el pes al néixer.
(Taula 4). Aixi doncs, incloem el pes matern pregestacional, I'algada paterna, el periode
gestacional, el sexe i I'aspecte fumador matern; sent significatives. Com en I'analisi cru,
el p,p'-DDE disminueix el pes al néixer, perd els resultats segueixen sense ser

significatius.

Al realitzar l'analisi ajustat, l'algada de la mare ha esdevingut una variable no

significativa, per tant no s'ha reincorporat al conjunt de variables en la nova regressio.

Taula 4. Analisi de l'efecte del DDE en el pes al néixer tenint en compte

covariables
Error
Variable Beta P-valor
estandard
(Constant) -2134,035 768,559 0,006
Pes matern pregestacional (kg) 4,897 2,444 0,046
Algada paterna (cm) 7,604 3,08 0,014
Periode gestacional (setmanes) 93,692 14,56 0
Sexe 201,209 44,56 0
P.p"-DDE (ng/mL) -14,206 12,979 0,275
Nombre de cigarrets/dia -25,34 7,007 0
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10.1.5 Analisi de I'efecte del DDE sobre el pes al néixer segons els CNVs GSTT1
i GSTM1

Anteriorment ja hem indicat la hipotesi de la intervencio dels gens GSTT17 i GSTM1 en
la detoxificacio cel-lular. Per aixd0 hem mirat I'associacié del DDE amb el pes al néixer

per a cada grup d’individus amb un genotip concret (analisi estratificat).

Cap dels analisis estratificats per genotip va resultar significatiu tot i que tots ells
presentaven a mostrar nivells inferior de pes al néixer en els individus més exposats a
DDE. Els individus que no tenen el gen GSTM1 pesen 8,2 g menys per cada unitat de
DDE detectada en sang de cordo (Taula 5). Els individus que si el presenten pesen 10
grams menys per cada unitat de DDE (Taula 6). Els individus que no presenten en el
seu genotip el GSTT1 pesen 5 grams més per cada unitat de DDE mesurada (Taula 7).
Els individus que el tenen, pesen 11,65 grams menys per cada unitat d'aquest metabolit
del DDT (Taula 8).

Taula 5: Analisi de l'efecte del DDE en el pes al néixer tenint en compte

covariables. Analisi estratificat: 0 copies de GSTM1

Variable Beta Error estandard P valor

(Constant) -3269,731 1106,72 0,004
Pes matern pregestacional (kg) 5,495 3,689 0,138
Alcada paterna (cm) 7,012 4,519 0,123
Periode gestacional (setmanes) 123,405 20,382 0
Sexe 236,348 64,285 0
P.p"-DDE (ng/mL) -8,159 23,191 0,725
Nombre de cigarrets/dia -17,383 10,399 0,096
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Taula 6: Analisi de l'efecte del DDE en el pes al néixer tenint en compte

covariables. Analisi estratificat: 1 o 2 copies de GSTM1

Variable Beta

(Constant) -178,141
Pes matern pregestacional (kg) 5,696
Algada paterna (cm) 6,993
Periode gestacional (setmanes) 47,28
Sexe 126,758
P.p"-DDE (ng/mL) -10,286
Nombre de cigarrets/dia -40,347

1256,519
3,898
4,769
24,253
70,368
16,699

10,44

Error estandard P valor

0,887
0,154
0,145
0,054
0,074
0,539

0

Taula 7: Analisi de l'efecte del DDE en el pes al néixer tenint en compte

covariables. Analisi estratificat: 0 copies de GSTT1

Variable Beta
(Constant) -3007,605
Pes matern pregestacional (kg) 4,585
Algada paterna (cm) 10,201
Periode gestacional

106,263
(setmanes)
Sexe 127,422
P.p"-DDE (ng/mL) 5,872
Nombre de cigarrets/dia -37,365

2053,03

5,99
8,763

41,476

124,621

42,179
25,484

Error estandard P valor

0,149
0,447
0,25

0,013

0,311
0,89
0,148

Taula 8: Analisi de l'efecte del DDE en el pes al néixer tenint en compte

covariables. Analisi estratificat: 1 o 2 copies de GSTT1

Variable Beta
(Constant) -2092,2
Pes matern pregestacional (kg) 5,354
Algada paterna (cm) 7,077
Periode gestacional

94,117
(setmanes)
Sexe 200,037
P.p"-DDE (ng/mL) -11,652
Nombre de cigarrets/dia -25,724

902,09
3,031
3,579

16,953

52,968
14,466
7,738

Error estandard P valor

0,021
0,079
0,049

0

0
0,421
0,001
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Ja que en l'anterior analisi no he trobat relacions amb la hipdtesi de la detoxificacid
cel-lular, he continuat explorant les dades (considerant el p,p'-DDT); pero els resultats
han estat estadisticament no significatius.

