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Resumen

Antecedentes y objetivos:

Las sustancias perfluoroalquiladas (PFAS) son compuestos quimicos sintéticos
usados en productos como textiles impermeables, limpiadores y espumas contra
incendios. Son altamente estables y dificiles de degradar, lo que causa su acumulacién
en el medio ambiente y en seres vivos, incluida la poblacion humana. Se las conoce como

forever chemicals o sustancias quimicas eternas.

Las PFAS son disruptores endocrinos que pueden afectar la funcion hormonal del
organismo. Un momento especialmente vulnerable para la salud es la vida intrauterina,
cuando la alteracion de ciertas hormonas, tales como las tiroideas (HT), puede ser muy
perjudicial. Durante esta etapa, el feto depende completamente de las HT de la madre,
ya que no puede producir las suyas propias hasta la mitad del embarazo. Transportadas
a través de la placenta, las HT cumplen una funcién crucial en el desarrollo del feto,
incluyendo el desarrollo cerebral y maduracién del sistema nervioso central,
crecimiento y formacién de érganos. Durante los primeros afios de vida, estas hormonas
siguen siendo vitales para el buen funcionamiento y desarrollo del organismo,

incluyendo la maduracion del sistema nervioso, el cual no termina hasta la adolescencia.

Esta tesis se ha centrado en cuatro tipos especificos de PFAS: sulfonato de
perfluoroctano (PFQOS), acido perfluorooctanoico (PFOA), acido perfluorononanoico
(PFNA) y 4cido perfluorohexano sulfénico (PFHxS). Por un lado, uno de los dos objetivos
principales de la tesis fue realizar una revision sistemdtica de la literatura previa sobre
la relacién entre PFAS y disfuncidn tiroidea durante el embarazo, nifiez y adolescencia.
En segundo lugar, el otro objetivo principal de la tesis fue evaluar la relacion entre la
exposicién materna a PFAS y los efectos sobre la funcidn tiroidea, esta ultima, tanto en
madres como en recién nacidos/as, usando para ello tres cohortes del proyecto INMA
(Gipuzkoa, Sabadell y Valencia). Pare ello se han tenido en cuenta algunas posibles

variables de confusidon y modificacion de efecto como la ingesta de yodo y pescado,
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exposicidn a otros contaminantes, el sexo de los/as neonatos/as y otras caracteristicas

sociodemograficas que pudieran influir en los resultados.

Metodologia:

La primera parte de la presente tesis es una revision sistematica de la literatura
cientifica que analiza la relacion entre la exposicion a PFAS y los efectos en la funcion
tiroidea en embarazadas, neonatos/as, nifos/as y adolescentes. Se realizd una
blsqueda en las bases de datos PubMed, Embase y Teseo hasta diciembre de 2023,
incluyendo articulos en inglés y espafiol, asi como tesis doctorales. Los estudios
seleccionados fueron evaluados segun su calidad metodoldgica mediante una lista de

verificacion especifica.

La segunda parte de la presente tesis son tres estudios observacionales
realizados en la poblacién de las cohortes INMA arriba mencionadas (Gipuzkoa, Sabadell
y Valencia). El primer estudio es transversal y evalud la relacidon entre la exposicion a
PFAS y los niveles hormonales en 1.135 madres de las cohortes de Gipuzkoa, Sabadell y
Valencia, midiendo concentraciones de PFAS y HT (TSH, FT4 y TT3) en sangre materna
durante el primer trimestre del embarazo. El segundo estudio explord la asociacion
trasversal entre |la exposicion prenatal a PFAS y la prevalencia de disfunciones tiroideas
(global, hipertiroidismo e hipotiroidismo) en las mismas cohortes. Se realizaron dos tipos
de analisis, uno teniendo en cuenta las mujeres que autorreportaron padecer alguna
enfermedad tiroidea (n=58) y otro, tras excluir estas, en el que se consideraron las
mujeres con hipertiroidismo (n=152) e hipotiroidismo (n=9) subclinico basados en los
niveles de HT. El dltimo analisis se centré en estudiar la relacidn entre la exposicidon
prenatal a PFASy los niveles de TSH en los/as neonatos/as, utilizando datos de la cohorte
INMA-Valencia, ya que no se disponia de esos datos en el resto de cohortes. Este estudio
longitudinal incluyé 479 pares madre-hijo/a, y se midieron los niveles de PFAS en el
primer trimestre de embarazo y la TSH en los/as recién nacidos/as en sangre seca en un
filtro, mediante la prueba del talén, que es parte del programa de cribado neonatal de

hipotiroidismo congénito en Espafia.



Resultados:

Revisidon sistemdtica: Se identificaron 35 estudios relevantes tras una revision
exhaustiva. De estos, 11 estudios se centraron exclusivamente en mujeres embarazadas,
mientras que 16 incluyeron tanto a madres como a sus hijos/as (neonatos/as, nifios/as
o adolescentes) y 8 solo poblacidn infantil y/o adolescente. Los estudios se realizaron
principalmente en Asia, Europa y América del Norte, con disefios variados como
cohortes longitudinales, transversales y casos y controles. El PFOA y PFOS fueron los
contaminantes mas frecuentemente detectados y el PFOS el detectado en
concentraciones mas altas. En general, las concentraciones en muestras de corddn
umbilical fueron menores que en las muestras maternas. En poblacion infantil y/o
adolescente, algunos estudios mostraron concentraciones extremas debido a la
presencia industrial en el entorno cercano. Las HT incluidas en los estudios fueron TSH,
TT4, FT4, TT13 y FT3, con variaciones importantes entre los estudios en cuanto a los
niveles medidos. Los estudios mostraron asociaciones significativas entre los niveles de
PFAS y alteraciones en las HT, particularmente TSH, siendo un 61% de las asociaciones
entre todas las hormonas y contaminantes positivas. En madres, hubo mayor frecuencia
de relaciones positivas con TSH (particularmente con PFHxS y PFOS) y T4. En corddn
umbilical y neonatos/as, también habia cierta preponderancia de asociaciones positivas,
especialmente entre TSH y T4, siendo la mas frecuente entre esta ultima hormona y
PFOS. En la infancia y/o adolescencia, el nimero de estudios fue menor
(comparativamente hablando con nimero de estudios centrados en etapa prenatal y
perinatal) y se encontrd cierta consistencia de una asociacion positiva entre PFAS y T4,
especialmente con PFNA. Ademads, algunos estudios encontraron diferencias segun el
sexo, observandose cierto patron de asociaciones mas marcadas en nifios que en nifas
para el caso de PFOS y en menor medida PFNA. La relacién dosis-respuesta no estaba
clara, ya que, aunque era mayoritariamente lineal, se encontraron indicios de algunas
relaciones no lineales en algunos estudios. En cuanto a los estudios sobre disfunciones
tiroideas, aunque se observo un posible patréon de asociacion entre la exposicion a PFOA
y PFOS vy el hipotiroidismo materno, el nimero de investigaciones era limitado. Para

otras enfermedades tiroideas, los estudios fueron escasos y mostraron una gran



variabilidad tanto en la direccién de las asociaciones como en el tipo de disfunciones

tiroideas analizadas, asi como en los periodos de vida estudiados.

Niveles hormonales en madres en INMA: En los estudios observacionales de las
cohortes INMA, no se encontrd una asociacion clara entre las concentraciones de PFAS
en sangre materna y los niveles hormonales. En concreto, solamente el PFNA se asocio
de manera marginalmente significativa con menores niveles de TT3. Los analisis de
sensibilidad realizados confirmaron que estos resultados eran robustos, incluso al
ajustar por multiples factores de confusion como el consumo de pescado, la excrecién
de yodo, la tasa de filtracién glomerular, otros contaminantes, entre otros. El analisis
BKMR no mostré ninguna asociacion significativa entre la mezcla de PFAS vy los niveles

de HT en las madres.

Disfunciones tiroideas maternas en INMA: Respecto a los trastornos de la tiroides
en madres, el analisis indicé un mayor riesgo de patologias tiroideas autoinformadas
asociadas a exposicion prenatal a PFOA e hipertiroidismo subclinico con PFHxS, ambas
asociaciones siendo marginalmente significativas. No se encontré una relacién
significativa entre la exposicion prenatal a PFAS y el riesgo de hipotiroidismo subclinico

o la mezcla de PFAS.

Estudio en neonatos/as en INMA: Los resultados mostraron una asociacion
negativa significativa entre la concentracion de PFOA medida en el primer trimestre de
embarazo y los niveles neonatales de TSH, especialmente en nifias (aunque no se
encontraron interacciones significativas entre los niveles de PFAS y el sexo del/de la
recién nacido/a). Los analisis de sensibilidad confirmaron la robustez de los resultados.

No se encontraron asociaciones entre la mezcla de PFAS y los niveles de TSH en el BKMR.
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Discusion:

Respecto a los resultados obtenidos en las cohortes INMA vy los obtenidos en la
revisiéon bibliografica, existe consistencia entre estudios (incluyendo el INMA) en
términos de los métodos de analisis quimico de contaminantes. Sin embargo, si que se
observd heterogeneidad entre los estudios en términos de tiempo de muestreo
(diferentes semanas gestacionales, al nacer o en la infancia y/o adolescencia), HT o
disfuncién tiroidea a estudio, ajuste por posibles variables de confusién y enfoque
estadistico. Respecto a los resultados obtenidos, si se observd cierta consistencia sobre
la asociaciéon positiva entre los niveles maternos de PFAS y TSH o T4 (especialmente
PFHXS y PFQOS, para el caso de TSH) segun la literatura, algo no corroborado en los
andlisis realizados en la cohorte INMA. En cuanto a los estudios perinatales (en cordén
y neonatos/as), también parece que las HT mds afectadas por la exposicion a PFAS
fueron la TSH y T4, algo en la linea de los resultados obtenido en la cohorte INMA-
Valencia. Adema3s, la literatura existente encontrd cierta consistencia entre PFNA y T4
durante la infancia y/o adolescencia, algo que no se pudo corroborar en la presente
tesis, al no tener informacion infantil o durante la adolescencia de PFAS y HT para poder
realizar dichos analisis. En global, dado que parece que existe cierta consistencia entre
estudios sobre la posible asociacidn entre ciertas PFAS y HT, pero no es concluyente, se
justifican mas estudios para confirmar estas posibles relaciones, especialmente estudios

longitudinales, para identificar cualquier periodo de mayor vulnerabilidad.
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Resum

Antecedents i objectius:

Les substancies perfluoroalquilades (PFAS) sén compostos quimics sintetics
utilitzats en productes com textils impermeables, netejadors i escumes contra incendis.
Sén altament estables i dificils de degradar, cosa que provoca la seua acumulacié en el
medi ambient i en éssers vius, incloent la poblacid humana. Se les coneix com forever

chemicals o substancies quimiques eternes.

Les PFAS son disruptors endocrins que poden afectar la funcid hormonal de
I'organisme. Un moment especialment vulnerable per a la salut és la vida intrauterina,
guan l'alteracié de certes hormones, com les tiroidals (HT), pot ser molt perjudicial.
Durant aquesta etapa, el fetus depen completament de les HT de la mare, ja que no pot
produir-ne les seues propies fins a la meitat de I'embaras. Transportades a través de la
placenta, les HT compleixen una funcio crucial en el desenvolupament del fetus, incloent
el desenvolupament cerebral i la maduracio del sistema nervids central, el creixement i
la formacié d’organs. Durant els primers anys de vida, aquestes hormones continuen
sent vitals per al bon funcionament i desenvolupament de |'organisme, incloent la

maduracio del sistema nervids, que no acaba fins a I'adolescéncia.

Aguesta tesi s’ha centrat en quatre tipus especifics de PFAS: sulfonat de
perfluoroocta (PFOS), acid perfluorooctanoic (PFOA), acid perfluorononanoic (PFNA) i
acid perfluorohexa sulfonic (PFHxS). Per una banda, un dels dos objectius principals de
la tesi va ser realitzar una revisié sistematica de la literatura prévia sobre la relacié entre
PFAS i disfuncioé tiroidal durant I’embaras, la infancia i I'adolescencia. En segon lloc,
I'altre objectiu principal de la tesi va ser avaluar la relacié entre 'exposicié materna a
PFAS i els efectes sobre la funcid tiroidal, tant en mares com en nounats, utilitzant tres
cohortes del projecte INMA (Guipuscoa, Sabadell i Valéncia). Per a aix0, s’han tingut en
compte algunes possibles variables de confusidé i modificacié de I'efecte, com la ingesta
de iode i peix, I'exposicid a altres contaminants, el sexe dels/de les nounats/ades i altres

caracteristiques sociodemografiques que podrien influir en els resultats.
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La primera part de la present tesi és una revisio sistematica de la literatura
cientifica que analitza la relacio entre I'exposicio a PFAS i els efectes en la funcio tiroidal
en embarassades, nounats/ades, xiquets/es i adolescents. Es va realitzar una cerca a les
bases de dades PubMed, Embase i Teseo fins al desembre de 2023, incloent articles en
anglés i espanyol, aixi com tesis doctorals. Els estudis seleccionats van ser avaluats

segons la seua qualitat metodologica mitjancant una llista de verificacié especifica.

La segona part de la present tesi son tres estudis observacionals realitzats en la
poblacié de les cohortes INMA esmentades anteriorment (Guipuscoa, Sabadell i
Valéncia). El primer estudi és transversal i va avaluar la relacié entre I'exposicié a PFAS i
els nivells hormonals en 1.135 mares de les cohortes de Guipuscoa, Sabadell i Valéncia,
mesurant concentracions de PFAS i HT (TSH, FT4 i TT3) en sang materna durant el primer
trimestre de I’embaras. El segon estudi va explorar I'associacié transversal entre
I'exposicio prenatal a PFAS i la prevalenca de disfuncions tiroidals (global,
hipertiroidisme i hipotiroidisme) en les mateixes cohortes. Es van realitzar dos tipus
d’analisi, un tenint en compte les dones que van informar patir alguna malaltia tiroidal
(n=58) i I'altre, després d’excloure aquestes, en qué es van considerar les dones amb
hipertiroidisme (n=152) i hipotiroidisme (n=9) subclinic basats en els nivells d'HT.
L’dltima analisi es va centrar a estudiar la relacid entre I'exposicio prenatal a PFAS i els
nivells de TSH en els/les nounats/ades, utilitzant dades de la cohort INMA-Valéncia, ja
gue no es disposava d’aquestes dades en la resta de cohortes. Aquest estudi longitudinal
va incloure 479 parelles mare-fill/a, i es van mesurar els nivells de PFAS en el primer
trimestre d’embaras i la TSH en els/les nounats/ades en sang seca en un filtre,
mitjangant la prova del tald, que és part del programa de cribratge neonatal

d’hipotiroidisme congenit a Espanya.

Resultats:

Revisi6 sistematica: Es van identificar 35 estudis rellevants després d’una revisio
exhaustiva. D’aquests, 11 estudis es van centrar exclusivament en dones embarassades,
mentre que 16 van incloure tant mares com els seus fills/es (nounats, xiquets/es o

adolescents), i 8 només poblacié infantil i/o adolescent. Els estudis es van realitzar
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principalment a Asia, Europa i America del Nord, amb dissenys variats com cohortes
longitudinals, transversals i casos i controls. El PFOA i PFOS van ser els contaminants més
freqientment detectats i el PFOS el detectat en concentracions més altes. En general,
les concentracions en mostres de cordd umbilical van ser menors que en les mostres
maternes. En poblacid infantil i/o adolescent, alguns estudis van mostrar concentracions
extremes a causa de la presencia industrial en I'entorn proxim. Les HT incloses en els
estudis van ser TSH, TT4, FT4, TT3 i FT3, amb variacions importants entre els estudis
guant als nivells mesurats. Els estudis van mostrar associacions significatives entre els
nivells de PFAS i alteracions en les HT, particularment TSH, sent un 61% de les
associacions entre totes les hormones i contaminants positives. En mares, hi va haver
major freqliencia de relacions positives amb TSH (particularment amb PFHxS i PFOS) i
T4. En cordd umbilical i nounats/ades, també hi havia certa preponderancia
d’associacions positives, especialment entre TSH i T4, sent la més freqgiient entre
aquesta ultima hormona i PFOS. En la infancia i/o adolescéncia, el nombre d’estudis va
ser menor (comparativament parlant amb el nombre d’estudis centrats en etapa
prenatal i perinatal), i es va trobar certa consisténcia d’una associacié positiva entre
PFAS i T4, especialment amb PFNA. A més, alguns estudis van trobar diferéncies segons
el sexe, observant-se un cert patré d’associacions més marcades en xiquets que en
xiguetes per al cas de PFOS i en menor mesura PFNA. La relacié dosi-resposta no estava
clara, ja que, encara que era majoritariament lineal, es van trobar indicis d’algunes
relacions no lineals en alguns estudis. Quant als estudis sobre disfuncions tiroidals,
encara que es va observar un possible patré d’associacié entre I'exposicié a PFOA i PFOS
i I'hipotiroidisme matern, el nombre d’investigacions era limitat. Per a altres malalties
tiroidals, els estudis van ser escassos i van mostrar una gran variabilitat tant en la
direccio de les associacions com en el tipus de disfuncions tiroidals analitzades, aixi com

en els periodes de vida estudiats.

Nivells hormonals en mares a INMA: En els estudis observacionals de les cohortes
INMA, no es va trobar una associacio clara entre les concentracions de PFAS en sang
materna i els nivells hormonals. En concret, només el PFNA es va associar de manera
marginalment significativa amb menors nivells de TT3. Les analisis de sensibilitat

realitzades van confirmar que aquests resultats eren robusts, fins i tot ajustant per
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multiples factors de confusié com el consum de peix, I'excrecid de iode, la taxa de
filtracio glomerular, altres contaminants, entre altres. L’analisi BKMR no va mostrar cap

associacio significativa entre la barreja de PFAS i els nivells d’HT en les mares.

Disfuncions tiroidals maternes a INMA: Respecte als trastorns de la tiroide en
mares, l'analisi va indicar un major risc de patologies tiroidals autoinformades
associades a I'exposicio prenatal a PFOA i hipertiroidisme subclinic amb PFHxS, ambdues
associacions sent marginalment significatives. No es va trobar una relacié significativa

entre I'exposicié prenatal a PFAS i el risc d’hipotiroidisme subclinic o la barreja de PFAS.

Estudi en nounats/ades a INMA: Els resultats van mostrar una associacié negativa
significativa entre la concentracié de PFOA mesurada en el primer trimestre d’embaras
i els nivells neonatals de TSH, especialment en xiquetes (encara que no es van trobar
interaccions significatives entre els nivells de PFAS i el sexe del/de la nounat/ada). Les
analisis de sensibilitat van confirmar la robustesa dels resultats. No es van trobar

associacions entre la barreja de PFAS i els nivells de TSH en el BKMR.

Discusion:

Respecte als resultats obtinguts en les cohortes INMA i els obtinguts en la revisid
bibliografica, existeix consisténcia entre estudis (incloent I'INMA) en termes dels
metodes d’analisi quimic de contaminants. No obstant aix0, si que es va observar
heterogeneitat entre els estudis en termes de temps de mostreig (diferents setmanes
gestacionals, en néixer o en la infancia i/o adolescéncia), HT o disfuncid tiroidal a estudi,
ajust per possibles variables de confusid i enfocament estadistic. Respecte als resultats
obtinguts, si que es va observar certa consisténcia sobre I'associacié positiva entre els
nivells materns de PFAS i TSH o T4 (especialment PFHxS i PFQOS, per al cas de TSH) segons
la literatura, cosa que no va ser corroborada en les analisis realitzades en la cohort
INMA. Quant als estudis perinatals (en cordé i nounats/ades), també sembla que les HT
més afectades per I'exposicid a PFAS van ser la TSH i T4, cosa en la linia dels resultats
obtinguts en la cohort INMA-Valéncia. A més, la literatura existent va trobar certa

consistencia entre PFNA i T4 durant la infancia i/o adolescéncia, cosa que no es va poder
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corroborar en la present tesi, en no tenir informacio infantil o durant I'adolescéncia de
PFAS i HT per a poder realitzar aquestes analisis. En global, atés que sembla que existeix
certa consisténcia entre estudis sobre la possible associacié entre certes PFAS i HT, pero
no és concloent, es justifiquen més estudis per a confirmar aquestes possibles relacions,
especialment estudis longitudinals, per a identificar qualsevol periode de major

vulnerabilitat.
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Abstract

Background and Objectives:

Perfluoroalkyl substances (PFAS) are synthetic chemical compounds used in
products such as waterproof textiles, cleaners, and firefighting foams. They are highly
stable and difficult to degrade, causing their accumulation in the environment and living

organisms, including the human population. They are known as "forever chemicals."

PFAS are endocrine disruptors that can affect the body's hormonal function. A
particularly vulnerable period for health is intrauterine life, when the alteration of
certain hormones, such as thyroid hormones (TH), can be very harmful. During this
stage, the fetus depends entirely on the mother's TH, as it cannot produce its own until
halfway through pregnancy. Transported through the placenta, THs play a crucial role in
fetal development, including brain development, central nervous system maturation,
growth, and organ formation. During the first years of life, these hormones remain vital
for the proper functioning and development of the body, including the maturation of

the nervous system, which continues until adolescence.

This thesis focused on four specific types of PFAS: perfluorooctane sulfonate
(PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorononanoic acid (PFNA), and
perfluorohexane sulfonic acid (PFHxS). One of the two main objectives of this thesis was
to conduct a systematic review of the previous literature on the relationship between
PFAS and thyroid dysfunction during pregnancy, childhood, and adolescence. Secondly,
the other main objective was to evaluate the relationship between maternal PFAS
exposure and effects on thyroid function, both in mothers and newborns, using three
cohorts from the INMA project (Gipuzkoa, Sabadell, and Valencia). Several potential
confounders and effect modifiers were considered, such as iodine and fish intake,
exposure to other pollutants, the sex of the newborns, and other sociodemographic

characteristics that could influence the results.
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Methodology:

The first part of this thesis is a systematic review of the scientific literature that
analyzes the relationship between PFAS exposure and effects on thyroid function in
pregnant women, newborns, children, and adolescents. A search was conducted in the
PubMed, Embase, and Teseo databases up to December 2023, including articles in
English and Spanish, as well as doctoral theses. The selected studies were evaluated for

their methodological quality using a specific checklist.

The second part of this thesis consists of three observational studies conducted
in the INMA cohorts mentioned above (Gipuzkoa, Sabadell, and Valencia). The first study
is cross-sectional and evaluated the relationship between PFAS exposure and hormonal
levels in 1,135 mothers from the Gipuzkoa, Sabadell, and Valencia cohorts, measuring
PFAS and TH (TSH, FT4, and TT3) concentrations in maternal blood during the first
trimester of pregnancy. The second study explored the cross-sectional association
between prenatal PFAS exposure and the prevalence of thyroid dysfunctions (overall,
hyperthyroidism, and hypothyroidism) in the same cohorts. Two types of analyses were
performed, one considering women who self-reported having thyroid disease (n=58)
and another, excluding these women, considering women with subclinical
hyperthyroidism (n=152) and subclinical hypothyroidism (n=9) based on TH levels. The
last analysis focused on studying the relationship between prenatal PFAS exposure and
TSH levels in newborns, using data from the INMA-Valencia cohort, as these data were
not available in the other cohorts. This longitudinal study included 479 mother-child
pairs, and PFAS levels were measured in the first trimester of pregnancy, and neonatal
TSH levels were measured from dried blood spots using the heel prick test, which is part

of Spain's congenital hypothyroidism screening program.

Results:

Systematic Review: After an exhaustive review, 35 relevant studies were
identified. Of these, 11 studies focused exclusively on pregnant women, while 16
included both mothers and their children (newborns, children, or adolescents), and 8

focused solely on child and/or adolescent populations. The studies were mainly
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conducted in Asia, Europe, and North America, with various designs such as longitudinal
cohorts, cross-sectional studies, and case-control studies. PFOA and PFOS were the most
frequently detected contaminants, with PFOS being found in the highest concentrations.
In general, concentrations in umbilical cord samples were lower than in maternal
samples. In child and/or adolescent populations, some studies showed extreme
concentrations due to nearby industrial presence. The THs included in the studies were
TSH, TT4, FT4, TT3, and FT3, with significant variations between studies in the levels
measured. The studies showed significant associations between PFAS levels and
alterations in THs, particularly TSH, with 61% of associations between all hormones and
contaminants being positive. In mothers, there was a higher frequency of positive
relationships with TSH (particularly with PFHxS and PFOS) and T4. In umbilical cord and
newborns, there was also a preponderance of positive associations, especially between
TSH and T4, with the most frequent being between this latter hormone and PFOS. In
childhood and/or adolescence, the number of studies was smaller (compared to
prenatal and perinatal stages) and there was some consistency of a positive association
between PFAS and T4, particularly with PFNA. Additionally, some studies found sex
differences, with a pattern of stronger associations in boys than in girls for PFOS and to
a lesser extent PFNA. The dose-response relationship was unclear, as although it was
mostly linear, there were indications of some non-linear relationships in some studies.
Regarding studies on thyroid dysfunctions, although a possible association pattern
between PFOA and PFOS exposure and maternal hypothyroidism was observed, the
number of studies was limited. For other thyroid diseases, studies were scarce and
showed great variability in the direction of associations, the type of thyroid dysfunctions

analyzed, and the life periods studied.

Hormonal Levels in INMA Mothers: In the observational studies from the INMA
cohorts, no clear association was found between maternal blood PFAS concentrations
and hormone levels. Specifically, only PFNA was marginally significantly associated with
lower TT3 levels. Sensitivity analyses confirmed that these results were robust, even

after adjusting for multiple confounding factors such as fish consumption, iodine
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excretion, glomerular filtration rate, and other contaminants. The BKMR analysis

showed no significant association between the PFAS mixture and TH levels in mothers.

Maternal Thyroid Dysfunction in INMA: Regarding thyroid disorders in mothers,
the analysis indicated a higher risk of self-reported thyroid conditions associated with
prenatal PFOA exposure and subclinical hyperthyroidism with PFHxS, both associations
being marginally significant. No significant relationship was found between prenatal

PFAS exposure and the risk of subclinical hypothyroidism or the PFAS mixture.

Study in INMA Newborns: The results showed a significant negative association
between first-trimester PFOA concentration and neonatal TSH levels, especially in girls
(although no significant interactions were found between PFAS levels and the sex of the
newborn). Sensitivity analyses confirmed the robustness of the results. No associations

were found between the PFAS mixture and TSH levels in the BKMR analysis.

Discussion:

Regarding the results obtained in the INMA cohorts and those from the literature
review, there is consistency between studies (including INMA) in terms of chemical
contaminant analysis methods. However, heterogeneity was observed between studies
in terms of sampling time (different gestational weeks, at birth, or in
childhood/adolescence), TH or thyroid dysfunction under study, adjustment for
potential confounders, and statistical approaches. Concerning the results, some
consistency was observed regarding the positive association between maternal PFAS
levels and TSH or T4 (especially PFHxS and PFOS for TSH), according to the literature,
which was not corroborated in the INMA cohort analyses. Regarding perinatal studies
(in cord blood and newborns), it also seems that the THs most affected by PFAS exposure
were TSH and T4, in line with the results obtained in the INMA-Valencia cohort.
Furthermore, existing literature found some consistency between PFNA and T4 during
childhood and/or adolescence, something that could not be corroborated in this thesis,

as there was no childhood or adolescent PFAS and TH data available to perform such
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analyses. Overall, given the consistency between studies regarding the possible
association between certain PFAS and TH, but inconclusive evidence, further studies are
justified to confirm these potential relationships, especially longitudinal studies to

identify any periods of heightened vulnerability.
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Prélogo

Este trabajo de tesis doctoral se ajusta a la estructura establecida en el
Reglamento sobre depdsito, evaluacién y defensa de la tesis doctoral de la Universitat
de Valéncia. Se presenta inicialmente un resumen en las dos lenguas oficiales de la
Comunidad Valenciana y en inglés. El primer capitulo es una introduccidn general en la
gue describe la importancia de la materia objeto de la tesis. Seguidamente se plantean
las hipdtesis y objetivos y se describe la metodologia. A continuacion, se muestran los
resultados del estudio y se discuten en el marco de los conocimientos e incertidumbres
actuales. Por ultimo, se plantean las limitaciones y fortalezas del estudio, las
implicaciones para la Salud Publica y las futuras lineas de investigacidn. El trabajo

termina con unas conclusiones generales, en respuesta a los objetivos planteados.

La tesis consta de cuatro partes. En primer lugar, una revisidn sistematica de la
literatura cientifica sobre la relacién entre PFAS y hormonas tiroideas (HT), tanto en
mujeres embarazadas, como los/as neonatos/as y nifios/as hasta los 19 afios. La
segunda parte incluye un andlisis sobre los efectos de la exposicion a PFAS en las HT
durante el embarazo, y el tercero es sobre la posible asociacién de estos contaminantes
con enfermedades tiroideas (autoinformada por las mujeres e hipo e hipertiroidismo
subclinico), ambos analisis con datos procedentes de las cohortes de Gipuzkoa, Sabadell
y Valencia del estudio multicéntrico de cohortes Proyecto INfancia y Medio Ambiente
(INMA). Por ultimo, el cuarto analisis es un estudio original sobre la exposiciéon neonatal
a PFAS durante el embarazo y los posibles efectos sobre TSH en neonatos/as en la
cohorte INMA-Valencia. Tal y como se comentara extensivamente mds abajo, la red de
investigacion colaborativa Proyecto INMA se constituyé en 2003 con financiacion del
Instituto de Salud Carlos Ill y se ha ido cofinanciado con diferentes proyectos de

investigacion nacionales e internacionales a lo largo de mas de 20 afios.
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Nota sobre el uso del lenguaje igualitario.

La adecuacion de las formas linglisticas debe ir a la par de la evolucion de la
sociedad y su sensibilidad al trato igualitario entre mujeres y hombres. Se hace necesario
encontrar un equilibrio entre el respeto a las normas gramaticales, la claridad en los
discursos y la presentacién de la mujer en igualdad de condiciones, huyendo de su

invisibilizacion como sujetos del discurso.

En la presente tesis se han seguido distintas estrategias para la utilizacién de un
lenguaje inclusivo, de acuerdo a las recomendaciones de la “Guia de uso para un
lenguaje igualitario” de la Universitat de Valéncia (2012). Por un lado, se han priorizado
las formulas “edad pediatrica”, “preescolares”, “descendencia”, “infancia” vy
“adolescencia”, asi como el desdoblamiento “nifios y nifias”. En tablas se ha optado por
la férmula abreviada “nifio/a”. Es de destacar que se ha evitado el uso del genérico
“nifos” para hacer referencia a nifios y nifas para evitar confusiones ya que
determinados analisis hacen una distincidn por sexo y, por tanto, “nifio/s” siempre hace
referencia exclusivamente al sexo masculino. De igual forma se ha utilizado la

terminologia el/la neonato/a (y su plural), el/la bebé, hijo/a, etc.

Es importante destacar que en el Proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA) se
utiliza el lenguaje igualitario en su produccion cientifica, actividades divulgativas, pagina
web, redes sociales y medios de comunicacién. En la cohorte de Valencia, en concreto,
todas las comunicaciones con las familias (cartas de contacto, informes de resultados...)
son personalizadas con el término del sexo oportuno (nifio o nifia, hijo o hija...). En otros
documentos divulgativos breves, como los boletines anuales de resultados, en los que
la claridad y fluidez lectora es prioritaria por las personas destinatarias de los mismos,

se utiliza la formula abreviada “nifio/a”.
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Evaluacion de los efectos de la exposicion a sustancias perfluoroalquiladas

sobre la funcién tiroidea: Proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA).
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1. Sustancias perfluoroalquiladas (PFAS).
1.1.1. Estructura quimica, propiedades y usos.

Las sustancias perfluoroalquiladas o acidos perfluoroalquilados (PFAS) son un
tipo de compuesto perfluorado de origen antropogénico que no se encuentran de forma
natural en el medio ambiente. Al medio ambiente, en concreto al aire, suelo y agua,
llegan al liberarse durante los procesos de fabricacion y uso y durante la eliminacién de
productos que los contienen. Ademas, determinados procesos de degradacion de otros

compuestos quimicos relacionados pueden originarlos en el medio (1).

Las PFAS tienen una estructura quimica que consiste en una cadena de entre 4y
14 carbonos totalmente (per-) o parcialmente (poli-) fluoradas, unidas a un grupo
funcional. Estas sustancias quimicas son, por definicién, compuestos organicos en los
que cada atomo de hidrégeno enlazado a uno de carbono ha sido sustituido por un
atomo de fldor en la estructura alcano (no hay dobles ni triples enlaces, sino que es un

hidrocarburo saturado) (2,3).

Esta tesis se centra en cuatro de ellas (estructura quimica y férmula molecular
en la Figura 1): sulfonato de perfluoroctano (PFOS), acido perfluorooctanoico (PFOA),
acido perfluorononanoico (PFNA) y acido perfluorohectano sulfénico (PFHxS). Estas 4

PFAS son compuestos no poliméricos de cadena larga (4):

- Acidos perfluoroalquil carboxilicos (PFCA) con 7 y mas carbonos (C)
perfluoroalquilados:

Ll PFOA: con 8 atomos de C (C8 PFCA).

. PFNA: con 9 dtomos de C (C9 PFCA).
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Acidos perfluoracanos sulfénicos (PFSA) con 6 y mdas carbonos
perfluoroalquilados:

PFHXS: con 6 carbonos perfluoroalquilados (C6 PFSA).
PFOS: con 8 carbonos perfluoroalquilados (C8 PFSA).

Figura 1. Estructura quimica y férmula molecular de las PFAS objeto de esta tesis
PFHxS, PFOA, PFOS, PFNA. Fuente: PubChem (272-275).
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El enlace C-F es extremadamente fuerte y estable, teniendo un caracter idnico
relativamente alto; los materiales parcialmente fluorados pueden tener un marcado
caracter polar y sus propiedades fisicas (densidad, compresibilidad y viscosidad,
constante dieléctrica, indice de refraccidn, tension superficial) junto a su extraordinaria
estabilidad quimica y térmica y su naturaleza hidrofdbica y lipofébica, han hecho que se

usen en variadas aplicaciones industriales y comerciales (5,6).

Las PFAS son un grupo diverso de compuestos que son altamente inertes de
forma térmica, quimica y bioldgica (7,8) y se las conoce como forever chemicals o
sustancias quimicas eternas: permanecen estables en presencia de dacidos, bases,
oxidantes y reductores; tienen alta resistencia a la degradacidn por procesos fotoliticos,
metabdlicos o de degradacién microbiana (9). La degradacién térmica se produce en
tasas muy bajas (PFCA y PFSA de uso comun pueden calentarse hasta 4002C sin que se
produzca una degradacion significativa (2)). Parece que el PFOS (el mas comun) puede
tener una estabilidad térmica mds baja en contraste con otros PFAS debido a la
presencia de un enlace C-S (10). En general, se considera que los fluoroquimicos
conservan sus propiedades en presencia tanto de bajas como altas temperaturas y
radiacion UV, por lo que pueden usarse en condiciones extremas. Tienen doble
naturaleza anfifilica gracias su estructura molecular: un grupo polar soluble en agua
(hidroéfilo) unido a una cadena alquil insoluble en agua (oleofilica). Sus capacidades
hidrofilicas, hidrofébicas y habilidad para formar iones de diferentes cargas, les
confieren caracteristicas de repeler agua y grasas y capacidad para reducir la tensién

superficial (11-13).

Debido a algunas de sus propiedades, como la insolubilidad tanto en solventes
organicos como agua y la habilidad de repeler grasas y agua, se han usado en
recubrimientos resistentes al agua, recubrimientos resistentes a la grasa, anti manchas
en textiles, piel y alfombras, en recipientes de papel para alimentos, pulimentos para el

suelo, insecticidas, cera para esquis, surfactantes en bafios de recubrimiento metalico,
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emulsificadores fotograficos, insecticidas, fluidos hidraulicos en aviacion y espumas para

extinguir fuegos, entre otros (14-17) (Figura 2).

Figura 2. Fuentes de exposicion a PFAS.
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1.1.2. Origen en el medio ambiente. Politicas regulatorias y paulatina prohibicion.

Las PFAS se han detectado a nivel mundial en varios entornos ambientales y en
seres vivos, incluyendo los seres humanos, asi como en productos alimentarios. Varios
trabajos han estudiado las rutas de transporte y distribucidon de las PFAS: debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas pueden transportarse a largas distancias via corrientes de
agua, aire y deposicién de precursores semi-volatiles en el suelo (10,11,18,19),
habiéndose detectado en suelo, aire, agua, nieve y polvo doméstico, incluso en
localizaciones muy remotas (12,15), y en organismos de todos los niveles de la cadena
tréfica, teniendo potencial de bioacumularse y biomagnificarse (17,20-22). Los vertidos
residuales (emisiones gaseosas, aguas residuales, residuos solidos) de fabricas que usan

PFAS en sus procesos, asi como el tratamiento inadecuado de estos vertidos y de
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productos que las contienen, constituyen la principal via de entrada al medio ambiente

(23).

Durante las Ultimas décadas, estas sustancias se han producido en cantidades del
orden de toneladas al afio en todo el mundo. Por ejemplo, se estima que hubo una
produccion de entre 3200 y 7300 toneladas de PFAS hasta el afio 2002, aunque estas
emisiones industriales han ido disminuyendo desde que se inicié el “phase-out” de
algunas de ellas en EE.UU. (24) y Europa (25) (en concreto PFOA y PFOS en 2002), debido
a su capacidad de persistencia y bioacumulacidon (26-29). Ademads, en el medio
ambiente, tal y como se ha comentado mas arriba, pueden originarse a partir de
compuestos precursores liberados durante la manufactura y uso de productos de

consumo que contienen PFAS (26).

En 2009, el PFOS fue incluido en el Anexo B (Restriccidn)! de la Convencién de
Estocolmo sobre Contaminantes Orgdnicos Persistentes (conocidos como COP)
restringiendo su uso a determinadas aplicaciones como en espuma para extinguir fuegos
e industrias fotografica y aérea (28). En 2019 el PFOA (sus sales y compuestos
relacionados) fue incluido en el Anexo A (Eliminacion)! de dicha convencion. En 2021,
Espafia publicé las “Enmiendas a los Anexos A y B del Convenio de Estocolmo sobre
Contaminantes Organicos Persistentes, adoptadas en Ginebra el 10 de mayo de 2019,
mediante las decisiones SC-9/4, SC-9/11 y SC-9/12” (30). En 2022 se incluyd el PFHXS,
sus sales y compuestos relacionados en el Anexo A del Convenio de Estocolmo (31) y se
esta valorando una restriccion en el Registro, Evaluacién, Autorizacidén y Restriccion de
sustancias y mezclas quimicas (conocido como Reglamento REACH) de la Unién Europea

(UE) (32).

En los EE.UU., PFOS y PFOA ya no se fabrican ni se importan, aunque ciertos
bienes importados de paises donde si se siguen produciendo pueden contenerlas como

impurezas (33). La reduccién progresiva voluntaria de la fabricacién e importacion de

1 Anexo A — Eliminacién: las partes deben tomar medidas para eliminar la produccién y uso de las sustancias quimicas
listadas en en el Anexo A. Anexo B —Restriccion: las partes deben tomar medidas para restringir la produccidn y uso de las sustancias
quimicas listadas en el Anexo B considerando cualquier propdsito aceptable y/o excepciones especificas listadas en el Anexo.
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ambas sustancias por parte de las principales compafiias fabricantes americanas se
reguld en el “2010/2015 PFOA Stewardship Program” que se inicié en 2006 con el
compromiso de conseguir su eliminacion de productos y emisiones en 2015, habiendo
alcanzado los objetivos todas las empresas participantes, segun el ultimo informe de

evaluacion del afio 2015 (34).

En la UE y segun su nueva “Estrategia sobre Productos Quimicos para la
Sostenibilidad hacia un Medio Ambiente Libre de Toxicos” (25), la estrategia de
regulacion se centra en una paulatina prohibicion de algunas PFAS. Especificamente, en
Europa se ha restringido totalmente la fabricacién y venta de PFOA desde finales de
2020 (35). Tanto el PFOA como sus sales y sustancias relacionadas estan incluidas en el
anexo XVIl del Reglamento (CE) n2 1907/2006 REACH. Hasta su final prohibicion en 2020,
estaban restringidas en un significativo numero de productos de consumo tales como
textiles, ropa de vestir, tintas y dispositivos médicos. EI PFOS esta regulado y no
completamente prohibido: el Reglamento (UE) 2019/1021 Del Parlamento Europeo y
del Consejo de 20 de junio de 2019 sobre contaminantes organicos persistentes (version
refundida), lo incluye en su Anexo |, parte A, donde detalla exenciones especificas
respecto a un uso como intermediario y otras especificaciones (36). Respecto a otras
PFAS también estudiadas en la presente tesis, tales como PFHxS y PFNA, ambas estan
siendo evaluadas para ser incluidas en el reglamento REACH. En el caso de PFNA, hay
una propuesta de restriccion en curso por parte de Alemania y Suecia y el Comité
Cientifico de la ECHA (Committee for Risk Assessment) ha emitido recientemente su
dictamen sobre la propuesta y apoya la restriccion. A fecha de septiembre 2024, dicha
propuesta sigue bajo valoracion (37). A raiz de esta decision, la Comisidn Europea esta
también trabajando actualmente en una enmienda del Anexo XVII de REACH para
restringir el uso de esta sustancia (38). Ademas, con fecha de enero 2024 se publicé una
“Opinion development” por parte de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, siglas en inglés) al respecto (32), con consideraciones a tener en cuenta de forma
previa a la adopcion de la Restriccién por parte de la Comision Europea. Comentar
también que recientemente, la EFSA reevalud el conocimiento actual sobre la toxicidad

de las PFAS y concluyé en una ingesta semanal tolerable acumulada (TWI)
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significativamente menor para la suma de PFOS, PFOA, PFHxS y PFNA en comparacion
con los valores de referencia anteriores basados en datos epidemiolégicos (en concreto
4,4 ng/kg pc). En su dictamen, el panel de la EFSA considerd que una proporcion
considerable de ciudadanos europeos supera el TWI debido a la ingesta de PFAS

provenientes de los alimentos y el agua potable (39).

Respecto a otras partes del mundo, por ejemplo, Oriente Medio y Asia, algunos
paises de esta zona han restringido el uso del PFOS de acuerdo con el Listado en el
Convenio de Estocolmo, pero la mayoria de las PFAS siguen sin estar reguladas en esos

paises (40).

