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RESUMEN

Introduccién: Estudios toxicolégicos demuestran que la exposicion prenatal a bajas
concentraciones de arsénico inorganico produce efectos deletéreos en salud infantil. El
objetivo de este estudio fue evaluar la asociacién entre la exposicion prenatal a arsénico
inorganico y la concentracion de cortisol salival en una cohorte de infantes de Arica, Chile.

Métodos: Estudio de cohorte. La exposicién prenatal a arsénico inorganico fue medida en
una muestra de orina de la madre en el segundo trimestre de embarazo. El cortisol fue
medido entre los 18 y 24 meses en una muestra de saliva del infante. Para el analisis se
utilizaron modelos de regresion lineal multiple y sistemas de ecuaciones estructurales.

Resultados: El tercer cuartil de la concentracion urinaria de arsénico inorganico se asocio
con el logaritmo natural del cortisol salival en nifios con ingreso familiar de $400.000 CLP o
superior. Bajo el enfoque de ecuaciones estructurales, no se encontré efecto directo ni
indirecto del arsénico sobre el cortisol.

Conclusién: En los infantes con ingreso familiar de $ 400.000 CLP o mas, la exposiciéon a
arsénico explicod parte de la variabilidad del cortisol salival. Es relevante evaluar los efectos
crénicos de exposiciones a bajas o moderadas concentraciones, considerando una
exposicion temprana y persistente.



ABSTRACT

Introduction: Toxicological studies demonstrate that prenatal exposure to low concentrations
of inorganic arsenic produces health effect in children. The objective of this study was to
evaluate the association between prenatal exposure to inorganic arsenic and salivary cortisol
concentration in a cohort of infants from Arica, Chile.

Methods: Cohort study. Prenatal exposure to inorganic arsenic was measured in a sample of
the mother’s urine in the second trimester of pregnancy. Cortisol was measured between 18
and 24 months in a sample of infant’s saliva. For the analysis, multiple linear regression
models and systems of structural equations were used.

Results: The third quartile of the urinary concentration of inorganic arsenic was associated
with the natural logarithm of salivary cortisol in children with a family income of $ 400,000
CLP or higher. Under the structural equations approach, direct neither indirect inorganic
arsenic effects on salivary cortisol concentration were found.

Conclusion: In infants with income of $ 400,000 CLP or higher, exposure to arsenic
explained part of the variability of cortisol’s concentration. It is pertinent to do research about
the chronic effects of exposure to low or moderate concentrations of this pollutant.



INTRODUCCION

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la corteza terrestre y
actualmente encabeza la lista de sustancias prioritarias de la Agencia para Sustancias
Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR, por su sigla en inglés). Esta lista se
establece de acuerdo al riesgo que el contaminante representa para la salud humana y
ambiental tomando en cuenta la ubicuidad en el ambiente, la toxicidad y el potencial de
exposiciéon humana.

La utilizacién de agua contaminada con arsénico inorganico para consumo humano y
riego de cultivos, son las fuentes principales de exposiciéon y representan un desafio
permanente para la salud publica. Las exposiciones a concentraciones altas de este
metaloide se han asociado con mayor mortalidad (1) y enfermedades como cancer de piel,
vejiga, pulmoén, problemas cardiovasculares y alteraciones neurolédgicas (2-5). Sin embargo,
en la actualidad la preocupacion esta dirigida a estudiar los efectos producidos por
concentraciones bajas, cercanas a los valores de referencia sugeridos por agencias
internacionales como la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y organismos como la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Las normas actuales sostienen que el arsénico tiene un umbral bajo el cual su
exposicion es inocua respecto de efectos no cancerigenos. No obstante, estudios
toxicolégicos y epidemiolégicos muestran que la exposicion a bajas concentraciones tiene
efectos que contribuyen al desarrollo de patologias a largo plazo (6). Esto podria indicar que
una red causal comun subyace entre distintos efectos y que es posible evitar consecuencias
mas perniciosas estudiando los efectos de exposiciones de menor intensidad.

La dosis de referencia para evitar los efectos no cancerigenos del arsénico a través del
agua de consumo es de 0,3 ug/kg de peso diario (considerando un individuo de 55 kilos que
consume diariamente 4,5 litros de aguas), segun el Sistema Integrado de Informacién de
Riesgo de la Agencia de Proteccién Ambiental. No obstante, la exposicién a concentraciones
similares ha sido asociada con el desarrollo de cancer, efectos cardiovasculares y deterioro
de la salud mental en estudios previos (7-10).

El arsénico inorganico como disruptor endocrino inhibe la transcripcion de receptores
especificos, como receptores de hormonas sexuales y receptores de glucocorticoides a nivel
del sistema nervioso central. A dosis bajas es capaz de alterar la homeostasis endocrina,
facilitando el desarrollo de eventos como estrés, ansiedad o deterioro cognitivo. La etapa del
ciclo de vida en la que se produce la exposicion, la cuantia y el tiempo de duracién de ésta,
son factores que determinan la gravedad del efecto.

Estudios toxicoldgicos desarrollados en modelos murinos han permitido evaluar la
exposicion a bajas concentraciones de arsénico inorganico a través del agua de consumo y
su asociacion causal con efectos neuroendocrinos, especificamente con niveles aumentados
de corticosterona. Ratas expuestas durante la gestacion a una baja concentracion de
arsénico inorganico a través del agua de consumo, generan una descendencia de ratones
con mayores niveles de ansiedad y estrés (11). Esto indica que es biolégicamente factible



que el arsénico inorganico en bajas concentraciones actue como disruptor endocrino a
escala humana.

El cortisol, analogo de corticosterona en ratas, se ha convertido en una hormona
ampliamente estudiada en situaciones de estrés y actualmente es comun medirla en saliva,
dada su alta correlacion con el cortisol sérico. Corresponde al producto final de la accion del
eje hipétalamo-pituitaria-adrenal (HPA), encargado del manejo del estrés, y se ha estudiado
su asociacion con diversas enfermedades tales como depresion, hipertension arterial y
obesidad en adultos (12-17). Estos estudios muestran que las personas con peor estado de
salud presentan una concentracion de cortisol diferente respecto de sujetos sanos. En Chile
un estudio previo realizado el 2010, mostré que las personas con Enfermedad de Cushing,
presentaban niveles de cortisol salival aumentados respecto de participantes controles, y a
su vez éstos presentaban mayores niveles que pacientes con depresion (18). No obstante,
actualmente no existen estudios que utilicen el cortisol salival como un biomarcador de
efecto tras la exposicion a contaminantes ambientales como el arsénico (19).

Considerando la exposicion permanente a bajas concentraciones de arsénico
inorganico a través del agua de consumo, es necesaria mas evidencia que permita conocer
la relacion entre cortisol y el arsénico como un disruptor endocrino, en nifios expuestos
durante la gestacion (20).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Paradigma del valor umbral y efectos a bajas concentraciones de arsénico

La contaminacién del ecosistema afecta el desarrollo de la comunidad, acrecentando la
morbimortalidad asociada a polucién. Lo anterior involucra la gestion de politicas publicas
orientadas a resguardar el derecho a un ambiente saludable y prospero, lo que es
consistente con el discurso de la Organizacién Panamericana de Salud (OPS) y la
prevencion de riesgos modernos (21,22). Consecuentemente, las normas y regulaciones
actuales tanto nacionales como internacionales, se sustentan en la evaluacion de riesgo, un
proceso mediante el cual la informacion cientifica sobre los contaminantes (especialmente
productos quimicos) basada en estudios toxicologicos y epidemioldgicos, es recopilada y
analizada criticamente de modo de establecer los valores de referencia que minimicen el
riesgo de efectos adversos para la salud de la poblacion (2).