Concretament, he analitzat el p,p'-DDT envers el pes al néixer tenint en compte les
covariables i he observat que un, el GSTM1, sembla modificar I'efecte del DDT sobre el
pes al néixer. Els nens amb la deleci6 de GSTM1 pesen 50,3 grams menys per cada
unitat de DDT mesurada. En canvi en l'analisi els nens amb el gen GSTM1 pesen 5
grams més per cada unitat de p,p'-DDT mesurada. Tot i I'evident diferéncia entre les
dades, que indiquen que la preséncia o la deleci6 del GSTM1 influeixen en la
concentracié del p,p'-DDT, aquestes no son significatives.

En l'estratificacio per GSTT1 tampoc s'han trobat resultats significants.

Resumint podem dir que ni el DDE ni el DDT semblen influenciar el pes al néixer en la
cohort de INMA-Menorca en conjunt, ni quan s’analitza tenint en compte possibles
genotips de gens detoxificadors (GSTT1i GSTM1).

10.2 Resultats de la investigaci6

L'afectacié de determinades substancies al sistema endocri és un fet investigat i
documentat. Els estudis relacionats amb aquest camp han tingut una importancia
rellevant alhora de poder seguir cercant les causes de diferents anomalies que ens
poden arribar a afectar en la nostra vida quotidiana. La continua generacio i
desenvolupament en I'ambit cientific comporta el conseguent estudi empiric i analitic, el
qual indiqui els caracters, en poténcia, d'actuacié com a interferent. El fet de que ho
faci d'aquesta manera, comporta I'estudi dels parametres que poden afectar al sistema

endocri, ja que aquest regula una infinitat de processos en I'organisme.

La complexitat en aquesta area d'estudi, causada pels trets que caracteritzen els
interferents, provoca que les combinacions de variants i parametres sigui molt gran; la
qual cosa alenteix I'aparicio de resultats concrets. Tot i la gran importancia d'aquest fet,

en la investigacié hi ha lloc per a la fallida en els resultats, ja que I'assaig i error fa que
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la ciéncia sigui tal i com la coneixem. Aixi doncs, en I'estudi empiric realitzat en aquest
projecte, no s'ha obtingut la intensitat en els resultats que qualsevol investigador desitja
alhora de realitzar la preparacié d'un estudi. Tot i aquest fet, s'’ha pogut demostrar
mitjangant la fiabilitat d'estudis, que, efectivament, determinades substancies alteren
I'hnomeostasi del nostre sistema endocri, tot provocant alteracions (ja siguin lleus o
severes) en el desenvolupament del nostre organisme que esta en un canvi continu, tot
podent afectar-nos en poténcia o en acte; la qual cosa alteraria la nostra vida

quotidiana de forma permanent. D'aquesta manera, trobem els resultats seguents:

- L'exposicié prenatal i postanatal a contaminants ambientals tenen efectes tant en el
naixement (retard del creixement intrauteri, prematuritat, alteracions del
desenvolupament neuroldgic) com sobre la salut en etapes posteriors de la vida,
incloent la morbiditat en l'edat adulta per cancer, asma i al-lérgies, malalties
cardiovasculars, alteracions cognitives, etc. De la mateixa manera ho fan la dieta i la
nutricio durant I'etapa fetal i primera infancia (origen fetal de les malalties). (Barker DJ.
The long-term outocome of retarded fetal growth. Schweiz Med Wochenschr 1999;

Kogevinas et al. International Journal of Epidemiology, 2004) (Veure bibliografia)