1.1.3. Fuentes y exposicion humana.

Las PFAS tienen una gran afinidad por la seroalbimina y se han detectado en
muestras de sangre de seres humanos procedentes de todo el mundo (41,42). Su vida
media en seres humanos oscila entre 2,7 y 8,5 afos (43,44). Las principales rutas de
exposicién para la poblacién general son la dieta (alimentos y envoltorios de alimentos)
y agua de bebida (45,46). Las concentraciones de PFAS en sangre pueden depender de

varios factores, tal y como se describe en el apartado siguiente.

Los cuatro PFAS mas cominmente detectado en estudios de poblaciones de todo
el mundo son PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA, siendo el PFOA y el PFOS los dos mas
frecuentes (47-52). Asi ocurre también en el estudio realizado en las cohortes del
proyecto Infancia y Medio Ambiente (INMA) en el que se basa la presente tesis. En INMA
se han detectado PFOS y PFOA en todas las muestras y PFHxS y PFNA en 96% y 99% de
las participantes, respectivamente, lo que muestra que en el periodo 2003-2008 las

mujeres embarazadas de la cohorte estuvieron expuestas a PFAS (53,54).

Segun EFSA (55), los datos indican que el PFOS se absorbe de forma extensiva en
los seres humanos y se distribuye en plasma, higado, rifidn y pulmdn y el PFOA, ademas,
en los huesos y ninguno se metaboliza. En el plasma, el PFOS y PFOA se unen

mayoritariamente ala albiumina y en menor medida a las globulinas. Tanto la orina como
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la bilis son rutas de excrecion de PFOS y PFOA, con una tasa de reabsorcion biliar del
97% en el caso del PFOS, lo que podria contribuir a su larga vida media en los seres
humanos (5,4 afios); para el PFOA la excrecion biliar fue significativamente mayor que a
través de la orina, aunque no contribuye sustancialmente a la eliminacién global debido
a una alta reabsorcién biliar. En esta misma revision de estudios de la EFSA, se estimd
un alto porcentaje de reabsorcion tubular renal en humanos (99,94%) debido a la alta
afinidad del PFOA por proteinas de transporte como OAT1, OAT3 y URAT1; siendo la vida
media en seres humanos estimada en varios estudios es de entre 2 y 4 afios. En las
mujeres, la leche y los fluidos menstruales son rutas adicionales de eliminacién de PFOS
y PFOA. La excrecién urinaria depende de la composicién isomérica de la mezcla
presente en sangre y del sexo/edad/funcidon renal de los individuos. EI PFOS y el PFOA
se han detectado en sangre de cordén umbilical, leche materna y muestras de plasma
de infantes alimentados con pecho, indicando que la transferencia materna ocurre tanto
antes como después del nacimiento (55). Respecto a los otros dos PFAS estudiados en
la presente tesis (PFHxS y PFNA), los estudios son mucho menos numerosos, aunque se

conoce que se eliminan a través de la bilis y subsecuentemente, las heces (56).

En este punto es necesario comentar que los isémeros de PFAS (mismo
compuesto, pero con diferente estructura quimica y propiedades) no suelen medirse
por separado en estudios en mujeres embarazadas y sus hijos e hijas, principalmente
debido a la falta de instrumentos analiticos para la separacién y deteccién de isémeros

en la mayoria de los laboratorios (57).

Respecto a las concentraciones de PFAS, las prohibiciones y restricciones en
algunas partes del mundo han provocado la paulatina caida de las concentraciones de
algunos de ellos (PFOA y PFOS) en los ultimos afios (58). El estudio de biomonitorizacion
de concentraciones mas completo hecho hasta la fecha ha sido realizado en América del
Norte. Segln analizan Sznajder-Katarzyriska et al. (59) con datos de la encuesta de
EE.UU. “NHANES” (National Health and Nutrition Examination Survey) recogidos entre
1999 y 2016 la concentracidén inicial mas alta y el mayor cambio se produjo para el PFOS

en ese pais, cuya concentracion en dicho periodo cambié de 30,4 pg/L a 4,72 pg/L
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debido probablemente al proceso de “phase-out” iniciado en el afio 2000 (60). Los
niveles de PFOA que encontraron fueron mucho menores que los medidos para PFOS y
en 1999-2000 eran de 5,21 pg/Lyen 2015-16 de 1,56 pg/L; las concentraciones de PFHxS
descendieron ligeramente de 2,13 pg/L a 1,18 pug/Ly las de PFNA fueron practicamente

las mismas.

Segun una revision de literatura y teniendo en cuenta los diferentes estudios de
concentraciones publicados hasta 2020 (61), la exposicidon materna e infantil a PFAS,
especialmente a PFOS y PFOA, es un problema global, existiendo diferencias
significativas en las concentraciones medidas entre paises desarrollados y en via de
desarrollo para el PFOA y el PFHXS, pero no para el PFOS. Antes del 2000, la exposicidon
a la mayoria de PFAS presentaba una tendencia creciente y desde entonces, los niveles
de PFOS y PFOA han disminuido en la mayoria de los lugares, mientras que los de otros

PFAS mostraron diferencias regionales o las tendencias temporales no eran claras.

En la cohorte INMA en muestras recogidas entre 2003 y 2008 en plasma y suero
materno durante la semana 12 de embarazo, las concentraciones medianas en ng/mL
fueron para PFHxS, 0,79 y 0,84; para PFOS, 6,18 y 6,99; para PFOA: 2,85y 2,97 y para
PFNA, 0,84 y 0,85, respectivamente (74). En suero de sangre de corddn recogida en el
nacimiento, las concentraciones medianas fueron para PFHxS, PFOS, PFOA y PFNA 0,40,

1,86, 1,90y 0,32 ng/mL, respectivamente (49,53).

Como se ha comentado arriba, las PFAS pueden unirse a la albumina del suero
en seres humanos, por lo que son medibles en sangre (42,62). En mujeres embarazadas
y neonatos/as, la fraccién sanguinea usada para medir la concentracion de PFAS (suero
o plasma) varia de unos estudios a otros (63), siendo ambas matrices adecuadas para su
medicion. Asi, por ejemplo, se ha reportado en estudios previos una ratio 1:1 entre
ambas fracciones tanto en mujeres embarazadas del proyecto INMA (53) como en
trabajadores/as expuestos a PFAS en EE.UU. (64). Dicha ratio confirma que ambos
compartimentos de sangre materna pueden ser usados como proxy de la exposicion

fetal a PFAS (53) y no influyen en la comparabilidad de diferentes estudios (63).
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En lo que respecta a la comparabilidad entre las concentraciones de PFAS en
plasma materno y/o suero en el primer trimestre de embarazo con las concentraciones
en suero de corddn en el nacimiento, las correlaciones son altas, debido a la larga vida
media de estos contaminantes (43,44). Asi, por ejemplo, segun los resultados obtenidos
en el arriba mencionado estudio del proyecto INMA (53), la carga de PFAS en el cuerpo
del feto puede ser evaluada usando como proxy el plasma o el suero materno recogido
en la etapa temprana del embarazo, ya que las correlaciones de Spearman obtenidas
fueron altas. Especificamente, entre el plasma materno y el suero: rho>= 0,80; entre el
plasma materno y cordén: rho>=0,66; y entre suero materno y muestras de corddn:

rho>=0,67 (p-valor < 0.001 en todos los casos).

1.1.4. Factores que influyen en la concentracion materna de PFAS durante el

embarazo.

Las PFAS durante el embarazo se usan como indicador de la exposicién prenatal
y los factores que influyen en su concentracion durante este periodo descritos en la

literatura son (54):

- Factores sociodemograficos y estilo de vida:

Aunque no existe un consenso unanime en todos los estudios, si que parece que
los principales determinantes sociodemograficos y de estilos de vida relacionados con
las concentraciones maternas de PFAS son la raza, pais de origen, paridad, edad y
lactancia (54,65). En concreto, las concentraciones maternas de PFAS durante el
embarazo se han asociado con la paridad, ya que las PFAS se pueden transferir al feto a
través de la placenta, disminuyendo por tanto su concentracidn maternal con el nimero
de embarazos (52,62,66—71). Con respecto a la edad, con el transcurso del tiempo las
mujeres acumulan mayores concentraciones de PFAS, y, por tanto, es habitual encontrar
concentraciones mas elevadas en mujeres de mayor edad (66,72,73). Y también juega
un papel en la disminucion de estas sustancias en sangre, el nimero y duracién de
lactancias previas, ya que la lactancia es también una ruta de eliminacion de PFAS
(62,69,71,74).
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Publicaciones previas han identificado otros posibles determinantes de los
niveles de exposicion, pero de forma menos consistente, como el pais de nacimiento
(mayores niveles en paises desarrollados y mas bajos en paises del sur de América, Africa
y Oriente Medio) (71,75); el nivel educativo, encontrando un mayor nivel de estudios
asociado con menor concentracion de contaminantes en EE.UU. (62) y Taiwan (70); el
habito de fumar, asociado con mayores concentraciones en mujeres de EE.UU. (62,76);
el indice de masa corporal (IMC), asociado positivamente con la concentracién de PFAS
en sangre en mujeres embarazadas en Noruega (67) y negativamente en Dinamarca (77)
y sin asociacién en Japdn (78), asi como los ingresos del hogar, asociados positivamente

con la concentracion de PFAS (65).

Respecto a los estudios realizados en la cohorte INMA, en 2016 se publicd un
estudio sobre los principales determinantes de exposicion asociados a estos
contaminantes: las mayores concentraciones durante el embarazo estuvieron
determinadas principalmente por haber nacido en Espafia (comparadas con las que
habian nacido fuera del territorio espafiol), residir en Sabadell y Valencia (comparados
con Gipuzkoa), menor duracion de lactancias previas y mayor edad (49). En 2023 se
publicé un estudio en varios paises, en el que se incluyeron las tres cohortes INMA de la
presente tesis, asi como otras seis cohortes europeas. En dicho estudio, también se
encontré una asociacién entre mayores niveles de PFAS y mayor edad de las
embarazadas. Ademas, se encontrd una asociacién con ser primipara y tener mayor

nivel educativo con concentraciones mas altas de estos contaminantes (79).

- Dieta:

La dieta parece ser una de las principales fuentes de exposiciéon a PFAS en la
poblaciéon general (58,80-83). En concreto, la ingesta de pescado fue el principal
predictor de las concentraciones de PFAS en hombres y mujeres adultos de Francia (84)
y Noruega (80,85), y en mujeres embarazadas (66,86) de diferentes regiones del mundo.
En un estudio reciente, cuyo objetivo principal fue analizar las legislaciones de la UE y
EEUU y evaluar los niveles de PFAS en peces en relacion con los limites de seguridad
actuales, se demostré que la mayoria de las concentraciones de PFAS se encontraban
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por debajo de los estandares ambientales de la UE y EEUU. Sin embargo, al aplicar los
valores recientes de TWIde la UE y EEUU, se descubrié que incluso un consumo limitado

de pescado podria superar estos limites (87).

Otras fuentes de exposicidon a través de la dieta, por ejemplo, la carne roja y las
grasas animales, se han asociado positivamente con los niveles de PFAS en sangre en

algunos estudios (88), pero no de manera tan sistematica.

El agua de bebida también se ha asociado con un incremento en los niveles de
PFAS, especialmente con PFOA, pero la mayoria de estudios se llevaron a cabo cerca de

lugares contaminados donde la exposicién a PFOA era mayor (89-91).

Respecto a los resultados encontrados en el estudio ya mencionado de
determinantes de PFAS en INMA, este reportd una asociacidn entre mayores niveles de
PFAS y consumo de pescado y marisco (92), algo en concordancia con los resultados de
la mayoria de los estudios previos. En el estudio realizado varios afios después de 9
cohortes europeas (incluyendo las cohortes INMA Gipuzkoa, Sabadell y Valencia), el
consumo de pescado y marisco fue el factor de dieta principal para las concentraciones
de PFAS encontrado en mujeres embarazadas. En este trabajo, también el consumo de

carne y huevos se asociaron con la exposicion a PFAS (79).

- Momento del muestreo y cambios fisiolégicos durante el embarazo:

El momento en que se recoge la muestra de sangre y los cambios fisioldgicos que
ocurren durante el embarazo, pueden influir en las concentraciones maternas de PFAS
(54). Dichas concentraciones disminuyen durante el embarazo (68,93,94), en parte por
un efecto de dilucion al incrementarse el volumen de plasma a partir de la semana 12
(95). La albumina, un marcador de expansion del volumen plasmatico, se ha
correlacionado fuertemente con los niveles en suero de PFAS (62). A diferencia de otros
COP, las PFAS no se acumulan en los lipidos, sino que se unen a las proteinas del suero,

particularmente a la albumina (41,96,97).
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La tasa de filtracion glomerular (GFR, siglas en inglés), o tasa de fluidos filtrados
por los rifiones podria ser otro factor que influya en las concentraciones de estos
contaminantes en el cuerpo, ya que la GFR es un indicador de la velocidad a la que la
madre puede eliminar las sustancias quimicas del cuerpo (98). En algunos estudios, la
GFR se ha asociado con mayores concentraciones de PFAS en adultos (99), nifios/as y
adolescentes (100). En mujeres embarazadas noruegas, el coeficiente de la asociaciéon
entre PFOA vy el peso al nacer se atenud un 66% después de la inclusion de GFR
(creatinina medida durante el segundo trimestre del embarazo) (101). Sin embargo,
otros estudios han cuestionado el posible papel confusor de la hemodindmica del
embarazo en los estudios de PFAS, especialmente durante el primer trimestre, cuando

parece no haber un gran cambio (102).

El estudio de la posible influencia de los cambios fisiolégicos arriba mencionados
podria reducirse mediante el ajuste de los modelos de regresion por la expansion de
volumen del plasma, usando como proxy la albumina del suero y por la inclusion en los
modelos de la tasa de filtracién glomerular estimada (eGFR), usando como estimador la
creatinina del suero (54). Asi se ha hecho en estudios anteriores del proyecto INMA, no
encontrandose que el ajuste por albumina o eGFR cambiara los resultados en los
estudios de asociacién entre PFAS y crecimiento fetal (103,104) o desarrollo neuroldgico
(105). Diferencias en el momento de hacer mediciones de GFR (que se ha reportado
aumentar entre un 40% y 50% a lo largo del embarazo, siendo quizds menos importante
dicho cambio durante el primer trimestre del embarazo (106)) y/o el método de
medicion de la GFR, podrian ser razones para las diferencias encontradas entre estudios

(107).

1.2. Exposicion a PFAS y salud.

1.2.1. Efectos generales en salud.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un disruptor endocrino es “una
sustancia o mezcla de sustancias exdgenas que alteran las funciones del sistema

endocrino y en consecuencia, producen efectos adversos en la salud de un organismo
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intacto, o su progenie o (sub)poblaciones”; y un potencial disruptor endocrino es una
sustancia o mezcla de sustancias exdgenas que poseen propiedades que pueden
expresarse y conducir a disrupcién endocrina en un organismo intacto, o su progenie o
(sub)poblaciones” (17). Numerosos estudios han concluido que las PFAS tienen actividad

de disrupcién endocrina (108,109).

Como se ha comentado antes, las PFAS son sustancias quimicas persistentes que
se acumulan en los seres humanos, los animales y el medio ambiente (17,20-22). De
los relativamente pocos PFAS bien estudiados hasta la fecha, su capacidad toéxica,
dependiendo del compuesto a estudio, esta en el rango de moderada a altamente

toxica, particularmente para el desarrollo de los nifios/as (110-113).

La Figura 3 resume el conocimiento actual de los impactos sobre la salud de la
exposicidn a PFAS. Esta tesis se centra en el sistema tiroideo y en cdmo se podria afectar
el mismo por la exposicidn a estas sustancias quimicas, tal y como se comenta en los

apartados siguientes.

Respecto a los costos para la sociedad derivados de la exposicidon al PFAS, estos
son elevados, siendo los costes anuales relacionados con la salud entre 52.000 y 84.000
millones de euros en Europa, segln un estudio reciente (114). Dicho estudio sefiala que
es probable que estos estén subestimados, ya que solo se incluyd en las estimaciones
una gama limitada de efectos sobre la salud (colesterol alto, alteraciones del sistema
inmunoldgico y cancer) relacionados con la exposicion a unos pocos PFAS especificos
(114). Ademas, la contaminacion por PFAS también afecta a los ecosistemas y genera
costos debido a la necesidad de remediacion del suelo y el agua contaminados. Estos
gastos son actualmente dificiles de evaluar, ya que se carece de informacion sobre el
nlimero y la extension de los sitios contaminados con PFAS en Europa y tampoco se tiene

suficiente informacion sobre cémo las PFAS impactan en los ecosistemas (115).
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Figura 3. Efectos de la exposicion a PFAS.
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Figura de la Agencia Europea de Medio Ambiente (116) con informacién de (111,112,117,118).

1.2.2. El sistema tiroideo.

1.2.2.1. Laglandula tiroidea.
La glandula tiroides es una glandula endocrina situada por debajo de la laringe y

a ambos lados de la traquea, cuya unidad bdsica es el foliculo, en cuyo interior se

encuentra una sustancia coloide cuyo componente fundamental es la tiroglobulina (Tg).

La Tg es la proteina precursora de las hormonas tiroideas (HT); con un elevado peso

molecular, contiene mas de cien residuos de tirosina, aminoacido que sirve de base para

la sintesis de las HT (119).

1.2.2.2. Las hormonas tiroideas.
La tiroides contiene dos hormonas, la T4 (L-tiroxina o tetrayodotironina) y la T3,

(L-triyodotironina). El yodo es un componente indispensable de las HT (65% del peso de

la T4y el 58% de la T3) (120). El yodo ingerido se absorbe en el intestino delgado y es
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transportado en el plasma hasta la tiroides, donde es concentrado, oxidado e
incorporado en la proteina Tg para formar monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina
(DIT) y posteriormente T4 y T3: la combinacion de dos DIT da lugar a una molécula de
T4 y la combinacion de una MIT y una DIT origina una de T3. Después de un periodo
variable de almacenamiento en los foliculos de la glandula, la Tg se somete a protedlisis
y las HT liberadas son secretadas al torrente circulatorio, donde proteinas especificas las

transportan a los tejidos diana (120,121).

1.2.2.3. Transporte de hormonas tiroideas.

Una vez liberadas en la sangre, la mayor parte de las HT se combinan con tres
proteinas, lo que asegura su almacenaje y una distribucidon uniforme por los tejidos
(122). Las tres proteinas transportadoras son: globulina fijadora de tiroxina (TBG),
albumina y transtirretina. La mayoria de las HT son transportadas en la TBG, mientras
gue la proporcion de hormona libre es inferior al 1% (123). Las hormonas libres de T4 y
T3 (indicadas, de aqui en adelante por sus siglas en inglés FT4 y FT3) se mantienen en

proporcidn estable y son biolégicamente activas (120,122).

1.2.2.4. Regulacidon metabdlica.
La sintesis de las HT es regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides. El

hipotdlamo secreta hormona liberadora de tirotropina (TRH), que estimula a la hipéfisis
para que secrete tirotropina u hormona estimulante de la tiroides (TSH). La TSH estimula
a la tiroides, que incrementa la retencién de yodo circulante y la secrecion de HT. La
retencidon de yodo varia segun su ingesta: mientras que en situacidon de ingesta suficiente
es como mucho de un 10%, en situacion de deficiencia crdnica, en la que el contenido
del tiroides puede disminuir a menos de 20 ug, la retencion puede exceder el 80% del
yodo en circulacion (124-126). Las hormonas T3 y T4 en el torrente sanguineo ejercen

un efecto inhibidor sobre la secrecidon de TRH y TSH (retroalimentacién negativa) (127).

Para la oxidacion del yodo en la tiroides y su union a las tirosinas contenidas en
la Tg y también para la unién de dos yodotirosinas vecinas para formar T3 y T4, son
necesarias la peroxidasa tiroidea (TPO) y agua oxigenada (H203). La TSH influye en todas

las fases de captacion, sintesis y liberacion de HT, estimulando también la expresion de
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la TPO y la generacion de H,03, ademas de incrementar la formacién de T3 en relacién

a T4 (120).

1.2.2.5. Metabolismo periférico.
Las HT pueden ser metabolizadas por diferentes vias: glucuronidacién,

sulfatacién y desyodacién, siendo esta ultima la mds importante (128) y la responsable
de la conversién de T4 a T3. Mientras que la T4 es sintetizada exclusivamente en la
glandula tiroides, la mayoria de la T3 circulante (aproximadamente el 80%) proviene del
metabolismo periférico de T4 (129). La T4 se metaboliza a T3 y 3,3'5'-triyodotironina

reversa (rT3) en los tejidos externos mediante desyodacion.

El catalizador de estas reacciones son las desyodasas, enzimas que activan o

inactivan las HT al quitar un yodo de la molécula. Existen 3 tipos:

- La desyodasa de tipo | (D1) cataliza la eliminacién de un dtomo de yodo de la
T4. Es la unica desyodasa que puede hacerlo en el anillo interno, produciendo tanto la
forma activa (T3) como, en menor medida, la inactiva (rT3), mediante la desyodacion del
anillo externo de la T4. La D1 es responsable de la produccion de la mayor parte de la T3
circulante y tiene un papel importante en el reciclado del yodo en el organismo. Se

expresa principalmente en el higado y el rifién (130).

- La desyodasa de tipo Il (D2), mas eficiente que la D1, actua exclusivamente
sobre el anillo externo, tanto de la T4 para formar T3, como de la rT3 para formar 3,3'-
diyodotironina (T2). Tanto la rT3 como la T2 son moléculas inactivas. La D2 se expresa
en determinados tejidos como la hipdfisis, el cerebro, el tejido adiposo pardo y la
placenta. Se ha propuesto que actia como mecanismo homeostatico para mantener los
niveles de T3 en tejidos especificos en situaciones de desequilibrio, como por ejemplo
en la placenta ante una disminucion en la disponibilidad de T4 (e]. hipotiroidismo)

(123,131). También juega un papel esencial en el desarrollo cerebral del feto (132).

- La desyodasa de tipo Il (D3) inactiva las hormonas T3 y T4, degraddndolas en

T2 y rT3, respectivamente, ademds de prevenir la activacién de la T4, contribuyendo a
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la homeostasis de HT. Estas selenoproteinas son especialmente activas en la placenta,
el cerebro adulto y en los tejidos fetales, protegiéndolos del exceso de hormona activa

(131,133).

1.2.2.6. Funciones.
La proporcién de T4 circulante es unas 40 veces superioralade T3. LaT3 es la

forma biolégicamente activa y la T4 termina convertida en T3 para su uso intracelular.
Las HT ejercen la mayoria de sus acciones mediante la interaccidon con receptores
nucleares: la T3 transcribe un gran nimero de genes, produciendo proteinas para

diversas funciones fisioldgicas. Algunos de sus funciones son (134):

=  Aumento del metabolismo basal, incrementando el consumo de
oxigeno vy el catabolismo de los macronutrientes para la produccion de
energia, y aumento de la sintesis proteica.

= |ncremento del flujo sanguineo vy la frecuencia cardiaca.

=  Crecimiento y desarrollo adecuado de los huesos.

=  Desarrollo y funcionamiento de los tejidos adiposos pardo y blanco.

=  Efectos sobre la funcién hepatica incluyendo estimulacion de
enzimas que regulan la lipogénesis y la lipdlisis y disminucién de las
concentraciones de colesterol LDL en suero.

= Regulacidon de la sintesis y secrecion de diversas hormonas
pituitarias (somatotropina (GH), TSH, prolactina).

=  Aumento de la actividad funcional del cerebro.

=  Correcto desarrollo del sistema nervioso central durante la fase

fetal y neonatal.

1.2.2.7. Principales enfermedades tiroideas.

= Hipertiroidismo.

La glandula tiroides secreta mas cantidad de hormonas de las que se necesitan.

Aunque pueden sufrir variaciones individuales, los sintomas pueden ser: nerviosismo o
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irritabilidad, fatiga, debilidad muscular, problemas para tolerar el calor, problemas para
dormir, temblor (generalmente en las manos), latidos cardiacos irregulares o rapidos,
deposiciones frecuentes o diarrea, pérdida de peso, cambios de humor, bocio
(hinchazén de la glandula que puede deformar el cuello), problemas para respirar o
tragar. Ademas, en mujeres en edad de procrear o embarazadas se ha asociado con
problemas de fertilidad; complicaciones en el embarazo como parto prematuro, bajo
peso al nacer, presion arterial alta en el embarazo y pérdida del embarazo. En mayores
de 60 afos, los sintomas pueden ser diferentes: pueden perder el apetito, aislamiento
social, etc., lo que puede llevar a confusidn con depresién o demencia. Si no se trata
puede causar problemas de salud como latido cardiaco irregular que puede provocar
coagulos de sangre, accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca y otros problemas
cardiacos; oftalmopatia de Graves (una enfermedad del ojo que puede causar visidon
doble, sensibilidad a la luz y dolor ocular pudiendo llegar a pérdida de la visién); y

adelgazamiento de los huesos y osteoporosis (135).

= Hipotiroidismo.

La glandula tiroides no secreta suficientes HT. Los sintomas son: fatiga, aumento
de peso, rostro hinchado, problemas para tolerar el frio, dolor articular y muscular,
estrefiimiento, piel seca, cabello seco y delgado, disminucidn de la sudoracién, periodos
menstruales intensos o irregulares, problemas de fertilidad en mujeres, depresién, baja
frecuencia cardiaca, bocio. Ademas, puede provocar colesterol alto y en casos raros, y si
no es tratado, puede causar coma mixedematoso. En mujeres embarazadas, se ha
relacionado con parto prematuro, presidn arterial alta en el embarazo y pérdida del
embarazo, ademas de tener el potencial de retrasar el crecimiento y desarrollo del bebé

(136).
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1.2.2.8. Relevancia de las hormonas tiroideas maternas durante el
embarazo.

1.2.2.8.1. Hormonas tiroideas y desarrollo cerebral.

Hay una importante relacion entre la funcidén tiroidea y la maduracion vy
desarrollo cerebral en los seres humanos (137). Los trastornos temporales en la
disponibilidad de HT durante la vida fetal o los primeros afios de vida puede conducir a
una disminucién del nivel de inteligencia en los primeros afios de vida (138—140). El
desarrollo del sistema nervioso central en el feto y durante la infancia depende en gran
medida del mantenimiento de niveles normales de HT (137). Especificamente, durante
la vida intrauterina las HT intervienen en la proliferacién, migraciéon y diferenciacién
neuronal, mielinacion, plasticidad sinaptica, y también pueden producir cambios en la

bioquimica del cerebro (141,142).

Las HT maternas son fundamentales durante la primera parte del embarazo, ya
que el feto depende por completo de ellas hasta que puede empezar la sintesis por si
mismo a partir de la mitad del periodo gestacional (142,143). Durante la primera mitad
del embarazo, las HT cruzan la placenta (142) y estan involucradas en los procesos de
migracién neuronal y proliferacién (144), asi como en la sinaptogénesis y mielinizacion
(145). Durante este periodo, los niveles normales de HT son cruciales para el desarrollo
del cerebro ya que muchos eventos importantes ocurren antes de la sintesis de HT
fetales o al menos, antes de la sintesis de niveles altos de hormonas fetales (146). El
cerebro fetal requiere un suministro adecuado de T4 materna en los inicios de la
gestacion para asegurar la disponibilidad de T4 suficiente para la corteza fetal y de
suficiente T3 para la unidn a receptores cerebrales de HT. Los resultados de
experimentos en ratas apoyan la conclusién de que las HT se requieren para la
corticogénesis en una fase muy temprana del embarazo, ya que los cambios en la
disponibilidad de HT materna durante las etapas tempranas del desarrollo (equivalente
al final del primer y principio del segundo trimestre en humanos) tuvieron un efecto
irreversible en la neurogénesis (132). Estudios epidemioldgicos muestran que los
hijos/as de madres con niveles alterados de HT en el primer trimestre de embarazo
puntuaron mas bajo en los test de inteligencia o desarrollo cognitivo durante la infancia
(138,139,144,147), algo también comprobado en estudios en los que ha participado la
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cohorte INMA (147,148). Sin embargo, en otro estudio en el que participd INMA,
ademas de otras 2 cohortes europeas, no se encontré una clara relaciéon entre el
trastorno por déficit de atencion o hiperactividad (TDAH) y alteraciones en las HT

maternas (149).

Después del nacimiento también son esenciales las HT del nifio/a ya que algunos
de los procesos, como la mielinacidn, no se completan hasta la adolescencia (108,145).
Por tanto, dichas hormonas juegan un papel también importante en el comportamiento
y las funciones cognitivas del cerebro joven y adolescente (109). En el caso del proyecto
INMA, niveles alterados de TSH al nacimiento (150) o los primeros afos de vida (151) se

asociaron con peores puntuaciones en test de desarrollo cognitivo durante la infancia.

1.2.2.8.2. Hormonas tiroideas y crecimiento fetal.

Como se ha comentado mas arriba, las HT durante el embarazo, sobre todo
durante el primer trimestre, son fundamentales. Ademas de su importancia en el
desarrollo del cerebro, son esenciales para el crecimiento fetal ya que la tiroxina
materna contribuye a los tejidos que son HT-dependientes. Ademas, intervienen en la
organogénesis, la maduracién del hipotalamo, pituitaria y glandula tiroides y en el

desarrollo del esqueleto y la maduracién ésea (152).

1.2.2.8.3. Hormonas tiroideas y efectos reproductivos adversos.

Aunque no existe un consenso completamente claro en todos los estudios,
recientes trabajos han concluido que mujeres embarazadas con hipotiroidismo
subclinico tenian un mayor riesgo de abortos, desprendimiento de placenta, ruptura de
membranas prematuras y muerte neonatal en comparacién con mujeres embarazadas
eutiroideas (153,154). También se ha visto un mayor riesgo de ser pequefio/a para la
edad gestacional y bajo peso (155) y pretérmino (156) asociado al hipotiroidismo

subclinico.

Finalmente, los trastornos de la tiroides en el embarazo se han asociado con
otros graves problemas maternos y fetales, tales como preeclampsia, diabetes

gestacional, cesarea, ingreso en la unidad de cuidados intensivos (UCI) (154) y
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presentacion de nalgas (157), abortos espontaneos (158,159) y nacimiento pretérmino

(160), siendo este ultimo un estudio en el que participd la cohorte INMA.

1.2.2.8.4. Hormonas tiroideas y otros efectos.
También se ha descrito que alteraciones en los niveles de las HT (tanto maternas
como infantiles) pueden afectar al desarrollo del sistema pulmonar (161,162),

cardiovascular (163) e inmunoldgico (164).

1.2.2.9. Relacién entre exposicion a PFAS y hormonas tiroideas en las
primeras etapas de la vida.

1.2.2.9.1. Evidencia epidemioldgica.

Existe evidencia epidemioldgica sobre la posible actividad de disrupcién
endocrina de las PFAS en el sistema tiroideo durante el embarazo (61,165-168), tema
central de la presente tesis doctoral. Como se ha comentado en el apartado 1.2.2.8, es
un periodo de la vida en el que el papel de las HT maternas es crucial para el crecimiento

del feto y su desarrollo cerebral.

A pesar de su importancia, el nimero de estudios sobre este tema en el periodo
prenatal, perinatal e infancia y/o adolescencia no es muy amplio, segin confirman
revisiones recientes que ademas sefialan que la comparacion entre estudios esta
limitada por el alto grado de heterogeneidad entre ellos en cuanto al momento de
muestreo (diferentes semanas de gestacion, al nacer o infancia), el ajuste de posibles

factores de confusién y enfoque estadistico, entre otros (61,117,165,166).

Respecto a los estudios centrados en la relacidén entre exposicion a PFAS y los
diferentes outcomes estudiados de enfermedad tiroidea en el periodo gestacional, la
evidencia existente se ha juzgado como insuficiente para establecer una conclusién clara
sobre una posible relacién (169), excepto en una revisidon publicada en 2017 (63): en
esta revision se concluia con la existencia de una posible asociacién entre el PFOS y el
hipotiroidismo, especialmente en mujeres y nifios/as. Por tanto, seria deseable la

realizacion de una nueva revisién al respecto, que incluyera estudios en mujeres
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embarazadas publicados hasta la actualidad. Respecto a la relacidén entre la exposicidon
prenatal, perinatal o durante la infancia/adolescencia a estos contaminantes y
enfermedad tiroidea en neonatos/as, nifios/as y adolescentes, la literatura es adin mas

escasa (170-172) y no se ha realizado una revision hasta el momento.

Con respecto a los niveles de HT y su asociacion con los contaminantes a estudio,
una revisién reciente muestra cierta consistencia en una asociacién positiva entre
algunos PFAS (PFHxS, PFOS) y los niveles de TSH en muestras maternas y una asociacion
negativa menos consistente, pero posible, para T4 y T3 y PFHxS durante el embarazo
(61). Sin embargo, una revisién de la tematica mds actualizada seria deseable,
especialmente incluyendo estudios durante la infancia y/o adolescencia, para los que,
hasta donde sabemos, no existe una revisidn sistematica publicada hasta la fecha, a
excepcion de la publicada por la doctoranda en 2017 (63), con parte de los resultados

presentados en esta tesis y que serd comentada posteriormente.

1.2.2.9.2. Efecto mediador de las hormonas tiroideas en la

asociacion PFAS vs outcomes.

Uno de los efectos mas preocupantes de la posible alteracién de las HT debido a
la exposicion a PFAS es su posible efecto sobre el neurodesarrollo (173). En concreto,
estos contaminantes pueden alterar los niveles de HT (61,165) y pequefios cambios en
la concentraciéon de HT durante el embarazo o después del parto, puede resultar en una
alteracion del desarrollo neurocognitivo de nifios/as; este desarrollo, que continta hasta
la adolescencia, es crucial, ya que el cerebro no alcanza su desarrollo completo hasta la

pubertad (140,173,174).

Respecto a otros efectos, los estudios son muy escasos y los resultados no son
concluyentes. Asi, por ejemplo, solo un estudio ha investigado hasta la fecha el posible
efecto mediador entre la exposicion prenatal a PFAS y efectos adversos sobre la
antropometria al nacimiento, sin encontrar resultados significativos (175). Los autores
comentan que dicho efecto mediador podria no haberse visto en parte por el pequefio
tamafo de la muestra, la medicion de HT solamente en una ocasion durante el embarazo

y al nacimiento (que podria haber introducido algin error de medicidon debido a

23



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Introduccion

variaciones fisioldgicas), la necesidad de medir mas tipos de hormonas adipocinas que
también juegan un papel importante en el crecimiento y el desarrollo y la posibilidad de
qgue las HT expliguen solo una parte muy pequefia de la asociacion PFAS-tamano al

nacer.

1.3. El proyecto INfancia y Medio Ambiente (INMA).

El proyecto INMA (www.proyectoinma.org) es una red de cohortes de

nacimiento que comenzé en Espaiia en 2003, y que realiza el seguimiento prospectivo
de unos 4000 pares de mujeres embarazadas y sus hijos e hijas. En las diferentes
cohortes se han seguido primero a las madres embarazadas y después a su descendencia

desde el nacimiento hasta la adolescencia.

Su objetivo principal es el estudio del papel que tienen los contaminantes
ambientales del aire, agua y dieta durante el embarazo, infancia y adolescencia en
relacion al crecimiento y desarrollo de nifios y nifias (176,177). Los objetivos especificos

del proyecto son:

° Evaluar la exposicion a contaminantes ambientales y sus factores
asociados en nifios/a, adolescentes y sus madres.

° Estudiar el efecto sobre la salud de los factores bioldgicos,
socioeconémicos, ambientales y estilos de vida a lo largo del ciclo vital.

. Evaluar como los factores socioecondmicos, genéticos, dietéticos vy
ambientales pueden modificar los efectos de los contaminantes en la salud durante las

primeras etapas de la vida.

Mediante un protocolo estandarizado, las gestantes fueron reclutadas durante
el cribado poblacional de malformaciones congénitas en los diferentes hospitales de las
areas de estudio. La poblacion de estudio incluye mujeres embarazadas y sus hijos/as
de la poblacidn general residente en cada area de estudio. En total componen el

proyecto siete regiones (Ribera D’Ebre, Menorca, Granada, Valencia, Asturias, Gipuzkoa
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y Sabadell), de las cuales esta tesis se centra en tres (Figura 4): Valencia, Sabadell y
Gipuzkoa (los tamafios muestrales al reclutamiento de dichas cohortes son los

siguientes: 638, 657 y 855 mujeres, respectivamente).

Los criterios de inclusién de las madres fueron:

- Ser residente en una de las areas de estudio.

- Tener al menos 16 afios de edad.

- Embarazo unico.

- No haber seguido ningln programa de reproduccion asistida.
- Manifestar deseo de dar a luz en el hospital de referencia.

- No tener problemas de comunicacion.

Cada cohorte tuvo un periodo de reclutamiento diferente (Figura 5). El
reclutamiento tuvo lugar durante la primera visita prenatal (10-13 semanas de
gestacion) en el hospital publico principal o centro de salud de cada area de estudio. En
Valencia el periodo de reclutamiento fue desde noviembre de 2003 a junio de 2005. En
Sabadell, desde julio 2004 a junio 2006 y en Gipuzkoa desde abril de 2006 a enero de
2008. Del total de las mujeres embarazadas elegibles estuvieron de acuerdo en

participar el 54% en Valencia, 60% en Sabadell, y 68% en Gipuzkoa (177,178).
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Figura 4. Mapa de la situacidn geografica de las cohortes del proyecto
INMA, sefialadas en azul las que forman parte del trabajo de esta tesis.
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Figura 5. Periodos de seguimiento de las cohortes INMA incluidas en esta tesis
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En las cohortes de Sabadell y Gipuzkoa se registraron las razones de no
participacidn: 27,6% no quisieron participar, 30,3% adujeron tiempo insuficiente, 9,3%
falta de interés y 32,7% no pudieron ser localizadas para la entrevista inicial, después de
ser identificadas como elegibles por su médico. En Sabadell, el nivel educativo de las
mujeres que rechazaron participar fue menor que el de las participantes, pero no hubo
diferencias en la edad. En Valencia, una mayor proporcion de mujeres mas mayores y
de mujeres trabajadoras aceptaron participar. En Gipuzkoa se incluyd una alta
proporciéon de mujeres trabajadoras. Esta informacion estd detallada en el articulo

descriptivo sobre la cohorte INMA publicado por Guxens et al. (177).

Desde el parto, se incluyeron sus hijos/as en la cohorte de nacimiento (n= 787,
741 y 609, respectivamente en las cohortes de Valencia, Sabadell y Gipuzkoa) y se han
seguido hasta la adolescencia. Se han realizado las siguientes visitas: madres a las
semanas 12 y 32 de embarazo y nifios/as a la edad de 1, 2, 4-5, 7, 9, 11 afios y 15-16
afos (Figura 5). La presente tesis se centra en el periodo del embarazo y el nacimiento

de nifios/as.

La relevancia del Proyecto INMA reside en su caracter longitudinal, al disponer
de informacion de exposicidn a téxicos, dieta, y contexto socioecondmico desde el inicio
de la vida hasta la adolescencia. Para ello ha utilizado una metodologia comun, para
seguir longitudinalmente a los participantes. Ademads, ha sido el primer estudio
prospectivo de base individual en Espafia que incluye la evaluacidon de exposicién a
diversos contaminantes ambientales, toxicos y salud infantil desde el embarazo que
dispone de mediciones ambientales, asi como de dosis interna de los contaminantes

mas prevalentes y de nutrientes relevantes.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. Hipétesis.

La exposicion durante el embarazo a PFAS esta relacionada con alteraciones de

la funcion tiroidea materna durante la gestacion y en sus hijos/as al nacimiento.

2.2. Objetivos.

Objetivo general

Evaluar la relacion entre exposicion a PFAS y la funcién tiroidea durante el

embarazo y al nacimiento en participantes del Proyecto INMA.
Objetivos especificos

1. Revisar la literatura cientifica en relacion a la exposicién a PFAS y la
funcién tiroidea durante el embarazo, nacimiento, infancia y adolescencia.

2. Describir los niveles de PFAS en suero materno de semana 12 de
embarazo en las cohortes INMA de Gipuzkoa, Sabadell y Valencia.

3. Estudiar los niveles de HT en el primer trimestre de gestacion y en
neonatos/as en las cohortes INMA.

4, Analizar la asociacidn entre exposicion prenatal a PFAS y HT en mujeres
embarazadas en las cohortes INMA.

5. Analizar la asociacidn entre PFAS prenatales y HT en nifios y nifias recién
nacidos/as en las cohortes INMA.

6. Controlar la confusién por consumo de sal yodada, suplementos con
yodo, consumo de yodo en alimentos, eGFR, IMC, compuestos organoclorados,
mercurio y fenoles en la relacion entre PFAS y HT maternas y neonatales en las cohortes

INMA.
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7. Evaluar la modificacion de efecto de las PFAS en los niveles de las HT
neonatales por sexo en las cohortes INMA.

8. Evaluar la forma de la relacién entre PFAS y HT, tanto en madres como en
neonatos/asen las cohortes INMA.

9. Estudiar el efecto combinado de los 4 PFAS sobre las HT maternas y

neonatales en las cohortes INMA.

29



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Metodologia

3. METODOLOGIA.

3.1. Revisidn sistematica de la posible asociacion entre la exposicion a PFAS y las

hormonas tiroideas.

Una revision sistematica es un resumen claro y estructurado de la informacién
disponible que da respuesta a una pregunta claramente formulada y que usa métodos
sistematicos y explicitos para identificar, seleccionar y evaluar de forma critica la
investigacion relevante y recopilar y analizar datos de los estudios que son incluidos en

dicha revision.

Existen normas para su elaboracion y recomendaciones para la forma de
presentacion de sus resultados, de acuerdo con criterios de calidad desarrollados por
grupos internacionales de expertos, como la Declaracion PRISMA (acrénimo de
Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (180). En el disefio
y elaboraciéon de esta revisidn sistematica se tuvo en consideracion la lista de

comprobacién de dicha Declaracién (Anexo |).

3.1.1. Pregunta de busqueda.

Se realiz6 una revision sistematica para identificar los estudios epidemioldgicos
existentes en los que se evaluaba la posible asociacion entre la exposicién a PFAS y la

funcion tiroidea en mujeres embarazadas y nifios/as hasta 19 afos de edad.