En salud ambiental, existen dos categorias de efectos: cancerigenos y no
cancerigenos. Para los efectos cancerigenos cada exposicidon aumenta el riesgo de sufrir el
evento y por lo tanto el riesgo de cancer es una funcién lineal de la exposicion. Sin embargo,
con respecto a los efectos no cancerigenos se establecen valores de referencia bajo los
cuales una exposicion determinada no produce efecto (6,23), lo que es consistente con lo
encontrado en diversos estudios que proponen distribuciones de probabilidad no lineales,
permitiendo establecer un valor umbral (24-26).

Paraddjicamente, se ha mostrado que la relacion lineal de dosis-respuesta no es
exclusiva de los estudios de efectos cancerigenos, sino que se repite en algunos efectos
endocrinos (27,28); los agentes que producen este efecto, son conocidos como disruptores
endocrinos y aunque los estudios realizados no son totalmente concluyentes, las curvas de
dosis-respuesta requieren de mayor estudio para poder precisar niveles de exposicion
seguros para la poblacion (29-31).

Los disruptores endocrinos, generalmente estan presentes en bajas concentraciones,
pero son persistentes en el ambiente ocasionando una gama de efectos adversos en
animales de muchas especies (32). Los metales pesados son reconocidos como disruptores
endocrinos (33), afectando funciones reproductivas e inmunitarias entre otras. Chile
naturalmente exhibe altas concentraciones de metales pesados principalmente en el norte
del pais, y la exposicion se acrecienta con la actividad minera. En la actualidad, parece ser
que los niveles de exposicién a arsénico cumplen con los valores de referencia sugeridos
internacionalmente, tanto en agua de consumo como en exposicion aire /ambiente (34).

En modelos con ratas, el mecanismo fisiopatolégico mediante el cual la exposicién a
bajas concentraciones de arsénico inorganico contribuye en la expresion de desordenes
endocrinos, se iniciaria a nivel intracelular produciendo una menor expresion de receptores
de glucocorticoides y consecuentemente una desregulacion del eje HPA. Esto genera un
aumento de la concentracion de corticosterona, glucocorticoide analogo al cortisol en
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humanos (11). Lo anterior hace biolégicamente plausible el estudio de cortisol como
biomarcador de efecto (19) tras la exposicion permanente a arsénico inorganico en
concentraciones cercanas al valor de la norma para calidad de agua de consumo.

A pesar de que existe evidencia sosteniendo el paradigma del valor umbral para los
efectos no cancerigenos del arsénico, trabajos como los de Cohen y cols., en el estudio de la
contaminacion del aire, indican que los efectos no cancerigenos comparten vias causales
con los efectos cancerigenos (35,36), por lo que la exposicion a bajas dosis de un
contaminante durante un tiempo prologando, podria presentar una relacion de dosis-
respuesta tipo lineal (37). Considerando los estudios toxicolégicos que destacan el efecto del
arsénico como disruptor endocrino, es relevante conocer si existe una funciéon de dosis-
respuesta lineal, sometiendo a juicio el paradigma del valor umbral para un efecto no
cancerigeno del arsénico.
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Contexto de estudio

Estudios previos realizados nuestro pais, indican que existe heterogeneidad con
respecto a la exposicion a arsénico via agua de consumo. Ferreccio y Sancha (38) en su
revisidn sobre la exposicion a arsénico y su impacto sobre la salud en nuestro pais, detallan
que la principal zona de exposicion es el norte, donde la poblacion afectada alcanza a un
12% del pais. Se han identificado concentraciones altas de arsénico inorganico en las
ciudades de Antofagasta, San Pedro, Tocopilla y Maria Elena alcanzando los niveles de
exposicion mas altos registrados en el pais durante el periodo comprendido entre los afios
1930 y los 1990 (14,39,40).

A pesar de que Arica se considerd una ciudad libre de exposicion a arsénico via agua
de consumo de acuerdo a su registro de aguas municipales con un promedio de
concentracion de arsénico de 0,01 mg/L, la concentracion reportada en los valles aledanos
de Lluta, Azapa y Camarones fluctuaba entre 0,02 a 5,1 mg/L, de acuerdo a los registros de
los afios 1930 a 1994 (41). Adicionalmente, en esta ciudad fueron internados cerca de
20.000 toneladas de residuos mineros los cuales exhibian altos niveles de metales de plomo
y arsénico entre otros metales. A lo anterior, se suma la contaminacion con polimetales
derivada del transporte de concentrados de minerales a través del ferrocarril desde Bolivia.
Ambas situaciones provocaron un dafo ambiental que aun requiere la vigilancia de las
autoridades sanitarias.

El depdsito de estos residuos en zonas que posteriormente fueron utilizadas en el
proceso de urbanizacion y crecimiento de la ciudad de Arica afectd la salud de la poblacion
residente. Actualmente tras la implementaciéon del “Programa Maestro de Intervencion de
Zonas en Presencia de Polimetales en Arica” (42) el cual representa una Ley vigente del
Estado (Ley N°20.590), se han establecido actividades para reparar el dafio ambiental, como
la limpieza de los sitios contaminados, la vigilancia de la exposicién de la poblacion, y la
provision de becas escolares. Actualmente, la contaminacién por arsénico parece ser baja de
acuerdo a estudios previos, pero la exposicion via agua de consumo es permanente por lo
que parece pertinente evaluar su efecto como disruptor endocrino (43).

En nuestro pais ya se han hecho estudios sobre la exposicién a arsénico y efectos
como mortalidad infantil, lesiones de piel, enfermedades respiratorias y cardiovasculares
(38); o efectos tipo cancer tales como: cancer de piel, cancer de rifién, cancer de higado,
cancer de pulmén y cancer vejiga, en ciudades como Antofagasta, Tocopilla y Calama. Sin
embargo, no hay estudios sobre efectos de exposiciones a dosis continuas, ocurridas en
periodos criticos como la gestacién, tales como las que experimentan las gestantes de la
ciudad de Arica.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1.  Arsénico: generalidades

La contaminacién por metales pesados, generalmente hace referencia a la
contaminacion por plomo, mercurio, cadmio y arsénico, entre otros elementos que no
necesariamente son de naturaleza metalica. El Arsénico (As), pese a que no es un metal
quimicamente puro, es considerado un metal pesado debido a su toxicidad. Por lo tanto, la
designacion de metal pesado hace referencia a la capacidad de generar dafo, mas que a
una caracteristica quimica (44).