- Els compostos organics persistents (COPs), incloent els compostos organoclorats i
alguns metalls (plom i metil-mercuri), s'ingereixen principalment mitjangant el consum
d'aliments greixosos com el peix i la carn. Els COPs s'han relacionat amb el retard del
creixement intrauteri, prematuritat, amb el ritme de creixement postnatal i amb
alteracions menors del desenvolupament neuroconductiu. (Ribas-Fitd et al. Journal of
Epidemiology and Community Health, 2001) (Torres-Arreola et al. Annals of
Epidemiology, 2003) (Patandin et al. Pediatr Res 1998)

- El desequilibri hormonal provocat pels EDCs podria contribuir a I'etiopatogénia de
trastorns funcionals i organics identificats com a factors de risc per a malalties
d'aparicio tardana. L'associacié entre alteracions de la maduracié genital masculina
amb alteracions de la funcié testicular i cancer de testicle 0 de menarquia preco¢ amb
cancer de mama sén un bon exemple de la hipdtesi d'exposicio primerenca amb

consequeéncies posteriors. (Ibarluzea JJ et al. Cancer Causes Control, 2004) (Garcia-
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Rodriguez et al. Environmental Health Perspectives, 1996)

- La contaminacio atmosférica (particules i gasos) s'ha associat amb un increment de la
mortalitat infantil i amb problemes de salut com asma i al-lergia. (Rumchev et al.
Thorax 2004) Sobre la seva associacid® amb trastorns reproductius existeix menor

evidéncia cientifica. (Lacasana et al. European Journal of Epidemiology 2005)

- Els productes de desinfeccid per a la potabilitzacié de l'aigua, trihalometans, també
s'han relacionat amb malformacions congénites i retards en el creixement intrauteri.

(Wright et al. Environmental Health Perspective 2004)

- La llargada del nado, el pes i el diametre del cap al néixer es veuen afectats pels
nivells de PCBs, PBDEs als que es troben exposats a l'uter matern. (Tan et al.
Chemosphere 2009)

- Els nivells en séerum matern de concentracions en p,p'-DDE i bifenils afecten al pes al

néixer i I'edat gestacional. (Wojtojtyniak et al. Environmental Health 2010)

- L'exposicié intrauterina a p,p'-DDT influeix en el neurodesenvolupament del nadé.

(Morales et al. Environmental Health perspective, 2008)

Com hem vist, els interferents endocrins afecten a la persona exposada, i als seus
descendents. Les dades de diferents estudis ens mostren nivells de compostos
organics persistents com a interferents endocrins en tot el planeta. Es, en aquest sentit,
un fet gairebé impossible evitar la contaminacié d'un individu. Tothom té, en menor o
major quantitat, una concentracié d'aquests compostos en el seu cos. Com a mostra,
en tenim l'estudi que s'ha realitzat en aquest projecte, en qué els nadons acabats de

néixer ja mostren concentracions d'aquestes substancies.
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Conclusions

En el nostre estudi experimental no s'han trobat evidéncies que mostrin que el p,p'-
DDE o el p,p'-DDT afecten el pes al néixer del nadd, en la totalitat de les mostres
analitzades (ni tenint en compte la variabilitat genética dels individus; estratificant per
genotip (GSTT1i GSTM1)). La literatura mostra que els EDCs afecten la salut, tot i que
no esta clar quins son els mecanismes a través dels quan ho fan; aixd requereix més
investigacié. Els resultats d'aquest estudi, i tenint en compte altres evidéncies
cientifiques, ens portarien a la generacié d'un de nou en qué es consideressin variables
com la dieta de la mare o s'analitzessin mostres extretes de teixit adipds (o alguna

substancia amb alt contingut en lipids, com la llet materna).

De la metodologia de treball utilitzada es pot concloure que é€s una tasca que requereix
una alta rigorositat, racionalitat i constancia. Alhora del disseny de l'experiment cal
acotar les variables per tal d'obtenir resultats suficientment precisos per poder verificar,
0 no, la hipotesi inicial; fet que comporta el coneixement d'estudis del camp en qué es
vol investigar. Darrere dels resultats de qualsevol estudi s'hi troba un gran esfor¢ per
part de tot un equip; l'obtencié de mostres, el seu tractament i I'analisi d'aquestes, ens
mostren la interdependéncia a que el treball cientific esta sotmés: la investigacié de
laboratori no serviria per a res si ningu no analitzés les dades obtingudes; un estadista
matematic no seria tal sense el disseny d'estudi realitzat per un investigador. El fet
d'haver treballat en un ambient com aquest, permet copsar la complexitat d'una feina
sistematica i exhaustiva; la interconnexio i coordinacié de tasques que hi ha darrere del

que a simple vista sembla un mer percentatge.