3.1.2. Estrategia de busqueda.

3.1.2.1. Criterios de inclusidn en la revisidn sistematica.
Se utilizé el marco PICOS (acrénimo de “Population, Intervention, Comparison,

Outcomes and Study”) (181) para establecer los criterios de seleccion de los estudios
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incluidos en esta revision, ya que ofrece un enfoque estructurado para formular

preguntas utilizando cinco componentes, de la siguiente manera:

. Participantes (“population”): Mujeres embarazadas y nifios/as de hasta
19 anos. Los estudios sobre poblaciones generales u ocupacionales también fueron
elegibles si los resultados se estratificaron por sexo y en el caso de las mujeres se
especificaba si estaban embarazadas o no, o la edad de los nifios/as, y solo esos
resultados se incluyeron en la revision.

Ll Exposiciones (en este caso sustituye a “intervention”): Estudios de
medicidon directa de PFAS en una matriz biolégica o estimaciones de exposicidn
indirecta.

= Comparadores (“comparison”): Niveles continuos de PFAS o grupos
categorizados segun los niveles de PFAS.

= Resultados (“outcomes”): Niveles de HT (TSH, TT3, FT3, T4 y FT4) y
disfuncion tiroidea.

= Disefio del estudio (“study”): Estudios transversales, de casos y controles

y de cohortes.

Se incluyeron en la revisidn sistematica aquellas publicaciones que cumplian los

siguientes criterios de inclusion:

1. Investigaciones originales de estudios observacionales llevados a cabo
con poblaciones humanas.

2. Publicaciones escritas en idiomas inglés o espafiol.

3. Articulos publicados hasta el 31 de diciembre de 2023.

4, Exposicion a PFAS: estudios con medidas de exposicion a al menos uno
de las cuatro sustancias quimicas (PFHxS, PFOA, PFOS, PFNA) o los términos genéricos
PFC, PFAA o PFAS.

5. Efecto en salud: no restringido en la busqueda. Posteriormente se
seleccionaron los articulos que incluyeran estudios de HT y/o enfermedades tiroideas.

6. Poblacién en estudio: mujeres embarazadas y nifios/as desde el
nacimiento hasta los 19 afios de edad.
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7. En caso de estudios cuya poblacion en estudio combinaba poblacion
infantil y poblacion adulta, se requirid que éstos cuantificasen y mostrasen los

resultados separadamente para ambas poblaciones.

3.1.2.2. Fuentes de informacidn.
La busqueda se realizé en las bases de datos electrénicas PubMed y Embase.

Otros estudios relevantes se identificaron en la lectura de la bibliografia de los estudios

seleccionados. Ademas, se mird la base Teseo para identificar posibles tesis doctorales

3.1.2.3. Proceso de busqueda.
Se desarrollé un protocolo y se realizd una revisidon sistematica de acuerdo con

los principios generales recomendados en la declaracién PRISMA (180).

Se usaron combinaciones de palabras clave y tesauros: “((perfluoroalkyl[All
Fields] AND (compounds[All Fields] OR substances[All Fields]) OR PFOS[AIl Fields] OR
PFOA[AII Fields] OR PFNA[AII Fields] OR PFHxS[AIl Fields] OR ("perfluorooctane sulfonic
acid"[Supplementary Concept] OR "perfluorooctane sulfonic acid"[All Fields]) AND
(("adolescent"[MeSH Terms] OR "adolescent"[All Fields]) OR ("child"[MeSH Terms] OR
"child"[All Fields] OR "children"[All Fields]) OR "fetus"[MeSH Terms] OR ("foetus"[All
Fields] OR "fetus"[MeSH Terms] OR "fetus"[All Fields]) OR ("foetus"[All Fields] OR
"fetus"[MeSH Terms] OR "fetus"[All Fields]) OR ("pregnancy"[MeSH Terms] OR
"pregnancy"[All Fields]) OR ("gravidity"[MeSH Terms] OR "gravidity"[All Fields] OR
"pregnant"[All Fields])). La seleccion de estos términos se realizd en base a

conocimientos previos.

La ultima busqueda actualizada se realizd el 31 de diciembre de 2023. Las

cadenas de busqueda utilizadas en esta revision sistematica se incluyen en el Anexo II.

3.1.2.4. Seleccion de estudios.

Se revisé el titulo y resumen de todos los articulos resultantes de la busqueda
bibliografica y se excluyeron aquellos que no cumplian los criterios de inclusién

anteriormente descritos. Para los articulos restantes, se recupero el texto completo en
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todos los casos usando diferentes medios (bases de datos en la biblioteca universitaria,
paginas web de las revistas donde se habian publicado, etc.). Se leyé el contenido
completo de estos articulos y se descartaron aquellos que no cumplian los criterios de
inclusién. En todos aquellos articulos considerados relevantes para inclusion en esta
revision sistematica, se revisaron las listas de referencias bibliograficas con el fin de

identificar otros posibles estudios de interés que cumplieran criterios de inclusién.

3.1.3. Extraccion de datos de las publicaciones.

Se revisé sistematicamente el texto completo de los articulos incluidos. Para la
extraccion de los datos se siguieron los criterios sugeridos por la declaracién STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (182). Para cada

articulo relevante se identificaron y se extrajeron los siguientes datos:

= Titulo, autoria, afo de publicacién, revista de publicacién, palabras clave.

= Disefio del estudio, localizacidon, periodos relevantes (reclutamiento,
exposicion, seguimiento y recogida de datos), participantes (tamafio del estudio, sexo y
edad), criterios de elegibilidad, variables de estudio (exposicidn, respuesta y variables
de ajuste), fuentes de datos o metodologia de medicién de las variables exposicién y del
efecto, medidas tomadas para evitar sesgos (ej. como se realizaron los emparejamientos

de casos y controles).

= Métodos estadisticos.

. Principales resultados (descriptiva de la exposicion, descriptiva de la
variable respuesta y estimadores de la asociacién ajustados por covariables). Si los
estudios ofrecian resultados para mdas de un modelo multivariante, se selecciond el

modelo ajustado por mas covariables.

. Fortalezas y debilidades del estudio.
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Las dudas se resolvieron por acuerdo entre la doctoranda y las directoras de

tesis.

3.1.4. Evaluacion de la calidad metodoldgica

Existen numerosas herramientas para la evaluacion de la calidad metodoldgica y
susceptibilidad de sesgos en estudios observacionales. Dichas herramientas han sido
identificadas (183) o usadas en revisiones sistematicas de este tipo de estudios, como la
Escala New-Castle Otawa (184), asi como algunos instrumentos disefiados

especificamente para determinadas revisiones sistematicas (185).

Sin embargo, no existe una herramienta validada para evaluar la calidad
metodoldgica de los estudios observacionales. Como en algunas revisiones sistematicas
previas (186—188), se evalud la calidad metodoldgica de los estudios seleccionados
utilizando los nueve elementos incluidos en la seccion Métodos de la lista de verificacion
de declaraciones STROBE (182). La lista de verificacion se compone de 22 items en 6
secciones (titulo, introduccién, métodos, resultados, discusidon y otra informacién)
(Anexo Ill). Cada item especifica los aspectos que deben incluirse en el estudio y pueden
utilizarse para evaluar su calidad. Para esta revision, se utilizaron los 9 items incluidos
en la seccién de métodos para otorgar una puntuacién de la calidad metodoldgica de
cada estudio. Los estudios se clasificaron en calidad baja (0-3 de los 9 items), calidad
media (4-6 items) y calidad alta (7-9 items). Se excluyeron de la revisiéon los estudios con

puntuaciones bajas segun la lista de verificaciéon STROBE.

3.2. PFAS maternas y hormonas tiroideas maternas y al nacimiento.

3.2.1. Poblacidn de estudio.

Tal y como se ha comentado brevemente arriba, el proyecto INMA (INfancia y

Medio Ambiente: www.proyectoinma.org) es un estudio de cohortes materno-infantil

multicéntrico de base poblacional establecido en diferentes zonas de Espaia, pero
siguiendo un protocolo comun (177). En este estudio se incluyeron mujeres
embarazadas (2003-2008) de tres areas pertenecientes a las cohortes INMA de Sabadell
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(n = 657), Valencia (n = 855) y Gipuzkoa (n = 630), reclutadas en su primera visita
rutinaria de atencién prenatal en el centro de salud publica u hospital de referencia de

cada regidn (Figura 5). Los criterios de inclusiéon fueron:

Edad > 16 afios.

. Embarazo unico.

. Inscripcién entre las 10 y 13 semanas de gestacion.

. Concepcidn no asistida.

. Parto programado en el hospital de referencia.

. Sin problemas de comunicacién en espafiol o idiomas locales.

Los Comités de Etica Hospitalaria de cada regién aprobaron el protocolo de
investigacion y todas las mujeres dieron su consentimiento informado por escrito antes

de la inclusion (2003-2008).

En esta tesis, en madres, se llevaron a cabo dos analisis:

. Asociacion entre niveles de PFAS y HT maternos. Estudio transversal que
incluye a las mujeres embarazadas con niveles de PFAS y HT en sangre durante el primer
trimestre de embarazo de las tres cohortes INMA arriba mencionadas (n=1233 mujeres).
De este total, se excluyeron a aquellas mujeres que declararon enfermedad tiroidea y/o
uso de medicacién tiroidea (n=58), dando una poblacién final de 1175 mujeres. En la

Figura 6 se puede ver un diagrama de flujo de la poblacion de estudio.
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Figura 6. Mujeres incluidas en el estudio transversal de niveles de PFAS y HT. Cohortes
INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia)

Valencia [N = 855)

[Poh1acién en el reclutamiento (N = 2151)][ Sabadell (N = 657) I

Gipuzkoa (N = 633)

[vaeles de PFAS (N = 1244}]

[ Niveles de HT (N = 1955) ]

| Valencia (N = 503) l
] Sabadell [N = 408)
| Gipuzkoa (N = 324) '

Madres con niveles en sangre de PFAS y HT
durante el 15" trimestre (N = 1233)

Madres excluidas con

enfermedad tiroidea y/o
utilizando medicacion tiroidea

en el momento (N = 58)

UQISN[X8 3p SOUSHD

Valencia (N = 484)

[__Tamafio final de muestra (N=1175) ] | Sabadell (N =383) |

Gipuzkoa (N = 308)

. Asociacion entre niveles de PFAS maternos y patologia tiroidea. Por un
lado, se hizo un primer analisis incluyendo a las mujeres que reportaron padecer alguna
enfermedad tiroidea (n=58) para estudiar la relacion entre los niveles maternos de PFAS
y esta condicion. Por otro lado, se excluyd a estas mujeres (n=58) del andlisis y las
restantes (n=1175) fueron divididas en dos grupos segun sus niveles de TSH y FT4:
hipertiroidismo subclinico (n=152) e hipotiroidismo subclinico (n=9) teniendo en cuenta
los niveles de TSH y FT4. En concreto, el hipotiroidismo subclinico fue definido como una
concentracion de TSH sobre el percentil 97,5 y una concentracién dentro del rango
normal (percentiles: 2,5-97,5). El hipertiroidismo subclinico se defini6 como una
concentracion de TSH por debajo del percentil 2,5 y la FT4 dentro del rango normal
(percentiles: 2,5-97,5). En la Figura 7 se observa el diagrama de flujo correspondiente a

este estudio. A la izquierda se representa el estudio para aquellas mujeres con
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enfermedad tiroidea. A la derecha se incluye la informacién para mujeres con

enfermedad tiroidea subclinica.

Figura 7. Mujeres incluidas en el estudio transversal sobre enfermedad tiroidea
procedentes de las cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia.
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Niveles maternos de PFAS y HT, y
enfermedad tiroidea y/o medicacion
tiroidea (N = 58)

31353 T

Madres con niveles en sangre de PFAS y
HT durante el 187 trimestre (N = 1175)

Valencia (N = 13) | 1
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R

| Valencia (N = 69) ] | Valencia [N = 6) ]

[ Sabadell (N=45) | [ sabadell (N=3) |
Gipuzkoa (N = 28) Gipuzkoa [N =10)

En esta tesis, en neonatos/as, se llevd a cabo un andlisis:

Asociacidén entre niveles de PFAS maternos y TSH neonatal. Estudio que

incluye mujeres embarazadas y sus hijos/as recién nacidos/as con mediciones de PFAS
en sangre materna del primer trimestre de embarazo y niveles de TSH medidos en el
talén de los/as neonatos/as de la cohorte INMA-Valencia (n = 479). Del total de la
poblacion al reclutamiento (n=855), se excluyeron del estudio aquellos/as infantes de
los que no se disponia de niveles de PFAS en sangre materna o de TSH neonatales

(n=350), las mujeres que informaron tener una enfermedad tiroidea y/o estar bajo
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tratamiento médico tiroideo (n=19) y aquellos/as nifios/as cuyos niveles de TSH
neonatal fue medida antes de tener 2 dias de vida (n=2) o de los que no se disponia de

informacidn sobre la fecha de recogida (n=5) (Figura 8).

Figura 8. Mujeres y sus recién nacidos/as incluidos/as en el
estudio longitudinal procedentes de la cohorte INMA-Valencia.
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Para finalizar, y a modo de resumen, se incluye una tabla (Tabla 1) con las
cohortes participantes en cada uno de los analisis que componen la tesis, asi como los

periodos de estudio, tamafios muestrales, variables de exposicidén y respuesta.

Tabla 1. Estudios realizados en la presente tesis.

J_ . Cohortes Periodo de estudio (tamaiio Variables Variables
Pob. Anilisis en la tesis .. .
participantes muestral) exposicion  respuesta
1. Asociacion entre  Valencia, 2004-2008 PFAS HT
niveles de PFAS y Sabadell, (n=1175) maternas maternas
HT maternos. Gipuzkoa
Madres 2. Asociacion entre  Valencia, 2004-2008 PFAS Patologia
niveles de PFAS Sabadell, ¢ Enfermedad tiroidea (n=58) maternas tiroidea
maternos y Gipuzkoa e Hipertiroidismo subclinico (n=152)
patologia tiroidea. e Hipotiroidismo subclinico (n=9)
3. Asociacién entre  Valencia 2003-2006 PFAS TSH
niveles de PFAS (n=479) maternas neonatal
Neonatos
maternos y TSH
neonatal.

HT: Hormonas tiroideas; n: Tamafio muestral; PFAS: Sustancias perfluoroalquiladas. Pob.: Poblacién. TSH: Hormona
estimulante de la tiroides.

3.2.2. Recogida de muestras bioldgicas.

Las muestras de sangre materna se recogieron al final del primer trimestre del
embarazo (semanas de gestacion: media [desviacién estandar (DE)] = 12,9 [1,39]
semanas) por profesionales capacitados, aplicindose el mismo protocolo en las tres
cohortes (177). Las muestras de suero y plasma materno se dividieron en alicuotas en
criotubos de 1,5 mL y se almacenaron a -802C hasta su andlisis. Dichas muestras fueron
utilizadas para la determinacion de PFAS y HT en plasma y suero maternos,

respectivamente.

Los niveles de TSH neonatal se midieron en una muestra de sangre tras un
pinchazo en el talon del/de la recién nacido/a, la cual fue recogida en un papel de filtro.
Esta prueba del taldn se realiza de forma rutinaria a todos/as los/las bebés poco después
del nacimiento dentro del Programa Nacional de Cribado de Hipotiroidismo. Dicha
informacién se obtuvo del hospital La Fe de Valencia donde nacieron los/as

participantes.
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3.2.3. Determinacion de PFAS maternas.

Los analisis quimicos en el plasma materno se llevaron a cabo en el Instituto de
Medicina del Trabajo, RWTH (Universidad de Aachen, Alemania) (protocolo descrito en

(189,190)). En concreto se analizaron cuatro contaminantes: PFHxS, PFOS, PFOA y PFNA.

3.2.3.1. Sustancias quimicas.
Se adquirieron PFHxS y PFOS lineal (L-PFOS; 50 mg/L de MeOH cada uno), asi

como los estandares internos etiquetados sulfonato de perfluoro-1-hexano de sodio
[1802] vy sulfonato de perfluoro-1-[1, 2, 3, 4-13C4] de sodio (50 mg/L de MeOH) de
Laboratorios Wellington (Ontario, Canada). El PFNA, junto con los estandares internos
etiquetados [13C9]-perfluorononanoato y [13C8]-perfluorooctanoato (50 mg/L de
MeOH cada uno), fueron adquiridos de Isotopos de Cambridge (Tewksbury, MA, EE.
UU.). EI PFOA al 96% fue adquirido de Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Alemania).
Finalmente, el acetato de amonio, acido acético (100%, extra puro), acetonitrilo y agua
(todos de grado de cromatografia liquida de alto rendimiento [HPLC]) fueron obtenidos

de Merck (Darmstadt, Alemania).

3.2.3.2. Preparacion de las muestras.
Se descongelaron las muestras a temperatura ambiente. Para el pretratamiento

del plasma materno se transfirieron 250 pL de plasma (o estandar de calibracién) a un
vial de HPLC de 1,8 mL. Se agregaron 10 pL de la solucién de trabajo de los estandares
internos (13C8-PFOA y 13C4-PFOS, 250 ng/mL; 13C9-PFNA y 1802-PFHxS, 50 ng/mL), asi
como 500 pL de eluyente B (buffer de acetato de amonio 2 mM pH 4 en acetonitrilo),
para precipitar las proteinas. El vial se agito vigorosamente durante 30 segundos y se
centrifugd a 1500 g durante 10 minutos. Se transfirieron 300 pL del sobrenadante a un
nuevo vial de HPLC de 1,8 mL y también se agregaron 700 uL de eluyente A (buffer de

acetato de amonio 2 mM pH 4 en agua).
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3.2.3.3. Analisis de las muestras.

Las concentraciones plasmaticas de PFAS se determinaron mediante
cromatografia liquida de alta resoluciéon con cambio de columna (aparato Agilent 1100
Series HPLC) acoplado a espectrometria de masas en tandem (sistema Sciex APl 3000
LC/MS/MS en modo ESI-negativo). El eluyente A consistié en acetato de amonio 2 mM
(pH 4) en agua, el eluyente B consistié en acetato de amonio 2 mM (pH 4) en acetonitrilo.
Los analitos se enriquecieron y limpiaron de la matriz en una columna de material de
acceso restringido (Merck LiChrospher RP-8 ADS, 25 x 4 mm, 25 pM) en condiciones
isocraticas de 20% de eluyente B y un flujo constante de 0,3 mL/min. Después de 1,5
minutos, los analitos fueron retrogradados desde la columna y separados en una
columna Phenomenex Luna C8(2) (150 x 4,6 mm, 3 uM) utilizando un gradiente que
comenzaba en 67% de eluyente B a un flujo constante de 0,3 mL/min. Una lectura
cromatografica durd 25 minutos, incluyendo el lavado y la reequilibracion de las

columnas.

El limite de cuantificacion (LOQ) fue de 0,2 ng/mL para PFHxS, PFOS y PFOA, y de
0,1 ng/mL para PFNA. Los valores por debajo de esos umbrales se establecieron en la

mitad del LC correspondiente.

3.2.3.4. Control de calidad.

El suero bovino para calibracion y control de calidad fue adquirido de ACILA AG
(Morfelden, Alemania). Se realizo la calibracidn afiadiendo los analitos al suero bovino
en un rango de concentracion de 1 a 100 ng/mL para PFOA y PFOS, y de 0,1 a 10 ng/mL
para PFHxS y PENA.

El control de calidad se prepard afadiendo los analitos al suero bovino a
concentraciones de 4 ng/mL para PFOS y PFOA, asi como 0,4 ng/mL para PFHxS y PFNA.
La imprecision entre dias (n=42) para la muestra bovina adicionada varié del 6,4% para
PFOA (4,0 ng/mL) al 12,6% para PFHxS (0,4 ng/mL). La precision media en esta muestra
vario del 98% (PFOA) al 115% (PFNA). Ademds, como muestra de control de calidad
original, se utilizé una muestra de plasma alicuotada de un hombre aleman de 41 afios.

En la muestra de plasma humano, la imprecision entre dias varié del 8,7% para PFHxS
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(nivel: 0,74 ng/mL) al 11,1% para PFNA (nivel: 0,69 ng/mL). Ambos tipos de muestras de

control de calidad (bovina y humana) se incluyeron en cada serie analitica.

Para garantizar la precision de los resultados, el laboratorio participd con éxito
en rondas bianuales para la determinacion de PFAS en plasma realizadas en Alemania

(www.g-equas.de). El laboratorio también participd con éxito en el programa de QA/QC

de HBMA4EU vy esta certificado, entre otros PFAS, para el analisis de PFOA, PFOS, PFHxS

y PFNA en suero humano.

3.2.4. Determinacion de hormonas tiroideas maternas.

Se midid TSH, TT3 y FT4 como biomarcadores de la funcién tiroidea en muestras
de suero materno al final del primer trimestre gestacional. Las mediciones se realizaron

en el Laboratorio de Salud Publica del Gobierno Vasco en Bilbao (Espafia).

3.2.4.1. Analisis de las hormonas tiroideas maternal.
La TSH se midié mediante un ensayo fluoroinmunométrico de fase sélida de dos

sitios (DELFIA, Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Wallac Oy, Turku, Finlandia)
basado en la técnica de sandwich directo en el que tres anticuerpos monoclonales
(derivados de ratones) estaban dirigidos contra determinantes antigénicos separados
en la molécula de TSH humana (hTSH). Los estandares, controles y muestras que
contenian hTSH reaccionan simultdneamente con anticuerpos monoclonales
inmovilizados dirigidos contra la molécula de hTSH y con anticuerpos monoclonales
marcados con europio dirigidos contra diferentes sitios antigénicos especificos en la
subunidad beta de la proteina. La TT3 se midi®6 mediante un ensayo
fluoroinmunométrico de fase sélida basado en la reaccién competitiva entre T3 marcado
con europio y T3 de muestra por un numero limitado de sitios de unién en anticuerpos
monoclonales especificos de T3 (derivados de ratones). Finalmente, el FT4 se midié
mediante un ensayo fluoroinmunomeétrico de fase sélida basado en el principio de la

retrotitulacion y utilizando separacion de segundo anticuerpo.
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Los coeficientes de variacidon entre ensayos a concentraciones bajas, medias y
altas fueron 3,0, 3,1y 2,6% para TSH, 7,2, 5,5y 5,2% paraTT3,y 6,1, 4,1y 4,0% para FT4,
respectivamente. Los coeficientes de varianza intraensayo fueron 2.0, 2.1y 1.7% para
TSH, 4.0, 2.5 y 2.5% para TT3, y 3.7, 3.0 y 3.3% para FT4. Los niveles de HT se
estandarizaron por semanas de gestacion en el momento de la toma de muestras de
sangre (160). Los valores de referencia de laboratorio para adultos oscilaron entre 0,63

y 4,19 uU/mL para TSH, 1,30 a 2,5 nmol/L para TT3 y 9,8 a 16,8 pmol/L para FT4.

3.2.4.2. Sensibilidad analitica.

La sensibilidad analitica era mejor que 0,005 uU/mL para TSH, definida como el
valor que estaba dos desviaciones estandar (DE) por encima de la media de los valores
de medicion estandar cero (valor medio + 2 DE). Por el contrario, era mejor que 0,3
nmol/L para TT3 y 2 pmol/L para FT4, al definirla como el valor que estaba 2 DE por

debajo de la media de los valores de medicién estandar (valor medio - 2 DE).

3.2.4.2.1. Control de calidad.

Los estandares (DELFIA, Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Wallac Oy,
Turku, Finlandia) estaban en el rango de 0-100 uU/mL para TSH, 0—10 nmol/L para TT3
y 0—80 pmol/L para FT4. Para asegurar la precisién de los resultados, el laboratorio
participé en varias rondas de control de calidad externo organizado por el Instituto de
Referencia para el Bioanalisis (Alemania; www.rfb.bio). A lo largo del periodo de estudio

se incluyeron diferentes niveles de controles (Lyphochek; www.bio-rad.com) en cada

serie analitica, con todos los resultados dentro del rango aceptable.

3.2.5. Determinacion de TSH neonatal.

El método analitico de laboratorio para medir la TSH al nacer se ha descrito
anteriormente en los estudios de Barona-Vilar et al., 2008 (191) y Lépez-Espinosa et al.,
2010 (192) En resumen, los niveles de TSH neonatal se midieron en una muestra de
sangre por puncion en el taldn recogida en papel de filtro, obtenida de forma rutinaria
poco después del nacimiento dentro del Programa nacional de deteccion de

hipotiroidismo. Los valores de TSH se transfirieron automaticamente desde el analizador
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(Mult Calc) a la base de datos digitalizada, donde se agregaban a las demas variables de
identificacion del/de la recién nacido/a. En los/las neonatos/as prematuros, las
muestras se recogieron semanalmente en el hospital hasta la edad de término,
considerando el valor de TSH neonatal de la ultima muestra recogida en los analisis de

la presente tesis.

La TSH se midié mediante fluoroinmunoensayo sandwich resuelto en el tiempo
(AutoDELFIA, Perkin Elmer/Wallac, Turku, Finlandia). El limite de detecciéon (LOD) fue de
0,2 mUI/L. Los coeficientes de varianza entre ensayos fueron de 9%, 9,5% y 6,7% para
niveles bajos, medios y altos de TSH, respectivamente. La sensibilidad y la especificidad

fueron del 100% y del 99%, respectivamente.

3.2.6. Otras variables.

3.2.6.1. Variables durante el embarazo.
Durante el embarazo, las mujeres completaron un cuestionario en el primer

trimestre de gestacion. Los cuestionarios fueron administrados por entrevistadores/as
entrenados/as. Estos cuestionarios recogieron informacién sociodemografica,
ambiental y de estilos de vida referidos a los periodos justo antes y durante el embarazo.

Especificamente, se consideraron las variables recogidas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Variables durante el embarazo (estudio INMA) utilizadas en la presente tesis.

Variable Descripcion Categorias o unidades de medida
Cohorte Cohorte de las participantes Valencia
Sabadell
Gipuzkoa
Edad Edad de la madre a fecha de su Gltima Afios
regla
Pais de origen Pais de nacimiento de la madre Espafia
Extranjera
Situacion laboral Situacion laboral de la madre en el No trabaja
embarazo Si trabaja
Ingesta de alcohol Ingesta de alcohol en el embarazo No
Si
Habito tabaquico Consumo de tabaco en el embarazo No
Si
Tabaquismo pasivo  Exposicidn pasiva a tabaco en el No
embarazo Si
Nivel educativo Nivel educativo de la madre Primario
Secundario
Universidad
Clase social Clase social de los padres durante el CS | (Alta)
embarazo CS Il (Media)
CS Ill (Baja)
Epoca de recogida Estacién del afio en la que se recogié la  Invierno
de la muestra de muestra de sangre Primavera
sangre Verano
Otofio
Lactancia materna  Tiempo acumulado de lactancia No
previa materna previa al embarazo actual <6 meses
26 meses
Actividad fisica Intensidad fisica durante el embarazo MET hora/dia

medida mediante equivalentes
metabdlicos (METS)

CS I: Directivas, personal técnico senior y gerentes comerciales; CS II: Trabajadoras cualificadas no manuales;
CS lll: Trabajadoras manuales y no cualificadas.

Para realizar diferentes analisis de sensibilidad, también se recogio informacién
sobre la ingesta de yodo, IMC antes del embarazo y varios biomarcadores y

contaminantes. En concreto:

. Se midiod el yodo urinario prenatal en muestras de orina de semana 12 de
embarazo utilizando cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa de iones
emparejados con deteccion electroquimica y un electrodo de trabajo de plata (193).
También se recopild informacidn sobre: el consumo de sal yodada, la ingesta diaria de
yodo (tanto de la dieta como de los suplementos) y la ingesta de pescado durante el

embarazo (los items incluidos en el grupo de pescados se han descrito con anterioridad
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(194)). Dicha informaciéon se recopilé6 mediante un cuestionario de frecuencia
alimentaria semicuantitativo de 101 items (FFQ) (195,196), el cual fue validado en esta
poblacién de mujeres embarazadas y se observd que tenia una buena reproducibilidad
para la ingesta de nutrientes y alimentos (195). Las variables de ingesta de yodo de los
alimentos, asi como del pescado, se ajustaron por la ingesta total de energia utilizando
el método residual (196).

. Se calculd el IMC antes del embarazo (kg/m?).

. Se estimé la eGFR a partir de los niveles de creatinina en plasma medidos
mediante la ecuacidn de Cockcroft-Gault. Dichos niveles de creatinina se determinaron
en muestras de plasma por un método cinético alcalino picrato no compensado (ABX-
Pentra 400) (197).

= Ademas, ciertos contaminantes (los compuestos organoclorados [OC], el
mercurio total [Hg], y los fenoles) se habian relacionado anteriormente con alteraciones
en la homeostasis de HT en la presente cohorte (192,198-201). Por lo tanto, para los
analisis de sensibilidad, también se consideraron las concentraciones de los siguientes
contaminantes:

o Niveles de algunos OC en suero materno del primer trimestre (1,1 -
dicloro-2,2-bis (4-clorofenil) etileno [4,4 '-DDE], la suma de tres bifenilos
policlorados [> (PCB)]: PCB-138, -153 y -180], hexaclorobenceno [HCB] y
beta-hexaclorociclohexano [b-HCH]), que se analizaron mediante
cromatografia de gases con deteccidn de captura de electrones acoplada
a un detector de espectrometro de masas para confirmacion. Los
modelos que incluian concentraciones de OC se midieron en ng/mLy se
ajustaron por los niveles de lipidos séricos totales (202).

o Niveles de Hg total en sangre de corddn, analizados mediante
descomposicidn térmica, amalgamacion y espectrometria de absorcién
atémica. Los niveles se midieron en ng/mL (203).

o Niveles de algunos fenoles durante el embarazo (parabenos, bisfenol A,
oxibenzona y triclosan), medidos mediante extraccidn en fase sélida en

linea con cromatografia liquida de ultra alta resolucidén y espectrometria
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de masas. Los fenoles se midieron en ng/mLy se ajustaron por creatinina

(201).

La lista completa de las variables utilizadas en los analisis de sensibilidad puede

verse en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables del estudio para el analisis de sensibilidad.

Variable

Descripcion

Categorias o unidad de medida

Yodo urinario

Sal yodada

Yodo en comida

Ingesta de pescado
eGFR

IMC

4,4'-DDE

S PCB

HCB

b-HCH

Heg

MEPA

ETPA

PRPA

BUPA

BPA

OXBE

TRCS

Yodo en orina durante el embarazo

Ingesta de sal yodada en el embarazo

Ingesta de yodo a través del consumo de alimentos
en el embarazo

Ingesta de pescado en el embarazo
Tasa de filtracion glomerular estimada

indice de masa corporal medido previo al embarazo

Concentracién en suero materno de 1,1-dicloro-2,2-
bis-(4-clorofenil) etileno en primer trimestre de
embarazo

Suma de las concentraciones en suero materno de
PCB-138, -153 y -180 en 1¢' trimestre de embarazo

Concentracion en suero materno de
hexaclorobenceno en 1¢" trimestre de embarazo
Concentracion en suero materno de beta-
hexaclorociclohexano en 1¢ trimestre de embarazo

Concentracién de mercurio en sangre de cordén
umbilical

Concentracién en orina de metilparaben durante el
embarazo

Concentracién en orina de etilparaben durante el
embarazo

Concentracion en orina de propilparaben durante el
embarazo

Concentracion en orina de butilparaben durante el
embarazo

Concentracion en orina de bisfenol A durante el
embarazo

Concentracion en orina de oxibenzona durante el
embarazo

Concentracion en orina de triclosan durante el
embarazo

ug/L

No
Si

ug/dia

g/dia
mL/min/m?2

Kg/m?2

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

ng/mL

4,4'-DDE: 1,1-dicloro-2,2-bis-(4-clorofenil) etileno; b-HCH: beta-hexaclorociclohexano; BPA: Bisfenol A; BUPA:
Butilparaben; ETPA: Etilparaben; HCB: Hexaclorobenceno; Hg: Mercurio total; IMC: indice de masa corporal;
MEPA: Metilparaben; OXBE: Oxibenzona; PCB: policlorobifenilos; PRPA: Propilparaben; eGFR: Tasa de filtracién
glomerular; TRCS: Triclosan.
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3.2.6.2. Variables al nacimiento.

Tras el nacimiento de los/as bebés, se recogieron varias caracteristicas de

caracter clinico, teniéndose en cuenta para esta tesis

observarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Variables al nacimiento.

las variables que pueden

Variable Descripcion Categorias o unidad de medida
Sexo Sexo del bebé Nifio
Nifia
Pre-término Nacimiento antes de las 37 semanas de gestacién No
Si
Edad gestacional Duracién del embarazo Semanas
Edad TSH Edad en el momento de la toma de muestras para Dias
el andlisis de la TSH neonatal
Peso al nacer Peso del bebé tras nacer Gramos
Pequefio para la Peso bajo para la edad gestacional segun la tabla No
edad gestacional de referencia de crecimiento para la edad Si

(PEG)

gestacional por sexo para una poblacion espafiola
de referencia (204)

TSH: Hormona estimulante de la tiroides.
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3.2.7. Analisis estadistico

3.2.7.1. Analisis descriptivo.
Para estudiar las caracteristicas de la poblacion de estudio, se utilizd la frecuencia

(porcentaje) para las variables categdricas y media + DE para las variables continuas. Las
posibles diferencias entre la poblacion incluida y excluida en el estudio se estudiaron
utilizando modelos de regresion logistica ajustados por la cohorte a la que pertenecian.
Los niveles de PFAS y HT se describieron presentando su mediana y percentiles 25y 75.
La correlacién entre las cuatro PFAS entre si, las HT entre ellas, los PFAS o HT y la eGFR
entre si se exploraron mediante correlaciones parciales de Pearson ajustando por
cohorte. Previo a su analisis, las PFAS y las HT se transformaron utilizando el logaritmo
en base 2 debido a que la distribucion que seguian estas variables estaba sesgada por la
derecha. Ademas, los niveles de HT se estandarizaron segun las semanas de gestaciéon

en el momento de la toma de muestras de sangre (160).

3.2.7.2. Analisis multivariante entre niveles de hormonas tiroideas y
PFAS.

Se construyeron modelos de regresion lineal multivariante para examinar la
asociacidn entre concentraciones de PFAS en madres y los niveles maternos de HT o TSH
neonatal. Para ello se utilizd un procedimiento de 2 pasos: Primero, y con el objetivo de
mitigar el sobreajuste potencial, para cada variable respuesta (TSH, TT3 y FT4 maternas
y TSH neonatal), se ajustaron modelos univariados utilizando las covariables
relacionadas del grupo descrito en las Tablas 2 (para el caso de los andlisis en madres y
neonatos/as) y 4 (para los andlisis en recién nacidos/as). Solo las covariables candidatas
con un valor p<0,20 en la prueba de razén de verosimilitud (LRT) se consideraron para
los modelos multivariados, con la excepcion de la variable cohorte, edad materna y pais
de nacimiento, que se incluyeron en todos los modelos independientemente de su
significacidn estadistica, ya que estaban fuertemente asociados con las concentraciones
de PFAS, segun estudios anteriores realizados en la cohorte INMA (205). En segundo
lugar, siguiendo un procedimiento de eliminacion hacia atras, solo se mantuvieron en el
modelo multivariado aquellas variables con un p-valor<0,10 en la prueba de

verosimilitud (LRT), lo que resultd en diferentes modelos para cada variable respuesta.
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Una vez realizados los dos pasos anteriores, y con el fin de detectar posibles factores de
confusion, se probaron las covariables relacionadas con las PFAS mediante modelos
univariados (valor de p<0,20). Luego, todos los modelos también se ajustaron por estas
variables, si su inclusién en los modelos finales para cualquiera de las PFAS modificaba
significativamente la estimacién de la exposicion (valor de p<0,05). Finalmente, también
se evalud la homocedasticidad y la normalidad de los residuos de regresion para los
modelos lineales, excluyendo los casos identificados como valores atipicos extremos

(residuos studentizados > 4) u observaciones muy influyentes (distancia de Cook > 0,5).

También se explord la forma de la relacidn entre PFAS y los niveles de HT
(maternos o neonatales) mediante Modelos Aditivos Generalizados o GAM por sus siglas
en inglés, ajustados con las variables seleccionadas previamente en los modelos
multivariantes. Los GAM fueron presentados por primera vez por Hastie y Tibshirani
(206) con el objetivo principal de modelar efectos de covariables no lineales.
Especificamente, los GAM incorporan formas no lineales de los predictores mediante el
uso de funciones no paramétricas. En este estudio, la funcion de suavizado utilizada se
construyé utilizando cubic smoothing splines (207). El n2 de grados de libertad adecuado
para cada modelo se seleccioné en base al criterio de informacién de Akaike (AIC). Los

modelos lineales y no lineales se compararon en funcién del AIC.

Ademas, se realizé un andlisis de sensibilidad para evaluar la robustez de los
resultados obtenidos en los modelos multivariados entre los niveles de PFAS y HT. Para
cada una de las variables que se describen mas abajo, se estudio el efecto que tenia su
inclusién en los modelos principales sobre el coeficiente de las concentraciones de cada

PFAS.

En concreto:

. Primero, se incluyé alternativamente el yodo urinario, la ingesta diaria de
sal, el yodo de la dieta (es decir, yodo alimentario) y de los suplementos, ya que la
ingesta adecuada de yodo durante el embarazo es esencial para la sintesis de HT

maternas (208).
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. Segundo, se estudié el efecto de la ingesta de pescado ajustada por
energia debido a su relacion con la exposicidn a las PFAS en esta cohorte (205), y ademas

porque es una fuente importante de yodo, interfiriendo asi en la sintesis de HT (208).

. Tercero, se incluyd la eGFR, ya que se plantea la hipdtesis de que la

asociacion entre las PFAS y los resultados podria confundirse con la eGFR materna (107).

. Cuarto, se estudio el posible efecto del IMC previo al embarazo al andlisis
principal, ya que el exceso de adiposidad se ha relacionado tanto con la alteracion de la

funcion tiroidea (209), asi como con las PFAS (210).

. Quinto, se agregd alternativamente la concentracién de diferentes
contaminantes ambientales (OC [ajustados por lipidos], Hg y fenoles; todos
transformados usando log en base 2), ya que la exposicidon a estos contaminantes al
comienzo de la gestacion se habia asociado previamente con HT durante el embarazo

y/o al nacer en la cohorte INMA (192,198-201).

. Finalmente, se estudid el posible efecto mezcla de dos maneras. En
primer lugar, cada modelo para un contaminante, se ajustd por los otros tres PFAS. En
segundo lugar, se estudié el efecto mezcla de las 4 PFAS de manera conjunta mediante
la Regresion de Maquina de Kernel Bayesiana (BKMR por sus siglas en inglés) (211)
utilizando el paquete ‘okmr (https://cran.r-
project.org/web/packages/bkmr/index.html) en R. Se trata de un novedoso enfoque de
modelado semiparamétrico para capturar de manera flexible el efecto conjunto de los
componentes de la mezcla (los 4 PFAS tratados en esta tesis), permitiendo interacciones
potenciales y efectos no lineales. Como modelo estadistico, BKMR ofrece dos ventajas
atractivas en comparacion con los enfoques puramente paramétricos o no paramétricos
hasta la fecha usados. En primer lugar, maneja el efecto conjunto de multiples
contaminantes utilizando un modelo de regresion de maquina de kernel, capturando asi
la curva dosis-respuesta conjunta potencialmente compleja y no lineal de multiples
exposiciones mientras mantiene un buen poder estadistico. En segundo lugar, permite

desentrafiar el efecto conjunto de la mezcla de contaminantes en sus componentes de
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efecto principal y de efecto interactivo, teniendo en cuenta adecuadamente la
incertidumbre del modelo (211). Como resultado, para el propdsito de estudiar el efecto
en la salud de la mezcla de PFAS, BKMR permite investigar el efecto conjunto de la
mezcla en su totalidad. Esto puede proporcionar una vision integral de la estructura

estadistica subyacente a los efectos de multiples contaminantes.

Todas estas variables se incluyeron en el model principal (casos completos), pero
debido al alto numero de datos perdidos en algunas de las variables utilizadas para el
analisis de sensibilidad, se empleé un método de imputacién multiple con ecuaciones
encadenadas incorporado en la libreria mice (212). De esta forma, se generaron 50 bases
de datos y se combinaron las estimaciones obtenidas utilizando las reglas de imputacién
multiple de Rubin: se agruparon las 50 estimaciones y se generd un estadistico a partir
del cual se extrajo la estimacion para cada dato faltante. La media del estadistico se
calculd a partir de la media de las imputaciones, mientras que su varianza se calculo
combinando la varianza de las imputaciones (213). Por lo tanto, en el analisis de
sensibilidad se incluyé en el modelo principal (casos completos) tanto las variables arriba
mencionadas sin imputar (nombradas como “variable_cc”) como las variables

imputadas (nombradas como “variable_imp”).

3.2.7.3. Analisis multivariante entre enfermedad tiroidea materna y
PFAS.

Por otro lado, se analizo la relacion entre los niveles maternos de PFAS y que las
madres reportasen padecer una enfermedad tiroidea. A su vez, se utilizaron los niveles
maternos de HT para estudiar la posibilidad de que las madres padeciesen
hipertiroidismo o hipotiroidismo subclinicos utilizando la clasificaciéon explicada en el
apartado 3.2 (en resumen, el hipotiroidismo subclinico se definié por una TSH superior
al percentil 97,5, con niveles normales de FT4. El hipertiroidismo subclinico, por una TSH
inferior al percentil 2,5, también con FT4 en rango normal). Ambos analisis se realizaron

mediante regresion logistica, utilizando el mismo procedimiento de seleccion explicado
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anteriormente para los modelos entre las PFAS maternas y los niveles de HT maternos

y TSH neonatal.

3.2.7.4. Representacion del analisis y paquete estadistico.
Para representar los resultados de los analisis de regresiéon multivariante lineal,

los coeficientes se expresaron como el porcentaje de cambio en las HT asociados a
duplicar la dosis de la variable de exposicidn, junto con sus intervalos de confianza (IC)
al 95%. Para el caso de los andlisis de regresion multivariante logistica se presentan las
odds ratio (OR) asociados a duplicar la dosis de PFAS y su IC al 95%. Las asociaciones se
consideraron estadisticamente significativas si su valor de p era < 0,05 o marginalmente

significativas en el caso de que el valor fuera < 0,10.

Para concluir, todos los analisis estadisticos se realizaron con el software R,

versién 4.3.2 (214).
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4. RESULTADOS.