El arsénico es un elemento quimico ubicuo (Figura 1), alcanzando el vigésimo lugar
dentro del ranking de abundancia en la corteza terrestre, el 14° lugar en agua de mary el 12°
lugar en el cuerpo humano (15). La especie mas perjudicial para la salud es el arsénico
inorganico, que se encuentra naturalmente en las aguas subterraneas de paises como:
China, Taiwan, India, Bangladesh, Tailandia, Argentina, Rumania, México y Chile (15).

La Agencia para Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR),
clasifica los productos quimicos de acuerdo al riesgo que representan para la salud publica
mediante un sistema de puntos escalonados basado en la frecuencia de aparicion, la
toxicidad y el potencial de exposicion humana. El arsénico encabeza este ranking (Tabla 1),
a pesar que este sistema no incluye la exposicion asociada a consumo de agua potable, a la
dieta, a la madera tratada con arsénico, a pesticidas arsenicales, o a remedios
homeopaticos. Por lo tanto, la amenaza para la salud humana es aun mayor que lo sugerido
por ATSDR (45).

El arsénico en el ambiente puede encontrarse en su forma organica y menos toxica,
unido a material organico del suelo o agua, pero principalmente se encuentra en estado
inorganico (iAs), principalmente en dos estados de oxidacién: arsénico inorganico trivalente
(iAs") y pentavalente (iAs’) siendo el segundo estado mas estable y menos téxico que el
trivalente (46).

El iAs ingresa al organismo por distintas vias, siendo la mas frecuente la via
digestiva. El metabolismo humano permite transformar el iAs" y el iAsY, en compuestos
metilados como el acido monometil-arsénico (MMA) y acido dimetil-arsinico (DMA) (Figura
2), con la participacion de enzimas como glutation reductasa (GSH), S-adenosil-metionina
(SAM) y la enzima arsénico metil-transferasa (45,47). Las especies de MMA y DMA se
encuentran en la orina de personas expuestas a arsénico organico e inorganico. Sin
embargo, ambas estan mas asociadas con la exposicion a iAs; especies conocidas como
arsenocolina y arsenobetaina, provenientes de la dieta, se asocian con el metabolismo del
As organico (48).
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Figura 1. Distribucién mundial de la contaminacion por arsénico segun Smedley, 2002.
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Fuente: Smedley et al. 2002. A review of the source, behaviour and distribution of arsenic in natural
waters (49).

Tabla 1. Lista de sustancias prioritarias, segun ATSDR 2013.

Ranking Producto quimico Puntaje
1 Arsénico 1670,4
2 Plomo 1529,2
3 Mercurio 1458,6
4 Cloruro de vinilo 1359,8
5 Bifenilos policlorados 1343,5
6 Benceno 1328,5
7 Cadmio 1318,7
8 Benzo(a)pireno 1304,7
9 Hidrocarbonos arométicos policiclicos 1279,7
10 Benzo(b)fluranteno 1251,2

Fuente: ATSDR. 2013. Lista de Substancias Prioritarias. Disponible en:
http://www.atsdr.cdc.gov/SPL/index.html (50)
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La toxicidad del iAs" y sus versiones metiladas MMA" y DMA"™ se debe
principalmente a la capacidad que tienen para unirse con grupos sulfhidrilo enzimaticos y con
ello generar especies radioactivas de oxigeno como iones de oxigeno, radicales libres y
peréxidos tanto inorganicos como organicos (51). Estudios experimentales con células
endoteliales intestinales han permitido observar que las especies trivalentes ingresan en
forma mas rapida que las versiones pentavalentes al ambiente intracelular, con un inmediato
estallido oxidativo (52). Dado esto, las versiones derivadas de arsénico trivalente son
consideradas mas téxicas que las pentavalentes.

La vida media del iAs en sangre es de 2 horas, mientras que sus metabolitos
metilados pueden permanecer entre 5 a 20 horas, haciendo que el iAs sea rapidamente
biotransformado y eliminado principalmente por via renal y una menor parte es eliminada por
via digestiva, piel y leche. En poblacién general la vida media de excrecion urinaria de
arsénico es de 3 a 5 dias (53). En orina de embarazadas, el metabolito arsenical que
predomina es el DMA, indicando un metabolismo de excrecidn acrecentado y por ende un
mecanismo de proteccion para la madre y el hijo (54).

Figura 2. Via de 6xido-reduccion del Arsénico inorganico segun Hayawaka, 2005.
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Fuente: Hayawaka et al. 2005. A new metabolic pathway of arsenite: arsenic—glutathione complexes
are substrates for human arsenic methyltransferase Cyt19 (55).

Es posible utilizar distintas matrices de acuerdo a las indicaciones de la ATSRD (56)
para evaluar la exposicion a arsénico. La matriz dependera de la via y periodo de exposicién
(57). Para evaluar la exposicién reciente a iAs por via oral, se utilizan muestras de orina. Las
muestras de sangre son mejores para exposicion reciente por via respiratoria. Pelo y ufias
son utiles para evaluar una exposicion cronica. Sin embargo, dosis bajas y moderadas son
determinadas con mayor fiabilidad en muestras de orina (58).
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Efectos cancerigenos, son estudiados segun modelos lineales de dosis-respuesta o
concentracién-respuesta, asumiendo que cualquier dosis tiene probabilidad de hacer el
evento estudiado. En el Integrated Risk Information System de la Agencia Americana de
Proteccion Ambiental (US-EPA) se indica que el nivel de riesgo de cancer asociado a una
exposicion diaria de 2 ug/L de iAs en agua de consumo es de 1 en 10.000 personas.
Organismos como la Agencia Internacional de Investigacion en Céncer de Francia (IARC,
por su sigla en inglés) y la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
(ATSDR) perteneciente al Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos,
coinciden en definir al iAs como un agente cancerigeno en humanos. Distintos niveles de
riesgo son definidos en base a la via de exposicion y condiciones del ambiente (Tabla 2).

Tabla 2. Riesgo para la Salud Infantil segun via de exposicion, EPA 2007.

Riesgo Medio de Especificacion’
Potencial exposicion
Alto Agua para Si las fuentes de agua potable son cercanas a zonas industriales mineras, la
beber contaminacion del agua para beber se hace mas probable y de alto riesgo para
los nifios.
Aguas Las aguas subterrdneas pueden estar contaminadas naturalmente. El
subterraneas problema se produce cuando las aguas subterrdneas contaminan el agua para
beber.
Suelo Los suelos de recintos como escuelas o0 parques representan una fuente de
exposicion, si son cercanos a zonas de industria minera.
Bajo Sedimentos Sedimentos acuaticos o en la tierra no representan gran peligro para los nifios

Aire ambiental

Aire dentro de
casa

Dieta

dada su baja concentracion de iAs.

El aire ambiental representa una fuente de contaminacién cuando existen
industrias cercanas que trabajen con iAs, y ademas la corriente de vientos
favorece la exposicién.

El aire dentro de las casas suele no estar contaminado con arsénico. Sin
embargo, pueden existir trazas provenientes de humo de tabaco.

Algunos pescados y moluscos marinos concentran preferentemente arsénico
organico. Sin embargo, trazas de iAs, también pueden ser encontradas y
consumidas a través de la dieta.