Tot i que en l'estudi realitzat no s'han trobat evidéncies d'associacid entre interferent i
efecte; altres estudis han indicat que les substancies que actuen com a interferents
endocrins tenen el poder de causar efectes en nosaltres i en el nostre entorn,

permanents, durant un llarg periode o, fins i tot, en els nostres descendents. Aixi doncs,
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estudiant els casos d'afectacié, podem verificar i justificar aquest fet. Els efectes sén
molt variats i depenen de moltes circumstancies; per exemple, de les diferents
substancies que hi intervenen, que poden actuar de forma combinada (no estem
exposats unicament a un sol compost), i de l'estat de l'individu estudiat (genética,
desenvolupament, comportament, habits, zona geografica, dieta, etc.). Aixi doncs,
existeix en aquest fet una gran pluralitat i complexitat que comporta grans dificultats

alhora de detectar i relacionar un efecte amb una substancia determinada.

La sintesi de nous compostos xenobiotics es dona a una velocitat massa elevada per a
que es puguin dur a terme els tests adients per tal d'assegurar la fiabilitat en la
utilitzacié d'aquests compostos. A més, als interferents endocrins, que poden ser
estructuralment diferents, cal efectuar-los-hi altres proves per corroborar o rebutjar
l'efecte com a tal. Els métodes que s'utilitzen es testen sobre animals, ja que de
moment no hi ha una altra opci6 per a poder documentar els efectes in vivo. Arribats a

aquest punt, se'ns planteja un dels dilemes étics per excel-léncia.
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Valoracié personal

Es tracta d'un tema que afecta a cadascun de nosaltres, perd no en som conscients, i
molts, ni en coneixiem el concepte. Es per aquest fet que considero que cal seguir els
nous camins que es van tragant, nomeés aixi potser podriem avancgar. Des del meu punt
de vista personal, trobo absolutament necessari el recolzament de les institucions per
poder obrir pas a la ciéncia, i si, el que cal és recolzament economic. | si, també sb6c
conscient que estem patint una crisi economica. No obstant, en temps de bonanca i
inici de la crisi, els projectes estatals creats per govern central respecte estudis sobre
substancies toxiques no arribaven a donar-se o deixaven molt que desitjar. Es podria

haver mobilitzat treball per a molta gent i generat coneixement socialment rellevant.

La ciéncia evoluciona, i aquest fet ens fa plantejar-nos la nostra vida, i I'estructura de la
nostra societat. Es tracta d'un punt d'inici per pensar en els poders i llibertats; els
interferents endocrins i les substancies toxiques persistents en general, plantegen un
conjunt de questions d'auténtica rellevancia social, cultural i econdomica. Els
contaminants ens porten a pensar en altres grans temes (alimentacio, ramaderia, medi
ambient, transport, educacio, consum, justicia, impostos, economia, condicions de
treball, transparéncia, col-laboracié entre sector privat i public, poder i responsabilitats
de les organitzacions ciutadanes, etc.). No séc qui per a dir que, una mera estudiant de
segon de batxillerat que expressa el seu punt de vista sobre un tema. Considero que
cal, doncs, pensar amb total llibertat sobre les caracteristiques i el futur de les nostres

societats; sobre metodes d'assolir més justicia, cultura, educacié, coheréncia moral.

El desenvolupament de conflictes i plantejament de qlestions de diferents ambits té el
seu origen en situacions com aquesta, conflictes que s'han de pensar amb matisos,
perqué no hi ha conclusions simples. Analogament, es planteja aquesta situacio en el
treball realitzat, (a una escala molt menor, es clar) quan comparem les concentracions

de p,p'-DDE en la poblacié espanyola; una persona pot tenir una quantitat 7600
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vegades superior a la d'una altra persona. (Concentracido més alta: 7838,21ng/g i més
baixa: 1,02).