4.1. Revision bibliografica.

La busqueda realizada en las bases de datos identificé 1542 articulos y se
encontraron otros 20 estudios en busquedas adicionales por medio de otras fuentes. Se
excluyeron un total de 1459 articulos en la etapa de revision de titulo y resumen, por no
estar relacionados con el tema de esta tesis o bien ser duplicados, por lo que quedaron
103 articulos para el examen de texto completo. De éstos, 67 fueron excluidos
posteriormente porque no cumplieron con los criterios de inclusion. Por lo tanto, en
conjunto, se identificaron 36 articulos elegibles de las busquedas (Figura 9). Se excluyo
uno de ellos (78), por ser un estudio muy preliminar y bastante descriptivo sobre la
asociacion entre PFAS y HT y el cual logré una puntuacion de calidad baja segun la lista
de verificacion STROBE. Todos los estudios incluidos (n= 35) obtuvieron una puntuacion

media o alta en su calidad metodoldgica segun dicha lista de verificacién (Tabla 5).
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Figura 9. Diagrama de flujo PRISMA.

Registros identificados a través de

la busqueda en bases de datos identificados

(n=1542)

Registros adicionales

fuentes (n=20)

a través de otras

Registros después de eliminar duplicados

(n=1544)

'

Abstracts examinados

(n=1544)

Articulos a texto completo

evaluados para su elegibilidad |

(n=103)

Registros excluidos (no
relacionados con el tema
de estudio)
(n=1459)

Registros excluidos (criterios
de inclusién no cumplidos)

(n=67)

Estudios evaluados
metodoldgicamente

(n=36)

Registros excluidos por baja
calidad metodoldgica

(n=1)

!

Estudios incluidos en la sintesis cualitativa

(n=35)
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4.1.1. Poblacion de estudio.

En la Tabla 5 se describe el disefio de los diferentes estudios, la ubicacidon vy
poblacion a estudiar, las matrices (y momento de recogida) donde se analizaron las PFAS
y HT, las variables de ajuste y el tipo de anilisis, los cuales pueden tener un peso

importante a la hora de generar diferencias entre estudios en cuanto a sus resultados.

De los 35 articulos encontrados, 11 estudiaron solo mujeres embarazadas, 16
mujeres embarazadas y sus hijos/as (neonatos/as, niflos/as y adolescentes) y 7 solo
poblacion infantil y/o adolescente. Los tamafios poblacionales variaron entre los 44
(215) hasta los 10.725 (170) participantes. Si se clasifican los estudios segun el tamafio
muestral por las siguientes categorias: bajo (<150), medio (150-500) y alto (>500), la
mayoria de los estudios tenian un tamafio poblacional medio (18 estudios), con 12
estudios de tamafio poblacional alto y 5 bajo (Tabla 5), con tasas de participacion,
cuando se proporcionaron (170-172,216-221), de entre 7,6 y 95% (dato no mostrado

en tabla).

En cuanto a la localizacion geografica de los estudios, se realizaron en Asia (n=13),
Europa (n=13) y América del Norte (n=9). El disefio de los estudios fue transversal (n=7),
de casos y controles (n=2) o de cohortes (n=10 cohortes transversales y 16 cohortes
longitudinales). Respecto a la poblacion de la muestra, la mayoria (n=29) eran estudios
centrados en mujeres embarazadas, nifios/as y/o adolescentes de poblacién general,
pero hubo 6 estudios con ciertas particularidades. En concreto, estos 6 estudios
incluyeron mujeres con o sin hipotiroxinemia (222), adolescentes y poblacién adulta
joven con analisis de orina anormal (172), poblacién con alta exposicion debido al agua
de bebida (223), residentes cerca de una industria productora de PFAS (170),
participantes con alto consumo de ballena piloto, y, por tanto, con una exposicién
potencialmente alta a PFAS (175) y poblacién procedente de 4 comunidades de las

Primeras Naciones en Quebec (224).

4.1.2. PFAS.

4.1.2.1. Matriz.
Veintidds de los 35 estudios utilizaron suero para el analisis de contaminantes (14

en embarazadas, 6 en corddn [3 de ellos también utilizaron medidas séricas maternas]
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y 6 en nifios/as y/o adolescentes). El resto utilizaron plasma (n=12, 8 en embarazadas, 2
en corddn y 2 en nifios/as y/o adolescentes) o niveles séricos modelados en Utero (n=1),

ademas, este Ultimo, usoé niveles séricos en nifios/as.

4.1.2.2. Momento del muestreo y analisis.
Durante el embarazo, un total de 14 estudios determinaron las concentraciones de

PFAS en el primer y/o segundo trimestre de gestacion (semanas: 5-26), de estos, 2y 6
se centraron en el primer y segundo trimestre de embarazo, respectivamente, mientras
gue el resto, recogieron muestras entre el primer y segundo trimestre (n=6). Ademas, 3
estudios analizaron niveles de PFAS entre el segundo y tercer trimestre (semanas: 16 a
posparto), 4 estudios solo en el tercer trimestre (semanas: 28 a 42) y 1 de los que lo
analizé en el tercer trimestre, ademas también lo midi6 en el cordéon umbilical.
Finalmente, otro utilizé concentraciones séricas maternas modeladas durante el primer
trimestre del embarazo (ademds de mediciones séricas en nifios/as y adolescentes) y

uno no especificd el momento de recogida de muestras durante la gestacién (Tabla 5).

Respecto a los que analizaron PFAS al parto, 5 estudios las midieron solo en cordén
umbilical. En cuanto a estudios con analisis de contaminantes en nifios y nifias, 7
midieron concentraciones de PFAS solo en ellos/as, siendo las edades de los/as

participantes entre los 1-19 afios de edad (Tabla 5).

En todos los estudios, las PFAS se midieron mediante cromatografia liquida de
separacion acoplada a espectrometria de masas (LC/MS). Los rangos de los LOD y/o LOQ
fueron: 0,01-0,2, 0,0-0,2, 0,01-0,2 y 0,01-0,1 ng/mL, para PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA,

respectivamente (datos no mostrados en tabla).

4.1.2.3. Concentraciones.
En todos los estudios se midieron el PFOA y el PFOS, mientras que el PFHxS se

determinaron en 29 estudios y el PFNA en 30. Respecto a las concentraciones en
mujeres embarazadas, el PFOS es el que presenta mayores niveles medidos en todas las
gestantes (rango mediano: 4,09-23,9 ng/ml; rango media geométrica: 2,37-20,86
ng/mL), con un total de 14 estudios en los que se superaban los 10 ng/mL. Los niveles
de PFOA fueron mas altos en la poblacion que vivia en las proximidades de una planta
de fabricacion de teflén (mediana sérica modelada en suero uterino: 11,5 ng/mL) (170)
en comparacién con el resto de las poblaciones (rango mediano: 1,2-19,38 ng/mL; media
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geométrica en dos estudios: 2,37 ng/mL). Respecto al PFHxS (rango mediano: 0,24-2,67
ng/mL; media geométrica en dos estudios: 0,55 ng/mL) y PFNA (rango mediano: 0,45-
1,80 ng/mL; media geométrica en dos estudios: 0,60 ng/mL), los rangos fueron mas
similares entre poblaciones de mujeres embarazadas (Tabla 6). Finalmente, el PFOS y el
PFOA fueron los mas cominmente detectados (80-100% de las muestras), seguidos del

PFNA (62-99%) y PFHXS (78-100%) (datos no mostrados en tabla).

Respecto a las concentraciones medidas en corddn, eran menores que en sangre
materna, siendo mayores para el PFOA (rango mediano: 0,68-3,28 ng/mL; media en un
articulo: 3,14 ng/mL), seguido del PFOS (rango mediano: 0,16-1,95 ng/mL; media en un
articulo: 7,24 ng/mL), PFNA (rango mediano: 0,15-0,40 ng/mL; media en un articulo:
7,55 ng/mL) y PFHxS (rango mediano: 0,09-0,38 ng/mL) (Tabla 7). Respecto a los
porcentajes de deteccidn en muestras de corddn, los 4 PFAS se detectan por igual en un

rango entre el 85% y el 100% de las muestras (datos no mostrados en tabla).

En nifios/as y/o adolescentes, dos estudios presentaban valores mas extremos que
el resto, ya que la poblacién tuvo una alta exposicion mediante el agua de bebida a dos
PFAS, en concreto a PFHxS con un rango mediano para PFHxS y PFOS de 130-145 ng/mL
en un caso (223) o a PFOA, con una media de 29,3 ng/mL (170). Centrandose en los
estudios sin concentraciones extremas, el rango mediano de PFAS fue de 0,36-1,19
ng/mL para PFHxS, 1,6-20,0 ng/mL para PFOS, 0,79-4,39 ng/mL para PFOA y 0,27-15,0
ng/mL para PFNA. Un estudio (172) no dio valores medios, siendo las medias
geométricas de PFOA, PFOS y PFNA 2,80, 7,04 y 0,91 ng/mL, respectivamente (Tabla 8).
Respecto a los contaminantes mas detectados, se encontraba el PFOS (98-100%),
seguido del PFOA (61-100%) y el PFNA (42-100%). El PFHxS fue estudiado en menos
estudios, siendo su porcentaje de deteccién entre el 97,67 y el 100% (datos no

mostrados en tabla).

4.1.3. Hormonas tiroideas.

4.1.3.1. Matriz sanguinea.
Las HT se midieron en suero, plasma y sangre (24, 7 y 7 estudios,

respectivamente, Tabla 5). De las dos primeras, 8 fueron en suero de cordén y 2 en

plasma de corddn, 13 en suero materno, 5 en plasma materno y 8 en suero de nifios/as
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y adolescentes. Respecto a las mediciones en sangre, 5 articulos midieron niveles
hormonales en sangre seca tras el pinchazo al nacer (y 3 usaron adicionalmente

mediciones maternas).

4.1.3.2. Momento del muestreo y analisis.
En los estudios que se llevaron a cabo durante el embarazo, las HT se midieron

mayoritariamente en el primer y/o segundo trimestre (n=14, habiendo 3, 6 y 5
centradas en el primer, primer y segundo y segundo trimestre de embarazo,
respectivamente), asi como en el tercer trimestre (n=3), entre el segundo y tercer
trimestre (n=1) o todo el embarazo (n=1). Ademas, un estudio no especificé en qué
momento se recogid el suero materno (225) y otro midié en el periodo postparto (1y

3 dias y 6 semanas postparto) (226) (Tablas 5-7).

En el caso de estudios que midieron las hormonas alrededor del nacimiento, las
HT se midieron en corddn en 10 ocasiones, 5 en sangre del talon (entre 1,9y 7 dias de

edad de media), 1 en sangre del/a neonato/a (entre los 4 y 7 dias de edad) (Tabla 5).

En cuanto a los estudios realizados en nifios y nifias y/o adolescentes, se
midieron las hormonas en suero (n=8) en edades que variaban entre 1 y 19 afios de

edad (Tabla 5).

Algunos de los estudios arriba mencionados midieron las HT en multiples
ocasiones. Especificamente, en un caso se analizaron las HT dos veces durante el
segundo trimestre del embarazo (217), en otros casos se determinaron durante la
gestacion y en cordén (175,227-229), durante el embarazo y en sangre seca tras el
pinchazo en taldn de los/las recién nacidos (230-232), en todos los trimestres de
gestacion y a los 3 meses posparto (233) y en el segundo trimestre de embarazo y a los

3 dias y 6 semanas después del parto (226) (Tabla 5).

Todos los estudios utilizaron diferentes tipos de inmunoensayos para
determinar los niveles de HT. Veinticinco de los estudios sobre los niveles de HT
excluyeron a las participantes que informaron cualquier enfermedad tiroidea y/o
estaban tomando medicamentos para la tiroides, asi como el estatus desconocido en

cuanto al uso de medicacidén para el tiroides. Las mujeres con otras alteraciones
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endocrinas, como la diabetes mellitus, que se sospecha que podrian afectar los niveles
de HT, fueron excluidas en dos estudios (217,225). En estos dos casos, se establecid
como criterio de inclusion en el estudio que no se padeciera enfermedad metabdlica
cronica o relacionada con la tiroides (incluyendo diabetes, gota, hipertension,
hiperglucemia, hipertiroidismo e hipotiroidismo). Ademads, un articulo excluyé a los
recién nacidos con hipotiroidismo congénito (234), otro excluyd a mujeres en las que
se midieron niveles anormales de HT (235) y otro ajusté modelos para datos sobre
problemas de la glandula tiroides y uso de medicamentos para la tiroides (236) (datos

no mostrados en tabla).

4.1.3.3. Niveles de hormonas tiroideas.

Los niveles de TSH se evaluaron en 34 estudios, la TT4 en 19, FT4 en 26, TT3 en
15y FT3 en 15. Teniendo en cuanta el tipo de participante, en madres, TSH, TT4, FT4,
TT3, FT3 se midid en 19, 10, 16, 7 y 9 estudios, respectivamente. Siguiendo el mismo
orden de HT que para madres, dichos nimeros para el caso de cordén y/o neonato/a
fueron de 13, 11,9, 7y 7, respectivamente. Y para nifios/as y adolescentes de 8, 2, 7,
3y 3, respectivamente (Tabla 5). En los estudios que los proporcionaron, los niveles
medianos de TSH en madres, variaron entre 0,65-3,52 mUI/L, en corddén umbilical
entre 2,92-9,44 ulU/mL, en sangre del taldn y/o neonatal hasta los 7 dias entre 1,20-
2,2 ulu/mLy en suero infantil y/o de adolescente entre 1,4-2,8 plU/mL. Los niveles de
TT4 oscilaron en madres entre 127,4 a 145 nmol/L, en suero de corddn umbilical entre
8,4y 129,7 nmol/Ly en muestras de sangre de talon entre 14,7 y 20,2 pg/dL. Para FT4,
en madres oscilaron entre 2,40-15,40 pmol/L, en corddn entre 1,0 y 15,88 pmol/Ly en
suero infantil entre 0,77 y 22,0 pmol/L. Respecto a TT3, en madres el rango mediano
de valores fue de 1,93 nmol/L a 10,7 nmol/L, en muestras de cordén entre 0,03y 57,4
nmol/L y en suero infantil entre 1,61 y 160,0 nmol/L. Los niveles de FT3 en madres
oscilaron entre 3,04 pmol/Ly 4,74 pmol/L, en suero de corddén umbilical entre 1,29 y

2,50 pmol/Ly en suero infantil entre 0,32 y 9,0 ng/dL (Tablas 6-8).
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4.1.4. Analisis de la relacidn entre PFAS y hormonas tiroideas.

La exposicion materna a PFAS y los niveles de HT durante el embarazo fueron
estudiados en 19 estudios (Tablas 5-6), la exposicion prenatal a PFAS y niveles
hormonales en cordén o en neonatos/asen 16 estudios (Tabla 5y 7) y la exposicidn a
estos contaminantes durante los primeros afos de vida y/a adolescencia en 8 estudios
(Tablas 5y 8). Ademas, la exposicién a PFAS y su asociacion con enfermedades tiroideas
fue estudiada en 8 estudios (n=4 en madres y n=4 en neonatos/as, nifios/as y/o

adolescentes) (Tablas 5y 9).

Respecto al tipo de analisis estadistico, la mayoria usaban modelos de regresion
lineal multiple entre las PFAS y las HT (n=25), seguido de modelos mixtos (n=4, cuando
se trataba de medidas repetidas de HT), regresion logistica entre PFAS y disfuncién
tiroidea (n=6, algunos de los cuales también usaban modelos de regresién lineal para el
estudio de las hormonas en continuo), correlaciones (n=2), modelos lineales
generalizados (GLM, n=1), o BKMR, g cuantil o regresion suma ponderada cuantil (WQS)
(n=5, algunas veces usada en combinacion con la regresion lineal) (Tabla 5). Igualmente,
otros estudios analizaron el efecto conjunto de las PFAS incluyendo todos a la vez en los
modelos (n=25, datos no mostrados en tablas) y 13 estudios estratificaron los analisis
por sexo del bebé, nifio/a o adolescente (Tablas 5-8). Finalmente, algunos estudios
también comprobaron la linealidad de las relaciones usando GAM o GLM (n=6) o
estudiando las PFAS en cuartiles (n=7), terciles (n=2) u otro tipo de percentiles (n=1)
(Tabla 5). Respecto a las variables de ajuste, en todos los estudios se ajustaron, al menos
uno de los andlisis estadisticos realizados, por edad materna, infantil y/o del
adolescente. Las otras variables de ajuste presentan una mayor variacion entre estudios,

siendo algunas de las mas comunes el nivel educativo, IMC y tabaquismo (Tabla 5).

A continuacidn, se describen los principales resultados para cada PFAS.
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4.1.4.1. PFHxS y hormonas tiroideas.

Veintinueve articulos analizaron la asociacion entre los niveles de PFHxS y HT, 24
centrados en la ventana pre- y perinatal de exposicidn a este contaminante (Tablas 5, 6
y 7) y 5 en la postnatal (Tablas 5y 8).

De los 24 estudios que midieron exposicion pre- o perinatal a PFHxS, 8 articulos
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con hormonas maternas
(Tabla 6) y 4 estudios con hormonas en cordén umbilical y/o del/de la neonato/a (Tabla
7). Ademas, de los 5 estudios centrados en medidas postnatales del contaminante y HT,
2 reportaron asociaciones durante la infancia y/o adolescencia (Tabla 8).

De los 8 estudios con exposicion prenatal a PFHxS que encontraron asociacion
con HT maternas (n=7 en poblaciones totales y 1 en subpoblaciones), no se encontrd
ninguna asociacién para TT4 ni TT3. Respecto a los estudios en poblaciones totales y la
hormona TSH, se encontraron 5 asociaciones, 3 positivas (220,229,233) y 1 negativa
(221). En cuanto a FT4 o FT4l (este ultimo como proxi de la medicion de FT4), se
encontraron 4 asociaciones, 1 positiva (221), 2 negativas (231,233) y 1 en forma de U
(230). En referencia a FT3, se encontrd 1 asociacién, siendo esta positiva (221). Ademas,
en estudios que utilizaron subpoblaciones, se encontré una asociacidn positiva con FT3
en el grupo de madres con TA-negativo (228).

De los 4 estudios con exposicion pre- o perinatal a PFHxS que encontraron
asociaciéon con HT en cordén o neonatal (n=2 en poblaciones totales y n=2 en
subpoblaciones), no se encontré ninguna asociacién para TSH o FT3. Respecto a los
estudios en poblaciones totales y la hormona TT4, se encontraron 2 asociaciones, siendo
estas negativas (230,231). En cuanto a los estudios centrados en subpoblaciones en los
gue se estudio la influencia de los niveles de TPOAb en neonatos/as, en aquellas madres
con niveles elevados, se observé una asociacién negativa con FT4 (227) y positiva con
TT3 (237).

De los 2 estudios centrados en exposicidon postnatal a PFHxS que encontraron
asociaciones con HT durante la infancia y/o adolescencia, ambos se centraron en el
estudio de subpoblaciones. Respecto a TSH, se encontrd 1 asociacion en nifios varones,

siendo esta positiva (238). En referencia a FT4, se encontrd 1 asociacion en nifas, siendo
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esta positiva (171). Respecto a FT3, se encontrd 1 asociacidon en nifias, siendo esta

positiva (238).

4.1.4.2. PFOA yhormonas tiroideas.
Todos los articulos analizaron la asociacién con este contaminante, siendo 27

centrados en la exposicion pre- o perinatal a este PFOA (Tablas 5,6y 7) y 8 en la infancia

y/o adolescencia (Tablas 5y 8).

De los 27 estudios que midieron exposicion pre- y perinatal a PFOA, 10 articulos
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con hormonas maternas
(Tabla 6) y 7 estudios con hormonas medidas en corddén umbilical y/o del/de la
neonato/a (Tabla 7). Ademas, de los 8 estudios centrados en medidas postnatales del
contaminante y HT, 5 reportaron una asociacion durante la infancia y/o adolescencia

(Tabla 8).

De los 10 estudios con exposicidn prenatal a PFOA que encontraron asociaciéon
con hormonas maternas (n=9 en poblaciones globales y 1 en subpoblaciones), no se
encontrd ninguna asociacion para TT4 y FT3. Respecto a los estudios en poblaciones
totales y la hormona TSH, se encontraron 3 asociaciones, 1 positiva (217) y 2 negativas
(231,235). En cuanto a FT4 o FT4l, se encontraron 5 asociaciones, 3 positivas
(219,221,239) y 2 negativas (230,231). En referencia a TT3, se encontrd 1 asociacién,
siendo esta negativa (220). En cuanto a subpoblaciones, un estudio (175) estratifico el
analisis en funcion del sexo del feto, obteniendo 2 asociaciones con TSH, 1 en madres
embarazadas de fetos de sexo femenino y 1 negativa en madres embarazadas de fetos
de sexo masculino y 2 asociaciones con FT4, 1 en madres embarazadas de fetos de sexo

femenino y 1 negativa en madres embarazadas de fetos de sexo masculino.

De los 7 estudios centrados en exposicion prenatal o perinatal a PFOA que
encontraron asociacién con HT en cordén o neonatal, 4, 1 y 2 se centraron en
poblaciones, subpoblaciones y ambas, respectivamente. Respecto a aquellos centrados
en poblaciones totales, para TSH se encontraron 2 asociaciones, 1 positiva (175) y 1

negativa (228); con TT4 se reportd 1 asociacion positiva (236); con FT3 se encontraron 2
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asociaciones, 1 positiva (240) y 1 negativa (235); y con TT3, se encontrd 1 asociacion,
siendo esta positiva (240). Respecto a aquellos que estudiaron subpoblaciones, se
reportaron 1 asociacidn positiva con TSH en nifnas (240) y 1 asociacidén negativa en nifios
del grupo AT-negativo (228); respecto a TT4, se encontrd 1 asociacidén negativa en nifios
(231) y con respecto a FT4 se encontrd 1 asociacidon negativa en nifios cuyas madres

tenian niveles altos de TPOAb (227).

De los 5 estudios con exposicidon postnatal a PFOA que reportaron asociacion con
HT en la infancia y/o adolescencia, se encontrd 1 asociacidn con FT3, siendo esta positiva
(238) y las demas se encontraron en subpoblaciones. Respecto a TSH, se encontraron 3
asociaciones, siendo estas negativas, 2 en niflas (170,241) y 1 en nifios (171). En
referencia a FT4, se encontraron 3 asociaciones, 1 positiva en nifios con bajo consumo
de yodo (218), 1 positiva en nifios (171) y 1 negativa en nifias (238). Respecto a TT4, se

encontrd 1 asociacidn en nifios, siendo esta positiva (170).

4.1.4.3. PFOSy hormonas tiroideas.

Todos los articulos analizaron la asociacion con este contaminante. De los 27
estudios que midieron exposicion prenatal a PFOS, 12 articulos encontraron
asociaciones estadisticamente significativas con hormonas maternas (Tabla 6), 8
estudios con hormonas medidas en el cordén umbilical o en el/la neonato/a (Tabla 7) y

3 durante la infancia y/o adolescencia (Tabla 8).

De los 27 estudios que midieron exposicidon pre- y perinatal a PFOS, 12 articulos
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con hormonas maternas
(Tabla 6) y 8 estudios con hormonas medidas en corddén umbilical y/o del/de la
neonato/a (Tabla 7). Ademas, de los 8 articulos que se centraron en la exposicion

postnatal, 3 reportaron una asociacion durante la infancia y/o adolescencia (Tabla 8).

De los 12 estudios con exposicion prenatal a PFOS que encontraron asociacion
con hormonas maternas, 11y 2 fueron en el total de la poblacion o en subpoblaciones,
respectivamente. Respecto a los estudios que consideraron el total de la poblacién, para

el caso de TSH se encontraron 7 asociaciones, 5 positivas (216,217,226,232,233) y 2
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negativas (235,242). En cuanto a FT4 o FT4l, se encontrd 2 asociaciones, siendo estas
positivas (219,239). En referencia a TT4 se encontraron 2 asociaciones, 1 positiva (230)
y 1 en forma de U invertida (219). Para el caso de FT3, se encontrd 1 asociacién, la cual
fue positiva (228). Con relacién a TT3, se encontrd 1 asociacion, la cual fue negativa
(219). Los estudios centrados en subpoblaciones encontraron 3 asociaciones con TSH, 1
positiva con TSH en mujeres embarazadas de fetos de sexo femenino (175), 1 negativa
en mujeres embarazadas de fetos de sexo masculino (175) y 1 negativa en mujeres con
niveles altos de TPOAb (231). Ademas, encontraron 2 asociaciones con FT4, 1 positiva
en mujeres embarazadas de fetos de sexo femenino (175) y 1 negativa en mujeres
embarazadas de fetos de sexo masculino (175). Con respecto a TT4, se encontraron 2
asociaciones, 1 positiva con TSH en mujeres embarazadas de fetos de sexo femenino

(175), 1 negativa en mujeres embarazadas de fetos de sexo masculino (175).

De los 8 estudios con exposicion pre- o perinatal a PFOS que encontraron
asociacion con HT en corddn o neonatal (4, 3y 1 para toda la poblacidn, subpoblaciones
o ambos, respectivamente), se encontraron 3 asociaciones con TSH en estudios
centrados en poblaciones totales, las cuales fueron positivas (175,242,243); para a FT4
o FT4l se reportd 1 asociacion, siendo esta positiva (175); para TT4 se encontraron 2
asociaciones, 1 positiva (235) y 1 negativa (215); para FT3 se encontrd 1 asociacion, la
cual fue positiva (235); y para TT3 se encontraron 2 asociaciones, 1 positiva (235) y 1
negativa (215). Los estudios que estudiaron subpoblaciones encontraron 1 asociacién
positiva con TSH en nifios en el grupo de madres con AT-negativo (228); 1 asociacién
negativa con FT4 en nifios de madres con altos niveles de TPOAb (227); y 2 asociaciones

negativas con TT4 en nifios (231,243).

De los 4 estudios con exposicion postnatal a PFOS que encuentran asociacidon con
HT durante la infancia y/o adolescencia, todos estudiaron subpoblaciones y no se
encontré ninguna asociacidon para FT3. Respecto a TSH, se encontré 1 asociacidn en
ninos, la cual fue positiva (241). En referencia a FT4, se encontrd 1 asociacion en nifos
con bajo consumo de yodo, la cual fue positiva (218). Con respecto a TT4, se encontré 1
asociacién en nifos, la cual fue positiva (170). En cuanto a TT3, se encontrd 1 asociacion

en ninos, la cual fue positiva (171).
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4.1.4.4. PFNA vy hormonas tiroideas.
Treinta y un articulos analizaron la asociacién con este contaminante, siendo 23
centrados en la exposicién pre- y perinatal de exposicion a este contaminante (Tablas 5,

6y 7)y7enlapostnatal (Tablas 5y 8).

De los 8 articulos que midieron exposicidn pre- o perinatal a PFNA, 6 articulos
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con hormonas maternas
(Tabla 6) y 9 estudios con hormonas medidas en corddn y/o el/la neonato/a (Tabla 7).
Ademas, de los 8 centrados en medidas postnatales del contaminante y HT, 4

encontraron asociaciones durante la infancia y/o adolescencia (Tabla 8).

De los 9 estudios con exposicion prenatal a PFNA que encuentran asociacion con
HT maternas, 7 estudiaron al total de la poblacion y 2 a subpoblaciones. Respecto a los
que estudiaron la TSH en el total de la poblacion, se encontré 1 asociacion, siendo esta
negativa (235). En cuanto a FT4, se encontraron 3 asociaciones, 2 positivas (219,239) y
1 negativa (229). En referencia a TT4, se encontrd 1 asociacion, la cual fue negativa (229).
Respecto a FT3, se encontraron 2 asociaciones, las cuales fueron positivas (221,228). En
cuanto a TT3, se encontré 1 asociacién, la cual fue negativa (220). Los estudios que
estudiaron subpoblaciones encontraron 2 asociaciones con TSH, ambas en mujeres con

niveles elevados de TPOADb, 1 positiva (217) y 1 negativa (231).

De los 7 estudios con exposicidn pre- o perinatal a PFNA que encontraron
asociaciéon con HT en corddn o neonatal, 4 fueron en poblaciones totales y 3 en
subpoblaciones. Con respecto a TSH en los primeros, se encontrd 1 asociacion, siendo
esta positiva (175); con FT4 o FT4l se encontrd 1 asociacion positiva (175); con TT4 se
encontré 1 asociacion, siendo esta negativa (229); y con TT3 se encontraron 2
asociaciones, las cuales fueron negativas (229,235). Los estudios centrados en
subpoblaciones encontraron 3 asociaciones negativas con TSH, 2 en nifias (237,240) y 1
en nifos (234); con respecto a TT3 se encontrd 1 asociacién negativa en nifos (240) y

con FT3 se encontrd 1 asociacidn negativa en nifios (240).

De los 5 estudios centrados en exposicion postnatal a PFNA que encuentran

asociacion con HT durante la infancia y/o adolescencia (n=3 y 3 en poblaciones totales y
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subpoblaciones, respectivamente), no se encontrd ninguna asociacion para FT3, TT3.
Respecto a TSH en los estudios en poblaciones totales, se encontré 1 asociacion, siendo
esta negativa (171). En referencia a FT4, se encontraron 2 asociaciones, las cuales fueron
positivas (172,224). Con respecto a los estudios que estudiaron subpoblaciones, se
encontraron 2 asociaciones con TSH, 1 positiva en nifios (241) y 1 negativa en nifas

(171). En referencia a TT3, se encontrd 1 asociacion en nifios, siendo esta positiva (170).

4.1.4.5. Mezclas.

Siete articulos analizaron la asociaciéon entre los niveles de la mezcla a PFAS y HT,
5 centrados en la ventana pre- y perinatal de exposicion a la mezcla de contaminantes

(Tablas 5,6y 7)y 2 enlapostnatal (Tablas 5y 8).

De los 5 estudios que midieron exposicidon pre- o perinatal a la mezcla de PFAS,
1 articulo encontré asociacion estadisticamente significativa con hormonas maternas
(Tabla 6) y 2 encontraron asociacion con hormonas en cordén umbilical y/o del/de la
neonato/a (Tabla 7). Ademas, de los 2 estudios centrados en medidas postnatales de
mezclas de contaminantes y HT, 2 estudios encontraron asociacion durante la infancia

y/o adolescencia (Tabla 8).

El dnico estudio que encontré asociacién entre exposicién a mezclas y HT

maternas, fue con TT4 y de manera positiva (230).

Dos estudios encontraron asociaciones entre exposicidon pre- o perinatal a
mezclas y hormonas en cordén o neonatal, dichas asociaciones fueron reportadas para
elcasode T3,1 conTT3y1con FT3yambas positivas, siendo mas pronunciadas en nifios
en un caso (240) y en el otro estudio, 1 asociacion negativa con TSH (principalmente
PFNA), 1 asociacidén positiva con TT4 (principalmente PFNA y PFOS) y 1 asociacion
positiva con FT4 (principalmente PFOS) (244).

De los 2 estudios que midieron exposicidn postnatal a mezclas y encontraron
alguna asociacion con HT durante la infancia y/o adolescencia, no se encontrd ninguna
asociacion para TT4 o TT3. Respecto a TSH, se encontrd 1 asociacion (principalmente
PFOA), la cual fue positiva (238). En cuanto a FT4, se encontraron 2 asociaciones, 1
positivas en nifios con menor consumo de yodo (218) y 1 negativa en nifios (238).

Referente a FT3, se encontrd 1 asociacion en nifias, la cual fue positiva (238).
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4.1.4.6. Direccion de las asociaciones entre niveles de PFAS y hormonas
tiroideas.

Las tablas 6, 7 y 8 muestran un signo positivo o negativo entre paréntesis para
mostrar la direccion de la asociacion para permitir la evaluacién de si hay una tendencia
a que las estimaciones del efecto entre los niveles de PFAS y HT vayan en una y otra

direccién para todos los estudios.

Al restringirse a los estudios en poblaciones generales para ver la direccionalidad,
sin incluir las subpoblaciones arriba comentadas, las asociaciones encontradas para
PFAS de manera individual o la mezcla y HT maternas fueron en mayor medida positivas:
22 de las 38 asociaciones encontradas lo fueron. En concreto, hubo 9 relaciones
positivas de 15 para TSH y 8 relaciones positivas de 14 para T4 (considerando tanto TT4
como FT4 y FT4l). La relacidn directa mds veces encontrada fue entre TSH y PFOS (n=7),
siendo 5 veces positiva. Respecto a la hormona T3 (considerando tanto TT3 como FT3),

se encontraron 6 asociaciones positivas y 3 negativas.

Las asociaciones encontradas para exposicién pre- y perinatal a PFAS y HT en
corddn y/o neonatos/as fueron en mayor medida positivas: 16 de las 25 asociaciones
encontradas lo fueron. En concreto, hubo 5 relaciones positivas de 7 para TSH y 6
relaciones positivas de 9 para T4 (considerando tanto TT4 como FT4 y FT4l). La relacién
directa mas veces encontrada fue entre T4 y PFOS (n=5), siendo 4 veces positiva.
Respecto a la hormona T3 (considerando tanto TT3 como FT3), no hubo una

direccionalidad clara con 2 asociaciones positivas y 1 negativas.

Las asociaciones encontradas para exposicion durante infancia y/o adolescencia
a PFAS y HT en poblacién general fueron en mayor medida positivas: 4 de 5. Durante la
infancia y/o adolescencia, se encontré una direccion consistente de la asociacién en FT4
y PFNA (n=3), siendo las 3 veces positiva, y 1 asociacion positiva con PFHxS. Se encontrd
1 asociacidon negativa con TSH. Para la hormona T3 en la infancia y/o adolescencia no se
encontrd asociacidon en ningun estudio en poblacién general, no siendo posible por tanto

explorar direccionalidad.
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4.1.5. Analisis de la relacidn entre PFAS y disfuncion tiroidea.

El nimero de estudios sobre la disfuncion tiroidea es bajo (n=8), siendo 3
estudios los que encontraron asociacion entre PFOS o PFOA con disfuncion tiroidea
materna y 4 estudios los que encontraron asociacion con disfuncion tiroidea en el/la

neonato/a, infante y/o adolescente (Tabla 9).

Los estudios que encontraron asociaciones entre exposicion a PFAS vy
disfunciones tiroideas en madres estudiaron niveles de TPOAb e hipotiroidismo. Con
respecto a niveles de TPOAb se encontrd 1 asociacion con PFOA, la cual fue negativa
(228); respecto a hipotiroidismo, se encontrd 1 asociacion positiva con PFOA en el tercer
y cuarto cuartil de concentraciones al compararlos con el primero (234) y 2 asociaciones
positivas con PFOS, una en el tercer cuartil de concentraciones comparado con el
primero (234) y 1 asociacion positiva con PFOS en todos los cuartiles comparados con el

de concentracion mas baja (226).

Los estudios que encontraron asociaciones entre exposicion a PFAS vy
disfunciones tiroideas en neonatos/as, infancia y adolescencia, estudiaron
hipotiroidismo, niveles de anticuerpos (marcadores de enfermedad autoinmune
tiroidea) y enfermedad tiroidea autorreportada. En concreto, aquellos centrados en
exposicion pre- y perinatal a PFAS y enfermedades tiroideas durante la infancia y/o
adolescencia, encontraron asociaciones negativas entre TPOAb y cada uno de los 4 PFAS
(1 asociacidn negativa con PFHXxS, 1 asociacion negativa con PFOA, 1 asociacién negativa
con PFOS y 1 asociacidn negativa con PFNA) (244), y 3 asociaciones en subpoblaciones
con TgAb: 1 asociacion negativa con PFOA en nifios (228), 1 asociacion positiva con PFOA
en nifas (228) y 1 asociacién positiva con PFNA en nifias (228). En aquellos centrados en
exposicidon infantil y/o adolescente a PFAS y enfermedades tiroideas durante estos
mismos periodos de vida, se encontrd 1 asociacidn entre hipotiroidismo subclinico con
PFQOS, la cual fue negativa (171), 1 asociacion entre enfermedad tiroidea autorreportada
con PFOA, la cual fue positiva (170), y 1 asociacién entre hipotiroidismo autorreportada
con PFOA, la cual fue positiva (170). Un estudio incluyd adolescentes y adultos jovenes
(241), sin estratificar por edad y, por tanto, los resultados no se incluyeron en esta

revision.
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4.1.6. Relacidn dosis-respuesta.

Los estudios, para investigar la relacion entre las PFAS y HT, usaron diferentes
enfoques: transformacion logaritmica, o no, de las variables de exposicion y efecto y
categorizacion de la exposicion en percentiles. Especificamente, varios estudios
evaluaron una relacién lineal entre la exposicién a PFAS y cada parametro tiroideo
estudiado, mediante modelos de regresion lineal, transformando previamente las
variables de exposicién y resultado de distribucion no normal mediante logaritmos
naturales (170,171,175,218,221,225,228,234,237,238,240,243-245), logl0 (232,242),
log2 (220,223,227,241), log no especificado (224,241) o sin transformar en el caso de
seguir distribuciones normales (217,229). En un caso se realizé un analisis de correlacion
parcial de Spearman entre las concentraciones de HT y PFAS en suero materno y fetal

con y sin ajuste por covariables influyentes (235) (Tabla 5).

Las posibles relaciones no lineales se evaluaron mediante la clasificacion de
variables de exposicion en terciles (218,240), cuartiles
(170,172,216,223,226,231,232,234,236,238,239,241,242) u otra division de percentiles
(243), o mediante el uso de GAM con splines cubicos (171,220,221,223-225,229,240),
modelos lineales generalizados (225,237) o de efectos mixtos (217). En algunos casos se
realizaron pruebas de tendencia lineal en los grupos de exposicién (172,239). En otro
caso se uso el método LOWESS (Locally Weighted Scatterplot Smoothing) para evaluar
la linealidad de la asociacion entre cada nivel de PFAS y cada indicador de funcién
tiroidea (244). En los estudios con medidas en diferentes momentos a cada participante,
se us6 un analisis de medidas repetidas utilizando modelos lineales mixtos con un efecto

aleatorio para cada participante y ajustado por covariables (171,233) (Tabla 5).

Los estudios ofrecian resultados inconsistentes sobre la relaciéon dosis-respuesta
entre la exposicién a PFAS y las HT en madres, asi como el riesgo de hipotiroidismo
materno ya que las asociaciones eran tanto lineales como no lineales, dependiendo del
tipo de PFAS y HT estudiada. Especificamente, algunos estudios mostraron que la
exposicidon a niveles mas altos de PFOS estuvo asociada con un aumento en TSH en los
cuartiles mas altos (aunque algunas veces dicha asociacion significativa no se encontré

con todos los cuartiles) (231-233), mientras que otros encontraron una relacién inversa
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en funcion de los cuartiles de exposicion (216,242). En medidas repetidas durante el
embarazo, se encontré que los niveles de TSH fueron mas altos en los cuartiles
superiores de exposicion a PFOS (226). Respecto a FT4, se encontrd una relacion dosis-
respuesta estadisticamente significativa a través de los cuartiles de exposicion para
PFOS, PFOA y PFNA en su asociaciéon con FT4, pero en un solo estudio (231). Con
respecto a FT3, el PFOA se asocidé con una reduccion significativa de los niveles de FT3
en los cuartiles mas altos de exposicion (231). Algunos estudios que utilizaron GAM no
obtuvieron resultados que negaran la linealidad en la asociacién entre PFAS y HT
(220,225,229), mientras que otros identificaron asociaciones no lineales, como
relaciones en forma de U entre PFHxS y TSH (175) o FT4 (221) y PFOS y TT4 (219).
Ademas, en mujeres con anticuerpos tiroideos positivos, se observaron asociaciones
entre aumentos en PFNA, PFOA y PFOS con incrementos en TSH y reducciones en FT4
para PFOA (217). Finalmente, en otros estudios se encontraron resultados
estadisticamente significativos entre PFOAy PFOSy el riesgo de hipotiroidismo materno,
aungue no de forma consistente en los cuartiles (234)(169) (datos no mostrados en

Tabla).

Los estudios centrados en los niveles de PFAS medidos en madres o corddn y las
hormonas neonatales presentaron resultados mixtos. Se encontraron asociaciones
positivas entre PFOS y TSH neonatal en los cuartiles mas altos (242,243). Por otro lado,
se observaron asociaciones negativas entre PFNA y TSH, especialmente en recién
nacidos varones (234,244), y una disminucidn de TSH al pasar del percentil 25 al 75 de
exposicion a PFNA (240), con una disminucion significativa de TSH en nifias (237). En
cuanto a PFOA, se reportd una asociacion positiva significativa con TSH en estudios que
evaluaron incrementos del percentil 25 al 75 (240), y en otro estudio se observaron
incrementos del 40% para PFOA, 53% para PFOS y 23% para PFNA en relacién con TSH
(175). En cuanto a relaciones no lineales, se encontré una asociacion en forma de U
entre PFOS y TSH (227). El PFHxS mostrd una asociacion negativa significativa con TT4
en neonatos varones (175) y también en los niveles mds altos de exposicién a PFHxS en
comparacion con los cuartiles mas bajos (231). En otro estudio, las nifias en el cuartil
mas alto de exposicién a PFOA mostraron un aumento en TT4 (236), mientras que los

ninos mostraron niveles mas bajos de TT4 en el segundo cuartil de exposicion a PFOS y
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PFOA en los modelos crudos, aunque estas asociaciones se atenuaron tras el ajuste por
diversas variables (236). Ademas, se encontraron disminuciones significativas de TT4 en
el cuartil mas alto de exposicion a PFOS (243), y asociaciones positivas entre PFOS y TT4

y FT4 (244) (datos no mostrados en Tabla).

En la evaluacién dosis-respuesta en los estudios que midieron tanto exposicién
como efecto en nifios/as y adolescentes, en un estudio se encontraron indicios de una
posible relacion no lineal entre exposicidn y efecto entre PFOA y TT3 (218). Los demas
estudios no encontraron evidencias de relaciones no lineales en el andlisis por cuartiles
(170,172,223,238) aunque solo un estudio (172) realizé un test de tendencia (p < 0,05
en todos los casos). En un estudio se hallaron asociaciones positivas significativas entre
el PFOS y el INTSH y PFOS o PFNA y TT4 al comparar el tercer y/o cuarto cuartil con el
primero (170). Otros estudios que categorizan la exposiciébn no encontraron una
tendencia clara en la comparacion de los terciles o cuartiles de exposicion mas altos con
los mas bajos (218,223,238). Tampoco se encontraron relaciones no lineales en los
estudios que usaron GAM (171,223,224) ni en el que también realizé un analisis de

sensibilidad con PFAS en cuartiles (241) (datos no mostrados en Tabla).
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Tabla 5. Descripcion de estudios epidemioldgicos sobre exposicion materna, prenatal, infantil y adolescente a PFAS y funcion tiroidea, (N=35).