Fuente: EPA. 2007. Disponible en: https://archive.epa.gov/region5/teach/web/html/index.html

Para los efectos no cancerigenos del iAs, existen valores de referencia que se

sustentan en el paradigma del valor umbral. Con respecto a la dosis de referencia de iAs en
agua de consumo, segun el Integrated Risk Information System (IRIS) de la Environmental
Protection Agency (EPA) para una concentracion de 0,0003 mg por kg de peso, asumiendo
una ingesta de 4,5 litros de agua diaria, no existe evidencia de efectos adversos. Sin
embargo, modelos toxicologicos muestran efectos adversos en ratas expuestas entre 50 y
100 pg/L a través del agua de consumo (59).
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1.2.  Arsénico y sus efectos en salud

Los efectos que tiene el iAs sobre la salud, varian de acuerdo al tipo de exposicion,
aguda y crénica, la dosis y tiempo de exposicion (60). Las exposiciones agudas
generalmente corresponden a la ingestion accidental de altas dosis de pesticidas con iAs"":
se caracterizan por vomitos, diarrea y gastritis hemorragica conduciendo a un estado de
deshidratacién general. Los cuadros mas graves de este tipo de intoxicaciones conllevan
arritmia, insuficiencia hepatica y renal, alteracién de las funciones neurolégicas y en el peor

de los casos la muerte (34).

Las exposiciones cronicas ocurren principalmente a través de tres vias: respiratoria,
dérmica y digestiva, siendo la ultima la predominante. En lugares como Chile, Bangladesh,
Estados Unidos y Taiwan, los estudios muestran que concentraciones moderadas y altas de
iAs via agua de consumo, se asocian con altas tasas de lesiones dermatoldgicas, cancer de
piel, vejiga, rifidén, prostata, higado y pulmén (16,39,61). Zierold y cols. estudiaron la
exposicion a iAs via agua para consumo como factor de riesgo de enfermedades crénicas
tales como problemas circulatorios OR, = 2,64 (IC95% 1,17-5,95); hipertension OR, = 1,68
(IC95% 1,13-2,49); e infarto al miocardio OR, = 2,08 (IC95% 1,10-4,31) (62), encontrando
asociacion significativa. La asociacién con otras enfermedades cronicas como diabetes
mellitus, angina, enfermedad cardiaca, o infarto agudo al miocardio, ain no es concluyente
(62). No obstante, revisiones como las de Engel, Yoshida y Wang (17,63,64), documentan
los efectos cronicos del iAs sobre el sistema cardiovascular, coincidiendo en que la
exposicion a este contaminante es perjudicial.

A nivel del sistema nervioso, la exposicién a iAs en seres humanos se ha asociado con
efectos como: alteraciones de la audicion, memoria deteriorada, alteraciones en aprendizaje
y concentracion, coeficiente intelectual disminuido y alteraciones en patrones de memoria y
deéficit atencional (65). En paises como Bangladesh y Estados Unidos, se han reportado
prevalencias altas de cuadros depresivos. Personas expuestas a concentraciones
moderadas de arsénico (2 a 10 pg/L), tienen un riesgo mayor de desarrollar depresién OR,=
2,74 (1C95% 1,14-6,63), en comparacién con personas expuestas a concentraciones leves (<
2 pg/L) (66). De todos modos, estos estudios son de un nivel de evidencia bajo por tratarse
de estudios de corte transversal; es necesario realizar otro tipo de disefio para precisar estos
resultados.

1.3.  Arsénico y efectos durante el embarazo

Durante la gestacién los contaminantes ambientales pueden generar diversos efectos,
como abortos o problemas congénitos (54). En ambos casos, tanto para la salud de la madre
como la del hijo, el arsénico es perjudicial ya que es capaz de atravesar la barrera
placentaria; la exposicion de la madre tiene alta correlacion con la exposicion del hijo en
gestacion.
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En madres de Bangladesh, la exposicion a iAs via agua de consumo medida en una
muestra de orina se asocié positivamente con marcadores inflamatorios de la placenta tales
como 8-oxoguanina (8-oxo G) e interleucina-1B (IL-1B), durante la 30°"® semana gestacion.
La exposicion se asocid con marcadores como factor de necrosis tumoral-a (TNF) e
interferén-y cuando la medicion de exposicidn se realizdé en la 8" semana. Adicionalmente
citoquinas presentes en sangre de cordon umbilical (IL-1B, IL-8, IFN, TNF) mostraron
correlacion con arsénico urinario, en una medicién realizada en la semana numero 30 (67).

1]l \"

Dos grupos de ratas expuestas a concentraciones de 10 y 30 ug/L de iAs" y el iAs
durante el periodo gestacional, presentaron mayor diferencia en la acumulacion de
trimetilarsénico (TMA) tanto en higado como en cerebro. En ambos grupos, el TMA fue el
metabolito mas predominante. En el caso de las crias, la situacion fue similar con respecto al
TMA. Sin embargo, las crias también presentaron mayor acumulacién de DMA (similar a la
concentracion de acumulacién de TMA), con diferencias estadisticamente significativas en el
nivel de metabolizaciéon de DMA entre los distintos grupos de exposicién (68). Lo anterior
indica que a pesar que el nivel de exposicion de madre y nifio sea similar, los perfiles de
acumulacion, de excrecion son distintos y probablemente de efectos, es distinto.

En madres, los estudios coinciden en que la exposicion a iAs genera estrés oxidativo y
afecta diversas vias metabdlicas, como la formacién de hemoglobina o el metabolismo de los
azucares. Se ha establecido su asociacion con diabetes gestacional, encontrando que las
mujeres en el quintil mas alto de exposicion respecto de las menos expuestas (primer quintil
de exposicién a iAs), tenian 2,8 (IC95% 1,1-6,9) veces mas riesgo de tener un test de
tolerancia alterado (69), y anemia (70), ajustando por el efecto de la edad, raza, indice de
masa corporal previo al embarazo, uso de Medicaid y estado civil. Particularmente, en un
estudio realizado en embarazadas chilenas la anemia alcanzé una prevalencia del 49% en
mujeres expuestas a arsénico, versus mujeres no expuestas en quienes se determiné un
17% (70). Estas diferencias a pesar de ser estadisticamente significativas, requieren de mas
estudios que confirmen este hallazgo.

La exposicion a iAs durante el embarazo también ha sido asociada aborto y mortinato.
La exposicion a altas concentraciones de iAs (>200 pg/L) durante el embarazo via agua de
consumo se asocié con mayor riesgo de muerte fetal OR,= 6,07 (IC95% 1,54-24,0) (71).
Exposicion a concentraciones mas bajas de iAs (50 pg/L) aumento el riesgo de pérdida fetal
RR= 1,14 (IC95% 1,04-1,25) y mortalidad infantii RR= 1,17 (IC95% 1,03-1,32) (72); la
exposicion moderada y baja se ha asociado con bajo peso al nacer (73,74). El iAs medido en
muestras de pelo de embarazadas expuestas via agua de consumo se ha asociado
negativamente con el peso de nacimiento (B = -193,5 + 90,0 g, valor-p= 0,04). La edad
gestacional también se ha asociado negativamente con la exposicién a iAs via agua de
consumo. Mediciones de iAs urinario se han correlacionado negativamente con las semanas
de gestacion (3= -0,069 IC95% -0,13- -0,0043) (75). La tabla 3 resume los principales
efectos sobre la salud materno infantil que han sido estudiados previamente.
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Tabla 3. Efectos del iAs sobre la salud materno infantil.