A part dels resultats, les conclusions i les diferents visions que aquest tema pot arribar
a desenvolupar; personalment m'emporto la satisfaccido d'haver treballat en vertader
ambient cientific; poder haver copsat el treball en equip; aprés a utilitzar uns métodes,
materials i maquinari, la gran paciéncia i metodologia amb qué ha de bregar un
cientific, jo, en menor grau, quan la PCR no sortia correctament (i resultava que la
temperatura de la maquina es descalibra amb un subtil canvi de la temperatura
exterior); haver tractat amb situacions que no hauria trobat fins a la carrera universitaria
i haver aprés un munt d'aquesta fantastica experiéncia, tant des del punt de vista

conceptual i cientific, com personal.
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Annex 1: Protocol PCR i gel d'electroforesi

La realitzacié de la PCR comporta els segiients passos:

1- Desnaturalitzacido primaria de la cadena: augment de la temperatura per tal de
separar la doble helix de DNA (94-96°C, 5 minuts)

2- Desnaturalitzacié secundaria (94-96°C, 1 minut)

3- Anellament: s'uneixen els “primers” o encebadors (60-65°C, 1 minut)

4- Extensio: elaboracio de la copia per part de la polimerasa (72°C, 1 minut)

5- Repeticié del cicle (passos 2, 3 i 4): unes 30-40 vegades per obtenir molta quantitat
de moléecules. (S'obtenen milions de copies en pocs cicles, en comparacio, ja que el
procés es comporta de manera exponencial)

6- Extensiod final: manteniment de la temperatura per tal de finalitzar la sintesi de les
copies (72°C, 5 minuts)

7- Emmagatzemament del producte (4-10°C)

Passos a seguir per a la preparacié del gel d'electroforesi:

1- Preparar una dissolucié d'agarosa en pols (2 grams d'agarosa en dissolucié tampo
TBE buffer 0,6X) 30 ml. Afegir 1 microlitre de SYBR Safe DNA gel stain (aportara
fluorescéncia)

2- Abocar la dissolucié en un recipient d'electroforesi i col-locar-hi la pinta (que fara els
pous per a poder introduir les mostres)

3- Deixar que el gel polimeritzi (es torna semi solid). Cal tapar-lo de la llum per
aconseguir major eficacia alhora de la realitzacié de la fotografia.

4- S'omplen els pous amb les mostres (el resultat de la PCR amb tampé LB, a una
concentracié determinada, depenent de la concentraciéo de DNA en les mostres inicials)
5- Es col-loca el recipient d'electroforesi en la maquina d'electroforesi (cobert amb

dissolucio tamp?d)
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6- En I'ultim pou aboquem el marcador, que sera com un regle de bases, per a saber la
quantitat de parells de bases de cada mostra, i aixi determinar si l'individu presenta o
no la regié de DNA

7- Es tanca la maquina d'electroforesi i es fa passar el corrent eléctric

Condicions de la PCR
Pre-PCR: S'ha de realitzar en una zona diferent a la de la part posterior de la PCR, ja
que aixi es redueix el risc de contaminacio de mostres. No cal oblidar que s'ha de tenir

una rigorosa precisio i netedat (utilitzacié de guants i bata, material esterilitzat, etc.)

- Reactius

Per a realitzar aquest protocol s'ha utilitzat: 82,24 microlitres d'H.O; 12 microlitres de
buffer 1,5mM Mg?*; 14,4 microlitres de dNTPs 1,25mM; 0,48 microlitres de cada primer
(GSTM1 F 0,48 microlitres 20pmol/microlitre, GSTM1 R 0,48 microlitres 20
pmol/microlitre, GSTT1 F 0,48 microlitres 20 pmol/microlitre, GSTT1 R 0,48 microlitres
20 pmol/microlitre, b-Globin F 0,48 microlitres 20 pmol/microlitre, b-Globin R 0,48
microlitres 20 pmol/microlitre); 0,48 microlitres de Taq 5U/microlitre; 1 microlitre de cada
mostra de DNA 100 ng/microlitre; 1 microlitre d'H20; tubs de PCR, gradeta, pipetes,
puntes de pipetes, maquina de PCR GeneAmp PCRSystem, 7 microlitres de LB 6x.

- Procediment
Preparem la mix per a 8 mostres (n'utilitzarem per a 7): afegim a un eppendorf 82,24
microlitres d'H.O; 12 microlitres de buffer; 14,4 microlitres de dNTPs; 0,48 microlitres de

cada primer i 0,48 microlitres de Taq (cal mantenir-la en fred).