Estudio Disefio Ubicacion Poblacion (n), PFAS Matriz de PFAS HT Matriz HT Andlisis estadistico Variables ajustadas (Y]
(Fecha) edad (Mto. recogida)
Freire et al., C(T) Granada, Nifios/as (129), PFHxS Plasma adolescente  TSH Suero Modelos de regresion lineal multiple entre Edad nifio/a, escolaridad materna e ingesta total Alto
2023 (218) Espafia media (DE): 16,2 PFOA (15-17 afios) FT4 adolescente In(PFAS) y HT (TSH In-transformada). de pescado.
(2017-19) (0,42) afos PFOS TT3 (15-17 afios) Categorizacion de PFAS en terciles para
PFNA examinar asociacion no lineal entre PFAS y HT.
Calculo g cuantil para evaluar el efecto
combinado de las PFAS sobre las HT.
Lietal.,2023 T Beijing, China Embarazadas (123),  PFHxS Suero materno (NE)  TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, IMC antes del embarazo, paridad, Alto
(225) (NE) media (DE): 31(3,9) PFOA FT4 (NE) In(PFAS) y HT. Categorizacion de PFAS en GPG, colesterol total, triglicéridos, albumina, TFG.
afios PFOS terciles para examinar la asociacion no lineal
PFNA entre PFAS y HT.
GAM con splines cubicos restringidos a aquellas
asociaciones no lineales.
Rodriguez- C(T) Bélgica, Nifios/as (733), PFOA Suero adolescente TSH Suero Modelos de regresion lineal multiple entre Edad nifio/a, estudio de procedencia, sexo, IMC, Alto
Carrillo et al., Eslovaquia'y media (DE): 14,96 PFOS (14-17 afios) FT4 adolescente In(PFAS) y In(HT). Categorizacion de PFAS en escolaridad del hogar y nivel de creatinina
2023 (238) Espafia (0,86) afios PFNA FT3 (14-17 afios) cuartiles para examinar la asociacién no lineal urinaria.
(2017-20) entre PFAS y HT.
Calculo g cuantil para evaluar el efecto de la
mezcla de PFAS con HT.
Derakhshan C(T) Varmland, Embarazadas PFHXS Suero materno TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, IMC, paridad, tabaquismo, nivel Alto
etal., 2022 Suecia (2008), media (DE): PFOA (6-14 semanas) TT4 (6-14 semanas)  In(PFAS)y HT o In(HT) (este solo para TSH). educativo, origen étnico, edad gestacional en el
(219) (2007-10) 30,9 (4,9) afios PFOS FT4 Splines cubicos restringidos con 3 nudos para momento de la extraccion de sangre, TPOAbs y
PFNA T3 aquellas asociaciones no lineales. TgAbs.
FT3
Jensenetal., C(T) Odense, Embarazadas PFHXS Suero materno (<16  TSH Sangre materna  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad, paridad, nivel educativo. Alto
2022 (239) Dinamarca (1.007), media (DE): PFOA semanas) FT4 (<16 semanas) In(PFAS) y In(HT).
(2010-12) 30,2 (4,5) afios PFOS Categorizacion de PFAS en cuartiles para
PFNA examinar la asociacion dosis-respuesta.
Guo et al., C(T) Sheyang, Embarazadas (490),  PFHxS Suero cordon TSH Suero cordon Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, educacién, IMC antes del Alto
2021 (244) Jiangsu, China media (DE): 26,3 PFOA TT4 In(PFAS) y In(HT). Método LOWESS para evaluar embarazo, ingreso anual familiar, edad gestacional
(2009-10) (5,65) afios; PFOS FT4 la linealidad de la asociacién. al parto, tabaquismo pasivo en el embarazo, sexo
neonatos/as(490) PFNA T3 Regresion WQS para examinar los efectos del bebé, paridad.
FT3 conjuntos de las mezclas de PFAS con HT.
Lietal., 2021 CC Ronneby, Nifios/as (464), PFHXS Suero infantil TSH Suero infantily ~ Modelos de regresidn lineal multiple entre Edad nifio/a e IMC. Alto
(223) Blekinge, Suecia rango:1-11y 12-19  PFOA FT4 adolescente log2(PFAS) y log2(HT). Estratificado por edad y
(2014-15) afios PFOS FT3 Sexo.

Categorizacion de PFAS en cuartiles para
examinar la asociacion no lineal entre PFAS y
HT.
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Estudio Disefio Ubicacion Poblacion (n), PFAS Matriz de PFAS HT Matriz HT Anilisis estadistico Variables ajustadas ™M
(Fecha) edad (Mto. recogida)
Sarzo et al., C(T) Espafia Embarazadas (919),  PFHxS Plasma materno TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre log2  Edad materna, cohorte y pais de nacimiento. Alto
2021 (220) (2003-08) media (DE): 30,6 PFOA (media [DE]: 12,9 FT4 (media [DE]: (PFAS) y log2 (HT) (estandarizados por SG en el Ademads, modelos de TSH: nivel educativo y
(4,18) afios PFOS [1,39] semanas) TT3 12,9 [1,39] momento de la extraccion de sangre). lactancia materna previa. Modelos FT4:
PFNA semanas ) GAM para explorar la linealidad. temporada de extraccion de sangre. Modelos TT3:
época de extraccion de sangre, nivel educativo,
tabaquismo y lactancia materna previa.
Aimuzietal, C(T) Shanghai, China Embarazadas PFHxS Plasma materno TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, IMC antes del embarazo, edad Alto
2020 (221) (2013-16) (1885), media (DE): PFOA (<16 semanas) FT4 (<14 semanas) In(PFAS) y HT o In(HT) (este solo para TSH). gestacional, consumo de pescado, indicadores
29 (3,43) afios PFOS FT3 Término de splines cubicos restringidos de PFAS  hospitalarios, educacién materna y diferencia
PFNA con 3 nudos para explorar la linealidad. entre SG en las que se midieron los PFAS y las HT.
Regresion WQS entre la mezcla de PFAS y HT.
Kim et al., C(P) Corea Nifios/as (660),2,4  PFHxS Suero infantil TSH?2  Suero infantil Modelos de regresion lineal de efectos mixtos Edad nifio/a y sexo (modelo 1). Ademas, modelo 2 Alto
2020 (171) (2012-15) y 6 afios PFOA (2, 4y 6 afios) FT4 2 (2, 4y 6 afios) entre In(PFAS) y In(TSH) con efecto aleatorio ajustado por ingesta de yodo.
PFOS TT32 para cada individuo. Modelos lineales entre
PFNA In(PFAS) y In(FT4) y In(TT3).
Regresion logistica multiple entre
hipotiroidismo subclinico y PFAS.
Lebeaux et C(P) Cincinnati, Embarazadas (185);  PFHxS Suero materno (16 0 TSH Suero materno  Se utilizé BKMR para estimar los efectos Edad materna en el parto, raza/etnia, estado civil, ~ Alto
al., 2020 Ohio, EE.UU media (rango): 30 PFOA 26 semanas o en el TT4 (16 semanas) individuales y generales de log2 (PFAS) dentro nivel educativo materno, ingresos, log10-cotinina
(227) (2003-06) (25-35) afios; PFOS parto) FT4 Suero cordon de una mezcla sobre log2 (HT). media, nuliparidad, consumo materno de alcohol
neonatos/as(256) PFNA Suero cordon TT3 Célculo g basado en cuantiles para corroborar el  en el embarazo, IMC pre-embarazo, sexo del bebé,
FT3 efecto general y la contribucion de cada PFAS. semana gestacional en la extraccion para medicién
GLM para describir las relaciones exposicion- de PFAS y modo de parto (solo en modelos de
respuesta. suero de corddn).
Liang et al., C(P) Minhang, Embarazadas (300),  PFHxS Plasma materno (12- TSH Plasma cordon  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna en el parto, IMC pre-embarazo, Alto
2020 (240) Shanghai, China media (DE): 27,5 PFOA 16 semanas) TT4 In(PFAS) y HT. Categorizacion de PFAS en educacion, paridad, edad gestacional, tipo de
(2012) (3,5) afios; PFOS FT4 terciles para examinar la asociacion no lineal parto, tabaquismo pasivo materno en el
neonatos/as(300) PFNA TT3 entre PFAS y HT. embarazo, suplemento materno de &cido félico,
FT3 Modelo BKMR para exposicién a mezclas. consumo de alcohol por parte del padre durante
GAM para examinar no linealidad entre PFAS y los 3 meses previos al embarazo y sexo del bebé.
HT.
Prestonetal.,, C(P) Boston, Embarazadas (726),  PFHxS Plasma materno TSHP Plasma Regresion WQS y BKMR para examinar las Modelos maternos: edad materna, raza/etnia, Alto
2020 (230) Massachusetts, media: 32,5 afios; PFOA (mediana: 9,6 TT40 materno asociaciones individuales (BKMR) y conjuntas tabaquismo, paridad, peso en la extracciéon de
EE.UU. neonatos/as(465) PFOS semanas) FT4lb (mediana: 9,6 (WQS y BKMR) de exposicidn a todas las PFAS sangre y consumo de pescado.
(1999-02) PFNA semanas) con HT. Modelos neonatales: edad materna, raza/etnia,
Sangre seca, tabaquismo, paridad, peso en la extraccién de
pinchazo sangre, sexo, edad en el momento de la puncién
neonatal en el en el taldn, edad gestacional al nacer y parto por
talén cesarea.
Xiao et al., C(P) Islas Feroe, Embarazadas (172),  PFHxS Suero materno (34 TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, sexo del nifio/a, paridad, IMC Alto
2020 (175) Dinamarca media (DE): 28,1 PFOA semanas) TT4 (34 semanas) In(PFAS) y In(HT). materno, educacién materna, tabaquismo,
(1994-95) (5,6) afios; PFOS FT4 Suero cordon Estratificado por sexo infantil. consumo de alcohol en el embarazo, PCB total y
neonatos/as(172) PFNA FT3 mercurio.
FTI
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Estudio Disefio Ubicacion Poblacion (n), PFAS Matriz de PFAS HT Matriz HT Anilisis estadistico Variables ajustadas ™M
(Fecha) edad (Mto. recogida)
Caron- T Quebec, Nifios/as (186), PFHXS Suero infantil y TSH Sueroinfantily ~ Modelos de regresion lineal multiple entre Modelos TSH: edad. Modelos de PFHXxS: sexo, Alto
Beaudoin et Canada rango: 3-19 afios PFOA adolescente TT4 adolescente log(PFAS) y log(HT). Estratificado por nacion y zIMC y nacion estudiada. Modelos PFOA y PFNA:
al., 2019 (2015) PFOS sexo. zBMl y nacidn estudiada.
(224) PFNA Funcidn spline cubica restringida para examinar ~ Modelos TT4 ajustados por: edad. Modelos PFHxS:
asociaciones no lineales. sexo y zIMC. Modelos de PFOA: zIMC y cotinina
urinaria. Modelos PFNA: zBMI y nacién estudiada.
Inoue et al., C(T) Dinamarca Embarazadas PFHXS Plasma materno (5-  TSH Plasma Modelos de regresion lineal multiple entre PFAS  Edad materna, estatus socioocupacional, IMC, Alto
2019 (245) (1996-02) (1366), rango: 19-45 PFOA 19 semanas) FT4 materno (5-19 y In(HT). También estudio segun SG. paridad, tabaquismo materno y afio de
afios PFOS semanas) nacimiento.
PFNA
Itoh et al., C(P) Hokkaido, Embarazadas (701),  PFHxS Suero materno (28-  TSH Suero materno  Modelos de regresidn lineal multiple entre Modelos maternos: edad materna al parto, Alto
2019 (228) Japén media (DE): 30,7 PFOA 32 semanas) FT4 (mediana: 11 In(PFAS) y In(HT). Ademas, estratificado por paridad, nivel educativo, IMC previo al embarazo,
(2002-05) (4,4) afios; PFOS FT3 semanas) estado de AT materno (modelos maternos) o consumo de alcohol y tabaquismo en el embarazo.
neonatos/as(701) PFNA Suero cordoén sexo (modelos infantiles). Modelos neonatales: edad materna al parto,
paridad, nivel educativo, IMC antes del embarazo,
consumo de alcohol y tabaquismo en el embarazo,
y log(FT4).
Reardon et C(P) Alberta, Canadd Embarazadas (494), PFHxS Plasma materno (14- TSH Plasma Modelos de regresion lineal de efectos mixtos Edad materna, educacidn, ingresos, origen étnico,  Alto
al., 2019 (2009-12) media: 32 afios. PFOA 26 semanas) FT4 materno (<13,  entre PFASy log(HT). paridad, condiciones médicas, antecedentes de
(233) PFOS FT3 14-26, 27-34 tabaquismo, alcohol y uso de drogas recreativas.
PFNA semanasy 3
meses
posparto)
Dufouretal, T Lieja, Bélgica Embarazadas (214),  PFHxS Suero corddn TSH Sangre seca, Modelos de regresion lineal multiple entre Edad materna, tabaquismo materno, paridad, Medio
2018 (234) (2013-16) media (rango): 29,2  PFOA pinchazo In(PFAS) y In(TSH+1). Estratificado por sexo. IMC, EG, peso del recién nacido.
(18-42) afios; PFOS neonatal en el Categorizacion de PFAS en cuartiles para
neonatos/as(214) PFNA talén (3 dias) examinar la asociacién no lineal entre PFAS e
hipotiroidismo.
Regresion logistica entre hipotiroidismo y PFAS.
Prestonetal.,, C(P) Boston, Embarazadas (732), PFHxXS Plasma materno TSHP Plasma Modelos de regresion lineal mdltiple entre PFAS  Modelos maternos: edad materna, raza/etnia, Alto
2018 (231) Massachusetts, media (DE): 32,5 PFOA (mediana: 9,6 TT4b materno y HT. Categorizacion de PFAS y HT en cuartiles tabaquismo, consumo de pescado, paridad y edad
EE.UU. (4,7) afios; PFOS semanas) ITFb (mediana: 9,6 para examinar la asociacién no lineal entre PFAS  gestacional cuando se extrajo la sangre.
(1999-02) neonatos/as(480) PFNA semanas) y HT y disfunciones tiroideas. Modelos neonatales: edad materna, raza/etnia,
Sangre seca, GAM con concentraciones plasmaticas de PFAS  habito de fumar, paridad, edad gestacional en el
pinchazo continuas para evaluar linealidad. momento de la extraccion de sangre, sexo del

neonatal en el
talon (media
[DE]: 1,92 [0,68]
dias)

bebé, edad en el momento de la puncién en el
talén, edad gestacional y via de parto.
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Estudio Disefio Ubicacion Poblacion (n), PFAS Matriz de PFAS HT Matriz HT Anilisis estadistico Variables ajustadas ™M
(Fecha) edad (Mto. recogida)
Berg et al., C(P) Noruega Embarazadas (370),  PFHxS Suero materno (18 TSHe Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre Modelo TSH: paridad, capacidad de unién a Medio
2017 (232) (2007-09) media (rango): 31 PFOA semanas) TT4¢ (18 semanas) log10PFAS y log10HT. tiroxina y sumOC. Modelo TT3: edad, vector de
(18-43) afios; PFOS FT4c Sangre seca, Regresion WQS entre PFAS y HT. cambios relacionados con el embarazo, paridad,
neonatos/as(370) PFNA TT3¢ pinchazo IMC, actividad fisica y sumPFAS. Modelo TT4:
FT3¢ neonatal en el edad, vector de cambios relacionados con el
talén (3 dias de embarazo, actividad fisica y sumPFAS. Modelos
edad) FT4 y FT3: edad, vector de cambios relacionados
con el embarazo, IMC y sumCOP.
Tsaietal., C(T) Taiwdén, China Embarazadas (118), PFOA Plasma cordén TSH Plasma corddn  Modelos de regresion lineal maltiple entre Edad materna al momento del parto, sexo del Alto
2017 (243) (2004-05) media (DE): 32,2 PFOS TT4 InPFAS y HT o In(HT) (este ultimo solo para FT4,  recién nacido, edad gestacional, IMC materno,
(3,7) afios; PFNA FT4 TT3y FT3). Categorizacidn de PFAS en educacion materna y tipo de parto.
neonatos/as(118) TT3 percentiles (30-59, 60-89, >=90) para examinar
FT3 la asociacion no lineal entre PFAS y HT.
Kato et al., C(T) Sapporo, Embarazadas (392) PFOA Suero materno (24-  TSH Sangre materna Modelos de regresion lineal multiple entre Modelos maternos: edad en el parto, IMC antes Medio
2016 (242) Hokkaido, media (rango): 31,1  PFOS 41semanaso5dias FT4 (7-20 semanas)  log10(PFAS)y log10(HT). Categorizacién de PFAS  del embarazo, paridad, nivel educativo, +ATG y/o
Japén (24-38,2); tras parto) Sangre infantil en cuartiles para examinar la asociacion no AMC, 21 por semana de ingesta de algas marinas,
(2002-05) neonatos/as(392) (4-7 dias de lineal entre PFAS y HT. periodo de muestreo de sangre para PFAS y SG de
edad) HT para muestreo de sangre.
Modelos neonatales: edad en el parto, paridad,
+ATG y/o AMC, periodo de muestreo de sangre
para PFAS, valores log(TSH) y log(FT4), peso bruto
al nacer, peso<2500 g y cesarea.
Shah- C(R) Sedul, Corea Embarazadas (279),  PFHxS Suero cordon TSH Suero cordon GLM entre In(PFAS) y HT. Edad de la madre, IMC previo al embarazo, nivel Alto
Kulkarni et (2006-10) media: 35 afios; PFOA TT4 educativo, historial de consumo de alcohol,
al., 2016 neonatos/as(279) PFOS TT3 paridad del nifio/a, edad gestacional y sexo.
(237) PFNA
Yang et., T Pekin, China Embarazadas (157),  PFHxS Suero materno TSH Suero materno  Se realizé un andlisis de correlacion parcial de Para todas las correlaciones: IMC previo al Alto
2016 (235) (2013) media (rango): 29,8 PFOA (1-2 dias antes del TT4 (1-2 dias antes  Spearman entre las concentraciones de HT y embarazo, ingresos mensuales y tipo de parto
(26,9-32,7) afios; PFOS parto) FT4 del parto) PFAS en suero materno y fetal. neonatal. Correlaciones entre PFAS y HT fetales, y
neonatos/as(157) PFNA Suero cordon TT3 Suero cordoén PFAS maternas y HT fetales: duracién del
FT3 nacimiento neonatal.
Correlaciones entre PFAS y HT maternos: edad.
Correlaciones entre PFAS fetales y HT maternas:
edad y duracién del nacimiento neonatal.
Bergetal., C(P) Noruega Embarazadas (391), PFHxS Suero materno TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal de efectos mixtos Edad, paridad, IMCy capacidad de unién a T4. Alto
2015(226) (2007-09) mediana (rango): 32 PFOA (mediana 18 TT4 (22 trimestre, 3 entre PFAS (en cuartiles) y efecto medio de tres
(18-43) afios PFOS semanas) FT4 diasy 6 mediciones repetidas de log(HT).
PFNA TT3 semanas
FT3 posparto)
Lewis et al., T EE.UU Nifios/as (303), PFHxS Suero infantil TSH Suero Modelos de regresion lineal multiple entre Edad, IMC, indice de pobreza e ingresos, Alto
2015(241) (2011-12) rango: 12-19 afios PFOA TT4 adolescente log2(PFAS) y log2(HT). raza/etnia y cotinina sérica.
PFOS FT4 Analisis de sensibilidad con PFAS categorizadas
PFNA T3 en cuartiles.
FT3
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Estudio Disefio Ubicacion Poblacion (n), PFAS Matriz de PFAS HT Matriz HT Anilisis estadistico Variables ajustadas ™M
(Fecha) edad (Mto. recogida)
de Cock etal.,, C(P) Zwolle, Paises Embarazadas (83), PFOA Plasma corddn TT4 Sangre seca, Modelos de regresion lineal multiple entre PFAS  Edad materna, GPG, IMC, tabaquismo, consumo Alto
2014 (236) Bajos media (rango): 32,6  PFOS pinchazo (en cuartiles) y TT4 estratificados por sexo de alcohol, problema de tiroides, medicacion para
(2011-13) (23-40) afios; neonatal en el (mediante una interaccién incluida en los la tiroides, paridad, edad gestacional y peso al
neonatos/as(83) talén (4-7 dias modelos). Categorizacion de PFAS en cuartiles nacer.
de edad) para examinar la asociacion no lineal entre PFAS
y HT.
Wang et al.,, C(P) Taiwén Embarazadas (285),  PFHxS Suero materno TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal multiple entre PFAS  Edad materna, educacidn, hijos/as anteriores, Alto
2014 (229) (2000-01) media (DE): 28,8 PFOA (3¢ trimestre) TT4 (3.2 trimestre) y HT. Categorizacion de PFAS en cuartiles para sexo neonatal y tipo de parto.
(4,3) afios; PFOS FT4 Suero cordoén examinar la asociacion no lineal entre PFAS y
neonatos/as(116) PFNA T3 HT.
Webster et C(P) Vancouver, Embarazadas (152),  PFHxS Suero materno (15-  TSH Suero materno  Modelos de regresion lineal de efectos mixtos Edad materna, etnicidad, nivel educativo, Alto
al., 2014 Canada media (rango): 34 PFOA 18 semanas) TT4 (2 veces a 15-18 entre PFAS y HT con una intercepcidn aleatoria ingresos, nivel de estrés actual, tabaquismo
(217) (2007-08) (25-43) afios PFOS FT4 semanas) para el sujeto. La interaccion entre el estado de  materno, exposicion pasiva a tabaco, uso de
PFNA TPOADb y las PFAS también se incluyd en los drogas, consumo de alcohol, uso de sal yodada,
modelos. consumo de vitaminas prenatales con yodo,
estado de TPOADb.
Linetal., T Taipei, Nifios/as (212), PFOA Plasma adolescente  TSH Suero Modelos de regresion lineal multiple entre Edad, sexo, tabaco y alcohol del nifio/a. Alto
2013 (172) Taiwén rango: 12-19 afios PFOS FT4 adolescente PFASA categorizados y In(TSH) o FT4
(2006-08) PFNA estratificados por sexo en los grupos de edad.
Regresion logistica con TSH dicotomizada.
Wang et al.,, T Noruega Embarazadas (903),  PFHxS Plasma materno TSH Plasma Modelos de regresion lineal multiple entre PFAS  Edad materna, niveles de HDL, ingesta total de Alto
2013 (216) (2003-04) media (DE): 30 (4) PFOA (17-18 semanas) materno (continuas o categoricas en cuartiles) y In(TSH).  mariscos, paridad, intervalo entre embarazos y
afios PFOS (17-18 Regresion logistica con TSH dicotomizada. edad gestacional en el momento de la extraccion
PFNA semanas) de sangre.
Lépez- C(R) Valle Medio de  Embarazadas PFOA Niveles séricos TSH Suero infantily  Modelos de regresidn lineal multiple entre Edad, sexo y mes de muestreo del nifio/a. Alto
Espinosa et Ohio, EE.UU. (4.713), media: 26 PFOS modelados in dtero  TT4 adolescente In(PFAS) o PFAS en cuartiles y In(TSH) o TT4
al., 2012 (1987-06) afios; PFNA (1er trimestre) (1-17 afios) estratificados por grupos de edad y sexo.
(170) nifios/as (10.725), Suero infantil Modelos de regresion logistica con enfermedad
rango: 1-17 afios (1-17 afios) tiroideafinformada e hipo/hipertiroidismo
subclinico8 como resultados.
Chanetal., cc Alberta, Canadd Embarazadas (271), PFHxS Suero materno TSH Suero materno  Modelos de regresidn logistica condicional Edad materna, peso, raza y edad gestacionalenel  Alto
2011(222) (2005-06) media (rango): 31 PFOA (15-16 semanas) FT4 (15-16 ajustados entre In(PFAS) en suero materno e momento de la extraccion de sangre.
(20-45) afios PFOS semanas) hipotiroxinemia ".
Kim et al., C(P) Sedl, Gumi, Embarazadas (44), PFHxS Suero materno TSH Suero cordon Correlaciones de Pearson entre In(PFAS) y In(HT) Edad materna, IMC y edad gestacional en el Alto
2011 (215) Cheongju media (rango): 32 PFOA' (20-25 semanas de TT4 con y sin ajuste para covariables influyentes. momento de la extraccion de sangre.
Corea del Sur (22-44) afios; PFOS gestacion o 3¢ TT3
(2008-09) neonatos/as(43) trimestre)

Suero corddn

AMC: Anticuerpo antimicrosomal; ATG: Anticuerpo antitiroglobulina; BKMR: Regresion de mdaquina de nucleo bayesiano; C: Cohorte; CC: Casos y controles; CM: Calidad metodoldgica; COP: Contaminante organico persistente; DE: Desviacion

estandar; FT3: Triyodotironina libre; FT4: Tiroxina libre; FT4l: indice FT4; GAM: Modelo Aditivo Generalizado; GLM: Modelo lineal generalizado; GPG: Ganancia de peso gestacional; HDL: Lipoproteina de alta densidad; HT: Hormona tiroidea; IMC:
indice de masa corporal; In: Logaritmo natural transformado; LOWESS: Locally Weighted Scatterplot Smoothing; M: Medio; n: Tamafio de la muestra; NE: No especificado; OC: Organoclorado; P: Prospectivo; PCB: Bifenilo policlorado; PFAS: Sustancias
perfluoroalquiladas; PFHxS: Perfluorohexano sulfonato; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Perfluorooctano sulfonato; R: Retrospectiva; SG: Semanas gestacionales; TA: Anticuerpo tiroideo; TgAb: Anticuerpos
tiroglobulina; TFG: Tasa de filtrado glomerular; TPOAb: Anticuerpo peroxidasa tiroidea (dicotomizado segun las guias clinicas, alto: 29 Ul/mL versus normal: <9 Ul/mL); TSH: Hormona estimulante de la tiroides; TT3: Triyodotironina total; TT4: Tiroxina
total; WQS: Suma Cuantil Ponderada; zZIMC: Puntuacion z del IMC.2Se midi6 TSH, FT4 y TT3 en nifios/as de 6 afios. Para nifios/as de 2 y 4 afios s6lo se midid la TSH. PTSH, TT4 y FTI se midieron en el suero materno. En la muestra del pinchazo del talén
sélo se midi6 TT4.cTSH, TT4, FT4, TT3 y FT3 se midieron en el suero materno. En la muestra de sangre de la puncion del taldn sélo se midio la TSH. 4 Valores de corte: percentiles 50.2, 75.2 y 90.2 para PFOA; percentiles 25, 50 y 75 para PFOS, y
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percentiles 60 y 90 para PFNA. ™ TSH por encima del rango normal (0,35-4,94 mUI/L) en Lin et al. (Estos andlisis se realizaron para toda la poblacidn sin estratificacién por edad), y la TSH por encima del percentil 95 (7,5 uUl /mL) en Wang et al.
(2013).f Para tres categorias de enfermedades autoinformadas: cualquier enfermedad de la tiroides, hipotiroidismo y enfermedad de la tiroides mas medicacién para la tiroides.e TT4 dentro del rango de referencia normal (4,5-12 pg/ dL) y TSH >5,97,
>4,84, >4,5 pUl/mL en nifios/as <6, 6-10, 11-17 afios de edad para hipotiroidismo subclinico y TSH <0,7, <0,6, <0,45 pUl /mL en nifios/as <6, 6-10, 11-17 afios de edad para hipertiroidismo subclinico. Se excluyeron los nifios que informaron
enfermedad tiroidea y/o medicacién para la tiroides.

h Hipotiroxinemia: Definida por los autores como niveles maternos de TSH normales sin evidencia de hipertiroidismo (0,15-<4 mU/L) y niveles maternos de FT4 en el percentil 10 mas bajo (<8,8 pmol/ L) de la muestra. Controles: TSH normal (0,15-<4
mU/L) y FT4 entre los percentiles 50 Y90 (12-14,1 pmol /L). 'En este articulo, todas las muestras se recogieron durante el tercer trimestre del embarazo, excepto siete de ellas, recogidas entre las semanas 20y 25 de gestacion.
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Tabla 6. Descripcion de estudios epidemioldgicos sobre exposicion materna a PFAS y HT, (N=19).

PFAS HT
Estudio Matriz Niveles Matriz Niveles Resumen de asociaciones
Lietal., 2023 (225) Suero materno Mediana (P25; P75) Suero materno Media (DE)
PFHXS (ng/mL) 0,24 (0,14; 0,34) TSH (mUI/L) 1,38 (1,0)
PFOA (ng/mL) 2,27 (1,46; 3,43) £T4 (pmol/L) 14,7 (2,6) LS:}:\,SFM: ninguna asociacion significativa con las
PFOS (ng/mL) 4,09 (2,66; 5,63)
PFNA (ng/mL) 0,57 (0,42; 0,83)

Derakhshan et al, 2022
(219)

Jensen et al, 2022 (239)

Sarzo et al, 2021(220)

Aimuzi et al, 2020 (221)

Suero materno

PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Suero materno
PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Plasma materno
PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Plasma materno
PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Mediana (P5; P95), 6-14 semanas
1,21 (0,48; 4,40)
1,61 (0,51; 4,74)
5,29 (1,68; 14,3)
0,51(0,19; 1,76)

Mediana (P5; P95), <16 semanas
0,33(0,11; 0,76)
1,67 (0,64; 3,92)
7,72 (3,51; 15,17)
0,64 (0,31; 1,45)

Mediana (P5; P95), media de 12,9 semanas

0,64 (0,44; 0,87)
2,55 (1,83; 3,50)
6,19 (4,54; 7,96)

0,67 (0,50; 0,91)
Mediana (P25; P75), <16 semanas
0,54 (0,42;0,7)

12,32 (9,47; 16)

9,25 (6,59; 13,58)

1,63 (1,18; 2,22)

Suero materno
TSH (mUI/L)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)
FT3 (pmol/L)

Sangre materna
TSH (mUI/L)
FT4 (pmol/L)

Plasma materno
TSH (nU/mL)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)

Suero materno
TSH (mUI/L)
FT4 (pmol/L)
FT3 (pmol/L)

Mediana (P5; P95), 6-14 semanas
1,30(0,11; 4,13)
118 (81; 166)
15,0 (11,4; 19,5)
1,93 (1,27; 2,90)

4,67 (3,72; 5,96)
Mediana (P5; P95), <16 semanas
1,40 (0,30; 3,40)

13,8 (11,4; 17,1)

Mediana (P5; P95), media de 12,9 semanas

1,23 (0,83; 1,77)
2,40 (2,20; 2,70)
10,7 (9,82; 11,6)

Mediana (P5; P95), < 14 semanas
1,40 (0,15; 3,76)
15,40 (12,21; 19,82)
4,74 (3,92; 5,88)

TT4: (-) en forma de U con PFOS.
FT4: (+) con PFOAy PFNA.
TT3: (-) con PFOS.

FT4: (+) con concentraciones de PFOA, PFOS y PFNA.

TSH: (+) con PFHXxS.
TT3: (-) con PFOAy PFNA.

TSH: (-) con PFHXxS.
FT4: (+) con PFHxS y PFOA.
FT3: (+) con PFHxS y PFNA.

Lebeaux et al, 2020
(227)

Suero materno

Mediana (IQR), 16 o0 26 semanas o al parto

Suero materno

Mediana (IQR), 16 semanas

HT: no hay una asociacion clara con las PFAS
individualmente o como mezcla.
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PFAS HT
Estudio Matriz Niveles Matriz Niveles
PFHXS (ng/mL) 1,6 (1,5) TSH (LUI/mL) 13(12)
PFOA (ng/mL) 5,5 (4,5) TT4 (ug/dL) 103(2,5)
PFOS (ng/mL) 14,3 (8,9) FT4 (ng/dL) 0,7(0,1)
PFNA (ng/mL) 0,9(0,4) TT3 (ng/dL) 158,0(36,0)
FT3 (pg/mL) 3,2(0,4)

Preston et al, 2020

(230) Plasma materno

PFHXxS (ng/mL)

PFOA (ng/mL)

PFOS (ng/mL)

PFNA (ng/mL)

Xiao et al, 2020 (175) Suero materno
PFHXS (ug/g)
PFOA (pg/g)
PFOS (ug/g)
PFNA (ug/g)

Inoue et al., 2019 (245) Plasma materno
PFHxXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

PFNA (ng/mL)
Itoh et al, 2019 (228) Suero materno

PFHxXS (ng/mL)

PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)
Reardon et al., 2019
(233) Plasma materno

Mediana (P25; P75), mediana de 9,6 semanas

2,4(1,6;3,7)
5,6(3,9;,7,7)
23,9 (17,6; 32,6)
0,6 (0,5; 0,8)
MG (DEG), 34 semanas

0,55 (0,02)
2,37 (0,07)

20,86 (0,47)

0,60 (0,02)

Mediana (P25; P75), 5-19 semanas
1,11 (0,83; 1,39)
4,52 (3,38; 5,80)
29,5(22,6;37,7)
0,45 (0,36; 0,57)
Mediana (P25; P75), 28-32 semanas
0,31(0,22; 0,42)
2,00(1,41;2,83)
6,21 (4,70; 8,30)
1,01 (0,78; 1,38)

Mediana (min., max.), 14-26 semanas

Plasma materno

TSH (mUl/mL)
TT4 (ug/dL)
FT4l

Suero materno
TSH (UI/L)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
FT41 (UI/L)
FT3 (pmol/L)
Plasma materno
TSH (mUI/L)
FT4 (pmol/L)

Suero materno

TSH (uU/mL)
FT4 (pg/mL)
FT3 (pg/mL)

Plasma materno

Mediana (P25; P75), mediana de 9,6 semanas
1,2 (0,7; 1,9)
9,9(8,7;11,2)
2.1(1.9;2.3)

MG (SG) 34 semanas
1,34 (0,05)
121,08 (1,95)
8,18 (0,11)
80,47 (1,16)
4,25 (0,05)
MG (IC 95%), 5-19 semanas
1,13 (1,08; 1,19)
14,2 (14,1; 14,3)

Mediana (P25; P75), mediana de 11 semanas

0,80 (0,32; 1,40)
13,5 (12,1; 15,1)
3,04 (2,78; 3,38)

Mediana (P5; P95), < 13, 14-26, 27-34 semanas

Resumen de asociaciones

TSH: (forma de U) con PFHxS.

TT4: (+) con PFOS.

FT4l: (-) con PFOA'y (-) con mezcla de PFAS
(principalmente PFOA y PFHxS).

TSH: (+) con PFOS y PFOA en madres con fetos nifias, y
(-) en madres con fetos nifios.

TT4: (+) con PFOS en madres con fetos nifias, y (-) en
madres con fetos nifios.

FT4l: (+) con PFOS y PFOA en madres con fetos nifias,
y (-) en madres con fetos nifios.

TSH, FT4: no hay una asociacion clara con las PFAS.

FT3: (+) con PFHxS en madres AT-negativas y (+) con
PFNA en madres AT-positivas.

TSH: (+) con PFHxS y PFOS.
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Estudio Matriz Niveles Matriz Niveles Resumen de asociaciones
PEHS (ng/mL) 1,03 (0,03; 15,9) TSH (mUl/mL) 1,18 (0,15; 3,21), 1,3&; (2)5;_;)7; 3,15) y 1,28 (0,52; FT4: (-) con PFHXxS.
PFOA (ng/mL) 2,11 (2,27; 43,3) FT4 (pmol/L) 14,9 (11,8;19,6), 14'01(61;6" 17,5),y 12,6 (10,0;
PFOS (ng/mL) 4,77 (0,66; 17,9) FT3 (pmol/L) 4,62 (3,72;5,58), 4'5'; fi?g; >51)y 4,36 (3,62;

PFNA (ng/mL)
Preston et al, 2018

(231) Plasma materno

PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

PFNA (ng/mL)
Suero materno

PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Berg et al., 2017 (232)

Yang et al, 2016 (235) Suero materno
PFHxXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

PFNA (ng/mL)
Kato et al, 2016 (242) Suero materno

PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

Berg et al., 2015 (226) Suero materno

PFHxXS (ng/mL)

0,69 (<LOD; 15,8)
Mediana (P25; P75), mediana 9,6 semanas
2,4(1,6;3,8)
5,6(3,9;7,7)
24,0 (17,6; 32,6)
0,6 (0,5; 0,8)
Mediana, 18 semanas
0,44
1,53
8.03
0,56

Mediana, 1-2 dias antes del parto
0,50
1,64
4.41
0,46

Mediana (IC del 95%) entre 24 y 41 semanas o 5 dias

después del parto
1.2 (<LOD-3.4)

5,2 (1,6-12,3)

Mediana (P25; P75) en la mediana de 18 semanas

0,44 (0,28; 0,66)

Plasma materno
TSH (mUl/mL)

TT4 (ug/dL)
FT4l

Suero materno
TSH (mUI/L)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)
FT3 (pmol/L)

Suero materno
TSH (nU1/mL)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)
FT3 (pmol/L)

Sangre materna

TSH (nUl/mL)
FT4 (ng/mL)

Suero materno

TSH (mlU/L)

Mediana (P25; P75), mediana de 9,6 semanas
1,2(0,7; 1,9)
9,9(8,7;11,2)
2.1(1.9;2.3)

Mediana (P2,5; P97,5), 18 semanas
1,55 (0,06; 10,2)
145 (92,0; 215)
13,0 (9,0; 20,0)
2,71 (1,47; 4,75)

4,59 (2,99; 7,08)
Mediana, 1-2 dias antes del parto
3,03
140,00
11,89
2,54
3,82
Mediana (IC del 95 %)

1,0 (<LOD-4,1)

0,99 (0,62-1,67)

Mediana (P2,5; P97,5) en el segundo trimestre
1,55 (0,44; 4,48)

TSH: (-) con PFOA, PFOS y PFNA sélo en mujeres
TPOAD positivas.
FT4l: (-) con PFHxS y PFOA.

TSH: (+) con PFOS.

TSH: (-) con PFOA, PFOS y PENA.

TSH: (-) con PFOS.

TSH: (+) con PFOS.
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. PFAS HT o
Estudio Matriz Niveles Matriz Niveles Resumen de asociaciones
PFOA (ng/mL) 1,53 (0,99; 2,16) TT4 (nmol/L) 145 (111; 190)
PFOS (ng/mL) 8,03 (5,76; 11,01) FT4 (pmol/L) 13,0 (10,0; 17,0)
PFNA (ng/mL) 0,56 (0,43; 0,78) TT3 (nmol/L) 2,71 (1,97; 3,73)
FT3 (pmol/L) 4,59 (3,66; 5,79)

Mediana (P25; P75), 3er trimestre
1,76 (1,19; 2,45)

Suero materno

TSH (mUl/mL)

Mediana (P25; P75), 3er trimestre
0,81 (0,30; 1,35)

Wang et al, 2014(229) Suero materno

PFHXxS (ng/mL)
TSH: (+) con PFHXxS.

PFOA (ng/mL) 2,39 (1,54; 3,40) TT4 (nmol/L) 143,6 (124,8; 165) TT4, FT4: (-) con PFNA.
PFOS (ng/mL) 12,73 (9,65; 17,48) FT4 (pmol/L) 7,3(6,3; 8,9)
PFNA (ng/mL) 1,51 (0,85; 2,51) TT3 (nmol/L) 2,5(2,0; 2,8)

Mediana (P2,5; P97,5) dos veces (15y 18

Webster et al,
semanas)

Suero materno Mediana (P25; P75), 15-18 semanas Suero materno

2014 (217)
PFHXS (ng/mL) 1,0(0,7;1,7) TSH (mUI/L) 1,3(0,30;3,1) y 1,3 (0,37; 3,3)
TSH: (+) con PFOA, PFOS y PFNA entre mujeres con
PFOA (ng/mL) 1,7 (1,0; 2,4) TT4 (nmol/L) 126,4 (93,3; 161) y 119,1 (76,2; 153) TPOAD elevados.
PFOS (ng/mL) 4,8 (3,2; 6,5) FT4 (pmol/L) 9,5(7,6; 11,7) y 8,4 (6,7; 10,7)
PFNA (ng/mL) 0,6 (<0,5; 0,8)
Wang et al., . .
2013 (216) Plasma materno Mediana (P25; P75), 17-18 semanas Plasma materno Mediana (P25; P75), 17-18 semanas

PFHXS (ng/mL) 0,60 (0,43; 0,84) TSH (WlU/mL) 3,52 (2,44; 4,81)

TSH: (+) con PFOS.

PFOA (ng/mL) 2,15 (1,57; 2,95)
PFOS (ng/mL) 12,81 (10,13; 16,49)
PFNA (ng/mL) 0,39 (0,28; 0,51)

(+): significativo o marginalmente significativo y positivo; (-): significativo o marginalmente significativo y negativo; DE: Desviacion estandar; EE: Error estandar; EEG: Error estandar geométrico; FT3: Triyodotironina libre; FT4: Tiroxina libre;
FT4!: indice de tiroxina libre; HT: Hormonas tiroideas; IC: Intervalo de confianza; IQR: Rango intercuartil; LOD: Limite de deteccién; Max: Méximo; MG: Media geométrica; Min: Minimo; P: Percentil; PFAS: Sustancias perfluoralquiladas; PFHXS:
Sulfonato de perfluorohexano; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Sulfonato de perfluorooctano; SG: Semana gestacional; TPOAb: Anticuerpo peroxidasa tiroidea; TSH: Hormona estimulante del tiroides;

TT3: Triyodotironina total; TT4: Tiroxina total.
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Tabla 7. Descripcion de los estudios epidemioldgicos sobre la exposicién materna a PFAS y las HT en corddn y/o neonatales, (N=16).