Efecto en salud

Concentracion de
Exposicion

Medida de Asociacion

Referencias

Efectos
salud
infantil

Efectos
sobre la
madre

Aumento de
mortalidad infantil

Bajo peso al
nacer

Metilacion
alterada del ADN,
en regiones del
promotor tumoral,
en sangre de
cordén umbilical

Deterioro
neurolégico en
nifios

Aumento de
infecciones en
nifios

Intolerancia a la
glucosa en
embarazadas

Embarazadas con
concentraciones de
arsénico urinario entre
249 a 1253 ug/L
respecto de las con
<38 ug/L
Embarazadas con
concentraciones de
arsénico urinario
>=100 pg/L respecto
de las con <100 pg/L

Embarazadas
expuestas via agua de
consumo en el
segundo tercil de
exposicion a arsénico
en comparacion con el
primer tercil

Nifios con
concentraciones de
iAs urinario de 35 ug/L
(12-155) y 51 ug/L
(20-238) alos 1,5
afos y 5 afios,
respectivamente
Bebes en el quintil
mas alto de exposicion
(262-977 uglL)
respecto de los que
tuvieron una
exposicion en el quintil
més bajo (<39 pglL).
Mujeres en el cuartil
mas alto de exposicion
a iAs de acuerdo a la

concentracion en
sangre  (2,09-24,07
Mg/L) respecto de

mujeres expuestas a
concentraciones mas
bajas de iAs (0,23-
0,92 pglL)

HR=5,0 (IC 95% 1,4- 18)

& adj=-1,68 (EE=0,62; valor-
p=0,007)

B adj=1,1(IC 95% 0,17- 2,04,
valor-p=0,02)

En nifas, se asoci®6 una
concentracion de arsénico urinario
de 100 ug/L con una disminucion
de 1 a 3 puntos en la dimensidn
verbal y en la escala completa, de
inteligencia

El  RR para infecciones
respiratorias bajas fue de 1,69
(IC95% 1,36-2,09). Para diarrea el
RR fue de 1,20 (IC 95%: 1,01-
1,43).

Ajustando por edad, raza, nativo
americano, el indice de masa
corporal previo al embarazo, el
uso de Medicaid y el estado civil,
las mujeres en el cuartil mas alto
de exposicion a arsénico en
sangre tenian 2,8 veces mayor
chance de un test de tolerancia a
glucosa alterado que las mujeres
en el cuartli mas bajo de
exposicion (IC95% 1,1- 6,9)

Rahman et al.
2010 (76)

Rahman et al.
2009 (77)

Kile etal. 2012
(78)

Hamadani et al.
2011 (79)

Rahman et al.
2010 (80)

Ettinger et al.
2009

Fuente: Elaboracién propia.
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1.4. Disruptores endocrinos

El afio 2002 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) definié disruptor endocrino
como “una sustancia exdégena o una mezcla que altera las funciones del sistema endocrino y
en consecuencia causa efectos adversos a la salud en un organismo intacto, o su progenie,
0 (sub) poblaciones” (81). Dentro del grupo de disruptores endocrinos, se encuentran
contaminantes como diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus metabolitos; dioxinas, bisfenol A,
y los bifenilos policlorados (PCB); pesticidas como insecticidas clorados, imidazoles, y
triazoles; sustancias quimicas de uso comun en cosméticos, como ftalatos; y también los
metales pesados (33).

Los efectos de estos contaminantes, desde una perspectiva epigénetica, sugieren
que su presencia ejerce un mecanismo de activacién de metiltransferasas que metilan zonas
ricas en citosina del acido desoxirribonucleico (ADN) lo cual activa complejos proteicos que
remueven grupos acetilos del ADN, esenciales en el proceso de transcripcion (82). La
represion de la transcripcion, es decir de la transferencia de la informacion genética del ADN
al ARN, es una de las rutas consideradas dentro de los mecanismos epigenéticos que puede
afectar negativamente a la salud.

Se ha identificado que metales como cadmio, arsénico, niquel, cromo, y metilmercurio
producen cambios epigenéticos. Estos implica la metilacion del ADN, la modificacién de
histonas y de microARN (83). Estos contaminantes potencialmente alteran la sintesis de
proteinas, tales como receptores hormonales. El arsénico tiene accion sobre el hipotalamo
alterando la sintesis de los receptores de glucocorticoides que se encuentran ubicados en el
eje HPA. Esto implica alteraciones del metabolismo de hormonas sexuales y tiroideas, asi
como del metabolismo de las grasas. En la tabla 4 se muestran los efectos que tiene el
arsénico junto con otros metales, sobre distintas rutas endocrinas.

Tabla 4. Efecto del arsénico y otros metales como disruptores endocrinos.

Metal Efecto Mecanismo de accion

Arsénico  Alteracion de la transcripcion de los siguientes receptores: La estimulacién o inhibicién de
glucocorticoides  (GR),  mineralocorticoides  (MR), la actividad de transcripcion
progesterona (PR), andrégenos (AR), &cido retinoico  nuclear mediada por varios
(RAR), y la transcripcion mediada-TR (receptor de receptores de hormonas; Union
hormona tiroidea) a dosis bajas; Efecto estrogénico; a los receptores de estrogeno
Inhibicién del espermatogénesis

Cadmio  Alteraciones de los patrones de secrecion de hormonas Unibn a los receptores de
hipofisarias; La estimulacién de la sintesis de la estrogenos; La inhibicion de la
progesterona (dosis bajas); Inhibicion de la sintesis de la transcripcion del receptor de la
progesterona (dosis altas); Efecto estrogénico; Aumento lipoproteina de baja densidad

20



de parto prematuro; Bajo peso al nacer; El inicio temprano
de la pubertad

(LDL); Inhibicion del citocromo
Paso

Mercurio

Estimulaciéon de sintesis de progesterona; Reduccion de
niveles plasmaticos de testosterona y 17-beta-estradiol;
Reduccion de conteo y movilidad de espermatozoides;
Aumento de los niveles plasmaticos de tetrayodotironina (T4),
hormona tiroestimulante (TSH), estrégeno y estradiol

La induccién de la
deshidrogenasa 3 beta-
hidroxiesteroide; Inhibicion de la
yodotironina deiodinasa tipo |

Plomo

Alteraciones de la afinidad de los receptores de estrégeno y
la hormona luteinizante (LH); Accion en mdltiples sitios en el
eje hipotalamo-hipofisario-gonadal; Reducciéon de los
niveles séricos de factor de crecimiento tipo insulina (IGF-
1), LH, testosterona y estradiol; Alteraciones del inicio de la
pubertad; Alteraciones morfolégicas y funcionales de los
espermatozoides; Inhibicién sintesis de hormona del
crecimiento (GH)

Reduccién de la expresién de la
proteina  reguladora  aguda
esteroidogénica (StAR);
Inhibicién de la secrecion de LH;
Aumento de la peroxidacion de
lipidos en el plasma seminal;
Aumento de produccién de
especies reactivas de oxigeno
(ROS)

Manganeso

Aumento de los niveles séricos de LH, hormona foliculo
estimulante (FSH) y testosterona; La estimulacion del
espermatogénesis; La estimulacion de la secrecion de LH y

Activacion de la guanilato
ciclasa soluble (sGC) y del
sistema de cGMP-PKG

hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH); Inicio
temprano de la pubertad

Actividad antioxidante; Inhibicién
de la ADNasa

Zinc Estimulacion de espermatogénesis

Fuente: lavicoli et al. 2009. The Effects of Metals as Endocrine Disruptors (33).