Prenem uns tubs de PCR (una tira de 8) i afegim 14 microlitres de la mix a cada tub
menys al vuité. Posteriorment, havent numerat els tubs i els diferents DNAs, afegim 1
microlitre de cada DNA al tub corresponent. Al tub 7, no afegim 1 microlitre de DNA
(uns 50 nanograms) siné que afegim 1 microlitre d'H2O que ens servira de control

negatiu. Tapem els tubs amb els taps corresponents i els portem a la maquina de PCR.
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Figura 1': tubs de PCR numerats

El procés de PCR que hem utilitzat consisteix en una série de 35 canvis repetits de
temperatura, anomenats cicles; i cada cicle consisteix en 3 passos a diferents
temperatures. Els cicles estan precedits per un xoc térmic, a alta temperatura (96°C en
el nostre cas), i seguit per un hold al final del procés per a la extensié de producte final
0 per a un breu emmagatzematge. *Les temperatures emprades i el temps aplicat a
cada cicle depenen de molts parametres (tipus d'enzims utilitzats, la concentracié de
dNTPs, la temperatura d'unié dels encebadors primers,...)

Els cicles de la PCR sén els seglents: primera fase on es dona la desnaturalitzacio
primaria a 96°C durant 5 minuts; cicle 3 fases on es dona la desnaturalitzacié (96°C
durant 1 minut), I'anellament (64°C durant 1 minut) i I'extensio (72°C durant 1 minut)
amb 35 vegades de repeticio; i una tercera fase on es ddéna l'extensié final a 72°C
durant 5 minuts; posteriorment pot donar-se un termini de breu emmagatzemament a
4°C.
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Figura 2': Maquina de PCR utilitzada

De la maquina de PCR obtenim el producte de PCR; s'han realitzat moltes copies de la
zona que s'havia acotat. Aixi, en la zona del laboratori de PCR, prenem una tira de tubs
nova i la numerem. Afegim a cada tub buit, 5 microlitres de resultat de la PCR
mantenint la numeracio. A cada tub, ja amb els 5 microlitres del resultant de la PCR, li
afegim 1 microlitre de tampo de carrega, que aporta densitat a les mostres que faciliten
el corriment en gel de les mostres, i color blau, que fa visible dues franges blaves que

indiquen aproximadament per on es troba la mostra.

Per al corriment de les mostres ens cal preparar un gel d'agarosa. Preparem una
dissoluci6 d'agarosa al 2% (2g/100mL dissolucié). Prenem 30 mL de la dissolucié i hi
afegim 1 microlitre de SYBR Safe DNA gel stain 10000x. En una placa per a preparar
gels, hi posem la pinta de 8 cavitats i, amb els extrems coberts, afegim la dissolucio.
Deixem que el gel polimeritzi, tot evitant el contacte amb la llum, ja que el SYBR Safe
és el component que s'intercala entre les cadenes de DNA per tal d'aportar la
fluorescéncia a la mostra.

Un cop el gel ha polimeralitzat, retirem la pinta i afegim, a cada cavitat, el contingut dels

tubs nous; tot respectant la numeracio inicial. En I'Ultima cavitat, la vuitena, que esta
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buida, hi posem 2 microlitres de 700 bp Marker, que ens servira de patré per a saber el

nombre de bases de les mostres.

Tenint les cavitats del gel plenes, retirem els plastics dels extrems i introduim el gel a la
maquina de corriment de gel (per tal que es produeixi I'electroforesi). El DNA és ara
negatiu i, quan l'exposem a un camp magneétic, aquest migra al pol positiu. Correm el
gel a 100v, evitant el contacte amb la llum. Quan observem que I'Ultima franja esta a

punt de desaparéeixer, aturem el procés.

Figura 3'i 4': Corriment de les mostres en gel d'agarosa

Retirem el gel de la maquina on s'ha produit el corriment i retirem la plaqueta inferior,

per tal de fer la fotografia al gel, exposant-lo a llum blanca i a raigs UV.
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Figura 5': Maquina emissora de raigs UV per a la realitzaci6é de fotografies de mostres

fluorescents
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