Resultados

Estudi PFAS HT R d L.
stuaio N n N N esumen de asociaciones
Matriz Niveles Matriz Niveles
Sg;zet al, Suero cordén Mediana (P25; P75) Suero cordén Mediana (P25; P75)
(244) PFHXS (kg/L) 0,09 (0,07; 0,12) TSH (miU/L) 7,49 (5,58; 10,6) TSH: (-) con mezcla de PFAS (principalmente PFNA).
PFOA (pg/L) 3,28(2,21;5,07) TT4 (nmol/L) 125 (110; 138) TT4: (+) con mezclas de PFAS (principalmente PFOS y
) ] PFNA).
PFOS (e/L) 1,95(1,47;2,87) FT4 (pmol/L) 15,9 (14,8;17,2) FT4: (+) con mezcla de PFAS (principalmente PFOS).
PFNA (ug/L) 0,40 (0,12; 0,69) TT3 (nmol/L) 0,88 (0,77; 0,99)
FT3 (pmol/L) 2,50 (2,20; 2,60)

Lebeaux et al
2022

(227)

Liang et al.,
2020 (240)

Preston et al.,
2020 (230)

Xiao et al.,

2020 (175)

Suero materno

PFHXxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Plasma materno

PFHXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Plasma materno

PFHxXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)
Suero materno
PFHXS (ug/g)
PFOA (pg/g)
PFOS (ug/g)

PFNA (ug/g)

Mediana (IQR) a las 16 semanas, 26 semanas o al
momento del parto y suero de cordén

1,6(1,5)y1,6(1,5)

5,5(4,5)y5,6(4,1)
14,3(8,9)y 14,3 (8,1)

0,9(0,4)y0,9(0,5)

Mediana (P25; P75) a las 12-16 semanas
2,67 (2,04; 3,40)
19,38 (14,49; 26,80)
10,49 (7,34; 16,30)
1,80 (1,38; 2,51)

Mediana (P25; P75) en mediana de 9,6 semanas

2,4 (1,6;3,7)
5,6 (3,9; 7,7)
23,9(17,6; 32,6)
0,6 (0,5; 0,8)
MG (EEG) a las 34 semanas

0,55 (0,02)
2,37 (0,07)
20,86 (0,47)
0,60 (0,02)

Suero cordén

TSH (nUI/mL)
TT4 (pg/dL)
FT4 (ng/dL)
TT3 (ng/dL)
FT3 (pg/mL)

Plasma cordén

TSH (nUI/mL)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)
FT3 (pmol/L)

Sangre neonatal del talon

TT4 (ug/dL)

Suero cordén
TSH (UI/L)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
FT4I (UI/L)
FT3 (pmol/L)

Mediana (IQR)
7,1(4,8)
9,6 (2,2)
1,0(0,2)

49 (17,3)

1,6 (0,4)
Mediana (P25; P75)
6,50 (4,32; 9,72)
93,10 (77,67; 109,90)
14,14 (12,82; 15,39)
0,84 (0,77; 0,94)

1,76 (1,53; 2,00)
Mediana (P25; P75)

17,3 (14,8; 20,2)

MG (EE)
6,98 (0,33)
129,07 (1,92)
11,93 (0,36)
107,60 (1,47)
2,35 (0,04)

FT4: (-) con PFOA, PFOS y PFHxS entre nifios/as cuyas
madres obtuvieron TPOAb mas altos.

TSH: (-) con PFNA, (+) con PFOA (mas pronunciada en
nifas).

TT3, FT3: (+) con mezcla de PFAS, (+) con PFOA, (-) con
PFNA (mas pronunciada en nifios).

TT4: (-) con PFHXS y (-) con mezcla de PFAS (principalmente
PFHxS), especialmente en nifios.

TSH: (+) con PFOA, PFOS y PFNA.
FT4I: (+) con PFOS y PFNA.
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Resultados

) PFAS HT L.
Estudio Matriz Niveles Matriz Niveles Resumen de asociaciones
Itoh et al., Suero materno Mediana (P25; P75) a las 28-32 semanas Suero cordon Mediana (P25; P75)
2019 (228)
PFHXS (ng/mL) 0,31 (0,22; 0,42) TSH (nUI/mL) 7,98 (5,74; 12,00)
PFOA (ng/mL) 2,00 (1,41; 2,83) FT4 (pg/mL) 13,0 (12,0; 14,3) TSH: en grupo AT-negativo (+) con PFOS en nifios
PFOS (ng/mL) 6,21 (4,70; 8,30) FT3 (pg/mL) 1,29 (1,14; 1,45)
PFNA (ng/mL) 1,01 (0,78; 1,38)
Dufour et al., Sangre cordén Mediana Sangre cordén Mediana
2018(234) PFHXS (ng/mL) 0,16 TSH (mUI/L) 4.85
PFOA (ng/mL) 0,68 TSH: (-) con PFNA en nifios recién nacidos.
PFOS (ng/mL) 0,79
PFNA (ng/mL) 0,15
Preston et al., Plasma materno Mediana (P25; P75) en mediana de 9,6 semanas Sangre neonatal del talén Mediana (P25; P75)
2018 (231) PFHXS (ng/mL) 2,3(1,6; 3,8) TT4 (ug/dL) 17,3 (14,7; 20,1)
PFOA (ng/mL) 5,5 (4,0; 7,6) TT4: (-) con PFHxS, PFOA y PFOS prenatales en nifios
PFOS (ng/mL) 23,5(17,3; 31,1) neonatos.
PFNA (ng/mL) 0,6 (0,5; 0,9)
Berg et al., Suero materno Mediana, 18 semanas Sangre neonatal del talén Mediana (P2.5; P97.5), 3 dias
2017 (232)
PFHXS (ng/mL) 0,44 TSH (mUI/L) 1,20 (0,07; 7,50)
PFOA (ng/mL) 1,53 TSH: sin asociacién con PFAS.
PFOS (ng/mL) 8.03
PFNA (ng/mL) 0,56
12—;;31'76(;?3) Plasma de cordén Media (DE) Plasma cordén Media (DE)
PFOA (ng/mL) 3,14 (2,75) TSH (nUI/mL) 2,92 (1,91)
PFOS (ng/mL) 7,24 (7,11) TT4 (pg/dL) 8,98 (1,66) TSH: (+) con PFOS.
PENA (ng/mL) 7,55 (10,03) FT4 (ng/dL) 1,20 (0,21) TT4: (-) con PFOS (especificamente en nifios).
TT3 (pg/dL) 0,03 (0,01)
FT3 (pg/mL) 1,49 (0,42)
Kato et al., Suero materno Mediana (IC del 95%) entre 24 y 41 sem o 5 dias Sangre neonatal Mediana (IC 95%) a los 4-7 dias de edad
2016 (242) después del parto

PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

1.2 (LOD-3.4)
5,2 (1,6-12,3)

TSH (nU/mL)
FT4 (ng/mL)

2,2 (LOD-7,9)
2,03 (1,39-2,89)

TSH: (+) con PFOS.
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Resultados

PFAS

HT

Estudio

Matriz

Niveles

Matriz

Niveles

Resumen de asociaciones

Shah-Kulkarni
etal., 2016 (237)

Yang et al.,,
2016 (235)

de Cock et al.,

2014 (236)

Wang et al.,
2014 (229)

Kimetal.,
2011 (215) @

Sangre cordén
PFHxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

PFNA (ng/mL)
Suero cordén

PFHXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Plasma cordén

PFOA (ng/L)
PFOS (ng/L)
Suero materno
PFHxS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)
Suero materno
PFHXS (ng/mL)
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

Mediana (P25; P75)
0,38(0,25; 0,51)
0,91 (0,67; 1,15)

0,66 (0,3, 1,1)

0,2 (0,1, 0,29)
Mediana

0,18
1,15
1.18
0,20

Mediana

885
1600
Mediana (P25; P75) 32 trimestre
0,81 (0,30; 1,35)
2,39 (1,54; 3,40)
12,73 (9,65; 17,48)
1,51 (0,85; 2,51)
Mediana (P25; P75) 20-25 sem gestacion o 3er

trimestre, y suero cordén
0,55 (0,43; 0,85) y 0,34 (0,27; 0,51)

1,46 (1,15; 1,91) y 1,15 (0,95; 1,86)
2,93 (2,08; 4,36) y 1,26 (0,81; 1,82)

Sangre cordén
TSH (mU/L)
TT4 (pg/dL)
TT3 (ng/dL)

Suero cordén

TSH (nUI/mL)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)

FT3 (pmol/L)
Sangre neonatal del talén

TT4 (nmol/L)

Suero cordén

TSH (mUI/mL)
TT4 (nmol/L)
FT4 (pmol/L)
TT3 (nmol/L)
Suero cordén
TSH (mUI/mL)
TT4 (nmol/L)
TT3 (nmol/L)

Mediana (P25; P75)
8,3(6,1,13,5)
8,4(7,5,9,3)

57,4 (51,5, 64,7)

Mediana

9.44
129,70
15,88
0,90
2.01
Media (DE), (Min, Max) a los 4-7 dias de edad

Nifias: 89,6 (14,9), (68, 117); nifios: 85,6 (20,0), (42,
138)

Mediana (P25; P75)
6,65 (4,60; 11,00)
107,7 (87,5; 126)

9,4 (7,7; 11,3)
0,8 (0,7;1,0)
Niveles
N/A
N/A
N/A

TSH: (-) con PFNA en nifias recién nacidas.

T3: (+) con PFHxS.

TT4: (+) con PFOS.
TT3: (+) con PFOS y (-) con PFNA
FT3: (-) con PFOAy (+) con PFOS.

TT4: (+) con PFOA en nifias recién nacidas.

TT4, TT3: (-) con PFNA.

TT4, TT3: (-) con PFOS de corddn.

(+): significativo o marginalmente significativo y positivo; (-): significativo o marginalmente significativo y negativo; AT: Anticuerpo tiroideo; DE: Desviacion estandar; EE: Error estandar; EEG: Error estandar geométrico; FT3: Triyodotironina libre; FT4:
Tiroxina libre; FT4l: indice de tiroxina libre; HT: Hormonas tiroideas; IC: Intervalo de confianza; IQR: Rango intercuartil; LOD: Limite de deteccién; Max: Maximo; MG: Media geométrica; Min: Minimo; NA: No disponible; p: Percentil; PFAS: Sustancias
perfluoroalquiladas; PFHxS: Sulfonato de perfluorohexano; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Sulfonato de perfluorooctano; TPOAb: Anticuerpo de peroxidasa tiroidea; TSH: Hormona estimulante del tiroides;
TT3: Triyodotironina total; TT4: Tiroxina total. (a) Kim también midid la PFNA, pero no se estudiaron las asociaciones con las HT y, por lo tanto, no se incluyd en esta revision.
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Resultados

Tabla 8. Descripcion de estudios epidemioldgicos sobre exposicion infantil a PFAS y HT infantiles y adolescentes, (N=8).

. PFAS HT L
Estudio - - - - Resumen de asociaciones
Matriz Niveles Matriz Niveles
Freire et al., Plasma infantil Mediana (P25; P75) 14 - 17 afios Suero infantil Mediana (P5; P95) 15 - 17 afios
2023 (218) PFHXS (pg/L) 0,398 (0,244; 0,819) TSH (rUI/mL) 1,84 (0,81; 3,89)
PFOA (pg/L) 0,997 (0,805; 1,338) FT4 (pmol/L) 16,20 (13,10; 19,62) FT4: (+) con mezcla de PFOA, PFOS y PFAS, en
nifios con menor consumo de yodo.
PFOS (ug/L) 2,224 (1,626; 3,079) TT3 (nmol/L) 2,15 (1,61; 2,73)
PFNA (ug/L) 0,408 (0,271; 0,715)
Rodriguez-Carrillo et al., Suero infantil Mediana (P25; P75) 14 - 17 aiios Suero infantil Mediana (P25, P75) 14 - 17 afios TSH: (+) con PFHxS con nifios, nifias y total,
2023 (238) PFOA (ug/L) 0,79 (0,59; 1,07) TSH (uUI/mL) 1,81 (1,33; 2,43) :3122” mezcla de PFAS (principalmente PFOA) en
PFOS (ug/L) 1,60 (1,00; 2,50) FT4 (ng/dL) 0,84 (0,77; 0,94) FT4: (-) con PFOA en nifias y en nifios y con mezcla
PFNA (pg/L) 0,27 (0,17; 0,38) FT3 (ng/dL) 0,35 (0,32; 0,38) de PFAS en nifias
FT3: (+) con PFOA en nifias, (+) con PFHXS con
PFNA (ug/L) N/A nifios, nifias y total, (+) con mezcla de PFAS en

Lietal.,,
2021(223)

Kim et al.,
2020 (171)

Caron-Beaudoin et al.,

2019 (224)

Suero infantil
PFHXS (ng/mL)

PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)

Suero infantil
PFHxS (ng/mL)

PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

Suero infantil
PFHXS (pg/L)
PFOA (pg/L)
PFOS (ug/L)
PFNA (ug/L)

Mediana (P5; P95) 1-11 y 12-19 aiios
Nifias: 130 (26; 311) y 63 (4; 231);
nifios: 139 (12; 310) y 86 (5; 282)
Nifias: 11 (2,5; 24) y 5,2 (1,2; 16);
nifios: 11 (1,7; 24) y 6,8 (1,4; 20)
Nifias: 145 (22; 346) y 91 (6; 277);
nifios: 143 (17; 378) y 108 (7; 340)
Mediana (P25; P75) 2, 4, 6 afios

1,19 (0,75; 1,81); 0,103 (0,78; 1,35)
y 1,27 (0,988; 1,616)

4,39 (2,73; 6,35), 3,65 (2,86; 4,93)
y 3,83 (2,96; 4,74)

4,53 (2,72; 6,795), 4,05 (2,97; 5,51)
y 3,98 (2,91; 5,13)

1,41 (0,85; 2,18), 0,992 (0,728; 1,38)
y 0,695 (0,417; 1,028)
Mediana (min.; max.)

0,36 (0,17; 1,19

0,83 (0,55; 1,47

0,99 (0,53;2,34

(

)
)
)
2,10 (0,20; 29,0)

Suero infantil
TSH (mUI/L)

FT4 (pmol/L)
FT3 (pmol/L)

Suero infantil

TSH (nUI/mL)

FT4 (ng/dL) sélo a los 6
afios

TT3 (ng/dL) sélo a los 6
afios

Suero infantil
TSH (mUI/L)
FT4 (pmol/L)

Mediana (P5; P95) 1-11 y 12-19 aiios
Nifias: 2,7 (0,9; 6,6) y 1,8 (0,9; 3,8);
nifios: 2,8 (1,3; 5,3) y 2,2 (1,1; 4,5)

Nifias: 18 (14; 20) y 16 (13; 20);
nifos: 17 (14; 21) y 17 (13; 22)
Nifias: 7,2 (6,2; 9) y 5,7 (4,7; 7,6);
nifios: 7,1 (5,7; 8,9) y 6,9 (5,4; 8,5)
Mediana (P25; P75) 2, 4, 6 afios

2,2(1,6;3,1),2,2(1,6;3,0)y 2,2 (1,6; 3,0)
1,1(1,1;1.2)

147,3 (135,4; 160,0)

Mediana (min.; max.)
2,13 (0,43; 8,18)
16,0 (10,0; 22,0)

nifias

HT: no consistente con PFAS.

TSH: (-) con PFNA a los 2, 4 y 6 afios, PFOA en
nifios y PFNA en nifias.

FT4: (+) con PFHxSy PFNA a los 2 afios y PFOA a los
6 afios (especificamente en nifios).

TT3: (+) con PFOS a los 6 afios (especificamente en
nifios).

FT4: (+) con PFNA.
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Resultados
) PFAS HT L
Estudio - - - - Resumen de asociaciones
Matriz Niveles Matriz Niveles
Lewis et al., Suero infantil Mediana (P25; P75) 12 - 19 aiios Suero infantil Mediana (P25; P75) 12 - 19 aiios
2015(241) PFHXS (ng/mL) Nifias: 0,83 (0,56; 1,74); nifios: 1,28 (0,77; 6,88) TSH (nUI/mL) Nifias: 1,4 (0,9; 1,9); nifios: 1,4 (1,1; 1,2)
PFOA (ng/mL) Nifias: 1,53 (1,15; 2,15); nifios: 1,85 (1,46; 2,45) TT4 (ug/mL) Nifias: 7,7 (7,1; 8,9); nifios: 7,5 (6,8; 8,3) TSH: (-) con PFOA en nifias y (+) con PFOS y PFNA
PFOS (ng/mL) Nifias: 3,76 (2,33; 5,57); nifios: 4,60 (3,12; 6,88) FT4 (ng/dL) Nifias: 0,8 (0,8; 0,9); nifios: 0,8 (0,8; 0,9) en nifios.
PFNA (ng/mL) Nifias: 0,73 (0,52; 1,10); nifios: 0,78 (0,56; 1,19) TT3 (ng/dL) Nifias: 125,0 (113,0; 142,0); nifios: 137,0 (125,0; 156,0)
FT3 (pg/mL) Nifias: 3,4 (3,2; 3,7); nifios: 3,7 (3,5; 4,0)
Lin et al, Plasma infantil Media geométrica (DEG) 12-19 aiios Suero infantil Niveles
2013 (172) PFOA (ng/mL) 2,80 (2,90) TSH (mUI/mL) N/A
PFOS (ng/mL) 7,04 (2,38) FT4 (pmol/L) N/A FT4: (+) con PFNA.

Lépez-Espinosa et al.,
2012 (170)

PFNA (ng/mL)

Suero maternoy

suero infantil
PFOA (ng/mL)
PFOS (ng/mL)
PFNA (ng/mL)

0,91 (3,34)

Mediana (P25; P75), 1er trimestre de embarazo
modelado (solo PFOA) y en nifios/as (1-17 afios)
Suero materno modelado in utero: 11,5 (5,36;
37,2); nifios/as: 29,3 (13,1; 67,7)
Nifios/as: 20,0 (14,5; 27,8)

Nifios/as: 1,50 (1,20; 2,00)

Suero infantil

TSH (nUI/mL)

TT4 (ug/dL)

Mediana (P25; P75), 1-17 afios

1,83 (1,31; 2,55)

7,40 (6,50; 8,40)

TSH: (-) con PFOA en nifias <6 afios.
TT4: (+) con PFOS y PFNA en nifios/as de 1 a 17
afios y con PFOA en nifios/as <6 afios.

(+): significativo o marginalmente significativo y positivo; (-): significativo o marginalmente significativo y negativo; DEG: Desviacién estandar geométrica FT3: Triyodotironina libre; FT4: Tiroxina libre; HT: Hormonas tiroideas; Max:
Maximo; Min: Minimo; N/A: No disponible; P: Percentil; PFAS: Sustancias perfluoralquiladas; PFHxS: Sulfonato de perfluorohexano; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Sulfonato de perfluorooctano; TSH:
Hormona estimulante del tiroides; TT3: Triyodotironina total; TT4: Tiroxina total.
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Resultados

Tabla 9. Descripcion de estudios epidemioldgicos sobre exposicion materna a PFAS y enfermedades tiroideas, (N=8).

. PFAS oo
Estudio - - - - Resumen de asociaciones
Matriz Niveles Matriz Niveles
Disfunciones tiroideas en madres
Itoh et al., Sangre materna P50(P25; P70) Sangre materna P50(P25; P70)
2019 (228)
PFHXS (ng/mL) 0,31 (0,22; 0,42) TPOAb (IU/mL 6,00 (5,00; 8,00)
PFOA (ng/mL) 2,00 (1,41; 2,83) TgAb (IU/mL) 15,0 (12,0; 20,0) TPOAb: (-) con PFOA.
PFOS (ng/mL) 6,21 (4,70; 8,30)
PFNA (ng/mL) 1,01 (0,78; 1,38)
Dufour et al., Sangre cordon Mediana (LOQ; Max) Hipotiroidismo materno  N/A
2018 (234) PFHXS (ng/mL) 0,16 (0,15; 0,94) autoinformado (si/no)  N/A Hipotiroidismo materno
autoinformado: (+) con PFOA en el
PFOA (ng/mL) 0,68 (0,25; 3,40) N/A tercer y cuarto cuartil de
PFOS (ng/mL) 0,73 (0,50; 9,21) N/A concentraciones; (+) con PFOS en el
PFENA (ng/mL) 0,15 (0,10; 0,68) tercer cuartil
Berg et al. Suero materno P50(P25; P70) Suero materno Media (rango)
2015 (226)
PFHXS (ng/mL) 0,44 (0,16 - 1,09) TSH (mLU/L) V1: 1,55 (0,06; 10,2);
V2: 2,37 (0,15; 9,51);
V3: 1,39 (0,06; 6,54)
PFOA (ng/mL) 1,53 (0,62 - 3,20) TT4 (nmol/L) V1: 145 (92,0; 215); Hipotiroidismo subclinico®: (+)
V2:144 (77,0, 232); con PFOS en cada cuartil de concentracion
V3: 97,0 (63,0; 153) :
PFOS (ng/mL) 8,03 (2,59 - 20,73) FT4 (pmol/L) V1: 13,0 (9,0; 20,0);
V2: 13,0 (8,0; 19,0);
V3: 14,0 (10,0; 25,0)
PFNA (ng/mL) 0,56 (0,21 - 1,34) TT3 (nmol/L) V1:2,71(1,47; 4,75);
V2: 2,75 (1,32; 4,66);
V3: 1,70 (1,15; 2,53)
FT3 (pmol/L) V1: 4,59 (2,99; 7,08);
V2: 4,50 (2,72; 6,77);
V3: 4,63 (3,14; 6,48)
Chan et al. Sangre materna Mediana(P25;P75) Hipotiroxinemia N/A
2011(222) PFHXxS (ng/mL) Casos: 2.47 (1.46; 5.70),

Controles: 2.35 (1.35; 4.90)

PFOA (ng/mL) Casos: 3.94 (1.80; 6.30), Sin asociacién con PFAS
Controles: 3.62 (2.16; 6.17)
PFOS (ng/mL) Casos: 15.50 (10.38; 22.87),

Controles: 16.43 (10.38; 23.81)

Disfunciones tiroideas en neonatos/as, nifios/as y adolescentes




Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.

Resultados
. PFAS HT L
Estudio - - - - Resumen de asociaciones
Matriz Niveles Matriz Niveles
Kim et al., Suero infantil P50(P25; P75) Suero infantil P50 (P25; P75) 2,4 y 6 aiios
2020 (171)
PFHxXS (ng/mL) 0,68 (0,21; 1,85) TSH (niu/mL) 2,2(1,6; 3,1); 2,2(1,6; 3,0);  Hipotiroidismo subclinico®: (-)
2,2(1,6; 3,0) con PFOS.
PFOA (ng/mL) 0,19 (0,08; 0,46) FT4 (ng/dL) 6 afios: 1,1 (1,1; 1,2)
PFOS (ng/mL) 2,07 (0,86; 5,01) T3 (ng/dL) 6 afios: 147,3 (135,4; 160,0)
PFNA (ng/mL) 0,41 (0,16; 0,88)
Guo et al. Suero cordén P50(P25; P75) Suero cordén P50(P25; P75)
2021 (244)
PFHXS (ng/mL) 0,16 (0,11; 5,98) TPOAD (IU/mL) 15,4 (12,5; 17,3) TPOAD: () con mezcla, modelo
PFOA (ng/mL) 0,004 (0,031; 0,04) WQS; (-) con PFHXxS, PFOA,
PFOS (ng/mL) 0,046 (0,006; 0,146) PFOSy PFNA.
PENA (ng/mL) 0,002 (0,023; 0,019)
Itoh et al., Sangre materna P50(P25; P75) Suero cordén P50(P25; P70)
2019(228)

PFHXxS (ng/mL)

0,31(0,22; 0,42)

TgAb (IU/mL)

7,98 (5,74; 12,00)

TgAb : (-) con PFOA en nifios y
(+) con PFOA en nifias; (+) con

PFOA (ng/mL) 2,00 (1,41; 2,83) 1,29 (1,14; 1,45) PFNA en nifias.

PFOS (ng/mL) 6,21 (4,70; 8,30) 13,0 (12,0; 14,3)

PFNA (ng/mL) 1,01 (0,78; 1,38) 38,0 (33,0; 45,0)
Lépez-Espinosa et al. Suero infantil y Mediana (IQR) Enfermedad‘tiroidea N/A Enfermedad tiroidea
2012 (170) adolescente reportada (si/no)

PFOA (ng/mL) 29,3 (13,1; 67,7) reportada: (+) con PFOA

PFOS (ng/mL) 20,0 (14,5; 27,8) Hipotiroidismo reportado  N/A Hipotiroidismo

PENA (ng/mL) 1,50 (1,20; 2,00) (si/no) reportado: (+) con PFOA

(+): significativo o marginalmente significativo y positivo; (-): significativo o marginalmente significativo y negativo p<0,05 FT4: Tiroxina libre; HT: Hormona tiroidea; *

IQR: Rango intercuartilico; n: Tamafio muestral con disfuncién tiroidea; PFAS: Sustancias perfluoroalquiladas; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFNA: Acido
perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Sulfonato de perfluorooctano; TgAb: Anticuerpo de tiroglobulina; TPOAb: Anticuerpo de peroxidasa tiroidea
(dicotomizado segun guias clinicas, alto: > 9 Ul/mL versus normal: <9 Ul/mL); TSH: Hormona estimulante de la tiroides; TT3: Triyodotironina total; TT4: Tiroxina total. V: visita 1, 2 o
3.a: Hipotiroidismo subclinico: concentraciones elevadas de TSH (>3,6mLU/L) con concentraciones normales de FT4 y FT3 segun Fitzpatrick y Rusell, 2010. b: Hipotiroidismo:
.definido por los autores como TSH >4,94 pUl/mL con niveles normales de FT4



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

4.2. Asociacion entre PFAS maternos y outcomes tiroideos maternos en las

cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia.

4.2.1. Asociacion entre PFAS y hormonas tiroideas maternas en las cohortes INMA-
Gipuzkoa, Sabadell y Valencia.

La poblacién del presente estudio aparece en el diagrama de flujo de la Figura 6.
El tamafio muestral final fue de 1175 mujeres con mediciones de PFAS y HT en el primer

trimestre del embarazo.

Las principales caracteristicas de la poblacion se observan en la Tabla 10. Con
relacion a las embarazadas incluidas (n=1175), la edad mediaxDE fue de 30,70+4,00, la
mayoria tenian estudios secundarios (42,58%) y eran caucasicas nacidas en Espana
(93,01%). Ademas, un 17,41% eran fumadoras y un 13,70% consumieron alcohol en el
embarazo.

La Tabla 10 también muestra las diferencias significativas entre las participantes
incluidas y excluidas para algunas variables. En concreto, Gipuzkoa tenia un mayor
porcentaje de excluidos, mientras que Valencia tenia la menor tasa de exclusiéon. Los
incluidos eran ligeramente mayores en edad y presentaban un mayor porcentaje de
caucasicas nacidas en Espana. El empleo era ligeramente mas comun en las embarazadas
incluidas y aquellas con un nivel educacional y clase social mas alto. Ademas, era mas
probable que vivieran con el padre de su hijo/a. Respecto a la estacidon del muestreo de
sangre, las excluidas estuvieron menos representadas en invierno. La actividad fisica era
ligeramente menor en las incluidas, al igual que la yoduria y el uso de sal yodada. Sin
embargo, la ingesta de yodo de comida y pescado era similar en ambos grupos, no
existiendo diferencias estadisticamente significativas. Tampoco se observaron
diferencias en el IMC, consumo de alcohol, habito tabaquico, exposicion al tabaco pasivo

o la lactancia materna previa.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.

Resultados

Tabla 10. Principales caracteristicas de la poblacion incluida y excluida en el
estudio PFAS — outcomes tiroideos maternos en las cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell

y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

Variables Incluida Excluida OR: -
(n=1175) (n=782)

Cohorte <0.001

Gipuzkoa 308 (26,21%) 322 (41,18%) Ref

Sabadell 381 (32,43%) 262 (33,50%) 0,658

Valencia 486 (41,36%) 198 (25,32%) 0,390

Edad (afios) 30,70 (4,00) 30,23 (4,65) 0,974 0,015

IMC (Kg/m?)b 23,49 (4,13) 23,54 (4,60) 1,003 0,800

Caucasica nacida en Espafia (si) 1091 (93,01) 679 (87,05) 0,505 <0,001

Ingesta de alcohol (si)* 160 (13,70%) 97 (12,60%) 0,908 0,483

Habito tabaquico (si)d 202 (17,41%) 133 (18,63%) 1,086 0,506

Tabaco pasivo (si)¢ 763 (66,06%) 457 (64,19%) 0,921 0,409

Trabajo (si)* 1030 (87,66%) 661 (84,53%) 0,769 0,049

Nivel educacional 0,004

Primario 265 (22,61%) 228 (29,23%) Ref

Secundario 499 (42,58%) 300 (38,46%) 0,699

Universidad 408 (34,81%) 252 (32,31%) 0,718

Clase social <0,001

I (mds alta) 406 (34,55%) 221 (28,26%) Ref

Il (media) 318 (27,07%) 185 (23,66%) 1,069

Il (mds baja) 451 (38,38%) 376 (48,08%) 1,532

Vive con el padre© 1163 (98,98%) 764 (97,82%) 2,157 0,041

Estacion muestreo sangre 0,018

Invierno 290 (24,68%) 156 (19,95%) Ref

Primavera 308 (26,21%) 190 (24,29%) 1,147

Verano 291 (24,77%) 232 (29,67%) 1,482

Otofio 286 (24,34%) 204 (26,09%) 1,323

Actividad fisica (MET)d 37,73 (3,72) 38,21 (3,67) 1,035 0,006

Yoduria (ug/L)¢ 160,30 (113,97) 131,50 (130,09) 1,000 0,094

Sal yodada (si) 533 (45,40%) 311 (40,49%) 0,818 0,033

Ingesta yodo alimentos (pg/dia)e 146,81 (48,15) 146,37 [45,58] 1,000 0,840

Ingesta de pescado (g/dia)<e 80,00 (35,12) 80,72 (35,66) 1,001 0,662

Lactancia materna previa 0,271

No 717 (61,28%) 448 (57,73%) Ref

<6 meses 200 (17,10%) 140 (18,04%) 1,120

>6 meses 253 (21,62%) 188 (24,23%) 1,189

Se muestra el tamafio de la muestra y porcentaje, n(%), para las variables categoéricas y la mediazDE para las variables

continuas. IMC: indice de masa corporal; MET: Equivalentes metabdlicos del ejercicio realizado; OR: Odds Ratio; Ref:

Grupo de referencia; Clase social I: Puestos directivos, técnicos superiores y agentes comerciales; Clase social Il: Trabajo

cualificado no manual; Clase social ll: Trabajo manual y no cualificado. a:OR y p-valor de inclusion (likelihood-ratio test) a

partir de modelos de regresion logistica; b:Previo al embarazo; c:Durante el embarazo; d:Primer trimestre del embarazo;

e:Ajustado por energia.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Respecto al analisis descriptivo de los niveles de HT maternas (Tabla 11), los
niveles (IQR) de la hormona T3, FT4 y TSH fueron de 2,40 (0,51), 10,70 (1,86) pmol/Ly
1,25 (0,95) ulU/mL, respectivamente.

Tabla 11. Niveles de HT maternas (n=1175). Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell
y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

HT LoQ (ng/mL) P50 (P25; P75)
TT3 (nmol/L) 0,3 2,40 (2,18; 2,69)
FT4 (pmol/L) 2,0 10,70 (9,74; 11,60)
TSH (wlU/mL) 0,005 1,25 (0,84; 1,79)

LOQ: Limite de cuantificacion; P: Percentil; TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina
libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides.

Por otro lado, las concentraciones medianas (IQR) de las diferentes PFAS medidos
en semana 12 del embarazo fueron de 0,58 (0,41), 2,37 (1,66), 6,06 (3,32) y 0,65 (0,40)
para PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA, respectivamente (Tabla 12 y Figura 10).

Tabla 12. Concentraciones de PFAS maternos (n=1175). Cohortes INMA-
Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

PFAS (ng/mL) LOQ (ng/mL) 2L0Q (%) P50 (P25; P75)
PFHXS 0,2 96,2 0,58 (0,41; 0,82)
PFOA 0,2 100 2,37 (1,65; 3,31)
PFOS 0,2 100 6,06 (4,52; 7,84)
PFNA 0,1 99,3 0,65 (0,49; 0,89)

LOQ;: Limite de cuantificacion; P: Percentil; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido
perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Figura 10. Boxplot de concentraciones de PFAS. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y
Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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PFAS: sustancias perfluoroalquiladas; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido
perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico.

La Figura 11 presenta las correlaciones de Pearson entre las PFAS (izquierda) y las
HT (derecha) transformadas logaritmicamente, asi como entre la eGFR y las PFAS
(izquierda) y la eGFR y las HT (derecha), todas medidas en sangre materna. Se
encontraron correlaciones positivas fuertes entre las diferentes PFAS, sugiriendo que las
participantes con alta exposiciéon a una PFAS tienden a tener concentraciones elevadas
de otras PFAS (rango de p=0,4-0,7, siendo mas débil para PFNA versus PFHxS y mas fuerte
entre PFOA y PFNA), lo cual es coherente con la exposicion ambiental comun a estos
compuestos. En contraste, las correlaciones entre las PFAS y eGFR eran, en general,
débiles (solo significativas para el caso de PFQOS), indicando que la exposicion a estos
contaminantes no esta fuertemente relacionada con la funciéon renal estimada en esta

poblacién.

Respecto a la correlacion entre HT, se observé una leve correlacién negativa entre
FT4 versus TT3 (p=-0,1) y TSH versus FT4 (p=-0,29), lo que sugiere una posible interaccion
inversa moderada entre estas HT. Ademas, respecto a la relacién entre eGFR y HT, se
observd una débil relacién inversa entre los niveles de FT4 y eGFR (p=-0,09), asi como

una relacidn positiva entre esta ratioy la TT3 (p=0.2).
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Figura 11. Correlaciones de Pearson (p) entre las PFAS (izquierda) y las HT (derecha)
transformadas logaritmicamente, y entre la eGFR y las PFAS (izquierda) y las HT
(derecha). Cohortes INMA de Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espana).
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Se muestran las correlaciones con un p-valor <0.05 (p-valores significativos, *). PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA:
Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PENA: Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total; FT4:
Tiroxina libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides.

La Tabla 13 y la Figura 12 muestran los resultados obtenidos en los modelos
principales. Los coeficientes asociados a cada PFAS estan expresados como el porcentaje
de cambio en los niveles hormonales asociados con un incremento del doble en la

concentracion de cada PFAS.

Tabla 13. Asociacidn entre niveles de PFAS y HT maternos. Cohortes INMA de
Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

TT3 (n=1135) FT4(n=1173) TSH(n=1168)
PFAS % % %
. 1C 95% p . 1C 95% p ) 1C 95% p
cambio cambio cambio

PFHxS -2,09 (-7,49; 3,62) 0,46 0,18 (-4,79; 5,41) 0,94 3,69 (-1,88; 9,59) 0,20
PFOA -4,55 (-9,92;1,14) 0,12 0,54 (-4,64; 6,00) 0,84 2,18 (-3,52; 8,22) 0,46
PFOS -2,63 (-8,49;3,60) 0,40 4,43 (-1,35; 10,54) 0,14 -0,15 (-6,06; 6,13) 0,96
PFNA -5,22 (-10,29;0,15) 0,06 1,58 (-3,53; 6,96) 0,55 1,14 (-4,25; 6,84) 0,69

Se muestran los coeficientes expresados como el porcentaje de cambio en los niveles hormonales asociados con un incremento del
doble en la concentracién de cada PFAS y sus intervalos de confianza, asi como el p-valor. Todos los modelos estan ajustados por edad
materna, cohorte y pais de nacimiento. Ademds, los modelos con TT3 estan ajustados por consumo de tabaco en la semana 12 de
embarazo, exposicion pasiva al tabaco, nivel de estudios, clase social, consumo de alcohol en la semana 12, estacidn de recogida de
la sangre y lactancia materna previa. Los modelos con FT4 estan ajustados por estacion de recogida de la sangre. Los modelos con
TSH estan ajustados por lactancia materna previa. p: p-valor; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido
perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina
libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre los niveles
maternos de PFAS y HT en la muestra estudiada, a excepcién de una relaciéon inversa y
marginalmente significativa entre la TT3 y el PFNA (disminucién del 5,22% [IC 95%=-
10,29; 0,15; p=0,06] en los niveles de TT3 asociada a un incremento del doble en la

concentracién de PFNA).

Figura 12. Asociacion entre niveles de PFAS y HT maternos. Cohortes INMA-Gipuzkoa,
Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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Los coeficientes estan expresados como el porcentaje de cambio en los niveles de HT maternas asociados con un
incremento doble en las concentraciones de PFAS junto a sus intervalos de confianza. Se muestran las asociaciones
con un p-valor <0.1 (p-valores marginalmente significativo, +). Las variables incluidas en cada modelo se presentan
en la nota al pie de la Tabla 13. PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS:
Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina libre;
TSH: Hormona estimulante de la tiroides.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Las Figuras 13, 14 y 15 exhiben la forma de las asociaciones entre los niveles
maternos de HT y PFAS cuando estas uUltimas fueron incluidas en los modelos mediante
el uso de splines cubicos con 2 grados de libertad. En todos los casos, los modelos donde
era asumida la asociacion lineal fueron mejores (en cuanto a AIC) que aquellos en los

gue se asumia la existencia de una asociacion no lineal.

Figura 13. Media predictiva e IC95% para la relacion no lineal entre contaminantes y FT4
maternas. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico;
PFNA: Acido perflurononanoico; FT4: Tiroxina libre.

Figura 14. Media predictiva e IC95% para la relacion no lineal entre contaminantes y TT3
maternas. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico;
PFNA: Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total.
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Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Figura 15. Media predictiva e IC95% para la relacion no lineal entre contaminantes y TSH
maternas. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espaiia).
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PFHXS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico;

PFNA: Acido perflurononanoico; TSH: Hormona estimulante de la tiroides.
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Ademas, los analisis de sensibilidad pueden observarse en la Figura 16. En dicha
figura se muestran los resultados de los modelos principales (casos completos)
ajustados por la excrecidén de yodo en orina, consumo de sal yodada, consumo de yodo
a través de la comida, consumo de pescado, eGFR, IMC, diversos contaminantes
organoclorados y fenoles y los 4 PFAS a la vez. En el caso de la yoduria, la eGFR y los
contaminantes, se realizd6 una imputacién de datos debido al alto niumero de datos
perdidos que presentaban estas variables (Tabla 14), y se realizd el analisis de
sensibilidad, tanto con dichas variables con datos imputados (nombrados como
“variable_imp”), como con variables con datos no faltantes (nombrados como

“variable_cc”), tal y como queda reflejado en la Figura 16.

Al comparar los coeficientes de los modelos principales y los coeficientes de los
arriba mencionados modelos, aunque cada ajuste introduce algunas variaciones, los
cambios no parecen ser muy grandes, siendo las tendencias generales relativamente
consistentes independientemente del ajuste realizado. Aun asi, si que se observa que la
relacién directa entre PFOS y FT4 se vuelve significativa tras ajustar por la variable eGFR
(casos completos). Asimismo, la asociacién inversa entre PFOA y TT3 se vuelve
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marginalmente significativa al ajustar por los niveles de organoclorados (tanto casos
completos como imputados), mientras que la asociacion de PFNA con esta hormona se
vuele estadisticamente significativa al ajustar por yodo en orina, DDE, HCB y HCH (tanto
casos completos como imputados) y PCB (casos imputados), y se pierde la asociacion al
ajustar por eGFR y Hg (casos completos) y en el modelo con las 4 PFAS. Por ultimo, los
coeficientes varian levemente en el caso del PFHxS, mostrandose una posible relacion

positiva con la TSH al ajustar por los niveles de mercurio (casos completos).

Tabla 14. Numero de valores imputados y modelos de regresién utilizados para
cada variable. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

Los andlisis se llevaron a cabo en cada base de datos, y los estimadores se combinaron siguiendo las reglas de

Variable Valores imputados Método de imputacion

Yoduria 77 Regresion lineal Bayesiana
Ingesta yodo en alimentos 7 Regresion lineal Bayesiana
Ingesta pescado 7 Regresion lineal Bayesiana
eGFR 421 Regresion lineal Bayesiana
Lipidos 325 Regresion lineal Bayesiana
4,4’-DDE 313 Regresion lineal Bayesiana
PCB 313 Regresion lineal Bayesiana
HCB 313 Regresion lineal Bayesiana
b-HCH 313 Regresion lineal Bayesiana
Hg 482 Regresion lineal Bayesiana

Rubin. Las concentraciones de lipidos en suero, de los compuestos organoclorados, del Hg y de los fenoles
fueron log, transformados para mantener la normalidad. La base de datos imputada se utilizé para los analisis
de sensibilidad. 4,4’-DDE: 1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-dicloroeteno; b-HCH: Beta-hexaclorociclohexano; eGFR:
Ratio estimado de filtracidn glomerular; HCB: Hexaclorobenceno; Hg: Mercurio; PCB: Suma de 3 bifenilos
policlorados (PCB-138, -153 y -180).
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Figura 16. Analisis de sensibilidad sobre la asociacidn entre los niveles maternos de PFAS
y HT. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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Los coeficientes estdn expresados como el porcentaje de cambio en los niveles de HT asociados con un incremento doble en los
niveles de PFAS junto a sus intervalos de confianza. Se muestran las asociaciones con un p-valor < 0.05 (p-valor significativo, *) y p-
valor < 0.1 (p-valor marginalmente significativo, *). Los contaminantes: DDE, PCB, HCB, b-HCH y Hg se log, transformaron para el
analisis. Las variables incluidas en cada modelo se presentan en la Tabla 13. Las variables continuas con datos perdidos fueron
imputadas utilizando regresion lineal Bayesiana. Se realizaron modelos con las variables imputadas (“_imp”) y con los casos
completos (“_cc”), representadas en la figura en parejas del mismo color: las imputadas a la izquierda y los casos completos a la
derecha. eGFR: Ratio estimado de filtracidon glomerular; IMC: indice de masa corporal; DDE: 1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-dicloroeteno;
PCB: Suma de 3 bifenilos policlorados (PCB-138, -153 y -180); HCB: Hexaclorobenceno; b-HCH: Beta-hexaclorociclohexano; Hg:
Mercurio; MEPA: Metilparaben; ETPA: Etilparaben; PRPA: Propilparaben; BUPA: Butilparaben; BPA: Bisfenol A; OXBE: Oxibenzona;
TRCS: Triclosan; imp: Imputado; cc: Casos completos; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico;
PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina libre; TSH: Hormona
estimulante de la tiroides.

Finalmente, en la Figura 17 se presenta la media posterior y los intervalos de
credibilidad del 95% asociados del cambio estimado en los niveles de HT (estandarizados
en puntuaciones Z) cuando todos las PFAS se establecieron en un percentil particular en
comparacién con cuando todos los contaminantes estaban en su percentil 50. El analisis
BKMR no reveld ninguna asociacion significativa entre la mezcla de quimicos y los niveles
de HT en madres, aunque si que se observé un cierto patrén de una asociacién positiva

para el caso de la FT4.
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Figura 17. Efecto de la mezcla de quimicos maternos en las HT usando BKMR (media
posterior e intervalo de credibilidad del 95%). Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y
Valencia, 2003-2006 (Espafia).