La exposicion crénica al arsénico, en la forma predominante de arsenito (arsénico
inorganico trivalente) a través del agua de consumo, es un problema que afecta a diversos
paises en el mundo (84). Cambios epigenéticos podrian ser el antecedente de otras
enfermedades asociadas a la contaminacién con este metaloide (85). Durante los ultimos
afios ha aumentado la evidencia cientifica sobre los efectos del arsénico como disruptor
endocrino (11,86,87), en especial literatura relacionada con diabetes, y cancer. Los efectos
neuroendocrinos, relacionados con la sintesis de receptores de glucocorticoides (88),
representan un area de exploracién considerando los efectos no cancerigenos que pueden
producirse tras la exposicion a concentraciones bajas y moderadas de arseénico.

1.5.  Arsénico como disruptor endocrino del cortisol

Los modelos murinos utilizados en toxicologia han generado nuevo conocimiento
respecto de las consecuencias que tiene la exposicion a bajas concentraciones de iAs y los
efectos neuroendocrinos, que se producen en etapas tempranas tras la exposicién. Bajo
condiciones experimentales, se ha observado que la exposicion a arseniatos genera
aberraciones meioticas que impiden la implantacion y aumentan la apoptosis (89).

La exposicidon de las ratas embarazadas se realiza en condiciones controladas
considerando una exposicion continua desde el periodo previo a la fecundacion y durante
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toda la gestacion (11). En estos estudios experimentales se ha determinado que las ratas
expuestas a concentraciones moderadas de arsénico durante la vida intrauterina (0,05
mg/L), muestran niveles plasmaticos de corticosterona significativamente méas elevados que
ratas no expuestas (Grupo control = 50 ng/ml; grupo expuesto a arsénico = 120 ng/ml; valor-
p=0,03), junto con niveles de factor liberador de corticotropina hipotalamica mucho mas bajos
(Grupo control= 32 unidades de inmunoreactividad; grupo expuesto a arsénico= 22 unidades
de inmunoreactividad; valor-p<0,001). La concentracién de receptores de glucocorticoide en
regiones especificas del hipotdlamo es menor, con diferencias estadisticamente
significativas, respecto de las ratas no expuestas (11,90,91).

La activacién transcripcional de los receptores de glucocorticoides es acompafada por
cambios en las proteinas histonas H3 y H4, especificamente en la modificacion de zonas
post-transduccional (PTM) que resultan de la actividad enzimatica de 2 proteinas, conocidas
como GRIP1 y CARM1. En el estudio de Barr y cols. se observd que la exposicién a
concentraciones de iAs de 8 uM (599,37 ug/L) en cultivos celulares de adenocarcinoma,
producia menor expresion de los promotores de CARM1. La exposicion a iAs, facilitd la
metilacién y acetilacion de las histonas H3, lo que inhibié la transcripcion de CARM1 y
subsecuentemente del receptor de glucocorticoide. Por otro lado, GRIP1, no fue afectada por
la presencia del iAs, y su expresion fue capaz de revertir la supresién de CARM1 (85).

Lo anterior, sugiere una via causal a través de la que el iAs es capaz de alterar la
neuroarquitectura del feto. En una etapa inicial, la dehidroepiandrosterona (DHEAS),
producto principal de la corteza suprarrenal fetal, muestra un aumento progresivo con el
crecimiento de la corteza suprarrenal. En la gestacion temprana, a pesar de que existe
deficiencia de la enzima 3-B-hydroxysteroide dehydrogenasa (3R-HSD), la suprarrenal fetal
produce pequefias cantidades de cortisol que aumentan simultdneamente durante el ultimo
trimestre gracias a la accidon de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) placentaria, en
combinaciéon con otros factores tales como la hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa (CRH) placentaria y el estrogeno (92).

En modelos experimentales, el iAs es capaz de metilar regiones especificas del DNA,;
las ratas expuestas durante la gestacion son mas ansiosas y manejan las situaciones
estresantes deficientemente, debido a la alteracion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) (11,90,93). La exposicion a iAs altera la biosintesis de proteinas kinasas activadoras
de mitégeno (MAPK) y las kinasas reguladas por sefales extracelulares (EPK), involucradas
en procesos de aprendizaje y memoria, lo que a su vez es modulado por la sintesis de
receptores de glucocorticoides. Las ratas expuestas presentaron menor nivel de expresion
de los genes H-Ras (valor-p=0,0005) y de proteinas Raf-1 (valor-p=0,003) en comparacion
con los controles. Ambos genes corresponden a precursores que se encuentran en la region
“rio arriba” de la transcripcién de proteinas kinasas, fundamentales en la sintesis de
receptores de glucocorticoides (91).

En humanos, la exposicion a iAs favoreceria la expresién de alteraciones como:
autismo, déficit atencional, déficit de aprendizaje, ansiedad, depresién y agresividad en
etapas ulteriores (66). De todos modos, en pacientes con patologia mental, los mecanismos
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por los cuales se establece una patologia especifica tras la exposicion no han sido
completamente dilucidados y su estudio resulta interesante.

1.6.  Cortisol y factores asociados

En general, los glucocorticoides comparten una estructura quimica de 21 atomos de
carbono. Los que no poseen un radical hidroxilo en C-11 como la cortisona o la prednisona
son inactivos hasta que son hidroxilados en el higado a cortisol o a prednisolona
respectivamente (94). En seres humanos, el principal glucocorticoide es el cortisol el que es
secretado por la corteza suprarrenal y cuya regulacidn consta de tres sistemas
independientes pero interrelacionados:

- Un mecanismo de retroalimentacion negativo entre la hormona adrenocorticotropina
ACTH vy cortisol. Esta hormona es el unico regulador de glucocorticoides como el
cortisol y la aldosterona.

- Sefales provenientes del sistema nervioso central, mediadas por neurotransmisores
y que representan percepciones ambientales (como frio-calor, luz-oscuridad), o estrés
(dolor, ansiedad, etc.)

- Un ritmo horario conocido como ritmo circadiano.

La integracion de estos tres sistemas se realiza en el hipotalamo, donde las neuronas del
plexo venoso portal hipotalamico-hipofisiario sintetizan un péptido de 41 aminoacidos
denominado hormona liberadora de corticotropina (CRH).

En la adenohipdfisis, los corticotropos sintetizan y liberan ACTH en respuesta a CRH. La
ACTH, péptido de 39 aminoéacidos, al llegar a través de la circulacidon sanguinea a las
glandulas suprarrenales estimula las células de la zona fasciulata de la corteza. Estas
células, luego de 2 a 3 minutos sintetizan cortisol, el cual por via sanguinea inhibe a la ACTH
y CRH. Esta inhibicion de ACTH por cortisol tiene una modalidad inmediata que no depende
de la concentracién de cortisol, y una modalidad paulatina que si depende de la
concentracién de cortisol. La presencia del cortisol en los receptores de glucocorticoides
hipotalamicos e hipofisiarios, provoca la inhibicién de ACTH y CRH (95).

En la sangre, el 10,5% de cortisol esta en su forma no unida o biolégicamente activa. El
cortisol restante se une a las proteinas séricas (96). El cortisol libre, se libera a la saliva a
través de mecanismos intracelulares; en la saliva, la mayoria de cortisol permanece no unido
a proteina. Los niveles de cortisol salival no se ven afectados por la tasa de flujo salival y son
relativamente resistentes a la degradacion por enzimas (97). Estudios reportan
consistentemente altas correlaciones entre el cortisol en suero y el cortisol salival, lo que
indica que los niveles de cortisol salival estiman con fiabilidad los niveles de cortisol sérico
(98). La concentracién de cortisol salival varia levemente segun sexo y grupo etario. Pero las
variaciones mas importantes se identifican segun la hora de toma de muestra, lo que es
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consistente con el ritmo circadiano, en el cual la concentracién de cortisol matutino es mayor
que la vespertina (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de referencia de cortisol obtenidos en distintos grupos de sujetos.

Grupo N° de sujetos Rango AM (ug/dL) Rango PM (pg/dL)

Nifios 2,5 a 5,5 afos 112 0,034 - 0,645 0,053 - 0,607
Nifios 8 a 11 afios 285 0,084 - 0,839 ND-0,215
Adolescentes 12 a 18 afos 403 0,021 -0,883 ND - 0,259
Hombres de 21 a 30 26 0,112-0,743 ND - 0,308
Mujeres de 21 a 30 20 0,272 - 1,348 ND - 0,359
Hombres de 31 a 50 67 0,122 - 1,551 ND - 0,529
Mujeres de 31 a 50 31 0,094 - 1,515 ND - 0,181
Hombres de 51 a 70 28 0,112-0,812 ND - 0,228

Mujeres de 51 a 70 23 0,149-0,739 0,022 - 0,254
Todos los Adultos 192 0,094 - 1,551 ND - 0,359

Fuente: Salimetrics. 2016. Disponible en: https://www.salimetrics.com/assets/documents/1-3002.pdf.
*ND= No detectable

Normalmente el rango de valores de variacion del cortisol en adultos va desde los 6 a
23 pg/dL en una muestra matutina tomada entre 8 am a 12 pm. Estos valores van
disminuyendo paulatinamente con el transcurso del dia, alcanzando un rango que varia entre
5 a 15 pg/dL entre 12 pm y 8 pm y llegando a concentraciones no detectables durante la
noche. Este ciclo ocurre naturalmente en adultos. Luego de despertar y con el transcurrir de
las horas de la mafiana debido a la necesidad de incorporar fuentes de energia, el cortisol
comienza a disminuir; durante la tarde se ha visto que aumenta levemente, pero no en las
cantidades matutinas hasta que declina casi totalmente durante la noche (99). Este ritmo
esta relacionado con la secrecién de ACTH, secretada en la parte anterior de la glandula
pituitaria y que tiene su accion en la corteza adrenal (100).

En el recién nacido, tanto el cortisol como sus precursores disminuyen,
especialmente en prematuros. A nivel suprarrenal, la sensibilidad de la corteza suprarrenal a
la ACTH puede ser reducida en neonatos regularizandose con el tiempo. Adicionalmente
varias enzimas esteroidogénicas importantes que participan en la sintesis de cortisol, son
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relativamente deficientes en recién nacidos. Esto conduce a un aumento de los niveles de
precursores esteroidales y niveles de cortisol (92). Por lo tanto, en nifios recién nacidos el
ritmo circadiano no muestra el ritmo circadiano descrito y se considera como inmaduro.
Algunos autores han mencionado que el ritmo circadiano es adquirido durante los primeros 5
meses de vida, mientras otros argumentan que los nifilos pueden demorar hasta 18 meses
en adquirir el ritmo caracteristico de un adulto.

En adultos la variabilidad puede explicarse por distintos factores tales como: el abuso
emocional, el estrés en los primeros afios de vida, el abandono emocional, el abandono, el
abuso fisico, la pérdida de los padres, la negligencia fisica, el abuso sexual y las
experiencias traumaticas en general (101). Cada uno de estos estresores tiene un impacto
distinto sobre el nivel de cortisol y de ACTH, lo que adicionalmente podria variar segun el
sexo (Tabla 6). Particularmente en las mujeres, el efecto de distintos estresores durante la
vida provoca una disminucion en el nivel de cortisol lo que sugiere que el estrés cronico
provoca disminucién en la actividad del eje HPA. Contrariamente en los hombres con
depresién y que han sufrido estrés durante los primeros afios de vida, los niveles de cortisol
tienden a estar aumentados.

Tabla 6. Ejemplo de alteracion del nivel de cortisol, segun distintos agentes de stress.

Estresor Cambios en el nivel de cortisol
EA, PA, AS, EN, PN Tendencia de los individuos con ELS a presentar cortisol | .
EA, PA, AS, EN, PN | El cortisol en individuos con EA.
EA, PA, AS, EN, PN El cortisol y ACTH | en las mujeres con ELS.
EA, PA, AS, TEG El cortisol y ACTH 1 en hombres con depresion y ELS.
PL, EA, PA, AS, EM, PN El cortisol 1 en los hombres con la pérdida de los padres. No hubo
influencia sobre los niveles de ACTH.
EA, PA, AS, EM No hubo influencia de ELS en el eje en respuesta a la prueba.
EA, PA, AS, TEG El cortisol y ACTH | en mujeres con depresion y ELS.
EA, PA,AS, N No hubo influencias de ELS en el eje en respuesta a las pruebas.
EA, PA,AS, N No hubo influencia de ELS en el eje en respuesta a la prueba.

Fuente: Baes et al. 2012. Review. Assessment of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis activity:
glucocorticoid receptor and mineralocorticoid receptor function in depression with early life stress — a
systematic review (101).

EA, el abuso emocional; ELS, el estrés primeros afios de vida; EN, abandono emocional; N, el
abandono; PA, el abuso fisico; PL, la pérdida de los padres; PN, negligencia fisica; AS, el abuso
sexual; TEG, experiencias traumaticas general.
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La variabilidad en nifios, parece ser mayor a la exhibida en adultos de diversos
grupos etarios, como se muestra en la tabla 5 (102-104). Genéricamente podrian definirse
tres grandes grupos de factores que afectan el cortisol en nifios: factores de la muestra,
caracteristicas sociodemograficas y habitos de los padres, y estados de salud de la madre
(105). Con respecto a los determinantes de la muestra, éstos estan asociados al ritmo
circadiano anteriormente mencionado, es decir la hora de la toma de muestra, la forma que
se toma la muestra y la edad del nifio.