0.0104

0.0054

0.0004

Estimacion

-0.0054

-0.0104

— ——

€Ll

025 030 035 040 045 050 055 060 065 070 0.75
Cuantil
0051
>

c
S
S
8 o
£ 000 + + + . + * 5l
k7]
w

005+

025 030 035 040 045 0.50 0.55 0.60 065 0.70 075
Cuantil

0064

0031
<
2
)
& =1
£ 000 + L + k4
k7]
w

0031

0,067

025 030 035 040 045 0.50 055 060 065 0.70 075

Cuantil

TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides. Tamafio muestral: 1141 para

TT3, 1173 para FT4 y 1168 para TSH.
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4.2.2. Asociacion entre niveles de PFAS maternos y patologia tiroidea materna.

Se evalud la relacion entre los niveles maternos de PFAS y el que las madres
hubieran reportado alguna enfermedad tiroidea (n=58). Ademas, utilizando los niveles
de HT, tal y como se ha explicado en la metodologia, se pudo clasificar a las mujeres que
no reportaron enfermedad tiroidea en mujeres con hipertiroidismo (n=152) e
hipotiroidismo (n=9) subclinicos (una vez excluidas aquellas que si reportaron

enfermedad tiroidea) y también se realizaron andlisis con ellas (Figura 7).

En cuanto a la asociacion entre PFAS y padecer enfermedad tiroidea reportada
por las participantes (Tabla 15), no se encontré una asociacién estadisticamente
significativa entre ningun contaminante y dicha afeccion, a excepcién del PFOA, donde
la asociacion fue marginalmente significativa, reportandose un mayor riesgo de padecer
patologia tiroidea autoinformada asociado a la exposicion de PFOA (OR [IC 95%]=1,53
[0,96; 2,39], p=0,07).

Tabla 15. Asociacion entre PFAS y patologia tiroidea autoinformada en mujeres
de las cohortes INMA Gipuzkoa, Sabadell y Valencia 2003-2006 (Espaiia).

Patologia tiroidea autoinformada (n=58/1233)

PFAS OR IC 95% p
PFHxXS 1,18 (0,73; 1,86) 0,50
PFOA 1,53 (0,96; 2,39) 0,07
PFOS 1,14 (0,68; 1,83) 0,59
PFNA 0,96 (0,60; 1,49) 0,85

OR: Odds Ratio; IC: Intervalos de confianza; PFHxS: Acido
perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido
perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico.

El analisis con la variable hipertiroidismo subclinico (Tabla 16) reveld una relacién
marginalmente significativa entre mayor riesgo de padecer dicha afeccion con mayores
niveles de PFHxS (OR [IC 95%]=1,24 [0,99; 1,56], p=0,06). Sin embargo, no se

encontraron asociaciones significativas con las otras PFAS (PFOA, PFOS, PFNA).
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Tabla 16. Asociaciéon entre PFAS e hipertiroidismo subclinico en mujeres
embarazadas. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espaia).

Hipertiroidismo subclinico (n=152/1175)

PFAS OR (IC 95%) p

PFHXS 1,24 (0,99; 1,56) 0,06
PFOA 1,07 (0,84; 1,37) 0,58
PFOS 1,14 (0,87; 1,47) 0,34
PENA 1,10 (0,87; 1,38) 0,43

OR: Odds Ratio; IC: Intervalos de confianza; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA:
Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA:  Acido
perflurononanoico.

Por otro lado, no se observd una relacion significativa entre las concentraciones
de PFAS y el riesgo de hipotiroidismo subclinico (Tabla 17). Los OR para PFHxS, PFOA,
PFOS y PFNA fueron superiores a 1, pero sin alcanzar significancia estadistica, lo que
sugiere que estos compuestos no estdn relacionados de manera concluyente con el
desarrollo de hipotiroidismo subclinico en la poblacidn estudiada. Sin embargo, hay que

tener en cuenta que tamano poblacional con dicha afeccion era muy pequefio.

Tabla 17. Asociaciéon entre PFAS e hipotiroidismo subclinico en mujeres
embarazadas. Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espafia).

Hipotiroidismo subclinico (n=9/1175)

PFAS OR (IC 95%) p

PFHxS 1,78 (0,75; 3,76) 0,16
PFOA 1,88 (0,78; 4,04) 0,13
PFOS 1,66 (0,64; 3,58) 0,25
PFNA 1,53 (0,67; 2,94) 0,26

OR: Odds Ratio; IC: Intervalos de confianza; PFHxS: Acido
perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico;
PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido
perflurononanoico.

Finalmente, también se aplicé el BKMR para estudiar la posible relacién entre el
efecto combinado a los 4 PFAS y la patologia tiroidea clinica y subclinica. Sin embargo,

dado el bajo tamafo muestral, solamente se pudo realizar dicho analisis para el caso de
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hipertiroidismo, siendo presentada en la Figura 19, no aprecidandose un efecto

combinado de los 4 contaminantes sobre dicha afeccion.

Figura 18. Efecto de la mezcla de quimicos maternos en el riesgo de padecer
hipertiroidismo usando BKMR (media posterior e intervalo de credibilidad del 95%).
Cohortes INMA-Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, 2003-2006 (Espana).
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4.3. Asociacion entre PFAS maternos y TSH neonatal en la cohorte INMA Valencia.

En este estudio se incluyeron 479 parejas madre-hijo/a con mediciones de PFAS
en semana 12 del embarazo y TSH neonatal. Tal y como se ha comentado en
metodologia (Figura 8), se excluyeron mujeres embarazadas con enfermedad tiroidea
y/o que informaron del uso de medicacién tiroidea durante la gestacién y los/as recién

nacidos/as con TSH medida en <2 dias después del parto o sin dicha medida.

Las principales caracteristicas de la poblacidn, tanto incluida como excluida del
estudio, se pueden observar en la Tabla 18. Con relacién a la poblacién incluida (n=479),
la edad mediatxDE fue de 30,34+4,20 afios, siendo caucdsicas nacidas en Espafia un
92,07%, fumadoras un 38,62% y que consumian alcohol durante el embarazo un 25,21%.
Respecto al nivel educativo, la mayoria tenian estudios primarios (28,81%) o secundarios

(44,47%).

En referencia a los/las recién nacidos/as incluidos/as en el estudio, habia una
proporcién ligeramente mayor de nifios que de nifias (50,74% y 49,26%,
respectivamente), siendo el peso medio al nacer de 3239,50 gr y existiendo un 12,13%

de nifios/as pequefios/as para la edad gestacional (PEG) (Tabla 18).
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Tabla 18. Principales caracteristicas de las poblaciones incluida y excluida en el
estudio. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espaiia).

Excluida Incluida
Variables (n=376) (n=479) OR? p?
Madre
Edad (afios) 28,9945,10 30,3414,20 1,06 <0,001
IMC (Kg/m?2)b 23,8715,21 23,6814,24 0,99 0,556
Caucasica nacida en Espafia (si) 287 (82,47) 441 (92,07) 0,41 <0,001
Ingesta de alcohol (si)* 95 (30,06) 120 (25,21) 0,78 0,134
Habito tabaquico (si)c 137 (44,48) 185 (38,62) 0,79 0,103
Tabaco pasivo (si)¢ 222 (73,27) 353 (74,47) 1,02 0,709
Trabajo (si)c 270 (77,59) 407 (84,97) 1,63 0,007
Nivel educacional <0,001
Primaria 150 (43,10) 138 (28,81) Ref
Secundaria 138 (39,66) 213 (44,47) 1,68
Universidad 60 (17,24) 128 (26,72) 2,32
Clase social <0,001
I (mds alta) 52 (14,94) 126 (26,30) Ref
Il (media) 84 (24,14) 135 (28,18) 0,66
Il (mds baja) 212 (60,92) 218 (45,52) 0,42
Estado civil (vive con el padre)¢ 331 (95,11) 474 (98,96) 4,87 <0,001
Estacion de muestreo de sangre 0,069
Invierno 65 (18,62) 120 (25,05) Ref
Primavera 113 (32,38) 154 (32,15) 0,74
Verano 89 (25,50) 120 (25,05) 0,73
Otofio 82 (23,50) 85 (17,75) 0,56
Actividad fisica (METs)¢ 37,5613,88 37,81+3,80 1,02 0,358
Yoduria (pg/L)¢ 160,51+103,19 166,19+107,47 1,00 0,509
Sal yodada (si)c 193 (55,46) 313 (65,34) 1,51 0,004
Ingesta de yodo en comida (ug/dia)<e 149,72+42,12 151,24+42,09 1,00 0,608
Ingesta de pescado (g/dia)<® 71,24+29,88 73,91+£29,73 1,00 0,221
Suplementos de yodo (ug/dia)c 0,162
<100 82 (25,15) 118 (24,63) Ref
100-149 129 (39,57) 219 (45,72) 1,18
>150 115 (35,28) 142 (29,65) 0,86
Lactancia materna previa 0,789
No 218 (62,93) 301 (62,97) Ref
<6 meses 59 (16,95) 88 (18,41) 1,09
>6 meses 69 (20,11) 89 (18,62) 0,93
Recién nacido/a
Sexo (Nifia) 134 (43,51) 236 (49,26) 1,26 0,114
Pretérmino (si) 26 (8,44) 21 (4,39) 0,50 0,021
Edad medicion TSH en talon (dias) 4,0617,34 3,47+5,05 0,98 0,187
Edad gestacional (semanas) 39,28+2,29 39,64+1,67 1,10 0,011
Peso al nacer (gr) 3206,97+566,07 3239,50+500,48 1,00 0,394
PEG (si) 29 (9,48) 58 (12,13) 1,32 0,244

Se muestra el tamafio de la muestra y porcentaje, n(%), para variables categéricas y mediatDE para las

continuas. IMC: indice de masa corporal; METs: Equivalentes metabdlicos del ejercicio realizado; OR: Odds
Ratio; Ref: Grupo de referencia; DE: Desviacion estandar; Clase social I: Puestos directivos, técnicos superiores

y agentes comerciales; Clase social II: Trabajo cualificado no manual; Clase social Ill: Trabajo manual y no

cualificado; PEG: Pequefio para la edad gestacional; TSH: TSH: Hormona estimulante de la tiroides. a:OR y p-
valor de inclusion (likelihood-ratio test) a partir de modelos de regresidn logistica; b:Previo al embarazo;

c:Durante el embarazo; d:Primer trimestre del embarazo; e:Ajustado por energia.
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Al comparar a las participantes incluidas y excluidas, las excluidas (n=376) eran
mas jovenes (edad mediatDE=28,99+5,10 afios) y con una menor proporcién de mujeres
caucasicas nacidas en Espafia (82,47%). Ademas, una mayor proporcion de las mujeres
incluidas reportd haber trabajado durante el embarazo al compararlas con las excluidas
(84,97% frente a 77,59%), tener un nivel de estudios superior (26,72% vs 17,24% tenian
estudios universitarios en incluidas vs excluidas), mayor clase social (26,30% de las
incluidas vs 14,94% de las no participantes pertenecian a la clase social mas alta), vivir
con el padre del/a nifio/a durante el embarazo (98,96% frente a 95,11% en incluidas y
excluidas) y consumir sal yodada en la gestacion (65,34% vs 55,46% en excluidas e
incluidas, respectivamente). Ademads, también hubo diferencias marginalmente
significativas en la estacién en la que se tomd la muestra de sangre (menor en otofio y
mayor en invierno entre las incluidas). Finalmente, se encontraron diferencias en
algunas caracteristicas del parto. Especificamente, hubo menos partos pretérmino
(4,39%) y ligeramente mas altas edades gestacionales (39,64+1,67 semanas) entre las
mujeres incluidas que las excluidas (8,44% de nifios/as pretérmino y con medias de
semanas de gestacion de 39,28+2,29 semanas) (Tabla 18).

El andlisis descriptivo de los niveles de TSH neonatal puede observarse en la
Tabla 19 y Figura 19. La mediana (rango intercuartilico) para todos los/as nifios/as fue
de 1,42 (1,20) ulU/mL y dichos niveles fueron de 1,23 (1,14) ulU/mL en nifias y 1,55
(1,15) ulu/mL en nifios, habiendo diferencias significativas (p = 0,006). Todas las

muestras estuvieron por encima del LOD (0,2 mUI/L).

Tabla 19. Niveles de TSH neonatal (n=479). Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006
(Espaiia).

TSH neonatal (ulU/mL) P50 (P25; P75)
TSH para ambos sexos 1,42 (0,86; 2,06)
TSH nifias 1,23 (0,77 1,91)
TSH nifios 1,55 (0,97;2,12)

LOQ: Limite de cuantificacion; P: Percentil; TSH: Hormona estimulante
de la tiroides

106



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcién tiroidea: proyecto INMA.
Resultados

Por otro lado, las concentraciones medianas (IQR) de los diferentes PFAS
medidos en semana 12 del embarazo fueron de 0,54 (0,33), 2,43, (1,63), 6,15 (3,18) y
0,57 (0,34) ng/mL para PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA, respectivamente. Ademas, todas las
muestras analizadas tenian concentraciones medibles de PFOA y del PFOS, mientras que
se detectaron niveles por encima del LOQ en el 97,5% y 99,2% de las muestras en el caso
del PFHxS y PFNA, respectivamente (Tabla 20). Ademds, hubo diferencias
estadisticamente significativas en los niveles maternos de PFHxS (p = 0,027) segun el

sexo del bebé (Figura 19).

Tabla 20. Concentraciones de PFAS maternos (n=479). Cohorte INMA-Valencia,
2003-2006 (Espafia).

Contaminantes (ng/mL) LOQ (ng/mL) 2L0Q (%) P50 (P25; P75)

PFHXS 0,2 97,5 0,54 (0,41; 0,74)
PFOA 0,2 100 2,43 (1,72; 3,35)
PFOS 0,2 100 6,15 (4,66; 7,84)
PFNA 0,1 99,2 0,57, (0,42; 0,76)

LOQ; Limite de cuantificacion; P: Percentil; PFHxS: Perfluorohexano sulfonato; PFNA: Acido
perfluorononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Perfluorooctano sulfonato.
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Figura 19. Distribucién de los niveles de PFAS maternos en semana 12 de embarazo y
TSH neonatal segun el sexo del recién nacido. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006
(Espafia).
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neoTSH: Hormona estimulante de la tiroides neonatal. Tanto los niveles de TSH como los de contaminantes estan
log2-transformados. Los niveles de TSH se midieron tras el nacimiento, mientras que los niveles de PFAS se midieron
(p-
valor < 0.05) y “**” (p-valor < 0.01). PFHxS: Perfluorohexano sulfonato; PFNA: Acido perfluorononanoico; PFOA: Acido
perfluorooctanoico; PFOS: Perfluorooctano sulfonato
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en el primer trimestre de embarazo. Las diferencias entre sexos estan indicadas como “NS” (no significativas),

Aunque el estudio de la posible relacion entre las HT maternas y las PFAS se ha
presentado en el punto 4.2.1 de la presente tesis, en este punto se muestra la
correlacidn existente entre la TSH neonatal y el resto de las HT maternas (Figura 20), no
encontrando ninguna correlacion estadisticamente significativa entre dicha HT del
recién nacido y las de su madre. Solamente se observd una correlacion negativa
significativa entre los niveles de la hormona FT4 y la TSH en madre (p = -0,25), algo ya

comentado en la seccion sobre PFAS y HT de las 3 cohortes INMA.

Respecto a las PFAS de la cohorte INMA-Valencia y al igual que ocurria para las 3
cohortes del estudio (Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, (ver punto 4.2.1 para mas
informacién), se encontraron correlaciones positivas significativas entre los
contaminantes: el PFHxS con el PFOA (p = 0,29), PFOS (p = 0,42) y PFNA (p = 0,09); el
PFOA con el PFNA (p = 0,68) y con el PFOS (p = 0,45); y el PFNA con el PFOS (p = 0,33),

siendo todas ellas estadisticamente significativas (Figura 21).
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En cuanto al eGFR, este no se correlaciond con la TSH neonatal (y si que lo hizo
positivamente de manera significativa con la hormona TT3 materna [p = 0,20], algo
también comentado en el punto 4.2.1). No se encontraron correlaciones entre el eGFR

y las PFAS (Figura 21).

Figura 20. Correlaciones de Pearson (p) entre las PFAS (izquierda) y las HT (derecha)
transformadas logaritmicamente, y entre la eGFR y los PFAS (izquierda) y las HT
(derecha). Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA:
Acido perflurononanoico; TT3: Triyodotironina total; FT4: Tiroxina libre; TSH: Hormona estimulante de la tiroides; neoTSH:
Hormona estimulante de la tiroides neonatal; eGFR: Ratio estimado de filtracién glomerular.

La Tabla 21 y Figura 21 muestran los resultados para los modelos principales. Se
puede observar una asociacidn negativa significativa entre los niveles neonatales de TSH
y la concentracién del contaminante PFOA medido en el 1°" trimestre de embarazo (%
de cambio [95%IC]=-10,33 [-17,65, -2,36]). Las asociaciones entre la TSH neonatal y el

resto de contaminantes fueron también negativas, pero no significativas.

Al desagregar el analisis segun el sexo del recién nacido (Tabla 21 y Figura 21), la
asociacidon antes observada entre los niveles neonatales de TSH y la concentracién del
PFOA sigue siendo significativa en el caso de las nifias (% de cambio [95%IC]=-13,20 [-
22,80, -2,40]) aunque pierde la significacion en el caso de los nifios (% de cambio
[95%IC]=-8,01 [-18,20; 3,45]). Sin embargo, la interaccién no es significativa (p=0,428).

El resto de las asociaciones continlan siendo no significativas. Por ultimo, no se
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encontrd ninguna interaccion significativa entre los niveles de los diferentes PFAS y el

sexo del recién nacido.

Tabla 21. Asociacidén entre los niveles de TSH neonatal y la concentracidn de PFAS
maternos: modelos principales y por sexo. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espafia).

p-valor
Total (n=479) Nifias (n=236) Nifios (n=243)

interaccion

PFAS
% de cambio (95%IC)  p-valor % de cambio p-valor % de cambio (95%IC) p-valor
(95%IC)

PFHXS  -0,73 (-9,35; 8,70) 0,874 7,60 (589, 23,02) 028  -7,3(-18,65;421) 0,190 0,132
PFOA  -10,33 (-17,65;-2,36) 0,012  -12,83(-23,00,-1,31) 0,030  -8,01(-18,20;3,45) 0,162 0,428
PFOS -1,84 (-11,31; 8,63) 0,718 -0,13 (-14,74, 16,97) 0,987 -3,15 (-15,03, 10,39) 0,630 0,950
PFNA  -438(-11,82;3,69) 0278  -8,74(-19,09;2,92) 0,135  -157(-11,89;9,96) 0,779 0,249

Los coeficientes estan expresados como el porcentaje de cambio en los niveles de TSH neonatal asociados con un incremento doble
en los niveles de PFAS junto a sus IC. Los niveles de TSH se midieron tras el nacimiento, mientras que los niveles de PFAS se midieron
en el primer trimestre de embarazo. Todos los modelos fueron ajustados por el pais de origen de la madre, la edad de la madre, el
tiempo que pasé entre el nacimiento del recién nacido y la realizacion de la prueba, el sexo del recién nacido y el peso del recién
nacido. En los modelos por sexo, se incluyé la posible interaccion entre los niveles de PFAS y el sexo del recién nacido. IC: Intervalos
de confianza; PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido

perfluorooctanosulfénico; p-inter: P de interaccién.
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Figura 21. Asociacidén entre los niveles de TSH neonatal y la concentracion de PFAS
maternos: modelos principales y por sexo. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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Los coeficientes estan expresados como el porcentaje de cambio en los niveles de TSH neonatal asociados con un incremento
doble en los niveles de PFAS junto a sus intervalos de confianza. Se muestran las asociaciones con un p-valor < 0.05 (p-valores
significativo, *). Los niveles de TSH se midieron tras el nacimiento, mientras que los niveles de PFAS se midieron en el primer
trimestre de embarazo. Las variables incluidas en cada modelo se presentan en el pie de pagina de la Tabla 21. En los modelos
por sexo, se incluyé la posible interaccidn entre los niveles de PFAS y el sexo del recién nacido. Tamafio muestral: 479 para el total,
236 para nifias y 243 para nifios. PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido perfluorooctanoico; PFOS: Acido
perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; TSH: Hormona estimulante de la tiroides.

La Figura 22 exhibe la forma de las asociaciones entre los niveles de TSH neonatal
y las concentraciones maternas de PFAS cuando estas ultimas fueron incluidas en los
modelos en forma de efectos cubicos suavizados con 2 grados de libertad. En todos los
casos, los modelos donde la asociacion asumida era lineal fueron mejores (en cuanto a

AIC) que los modelos donde se asumia la existencia de una asociacion no lineal.
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Figura 22. Media predictiva e IC95% para la relacidon no lineal entre contaminantes y la
TSH neonatal. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espaiia).
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Todos los contaminantes (medidos en el 1¢" trimestre de embarazo y log,-transformados) fueron incluidos como
efectos cubicos suavizados en los modelos multivariantes. La TSH se midié en neonatos. Las variables incluidas en
estos modelos se muestran en la Tabla 21. PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFOA: Acido
perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; TSH: Hormona

estimulante de la tiroides.

En la Figura 23 se presentan los resultados de los modelos principales, junto con
los modelos de sensibilidad. Estos incluyen los modelos principales sin datos faltantes
(analisis de casos completos) y modelos ajustados por la excrecion de yodo en orina,
consumo de sal yodada, ingesta de yodo a través de la alimentacion, consumo de
pescado, eGFR, IMC, diversos contaminantes organoclorados y felones, e incluyendo
simultaneamente los 4 PFAS. En el caso de la yoduria, la eGFR y los contaminantes

organoclorados y fenoles, se realizd una imputacién de datos debido al alto nimero de
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datos perdidos que presentaban estas variables (Tabla 22), y se realizé en andlisis de
sensibilidad tanto con los datos imputados como con los casos completos.

Al afadir todas estas variables y comparar los coeficientes de los modelos
principales con los diferentes modelos de sensibilidad, estos coeficientes no variaron
substancialmente, excepto para los modelos con el PFOA y el PFNA, donde afiadir la
variable eGFR si alteraba en mayor grado el valor de sus coeficientes. La variacién en los
coeficientes también era mayor al introducir los 4 contaminantes a la vez, debido a la

colinealidad existente entre ellos.

Figura 23. Analisis de sensibilidad sobre la asociacién entre niveles maternos de
PFAS y niveles neonatales de TSH. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espafia).
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Los coeficientes estan expresados como el porcentaje de cambio en los niveles de TSH neonatal asociados con un
incremento doble en los niveles de PFAS junto a sus intervalos de confianza. Se muestran las asociaciones con un p-valor <
0.05 (p-valor significativo, *) y p-valor < 0.1 (p-valor marginalmente significativo, *). Los contaminantes: DDE, PCB, HCB, b-
HCH y Hg se log-transformaron para el andlisis. Las variables incluidas en cada modelo se presentan en la Tabla 18. BPA:
Bisfenol A; b-HCH: Beta-hexaclorociclohexano; BUPA: Butilparaben; cc: Casos completos; DDE: 1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-
dicloroeteno; eGFR: Ratio estimado de filtracién glomerular; ETPA: Etilparaben; HCB: Hexaclorobenceno; Hg: Mercurio; IMC:
indice de masa corporal; imp: Imputado; MEPA: Metilparaben; OXBE: Oxibenzona; PCB: Suma de 3 bifenilos policlorados:
(PCB-138, -153 y -180); PFHxS: Acido perfluorohexanosulfénico; PFNA: Acido perflurononanoico; PFOA: Acido
perfluorooctanoico; PFOS: Acido perfluorooctanosulfénico; PRPA: Propilparaben; TRCS: Triclosan.
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Tabla 22. Numero de valores imputados y modelos de regresion utilizados para
cada variable. Cohorte INMA-Valencia, 2003-2006 (Espafia).

Variable Valores imputados Método de imputacion

Yoduria 23 Regresion lineal Bayesiana
eGFR 296 Regresion lineal Bayesiana
Lipidos 24 Regresion lineal Bayesiana
4,4’-DDE 40 Regresion lineal Bayesiana
PCB 40 Regresion lineal Bayesiana
HCB 40 Regresion lineal Bayesiana
b-HCH 40 Regresion lineal Bayesiana
Hg 135 Regresion lineal Bayesiana
MEPA 146 Regresion lineal Bayesiana
ETPA 146 Regresion lineal Bayesiana
PRPA 146 Regresion lineal Bayesiana
BUPA 146 Regresion lineal Bayesiana
BPA 146 Regresion lineal Bayesiana
OXBE 146 Regresion lineal Bayesiana
TRCS 146 Regresion lineal Bayesiana

Los andlisis se llevaron a cabo en cada base de datos, y los estimadores se combinaron siguiendo las reglas de
Rubin. Las concentraciones de lipidos en suero, de los compuestos organoclorados, del Hg y de los fenoles
fueron log, transformados para mantener la normalidad. La base de datos imputada se utilizé para los analisis
de sensibilidad. 4,4’-DDE: 1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-dicloroeteno; BPA: Bisfenol A; b-HCH: Beta-
hexaclorociclohexano; BUPA: Butilparaben; ETPA: Etilparaben; eGFR: Ratio estimado de filtracién glomerular;
HCB: Hexaclorobenceno; Hg: Mercurio; MEPA: Metilparaben; OXBE: Oxibenzona; PCB: Suma de 3 bifenilos
policlorados (PCB-138, -153 y -180); PRPA: Propilparaben; TRCS: Triclosan.

Por ultimo, también se estudid el efecto de la mezcla de PFAS maternas en los
niveles de TSH neonatal (Figura 24), utilizando el BKMR, tal y como se ha explicado con
anterioridad. Como ocurria en el caso de HT maternas, el analisis “multipollutant” no
mostrd asociacidon significativa entre la mezcla de quimicos y los niveles de TSH
neonatales, aunque si que hay cierta sugerencia de una asociacion positiva entre la suma

de los contaminantes y la TSH del/de la bebé.
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Figura 24. Efecto de la mezcla de quimicos maternos en la TSH neonatal usando BKMR
(media posterior e intervalo de credibilidad del 95%). Cohorte INMA-Valencia, 2003-
2006 (Espafiia).
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TSH: Hormona estimulante de la tiroides. Tamafio muestral: 477.
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5. DISCUSION.

La literatura muestra un creciente interés en el papel que podria desempenar la
exposicidon a PFAS durante el embarazo, infancia y adolescencia en las alteraciones de la
funcién tiroidea con 35 estudios publicados hasta finales del 2023. Para poder llegar a
una conclusidn, se ha evaluado la evidencia de una posible asociacidén entre la exposicidon
a PFAS y la alteracion de la tiroides mediante la aplicacion de los criterios de Bradford-
Hill, tanto a los resultados de la revisidon bibliografica como a los resultados obtenidos
del andlisis de los datos procedentes de las 3 cohortes INMA incluidas en esta tesis. Los
Criterios de Bradford Hill son un conjunto de principios propuestos por el epidemidlogo
britdnico Sir Austin Bradford Hill para ayudar a determinar si una relacion observada
entre dos variables es de naturaleza causal (246). En los apartados 5.1 a 5.5 se aplican
los criterios de Bradford-Hill a los resultados de esta tesis, incluyendo una breve

descripcidn de cada uno de dichos criterios en cada apartado.

5.1. Consistencia y coherencia.

Este criterio hace referencia a la repeticidn de los hallazgos a través de diferentes
estudios, en diversas poblaciones y circunstancias, utilizando métodos variados. Si una
asociacidn se observa repetidamente, a lo largo del tiempo y en diferentes contextos,
se fortalece la posibilidad de que la relacidn sea causal. Sin embargo, la falta de
consistencia no necesariamente significa que no exista causalidad, ya que algunas
asociaciones pueden depender de factores especificos que varian entre estudios. La
coherencia implica que la asociacidén no debe contradecir lo que se sabe sobre |a biologia
de la enfermedad, la historia natural, y otros datos cientificos. La relacién debe ser
consistente con la evidencia existente de diferentes fuentes, como estudios
experimentales, observacionales, y conocimientos tedricos. Si la asociacidon es
incoherente con el conocimiento establecido, esto puede reducir la credibilidad de una

relacion causal (246).

116



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Discusion
En este apartado se analiza la consistencia y coherencia del método analitico
tanto de PFAS como de HT, del compartimento usado para su analisis, de las posibles
diferencias en los niveles de contaminantes y hormonas y posteriormente, de los

resultados obtenidos en el andlisis de las asociaciones entre exposicién a PFAS y HT.

5.1.1. Evaluacion de PFAS.

En el estudio analitico observacional de esta tesis con participantes INMA se
analizaron los 4 PFAS anteriormente descritos (PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA). En los
estudios incluidos en la revision bibliografica se analizé PFOA y PFOS en todos y PFHxS y
PFNA en un numero menor (n=20y 21 respectivamente). La determinacién de PFAS para
los estudios INMA de esta tesis, se realizé mediante LC/MS, al igual que en todos los
estudios de la revisidn bibliografica, no existiendo, por tanto, diferencias en el método
de analisis quimico empleado para determinar las PFAS. Tampoco existieron marcadas
diferencias entre el estudio INMA y los de la revision en cuanto al LOD o el LOQ, a pesar
de haberse medido en diferentes laboratorios de todo el mundo: en el estudio de esta
tesis el LOQ fue de 0,2 ng/mL para PFHxS, PFOS y PFOA, y de 0,1 ng/mL para PFNA; y en
los estudios de la revisidon el LOD y/o LOQ estuvieron entre 0,01-0,2, 0,0-0,2, 0,01-0,2 y
0,01-0,1 ng/mL, para PFHxS, PFOA, PFOS y PFNA, respectivamente. Los valores por
debajo de esos umbrales se establecieron en la mitad del LOQ correspondiente en el
estudio INMA y usando esta metodologia o LOQ/ V2, LOD/2 o imputacién basada en
datos esperados, en los estudios de la revisidn bibliografica, existiendo pues ciertas
diferencias en la forma en que se manejaron las concentraciones por debajo de estos
limites. Sin embargo, los porcentajes de muestras por debajo del LOD o LOQ no fueron
muy elevados en la mayoria de los estudios (>80% en los estudios de la revision y >96%

en el proyecto INMA).

Los articulos difirieron en los compartimentos sanguineos utilizados para
determinar las concentraciones de PFAS (plasma o suero, siendo en el caso INMA el
primero el utilizado). La comparabilidad entre compartimentos sanguineos se ha
evaluado en estudios previos (64), compardndose las concentraciones de PFHxS, PFQOS,
y PFOA en muestras de plasma y suero en trabajadores/as expuestos/as

ocupacionalmente en EE.UU., siendo la ratio suero:plasma de 1:1, independientemente

117



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Discusion
del nivel de concentraciones medidas. Los mismos resultados se obtuvieron en un
estudio posterior realizado en poblacién general en Noruega (247) y en otro estudio en
las mujeres embarazadas del proyecto INMA (248) que evalud la ratio de concentracién
de PFAS entre el plasma y el suero, obteniendo una ratio de concentracién de 1:1. Por
lo tanto, es razonable suponer que la determinacion en cualquiera de los
compartimentos sea un buen indicador para estimar la carga corporal de PFAS, y es
posible que estas diferencias tengan escasa influencia en la comparabilidad de los

resultados de la exposicién.

En cuanto a las concentraciones de PFAS, variaron considerablemente entre las
diferentes poblaciones estudiadas. En mujeres embarazadas, el PFOS fue el
contaminante con los niveles mas altos reportados, con varios estudios donde se
superaron los 10 ng/mL. El PFOA mostré niveles elevados en poblaciones cercanas a
zonas industriales, como las fabricas de teflon (170). Por otro lado, las concentraciones
de PFHxS y PFNA en mujeres embarazadas fueron mas uniformes, con rangos mas
estrechos entre los estudios. En muestras de cordén umbilical, las concentraciones de
PFAS fueron generalmente mas bajas que en la sangre materna, siendo el PFOA el mas
abundante, seguido por el PFOS, PFNA y PFHxS. En nifios y adolescentes, se observaron
dos estudios con concentraciones extremadamente altas debido a la exposicién a PFAS
a través del agua potable (170,223). Excluyendo estos casos, los niveles mas altos se

encontraron para el PFOS, seguido de PFOA, PFNA y PFHXxS.

5.1.2. Evaluacion de hormonas tiroideas.

En el estudio analitico realizado con datos INMA se analizé la TSH, FT4 y TT3 para
el caso de las mujeres embarazadas y TSH para el caso de los/as recién nacidos/as. Los
estudios analizados en la revision bibliografica variaron en las HT analizadas, ya que, a
excepcion de la TSH, que se midié en todos los articulos menos uno, el resto de las
hormonas se determinaron en un nimero menor de estudios (TT4 en 19, FT4 en 26, TT3
en 15 y FT3 en 15). Por lo tanto, no todos los estudios tenian informacién disponible
sobre las HT libres (incluyendo el estudio INMA, para el caso de la FT3 en madres y FT4

y FT3 en neonatos/as), que reflejan los niveles de hormonas biolégicamente activas que
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estan disponibles para los tejidos y podrian haber proporcionado informacion mas
completa sobre el sistema regulador de la tiroides. Las diferencias en los métodos
utilizados para analizar las HT también pueden ser importantes. Los estudios utilizaron
diferentes tipos de métodos de inmunoensayo para la determinacion de hormonas
(siendo el ensayo utilizado el fluoroinmunométrico en el caso de la cohorte INMA). Sin
embargo, algunos estudios en animales han criticado el uso de estas técnicas para la
evaluacidn de la FT4. Estos investigadores plantearon la hipotesis de que la reduccion
de FT4 en presencia de PFOS podria haberse debido a un sesgo negativo en las técnicas
andlogas, como resultado del desplazamiento competitivo de FT4 y el analogo de FT4
marcado de las proteinas de unidon al suero y al ensayo en presencia de este
contaminante (249,250). Esta preocupacion motivé un estudio sobre el posible sesgo de
la presencia de PFAS en una poblacién humana con concentraciones séricas tipicas de
PFOS en los EE.UU., pero con concentraciones mas altas de PFOA debido a su proximidad
a una fabrica de teflon (251). Dicho sesgo por el uso de un método analogo con respecto
a los métodos de dialisis en estudios experimentales (249,250) no se observé en esta
poblacion humana (251). Segun los autores, las posibles diferencias en los resultados
entre los estudios en animales y humanos podrian deberse a las diferencias en los
niveles de exposicién a PFAS (mds altos en ratas que en humanos) y también a las
diferencias entre especies en las principales proteinas que se unen a T4 (en ratas:
albumina y TTR, y en humanos: TBG, mientras que la albumina y el TTR desempefian

papeles comparativamente menos importantes), y su interaccidén con las PFAS (251).

5.1.3. Evaluacion de enfermedades tiroideas.

En el estudio analitico realizado con datos INMA se analizé la enfermedad
tiroidea autorreportada por las madres, asi como el hipo e hipertiroidismo subclinico
basado en los niveles de HT existentes. Con respecto a la revisidon, existia gran
variabilidad en el tipo de enfermedades tiroideas estudiadas (hipotiroidismo
autorreportado, hipo e hipertiroidismo subclinico, hipotiroxinemia y niveles de
anticuerpos tiroideos [TPOAb]), lo cual, junto con el bajo nimero de estudios y las

diferentes momentos de la vida estudiados (embarazo, nacimiento, infancia, y/o
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adolescencia) dificultaban encontrar coherencia y coexistencia en los resultados

obtenidos. Por tanto, un mayor nimero de estudios en este aspecto seria deseable.

5.1.4. Evaluacion de resultados del analisis de las asociaciones entre exposicion a
PFAS y HT.

Respecto a la coherencia y consistencia en la direccionalidad de los estudios
realizados en poblaciones generales, una mayor proporciéon de dichas asociaciones
(n=23 de las 38) fueron positivas, siendo las hormonas TSH y T4 las mas afectadas. En
los estudios de la cohorte INMA, las hormonas afectadas fueron la TT3 en el periodo
prenatal y la TSH al nacer, con asociaciones negativas. Esto contrasta con cierta
tendencia en los estudios previos de reportar asociaciones significativas en la direccién

opuesta.

Si nos centramos en qué hormonas se vieron afectadas por la exposicion a PFAS
en el periodo prenatal, en el estudio INMA no se encontré una clara asociacidon con
ninguna de las estudiadas, siendo solamente los niveles maternos de TT3
marginalmente (y negativamente) asociados con concentraciones prenatales de PFNA.
En un estudio previo realizado con una submuestra mas pequefa del proyecto INMA
(220), ya se observaba la asociacion marginal mencionada. Ademas, en dicho estudio se
encontrd una relacion significativa y positiva entre la TSH y el PFHXS, asi como entre la
TT3 y el PFOA, asociaciones que no se replicaron en este nuevo analisis de la tesis, el
cual contaba con un mayor tamafio muestral. Respecto a los estudios de la revisiéon
bibliografica centrados en HT y PFAS maternos (n=19), 9, 6 y 9 estudios encontraron
asociaciones significativas con la TSH, T3 y T4, respectivamente (Tabla 6). Teniendo en
cuenta la direccion, magnitud y significancia de las asociaciones encontradas en la
revision, hay una cierta consistencia (aunque débil) en cuanto a la asociacién positiva
entre la exposicion materna a algunas PFAS y los niveles de HT maternas. En concreto,
la evidencia parece ser mas sélida para la relacion entre el PFOS, el PFHxS y las hormonas

TSH y T4, lo cual no se confirmod en el caso de la cohorte INMA.
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En cuanto a los estudios sobre outcomes perinatales (cordén y neonatal), en la
cohorte INMA de Valencia se encontré una asociacidon negativa significativa entre
concentraciones prenatales de PFOA y niveles neonatales de TSH. Respecto a los
estudios de la revisidon sistematica, algunos estudios (175,228,235,236,240,242,243),
encontraron asociaciones que sugieren un impacto de los PFAS (especialmente para
PFOS) en la TSH y T4, siendo la preponderancia de asociaciones positivas, algo no
corroborado en el estudio INMA, donde la asociacion entre TSH neonatal y PFOA fue

negativa.

Respecto a los estudios en la infancia y/o adolescencia, no se contaba con datos
en la cohorte INMA para la realizacion del estudio analitico respectivo. En cuanto a los
estudios de la revision bibliografica, se encontré un menor nimero de estudios en el
periodo infantil y/o adolescente en comparacion a los realizados durante el embarazo o
el periodo perinatal (8 frente a 19 y 16, respectivamente). La coherencia y consistencia
de las asociaciones entre la exposicion a PFAS y los resultados tiroideos se
caracterizaban por sus resultados variables, pero se encontrd cierta consistencia y
coherencia de una asociacion positiva entre PFASy T4 (171,172,224,238), especialmente

para el caso de PFNA.

Algunos estudios, incluyendo el estudio de esta tesis, también abordaron la
cuestién de si habia algun efecto sobre diferentes enfermedades tiroideas, lo cual es
esencial para entender la implicacion clinica de los resultados observados. Por esa razén,
se investigd el autorreporte, por parte de las madres INMA, de algun tipo de enfermedad
tiroidea de manera global, asi como la prevalencia de hiper e hipotiroidismo subclinico,
sin que se hallara ninguna asociacidn significativa con la exposicion a PFAS (aunque si se
reportaron dos marginalmente significativas: PFOA versus enfermedad tiroidea
autorreportada y PFHxS e hipertiroidismo subclinico, siendo en ambos casos la
asociacion positiva). Respecto a la evidencia de una posible asociacion en la literatura
incluida en la revision, esta no es del todo clara, debido a los pocos estudios enfocados
en disfunciones tiroideas (n=4 en madres y 4 en neonatos/as, infancia y/o adolescencia),
el pequefio numero de casos dentro de cada estudio con este tipo de disfunciones, la
discrepancia en el tipo de enfermedad estudiada y las diferencias en las etapas de la vida

estudiadas. Sin embargo, se encontrd cierta coherencia en madres de un predominio de
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asociaciones positivas con hipotiroidismo, siendo los contaminantes con los que
asociaba el PFOA y PFOS (234) y también se encontré ciertas diferencias en funcién de
los niveles de anticuerpos tiroideos (TPOAb), aunque la direccidén de las asociaciones no
seguia un patrdn claro (217,231). Dado el bajo numero de estudios, estas conclusiones
deberian ser tomadas con cautela. En los estudios centrados en el periodo neonatal,
infancia y/o adolescencia, aunque en uno de ellos se reportaron mayores probabilidades
de enfermedades tiroideas autoinformadas, principalmente hipotiroidismo, asociadas a
mayores concentraciones de PFOA en un estudio (170), estos resultados no fueron
consistentes con una asociacion entre PFOA y los niveles de HT en todos los nifios/as
combinados, ni con las asociaciones para las categorias de hipo/hipertiroidismo
subclinico que se crearon utilizando los niveles hormonales en el momento de la
recogida de muestras (170). Tampoco dichas asociaciones fueron consistentes en
nifios/as de otro estudio de hasta 6 afios de edad, donde mayores concentraciones de

PFHXS y PFOS se asociaron con un menor riesgo de hipotiroidismo subclinico (171).

5.2. Fuerza de la asociacion.

Es la magnitud de la relacion entre una causa potencial y un efecto observado.
Una asociacion fuerte, es decir, un riesgo relativo o una razéon de probabilidades alta,
sugiere que es menos probable que la asociacion se deba al azar o a factores de
confusién. Sin embargo, una asociacion débil no descarta la causalidad, ya que pueden

existir otras razones, como errores de medicion, que la atenuen (246).

Si nos centramos en las mujeres embarazadas, en el estudio analitico realizado
en esta tesis sobre asociacion entre PFAS maternas y HT maternas, el % de cambio de
HT con respecto a la exposicion a PFAS fue pequeiio (relacion inversa y marginalmente
significativa entre la TT3 y el PFNA, con una disminucion del 5,22% [IC 95%=-10,29; 0,15;
p=0,06] en los niveles de TT3 asociados a un incremento del doble en la concentracién
de PFNA), en consecuencia, no se ve un claro efecto de la exposicion materna a PFAS
sobre sus HT. Respecto a los resultados encontrados sobre disfuncion tiroidea, en INMA

no se encontrd una asociacién clara con ninguna de las enfermedades tiroideas
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estudiadas, encontrando solo dos asociaciones marginales (PFOA vs patologia tiroidea
autoinformada y PFHXS vs hipertiroidismo subclinico), en el que por cada duplicacién en
los niveles de PFOA y PFHXxS, la probabilidad de tener patologia tiroidea autoinformada
o hipertiroidismo subclinico aumentaba un 53% y 24%, respectivamente. Si nos
centramos ahora en los resultados de la revisidn bibliografica, varios aspectos dificultan
la evaluacion de la fuerza de la asociacion entre los estudios. En concreto, existe una
variacion sustancial entre los estudios en las estimaciones de la asociacidon (coeficientes
de regresidon, % de cambio, diferencias de medias estimadas, coeficiente de correlaciéon
de Pearson y p para tendencia). Aunque las concentraciones de PFAS se midieron en las
mismas unidades (ng/mL), los contaminantes no se trataron de la misma manera
(continua o categdrica) en los andlisis estadisticos, lo que también dificulta la
comparacion entre estudios. A pesar de las dificultades para comparar los resultados, y
aunque hay evidencia de que algunos PFAS pueden estar relacionados con alteraciones
de los niveles de HT o enfermedades tiroideas en madres, en general, la fuerza de la
asociacién tendia a ser entre moderada y débil en aquellos estudios donde se encontrd
dicha asociacion (excepto una B de 38,6 nmol/L en neonatas para TT4 al comparar los

cuartiles mas altos y mas bajos de PFOA del corddn) (236).

Respecto a fuerza de la asociacién en los estudios centrados alrededor del
nacimiento o durante la infancia y/o adolescencia, en el caso del INMA, dicha asociacion
fue moderada y estadisticamente significativa con un % de cambio [95%IC] del -10,33%
[-17,65%, -2,36%)]). Esto estd en la linea de los estudios de la revision bibliografica, donde
la fuerza de la asociacion fue generalmente entre débil y moderada vy, en algunos casos,
inexistente (223,232). Sin embargo, una mas clara asociacién en nifias que en nifios en
el estudio INMA difiere con cierto patron hacia una asociacion mas clara en los nifios
que en las nifias para el PFOS y en menor medida para el PFNA
(170,171,228,231,234,240,241,243) en los estudios de la revisidon. Sin embargo, el
numero de estudios que estudiaron diferencias por sexo no era muy elevado y serian

necesarios mas estudios.

Volviendo a la fuerza de la asociacidn, aunque esta sea entre moderada y leve,
es importante tener en cuenta que las asociaciones de pequefia magnitud también

pueden ser importantes en ventanas criticas de exposicion, como la gestacion, infancia
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y/o adolescencia, cuando incluso pequefios cambios en las HT podrian tener
consecuencias irreversibles en el desarrollo del cerebro, el cual no acaba de formarse
hasta la adolescencia (132). Ademas, y tal y como se comentd en la introduccion, la
funcion tiroidea es también fundamental en el crecimiento fetal (152) y su alteracién

podria ser clave en complicaciones durante el embarazo (152,153,155).

Otro tema importante al discutir la solidez de la asociacidon es el control de las
variables de confusidn, y hubo heterogeneidad entre los estudios en este aspecto. Todos
los estudios incluyeron la variable edad en al menos uno de los modelos, pero respecto
al resto de variables, hubo una mayor diversidad, siendo las mas habituales el nivel
educativo, el IMCy tabaquismo. Sin embargo, variables conocidas por influir en el estado
tiroideo y en los PFAS, como el IMC, aunque fueron habituales, no se tuvieron en cuenta
en todos los estudios revisados (si en los andlisis de esta tesis). Respecto al abordaje,
algunos estudios ajustaron los modelos por esta variable (175,215,219,221,223—
227,236,238,241,244), otros verificaron si era un posible factor de confusidn, pero
finalmente no la incluyeron (170,216,229), y el resto no la incluyé en el analisis
estadistico. El ajuste de los modelos para el IMC esta en debate, ya que el IMC podria
estar causalmente situado de forma posterior tanto respecto a la exposicién (PFAS)
como respecto a las variables de resultado (HT) (217). En el caso del analisis INMA, se
opto por realizar un analisis de sensibilidad, ajustando los modelos finales por IMC, no
encontrando grandes variaciones en los resultados. Ademas, solo algunos estudios
midieron otros biomarcadores importantes que podrian afectar los niveles de HT, como
el yodo (consumo de pescado o sal yodada como proxy), incluyendo el estudio INMA de
la presente tesis, o los anticuerpos tiroideos (171,216-219,221,230,231). Igualmente,
solamente algunos estudios (170,216-220,223,230-232,240,242,245) excluyeron a
personas con enfermedades tiroideas o tratamientos tiroideos, (este fue el caso del
estudio INMA), ya que recibian medicacion prescrita para ajustar las HT. Sin embargo,
algunos estudios no realizaron tales exclusiones, y los medicamentos podrian oscurecer
la asociacién, si hubiera estado presente, para esos individuos ya que recibian

medicacién prescrita para ajustar las HT.

Es probable que las poblaciones de estudio estén expuestas a multiples

contaminantes quimicos al mismo tiempo. En el presente estudio, se hicieron diferentes
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analisis de sensibilidad (mediante la inclusiéon de los contaminantes en los modelos
principales) y se vio que los resultados no cambiaban substancialmente tras el ajuste por
dichos contaminantes (OC, fenoles y Hg). Este tipo de analisis también fue realizado por
algunos de los estudios de la revision sistematica incluida en la presente tesis (175,232).
Si bien los efectos tiroideos combinados de las mezclas quimicas son ciertamente
posibles, dado que otras sustancias quimicas con propiedades disruptoras endocrinas y
con fuentes de exposicidn similares, como la dieta, se han asociado con alteraciones de
los niveles de HT en algunos estudios previos (252) es importante mencionar la baja
correlacién entre los niveles de PFAS en suero humano y otros productos quimicos
medidos en sangre u orina, como los éteres de difenilo polibromados, OC, PCB,
bisfenoles y ftalatos (253,254). Esta baja correlacion proporciona cierta seguridad de
gue los PFAS, y no otros disruptores de las HT, son probablemente los que estan
impulsando las asociaciones observadas en el estudio INMA y los estudios incluidos en

la revision bibliografica.

Ademas, en los analisis de esta tesis se abordd la exposicion multiple a PFAS de
dos maneras. Por una parte, se incluyeron los 4 PFAS simultdaneamente (no encontrando
grandes variaciones en los resultados) y por otro lado se realizaron analisis BKMR para
el estudio conjunto de los contaminantes (no encontrando asociaciones
estadisticamente significativas para los 4 PFAS). Este tipo de analisis aflade un valor
significativo al permitir evaluar las asociaciones no lineales y las interacciones entre
multiples PFAS de manera simultanea, lo que ofrece una perspectiva mas robusta sobre
el impacto combinado de estos contaminantes en las HT, algo que los enfoques
tradicionales no capturan con la misma precision. Al respecto, un total de 7 estudios
realizaron también alguna aproximacion para evaluar la exposicion multiple a PFAS
(218,221,227,230,238,240,244) encontrando 1 asociacion con HT maternas, 5

asociaciones con HT en corddn y 4 asociaciones con HT infantiles y/o adolescentes.
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5.3. Temporalidad.

Este criterio hace referencia a la secuencia cronoldgica en la que la exposicidn

debe preceder al efecto o resultado para establecer una relacion causal (246).

En el estudio realizado en esta tesis, tanto las PFAS como las HT maternas se
evaluaron a partir de una Unica muestra recogida al final del primer trimestre del
embarazo. Por lo tanto, este estudio tiene las limitaciones propias de un estudio
transversal, ya que no se puede establecer una secuencia temporal debido a la medicién
simultanea y Unica de la exposicion y el resultado. En esta misma linea, la mayoria de
estudios de la revisidn bibliografica que evaluaron outcomes maternos realizaron una
Unica medicidn en el mismo punto temporal tanto de PFAS como de hormonas (Tabla
6); algunos estudios realizaron varias extracciones de sangre en diferentes momentos a
lo largo del embarazo e incluso en el parto o postparto pero tan solo se usé una medida
de PFAS (171,227). Finalmente, hubo algunos estudios que midieron las HT en varios

momentos durante el embarazo o postparto (217,226).

Con relacion a las limitaciones de los estudios transversales, estos no pueden
establecer una secuencia temporal debido a la medicién simultanea de la exposicion y
el resultado. Por otra parte, existe evidencia que muestra que las HT pueden afectar la
funcién renal (255), y las tasas de excrecidn y los niveles séricos de PFAS pueden
depender de la funcidn renal (256). Por lo tanto, este factor asociado con las HT podria
estar afectando la relacion transversal. Ademas, los efectos pueden ocurrir algun tiempo
después de la exposicion y, por lo tanto, podrian no observarse en el momento del
estudio transversal. Al usar biomarcadores, depender de una medicidén de exposicion
en un solo punto en el tiempo no es lo ideal (92). Sin embargo, los PFAS tienen una larga
vida media (257-259), y los coeficientes intraclase publicados entre las mediciones del
primer y tercer trimestre son bastante altos (0.64—0.83) (253), asi como entre suero
materno y corddn (coeficiente de correlaciéon de Spearman p>=0,67), siendo estos
ultimos datos en el caso del proyecto INMA (248). Por lo tanto, las mediciones de PFAS
pueden considerarse razonablemente representativas de los niveles séricos durante el
embarazo, incluso si no permiten la caracterizacion de la exposicidn acumulativa, la

trayectoria de exposicion a lo largo del tiempo, o las ventanas de susceptibilidad a los
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contaminantes. Cuando se proporciond la informacién en ambas matrices, las
concentraciones séricas maternas fueron ligeramente mas altas que las del corddn
umbilical (215,231). En estos estudios que midieron HT en diferentes momentos del
embarazo y postparto (217), el cumplimiento del criterio de temporalidad se ve
parcialmente fortalecido al evaluar la exposicion antes de la aparicién de los cambios
hormonales subsecuentes, permitiendo observar la evolucién de las HT en respuesta a
la exposicidn a lo largo del tiempo. No obstante, dado que la exposiciéon se mide en un
solo punto y las hormonas se evallan en varios momentos, hay una limitacién en la
caracterizacion de la exposicion acumulativa y su variabilidad a lo largo del embarazo.
Esto podria influir en la precision con la que se establece una relacion temporal. La
medida Unica de PFAS presupone que estos compuestos, debido a su larga vida media,
se mantienen estables durante el embarazo. Sin embargo, si hay variaciones en la
exposicién o en la susceptibilidad en distintas etapas, estas no se reflejan, lo que puede

debilitar la fuerza del criterio de temporalidad en estos estudios.

En el estudio realizado en esta tesis sobre el analisis de la asociacién entre PFAS
maternas y TSH neonatal en la cohorte INMA-Valencia, al igual que los estudios de la
revision bibliografica, tanto las PFAS maternas como la TSH neonatal se evaluaron a
partir de una Unica muestra, recogida en el caso del estudio de esta tesis, al final del
primer trimestre del embarazo a las madres y mediante pinchazo en el talén de los
recién nacidos respectivamente. La mayoria de los estudios que evaluaron la relacién
entre la exposicién prenatal a PFAS y los resultados tiroideos en neonatos/as, y la
temporalidad fue generalmente respaldada en aquellos con un disefio longitudinal o de
cohorte prospectivo (175,228-231,236,240). Las concentraciones de PFAS fueron
medidas en suero materno durante el embarazo, y las HT se evaluaron en muestras de
sangre de corddn o en neonatos/asen un momento posterior. Esto establece claramente
una secuencia temporal, cumpliendo con el criterio de temporalidad de Bradford-Hill.
Sin embargo, otros estudios presentaron un disefio transversal (215,227,235,242,244) y
la exposicion a PFAS y los resultados tiroideos se midieron al mismo tiempo, lo que limita

la capacidad de establecer la temporalidad, o sea, que la exposicion preceda al efecto.

El disefio transversal de la mayoria (171,218,223,224,238,241) de los estudios

gue evaluaron exposicion y efecto en nifios/as y/o adolescentes, como se ha explicado
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en los estudios sobre outcomes maternos, impide el establecimiento de la secuencia
temporal. Un solo estudio (171) con disefio de cohorte prospectiva, evalud la relacién
entre la exposicion a PFAS y la funcién tiroidea en la infancia temprana con varias
medidas de tanto de PFAS como de HT en nifios/as a los 2, 4 y 6 afios de edad (en
concreto, TSH a los 2, 4 y 6 afios, y de FT4 y T3 a los 6 afios). Este disefio permite un
mejor cumplimiento del criterio de temporalidad respecto a disefios transversales. Por
otra parte, otro estudio (170) ademas del andlisis transversal, incluyé un andlisis
retrospectivo al modelar las concentraciones de PFAS en el utero, basadas en
informacidn histdrica de la exposicién, para analizar la posible asociacidon con outcomes
tiroideos y encontrando una asociacion significativa entre los niveles de PFOA y el riesgo
de hipotiroidismo en la poblacién infantil; este andlisis también cumple el criterio de

temporalidad, al preceder la exposicion al efecto.

5.4. Gradiente bioldgico.

Este criterio observa si existe una relacion entre la cantidad de exposicidn a un
factor causal y el riesgo de desarrollar el efecto. En otras palabras, a mayor exposicién,
mayor deberia ser el riesgo. Este patron fortalece la evidencia de una relacién causal.
Sin embargo, la ausencia de un gradiente dosis-respuesta no descarta la causalidad, ya
gue a veces puede haber un umbral, m3as alld del cual el efecto se manifiesta, o pueden
estar involucrados otros mecanismos biolégicos(246). Ademas, establecer umbrales de
seguridad para los disruptores endocrinos, como los PFAS, es complejo porque la
relacién dosis-respuesta no siempre es lineal, hay que tener en cuenta las interacciones
aditivas, sinérgicas o antagdnicas con otros contaminantes y la variabilidad individual en

la respuesta biologica.

Respecto a exposicion materna, el estudio de esta tesis encontrd una relacién
directa, ya que los analisis GAM no rechazaron la linealidad de las asociaciones en
ningln caso. En los estudios evaluados en la revisidn bibliografica, los estudios
mostraron resultados inconsistentes sobre la relacion dosis-respuesta entre la

exposicién a PFAS y las HT en embarazadas. Las asociaciones variaron entre lineales y
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no lineales segun el tipo de PFAS y la HT estudiada. Se encontraron tanto aumentos
como disminuciones en TSH, FT4 y FT3 dependiendo de los cuartiles de exposicion y el
tipo de PFAS (216,231-233,242). Algunos estudios reportaron asociaciones en forma de
U (175,219,221), mientras que en mujeres con anticuerpos tiroideos positivos se
observé un aumento en TSH y una reduccion en FT4 con ciertos PFAS (217). Las
asociaciones con hipotiroidismo materno fueron inconsistentes en términos de

linealidad (223,234).

Los estudios sobre los niveles de PFAS en madres o corddén y las hormonas
neonatales mostraron resultados mixtos. En el estudio INMA las relaciones fueron
lineales para los 4 contaminantes y la TSH. En el caso de la revisidn, se observaron tanto
aumentos como disminuciones en TSH segun el tipo de PFAS, como asociaciones
positivas con PFOS y PFOA (240,242,243), y negativas con PFNA, especialmente en
varones (234,244). También se encontraron asociaciones no lineales, como en forma de
U para PFOS y TSH (227). Respecto a T4, se reportaron asociaciones negativas entre
PFOS y TT4 en suero de corddn (215,242), y con PFOA y FT4 en neonatos de madres con
TPOADb positivo (227). PFHxS mostré asociaciones negativas con TT4 en varones (175),
mientras que en nifias se encontrd un aumento de TT4 con PFOA (236). Las asociaciones

con TT3 fueron positivas para PFOA en neonatos femeninos (237).

En estudios en infancia y/o adolescencia, no se encontré un gradiente biolégico
claro entre la exposicion a PFAS y las HT. Un estudio sugiridé una relacidén dosis-respuesta
no lineal entre PFOA y TT3 (233). Otros estudios que analizaron cuartiles de exposicion
no encontraron un patrén consistente (170,172,223,238). Aunque un estudio reporté
significancia en un test de tendencia, la mayoria no identificd relaciones claras ni

evidencia de asociaciones no lineales en modelos GAM (171,220,221,223-225,229,240).

5.5. Plausibilidad bioldgica.

Para que una asociacién observada entre una exposicién y un efecto sea causal,

debe tener una explicacién bioldgica coherente y plausible: debe existir un mecanismo
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bioldgico razonable que justifique como la exposicidon podria provocar el efecto

observado (246).

Las interacciones entre el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides pueden ser inhibidas
o estimuladas por respuestas fisioldgicas naturales o por la exposicién a contaminantes
quimicos con propiedades disruptoras endocrinas, como las PFAS (61,167,168,260).
Aunque todavia no estan completamente caracterizados, se han propuesto varios
mecanismos de accion para explicar la posible interferencia de las PFAS sobre las HT. En
concreto, en estudios in vitro o con animales se ha observado que estos contaminantes
pueden influir en la biosintesis, homeostasis, transporte, metabolismo y accion de HT,
interfiriendo en los receptores tiroideos de los tejidos diana (261). En concreto, las PFAS
pueden inducir un aumento de la excrecion de T4 por alteracion de la TBG debido a su
unién competitiva (262) y/o al aumento de la conversion de T4 en T3 por la desiodinasa
de tipo 1 en las células hepaticas, asi como a un mayor metabolismo hepatico de la T4
(263). Ademas, las PFAS podrian alterar la capacidad de respuesta del eje hipotalamico-
hipofisario-tiroideo (264), asi como, alterar la homeostasis del eje hipotalamo-hipofisis-
gonadal y sus vias de sefializacién que podrian afectar al crecimiento fetal (265).
También se ha descrito que estos compuestos producen la regulacion de las enzimas de
glucoronidacidn hepatica y deiodinasas en la gldndula tiroides en ratas (263), o compiten
con laT4 por unidn ala proteina TTR (262). Las PFAS también pueden reducir la actividad
de la TPO, blogueando el proceso de ionizacién de la Tg, lo que reduce los niveles de T4
y T3 (266). En estudios de embriones de salmdn y larvas, se describié la alteracion de la
expresion de genes involucrados en la sefalizacion de HT debido a la exposicion a estas
sustancias quimicas (267). En embriones de peces cebra se vio la alteracién de la funcidn
de los receptores nucleares hormonales después de estar expuestos a diferentes PFAS
(268). Finalmente, en estudios in vitro se demostrd que el eje hipotaldmico-hipofisario-
tiroideo se podia ver afectado por la exposicion a las PFAS inhibiendo los receptores
tiroideos y antagonizando la proliferacion de las células tiroideas (264). Respecto a los
estudios epidemioldgicos de la presente tesis, la evidencia observacional en madres,
neonatos/as, infancia y adolescencia no siempre es lo suficientemente sélida como para
confirmar la plausibilidad biolégica entre la exposicion a PFAS y la afectacién de la

funcién tiroidea plenamente. Segun el conocimiento cientifico existente sobre el

130



Evaluacion de la exposicidn a sustancias perfluoroalquiladas sobre la funcidn tiroidea: proyecto INMA.
Discusion
funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, los niveles de TSH deberian ser
inversamente proporcionales a los niveles de T4 y T3 en la misma etapa de vida. La TSH
regula la sintesis y secrecion de las HT por la glandula tiroides. A su vez, las HT influyen
negativamente en la secrecion de TSH desde la glandula pituitaria anterior a través de
un mecanismo de retroalimentacion negativa (269). Sin embargo, esta relacién entre los
niveles hormonales no se observd en los analisis de esta tesis, ni de manera consistente
en la revision, ya que un aumento en la TSH no siempre se asocié con una reduccién en

los niveles de T4 y/o T3, o viceversa.

Dejando de lado la diversidad entre especies debido a diferencias en los
mecanismos de accion y la generalmente alta exposicidn en los estudios experimentales,
existe cierta evidencia en animales sobre la interferencia de estas sustancias con el
sistema tiroideo. Por ejemplo, se encontraron niveles reducidos de T3 y T4 después de
la exposicidn a corto y largo plazo a PFOS/PFOA en estudios con animales (270). Los
estudios experimentales sobre la exposicion a PFHxS y PFNA son mas escasos, aunque
ambos contaminantes alteraron la funcién de las HT en pruebas in vitro (264). El PFHXS
redujo los niveles plasmaticos de HT de manera dependiente de la concentracion en un
estudio in ovo (271), y la exposicidon a largo plazo a PFNA aumenté los niveles de T3 en

peces cebra (272).

Respecto a los estudios epidemioldgicos de la presente tesis, la evidencia
observacional en madres, neonatos/as, infancia y adolescencia no siempre es lo
suficientemente sélida como para confirmar plenamente la plausibilidad bioldgica entre
la exposicion a PFAS y la afectacién de la funcion tiroidea. Segun el conocimiento
cientifico existente sobre el funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, los
niveles de TSH deberian ser inversamente proporcionales a los niveles de T4y T3 en la
misma etapa de vida. La TSH regula la sintesis y secrecion de las HT por la glandula
tiroides. A su vez, las HT influyen negativamente en la secrecidon de TSH desde la glandula
pituitaria anterior a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa (269). Sin
embargo, esta relacidon entre los niveles hormonales no se observé en los analisis de
esta tesis, ni de manera consistente en la revisidn, ya que un aumento en la TSH no

siempre se asocio con una reduccion en los niveles de T4 y/o T3, o viceversa.
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Sin embargo, la mayoria de los estudios de la tesis (incluido los analisis INMA)
reportaron asociaciones con al menos una hormona y/o enfermedad tiroidea y un
contaminante. Por tanto, los estudios parecen apoyar, en cierto modo, la hipdtesis de
que la exposicidn a PFAS podria influir en la funcién tiroidea en etapas tempranas del

desarrollo, apoyando la posibilidad de un efecto disruptor de las PFAS.

5.6. Ventajas y limitaciones.

Los resultados de la revisidon de esta tesis ofrecen una vision integral sobre los
efectos potenciales de la exposicion a PFAS en distintas etapas del desarrollo, desde el
embarazo hasta la adolescencia, incluyendo todos los articulos existentes hasta finales
del afio 2023. Ademas, los resultados son relativamente coherentes con los previamente
publicados por la propia doctoranda (como parte de su tesis) en una revision que
abarcaba estudios hasta principios de 2016 (165). En este sentido, en dicha revision ya
se mencionaba la posible asociacidon positiva entre PFHxS y PFOS con los niveles de TSH
en madres y PFNA y TSH en nifios/as, aunque dicha revision solo incluia 10 articulos. En
la presente revisidn de la tesis, mas actualizada, también se ha reportado una asociacién
positiva con T4 en el periodo prenatal (ademads de lo mencionado en la previa revision)
y la asociacidon mas clara en niflos/as fue entre PFNA y TT4. Respecto a otras revisiones
publicadas, la ultima, segun el conocimiento de la doctoranda, fue en el afio 2020 (61),
la cual no incluia estudios centrados en el periodo de la infancia y/o adolescencia, solo
incluia 15 articulos, y no ofrecia un analisis tan exhaustivo de cada articulo. En dicha
revision, los autores también encontraban un patrén de asociacion positiva entre TSHy
PFAS en el periodo prenatal y sugerencias de asociacion negativa con T3 y T4, algo no
visto en la presente revision, ya que en la presente tesis se han encontrado mayor
proporcidn de asociaciones positivas con T4 maternas y no clara direccién para el caso
de laT3. Por ello, la revision incluida en esta tesis representa una contribucién novedosa
al conocimiento sobre la relacion entre la exposicidon a PFAS y la alteracion tiroidea en

las etapas del desarrollo mencionadas.

Respecto a las limitaciones de la revisidn, no se han incluido estudios publicados
durante el afio 2024. Otras limitaciones del estudio incluyen la variabilidad en los

métodos empleados para la medicidon de PFAS y HT en los diferentes estudios revisados,
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las enfermedades tiroideas estudiadas, asi como las diferencias en los momentos de
medicion y el manejo de las covariables y métodos estadisticos utilizados, lo cual

dificultaba la comparabilidad entre estudios.

Respecto a las fortalezas de los estudios analiticos de la presente tesis dentro del
contexto INMA, destaca el gran tamano de la muestra, considerablemente superior al
de la mayoria de estudios previos (incluido el estudio previo INMA realizado con una
submuestra (220)), fruto de los esfuerzos conjuntos de tres cohortes bien consolidadas
del proyecto INMA, lo que otorga una mayor potencia estadistica. Sin embargo, en el
caso de la TSH neonatal, no se contd con esta informacion para las cohortes de INMA-
Gipuzkoa y Sabadell. Otra ventaja clave es la consideracion de una amplia gama de
covariables, muchas de las cuales no se habian tenido en cuenta en estudios anteriores,
asi como la incorporacién de mejoras metodoldgicas significativas, como el uso de
analisis BKMR vy el ajuste por multiples contaminantes. Estas mejoras metodoldgicas
(respecto a estudios INMA previamente publicados (220)) han permitido una evaluacién
mas robusta, subrayando la relevancia de continuar investigando los efectos
acumulativos y combinados de estos contaminantes en futuras investigaciones.
Asimismo, el estudio destaca por su baja tasa de abandono entre el reclutamiento y la
recoleccidn de muestras, y por disponer de informacion detallada sobre posibles

factores de confusién, lo que refuerza la solidez de los resultados obtenidos.

Una de las principales limitaciones del estudio analitico en el marco INMA es el
disefio transversal (para el caso de las madres), ya que se disponia de una Unica medicidn
de PFAS y HT al principio del embarazo y se sabe que existen cambios en las hormonas
durante el embarazo (273). Sin embargo, en el analisis de esta tesis también se
investigaron los niveles de TSH neonatal, lo que permitié una aproximacién longitudinal.
De esta manera, se abarca un periodo mas amplio de la vida, incluyendo no solo una
etapa de gran vulnerabilidad como es la vida fetal, sino también los primeros dias
después del nacimiento. Respecto a la existencia de una Unica medicion de PFAS, en un
estudio previo INMA se reporté una alta correlacidon (Spearman's p>0.66, p<0.05 para
todos los PFAS) entre las concentraciones de estos contaminantes en las madres durante
el primer trimestre y las concentraciones en el cordén umbilical (220). Esto sugiere que

los niveles de PFAS son persistentes, lo que implica que una Unica medicidén puede ser
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un buen proxy de la exposicidn a estos contaminantes durante todo el embarazo y
primeros dias de vida, al no reportarse, en el caso del articulo INMA publicado, grandes
variaciones en los niveles maternos y de cordén umbilical. Otra limitacion del presente
estudio es la ausencia de datos sobre los niveles de FT3 y TT4, que podrian haber
proporcionado informacion mas completa sobre el funcionamiento del eje hipotalamo-
hipdfisis-tiroides. Asimismo, algunas asociaciones podrian ser atribuibles al azar o a
fuentes de sesgo no controladas. Por otra parte, la dependencia de autorreportes de las
mujeres embarazadas podria introducir sesgos de memoria, y la clasificacion de hiper- e

hipotiroidismo subclinico se basé en niveles hormonales medidos una sola vez.

A pesar de las limitaciones, este trabajo contribuye al creciente cuerpo de
evidencia sobre los posibles impactos de los PFAS en la salud tiroidea, destacando la
relevancia de evaluar multiples exposiciones simultaneamente para entender mejor su

influencia a largo plazo y sugiere la relevancia actual del tema.
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6. CONCLUSIONES.

6.1. Enrelacion a los resultados de la revision sistematica.

La revisién sistematica de la literatura cientifica revelé6 una considerable
heterogeneidad entre los estudios en cuanto al disefio, momento de evaluacién de la
exposicién a PFAS y HT, hormonas y enfermedades tiroideas consideradas, ajuste por
factores de confusién y enfoques estadisticos utilizados. Esto, junto a no existir un
elevado numero de estudios para cada periodo de la vida estudiado (especialmente en

nifios/as y/o adolescentes), no permitié una conclusion definitiva.

Aun asi, se identificd cierta tendencia a encontrar asociaciones positivas entre
PFHxS y PFOS con TSH y T4 en mujeres embarazadas, con TSH y T4 en corddn y/o
neonatos/as (siendo la mas frecuente entre esta Gltima hormona y PFOS) y PFNA con T4

en la infancia y/o adolescencia. No se encontré una relacion dosis-respuesta clara.

En relacion a las enfermedades tiroideas, el nimero de estudios era muy escaso.
Aun asi, parece existir un patrén de asociaciones positivas con hipotiroidismo materno,

siendo los contaminantes con los que se asociaba PFOA y PFOS.

Respecto a los estudios estratificados por sexo, se observd cierto patron de
asociaciones mas claras en nifios que en nifas, para el caso de PFOS y en menor medida

PFNA.

Los estudios futuros deberian evaluar tanto las hormonas libres (FT4 y FT3) como
la TSH, e incluir mediciones repetidas de PFAS y HT para ofrecer una vision mas completa
de los efectos en el funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides a lo largo del
tiempo (ya que una gran proporcion de estudios eran transversales). Ademads, se
requieren mas investigaciones sobre la exposicion a estos contaminantes y la disfuncién
tiroidea, asi como estudios que estratifiquen por sexo y que estudien una gran cantidad

de contaminantes a la vez, para estudiar el posible efecto cdctel.
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6.2. En relacion a los resultados del estudio sobre PFAS maternas y niveles

hormonales maternos en las cohortes INMA - Gipuzkoa, Sabadell y Valencia.

En las cohortes INMA de Gipuzkoa, Sabadell y Valencia, se detectaron
concentraciones medianas de PFAS, al comparar con otros estudios; y todas las PFAS
fueron detectadas en al menos el 96% de la muestra. Las correlaciones entre los

diferentes PFAS fueron altas.

Respecto a las hormonas, se observd una correlacién negativa leve entre FT4 y
TT3 y entre TSH y FT4, sugiriendo interacciones inversas moderadas entre estas

hormonas.

Los resultados INMA no apoyaban la tendencia vista en la revisidn sistematica de
una posible relacion positiva entre TSH y algunos PFAS en el embarazo, observandose
solo una relacion negativa marginalmente significativa entre la concentracion de PFNA
y la disminucion en los niveles de TT3 de madres. El ajuste por algunas variables en los

analisis de sensibilidad no afectd substancialmente los resultados.

El analisis de mezclas de quimicos (BKMR) tampoco reveld un efecto combinado
estadisticamente significativo de los cuatro PFAS en los niveles de HT. Esto indicaba que
la exposicidn conjunta a estos contaminantes no parecia tener un impacto acumulativo

evidente en la disfuncién tiroidea, al menos en la poblacién analizada.

Entre las limitaciones del estudio, comentar el no disponer de medidas libres de
T3 y tratarse de un estudio transversal, lo que no permitia evaluar cambios en la
exposicién a PFAS y las HT a lo largo del embarazo. Respecto a las ventajas, gran tamafo
muestral que le daba potencia estadistica, gran cantidad de covariables consideradas, y

mejoras metodoldgicas con respecto a otros estudios.
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6.3. En relacion a los resultados del estudio sobre PFAS maternas y disfunciones

tiroideas maternas.

No se observd una asociacidon estadisticamente significativa entre la exposicion
a PFAS (estudiados de manera individual o como mezcla combinada de los 4 PFAS) y la
enfermedad tiroidea autoinformada o condiciones tiroideas subclinicas, con excepcién
del PFOA, que mostrd una asociacion marginalmente significativa con enfermedad

tiroidea autorreportada.

En la poblacién de estudio no se observo una asociacion clara entre disfunciones
tiroideas maternas y PFAS en embarazadas, a excepcion de un mayor riesgo de
patologias tiroideas autoinformadas asociado a la exposicion materna a PFOA y de
hipertiroidismo subclinico relacionado con PFHxS, ambas asociaciones siendo

marginalmente significativas.

El estudio presentd limitaciones debido al bajo tamafio muestral de madres con
alguna de las disfunciones tiroideas estudiadas (especialmente para el caso de
hipotiroidismo subclinico), a la dependencia de autorreportes de las embarazadas que
podrian introducir sesgos de memoria, y a que la clasificacidn de hiper- e hipotiroidismo
subclinico se baso en niveles hormonales medidos una sola vez. Respecto a las ventajas,
la existencia de pocos estudios sobre enfermedades tiroideas a la fecha y el ajuste por

una gran cantidad de covariables.

6.4. En relacion a los resultados del estudio sobre PFAS maternas y outcomes

neonatales en la cohorte INMA-Valencia.

El estudio realizado con la TSH neonatal fue posible solo para la cohorte INMA-
Valencia, encontrando concentraciones de contaminantes similares a las de las 3
cohortes en conjunto y correlaciones (todas positivas) entre ellos parecidas a las ya

comentadas.

No se encontrd una correlacion significativa entre la TSH neonatal y HT maternas,

a excepcion de una leve correlacion negativa entre FT4 y TSH materna.
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La tendencia vista en la revision bibliografica de una posible asociacién positiva
entre ciertas PFAS y la TSH neonatal, no se observd en este estudio, ya que en el caso
INMA la asociacion estadisticamente significativa encontrada fue negativa entre PFOA 'y
TSH neonatal. Dicha asociacién se observd especialmente en nifias, lo que podria indicar
una posible diferencia en el efecto segun el sexo, aunque la interaccion entre los PFAS y
el sexo no fue estadisticamente significativa. Los resultados en el analisis de sensibilidad
mostraron cierta robustez en los resultados. Ademas, el andlisis "multipollutant”
mediante BKMR no mostré asociaciones significativas entre la mezcla de PFAS y los

niveles de TSH neonatal.

Entre las limitaciones del estudio se incluyeron la Unica medicién de TSH, sin
contar con datos de T4 o T3, lo que limita la evaluacion completa de la funcién tiroidea.
Ademas, el tamafio muestral no fue muy grande, especialmente al desagregar por sexo,
lo cual redujo el poder estadistico. Respecto a las fortalezas, destacar la recoleccidon
prospectiva de datos, la consideracidn de covariables importantes y la baja pérdida de

tamafio muestral

Como conclusion final, podemos afirmar que los resultados de esta tesis
destacan la relevancia de los PFAS como un problema de salud publica debido a su
amplia presencia en el medio ambiente y la exposicidon generalizada de la poblacién.
Estos compuestos, conocidos como "forever chemicals"”, son altamente persistentes y
tienen el potencial de afectar incluso en pequenas concentraciones procesos bioldgicos
criticos, como la regulacion de las HT. Aunque la relacion entre la exposicién a PFAS y
alteraciones tiroideas durante las etapas tempranas de la vida muestra algunas
inconsistencias, los estudios revisados y los analisis realizados indican que las HT,
especialmente TSH y T4, pueden verse influenciadas por la presencia de estos
contaminantes. Estas hormonas son fundamentales durante el embarazo y la vida
temprana para el correcto desarrollo del sistema nervioso central y otros érganos vitales
del feto, nifio/a y adolescente, lo que subraya la importancia de evaluar el impacto de
los PFAS en estas etapas cruciales. A pesar de que los resultados no son concluyentes,
la evidencia actual sugiere que es necesario continuar investigando estas asociaciones
con enfoques mas robustos y longitudinales que permitan identificar periodos de mayor

vulnerabilidad, considerando las posibles variables de confusion y la heterogeneidad
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observada en los estudios previos. Este esfuerzo es fundamental para definir mejor los
riesgos y desarrollar politicas preventivas que minimicen la exposicion a estos
contaminantes en poblaciones especialmente sensibles, como mujeres embarazadas,

neonatos/as y nifios/as.
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Anexo I.

8. Anexo l. Declaracion PRISMA.

A continuacioén, se expone la lista de comprobacidn original de la Declaracion

PRISMA, utilizada para el disefio de la revision sistematica de esta tesis.

Table 1. Checklist of items to include when reporting a systematic review or meta-analysis.
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Section/Topic #  Checklist Item Page #
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METHODS

Protocol and registration 5 anmmmimm-mumum ddress), and, if available, providk
gi including registration b
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Risk of bias in individual 12 Dewcribe methods used for assessing risk of bias of individual studies (includi ifs of whether this was

studies donenmeimdyaoumk\no.mdhawﬂmmbmnumbeuwdmmdnav;mheus

Summary measures 13 State the principal summary measures (e.g, risk ratio, difference in means).

Synthesis of results 14 Dexcribe the methods of handling data and combining results of studies, if done, induding measures of
consistency (e.g., F) for esch meta-analysis.

Risk of bias across studies 15 Specify any assessment of risk of bias that may affect the shatie Ad (eg., pubb bias,

Additional analyses 16  Dewxcribe methods of additional analyses (e.g, sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if done,
indicating which were pre-specified.

RESULTS

Study selection 17 Give bers of studies d d for eligibility, and included in the review, with reasons for exclusions
at each stage, ideally with a flow diagram.

Study characteristics 18 For each study, present characteristics for which data were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up period)
and provide the citations.

Risk of bias within studies 19 Pteuntdmonriskdbusdrud’ultdylnd' ilable, any level (see tem 12).

Results of individual studies 20  For all dered (benefi uwmbmmwmmmmum
mm-‘lﬂﬂm i Is, ideally with a forest plot.

Synthesis of results n Present results of each meta-analysis done, including confidence intervals and measures of consistency.

Risk of bias across studies 22 Present results of any assessment of risk of bias across studies (see Item 15).

Additional analysis 23 Give results of additional analyses, if done (e.g. ity or subgroup analy meta-reg [see item 16]).

DISCUSSION

Summary of evidence 24 S ize the main findings induding the gth of evid for each main outcome; consider their
relevance to key groups (e.g., health care providers, users, and policy makers).

Limitations 25  Discuss mitations at study and level (e.g, risk of bias), and at review level (e.g. incomplete retrieval of

Conclusions 26  Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence, and implications for future
research.

FUNDING

Funding 27  Dewcribe sources of funding for the systematic review and other support (e.g. supply of data); role of funders for

the systematic review.

dot10.1371/journal pmed. 1000097 £001
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9. Anexo Il. Cadena de busqueda.

((perfluoroalkyl[All Fields] AND (compounds[All Fields] OR substances[All Fields])
OR PFOS[AIl Fields] OR PFOAJAII Fields] OR PFNA[AIl Fields] OR PFHxS[AIl Fields] OR
("perfluorooctane sulfonic acid"[Supplementary Concept] OR "perfluorooctane sulfonic
acid"[All Fields]) AND (("adolescent"[MeSH Terms] OR "adolescent"[All Fields]) OR
("child"[MeSH Terms] OR "child"[All Fields] OR "children"[All Fields]) OR "fetus"[MeSH
Terms] OR ("foetus"[All Fields] OR "fetus"[MeSH Terms] OR "fetus"[All Fields]) OR
("foetus"[All Fields] OR "fetus"[MeSH Terms] OR "fetus"[All Fields]) OR
("pregnancy"[MeSH Terms] OR "pregnancy"[All Fields]) OR ("gravidity"[MeSH Terms] OR

"gravidity"[All Fields] OR "pregnant"[All Fields]))
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10. Anexo lll. Items de la seccion Métodos de la Declaracion

Strobe.

Se anexa la seccién métodos original de la Declaracién Strobe (180), usada en

esta tesis para evaluar la calidad metodoldgica de los articulos incluidos en el apartado

de revision sistematica.

Section Methods — STROBE statement

Item Recommendation
Study design Present key elements of study design early in the paper.
Setting Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of recruitment, exposure,
follow-up, and data collection.
Participants (a) Cohort study. Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of
participants. Describe methods of follow-up.
Case-control study. Give the eligibility criteria, and the sources and methods of case
ascertainment and control selection. Give the rationale for the choice of cases and controls.
Cross-sectional study. Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of
participants.
(b) Cohort study. For matched studies, give matching criteria and number of exposed and
unexposed.
Case-control study. For matched studies, give matching criteria and the number of controls per
case.
Variables Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect modifiers. Give

diagnostic criteria, if applicable.

Data sources

For each variable of interest, give sources of data and details of methods of assessment

/measurement (measurement).

Describe comparability of assessment methods if there is more than one group.
Bias Describe any efforts to address potential sources of bias.
Study size Explain how the study size was arrived at.

Quantitative variables

Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable, describe which
groupings were chosen, and why.

Statistical methods

(a) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding.

(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions.

(c) Explain how missing data were addressed.

(d) Cohort study. If applicable, explain how loss to follow-up was addressed.

Case-control study. If applicable, explain how matching of cases and controls was addressed.

Cross-sectional study. If applicable, describe analytical methods taking account of sampling
strategy.

(e) Describe any sensitivity analyses.
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AMC
ATG
BKMR
BPA
BUPA
cc

cc

CM
cop
DDE
DE
eGFR
ETPA
FT3
FT4
FT4l
GAM
GLM
GPG
HCB
HDL
Hg
HT
IQR
IMC
imp
In
LOWESS
LD
LDL
LOD
LOQ
M
MEPA
n

NE
oC

Glosario

11. Glosario de abreviaturas.

Anticuerpo antimicrosomal
Anticuerpo antitiroglobulina
Regresion de maquina de nicleo bayesiano
Bisfenol A

Butilparaben

Casos y controles

Casos completos

Cohorte

Calidad metodoldgica

Contaminante organico persistente
1,1-bis-(4-clorofenil)-2,2-dicloroeteno
Desviacion estandar

Ratio estimado de filtracién glomerular
Etilparaben

Triyodotironina libre

Tiroxina libre

indice FT4

Modelo Aditivo Generalizado

Modelo lineal generalizado

Ganancia de peso gestacional
Hexaclorobenceno

Lipoproteina de alta densidad
Mercurio

Hormona tiroidea

Rango intercuartilico

indice de masa corporal

Imputado

Logaritmo natural transformado
Locally Weighted Scatterplot Smoothing
Limite de deteccidn

Lipoproteina de baja densidad

Limite de deteccidn

Limite de cuantificacion

Medio

Metilparaben

Tamafio de la muestra

No especificado

Organoclorado
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Glosario
OXBE Oxibenzona
P Prospectivo
PCB Bifenilo policlorado
PFAS Sustancias perfluoroalquiladas
PFHXS Perfluorohexano sulfonato
PFNA Acido perfluorononanoico
PFOA Acido perfluorooctanoico
PFOS Perfluorooctano sulfonato
PRPA Propilparaben
R Retrospectiva
SG Semanas gestacionales
T Transversal
TA Anticuerpo tiroideo
TgAb Anticuerpos tiroglobulina
TFG Tasa de filtrado glomerular
TPOAb Anticuerpo peroxidasa tiroidea
TRCS Triclosan
TSH Hormona estimulante de la tiroides
TT3 Triyodotironina total
T4 Tiroxina total
waQs Suma Cuantil Ponderada
zIMC Puntuacién z del IMC
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