El sexo no parece estar relacionados con los niveles de cortisol, aunque en algunos
trabajos se sefiala que las mujeres tienen niveles levemente aumentados respecto de los
hombres, al igual que los ancianos parecen tener niveles relativamente mas bajos
comparados con los jovenes (105-108). Con respecto a la posicidén socioecondémica, existen
diversos estudios que indican que una posicion desventajada condice un patron aumentado
de los niveles de cortisol (109,110). Esto ultimo puede también estar asociado con
condiciones de trabajo deficitarias, situaciones de estrés permanentes o cronicas.

A pesar de que las madres consumidoras de tabaco no tienen hijos con niveles de
cortisol salival distintos a los hijos de madres no expuestas a tabaco (111,112), otros
estudios establecen asociacion entre el consumo de tabaco del adulto y el nivel de cortisol
del nifio (113). Con respecto al consumo de alcohol y drogas, ambos atributos se relacionan
con el nivel de cortisol de los nifios; no obstante, es importante mencionar que los nifios
evaluados eran sometidos a constantes situaciones de estrés (114). En nifios, cuyas madres
han sido expuestas a condiciones de maltrato o que presentan depresidn, los niveles de
cortisol han sido ligeramente mas altos respecto de nifios de madres no expuestas y
emocionalmente saludables (115-117).

1.7.  Relacién entre cortisol y a-amilasa

En el estudio del estrés, se ha hecho comun la medicién de cortisol salival junto con
ACTH sérica, como biomarcadores de la actividad del eje HPA. Sin embargo, es necesario
complementar estos analisis con otras mediciones involucradas en la psicobiologia del estrés
(118). Una via complementaria, esta basada en el estudio del sistema nervioso simpatico y la
medicion de catecolaminas, por ejemplo norepinefrina (119). No obstante, la medicion de
cualquier biomarcador en una muestra de sangre puede sesgar el resultado dado el estrés
que conlleva la puncién. Para superar este problema, la activacion del sistema nervioso, es
decir el estrés agudo, puede ser medido con precision a traves de la a-amilasa, la enzima
mas abundante a nivel salival en seres humanos.

Esta es una enzima digestiva que descompone el almidén de la dieta, y se hipotetiza
que juega un papel clave en el establecimiento y mantenimiento de la microflora oral para
formar placas dentales (120). La secrecion de a-amilasa se produce en las glandulas
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salivales, tras estimulos nerviosos que han mostrado un alto correlato con la actividad
simpatica en condiciones de estrés.

Estudios en humanos muestran que los niveles de a-amilasa en saliva aumentan bajo
una variedad condiciones de estrés (fisico y psicologico), por lo que podria ser utilizado
como un biomarcador de estrés agudo. Curiosamente, se muestra que los niveles de cortisol
a menudo no se correlacionan con la a-amilasa durante el estrés agudo (121), lo que sugiere
que ambos biomarcadores responden a distintos estimulos y varian segun el estresor sea
agudo o cronico. La tabla 7 muestra los valores de referencia para a-amilasa en saliva.

Tabla 7. Valores de referencia para a-amilasa salival en un grupo de adultos.

Grupo N° de Sujetos Media de a-amilasa (U/ml) Rango de referencia

Adultos 75 92,4 3,1-4231

Fuente: Salimetrics. 2016. Disponible en https://www.salimetrics.com/assets/documents/1-1902.pdf

Por otro lado, la a-amilasa no ha sido tan estudiada como el cortisol como
biomarcador de enfermedades. En ese contexto, los estudios han mostrado que el cortisol se
mantiene aumentado en adultos con estados morbidos tales como: inmunosupresion,
obesidad, enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus y osteoporosis (122-126). Dicho lo
anterior, se hace relevante indagar uno de los mecanismos toxicologicos mediante el cual el
cortisol puede verse alterado en etapas iniciales de la vida tras la exposicion a
contaminantes como el iAs sin generar aumento o cambios en la actividad de a-amilasa.
(127-130).

1.8.  Limitaciones del uso de evidencia toxicolégica

Gran parte de la evidencia que sustenta las regulaciones, proviene de estudios
toxicolégicos, lo que implica el desarrollo de experimentos en condiciones controladas y en
modelos animales. A pesar que estos experimentos permiten estudiar causalidad y las vias
involucradas, existe controversia respecto de la extrapolacion de estudios en modelos
animales a escala humana. Uno de los aspectos considerados, es el tema de la
dosis/respuesta (131).

Cada nivel de organizacién, desde lo molecular hasta los organismos superiores,
define una respuesta distinta frente a una determinada dosis. Por lo tanto, la métrica usada a
nivel de cultivos celulares o en modelos animales, en ocasiones pareciera no ser
extrapolable a humanos. Distintos niveles de organizacion expuestos a una misma dosis,
exhiben distinta toxicodinamia, lo que implica distintos resultados.
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Otro aspecto a considerar es la exposicion a mezclas. La evidencia toxicologica a
menudo pretende verificar causalidad modificando sélo un factor y manteniendo el resto del
sistema experimental estable. Los seres humanos se encuentran expuestos a mezclas de
factores ambientales, lo que puede influir en la respuesta (132). El efecto de la mezcla
probablemente no es la sumatoria del efecto que cada uno de los elementos tiene (133).
Asumir el efecto aditivo entre las sustancias podria conllevar a una subestimacion del riesgo.

1.9. Modelo conceptual de estudio entre arsénico inorganico y cortisol salival

En el estudio del iAs como disruptor endocrino del cortisol, se propone como modelo
tedrico el siguiente grafo aciclico dirigido (GAD) (Figura 3). En él se incorporan variables del
contexto, asi como variables del embarazo que pueden afectar el nivel del cortisol en el nifio
de acuerdo a la evidencia presentada en este documento.

De acuerdo al GAD, el estrés durante el embarazo o actual de la madre y el
diagnostico de depresion, son variables que se relacionan directamente con el cortisol del
infante. Estas variables a su vez, se relacionan con el estatus socioeconémico; estas 4
variables son los nodos de ajuste para evitar confusién. Bajo el enfoque estadistico
tradicional, el ingreso familiar fue utilizado como sustituto de estatus socioeconémico y bajo
el enfoque de sistema de ecuaciones estructurales, el estatus socioeconémico se considerd
como una variable latente cuya variabilidad se explica a través de la educacion, la etnia, el
ingreso y la ocupacion.

Figura 3. Grafo Aciclico Dirigido (GAD) para el estudio de Cortisol en nifios tras la exposicion

intrauterina a iAs.
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CAPITULO 2. PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

2.1. Pregunta de Investigacion

¢Existe asociacion entre la exposicion prenatal a arsénico inorganico y la
concentracion de cortisol salival, en infantes entre 18 y 24 meses?

2.2. Hipotesis

En este estudio epidemioldgico se plantea la siguiente hipétesis: “infantes entre
18 y 24 meses expuestos durante la gestacion a arsénico inorganico, presentan
concentraciones mas altas de cortisol salival”.

La plausibilidad biologica de esta hipotesis se basa en los estudios toxicoldgicos
que han mostrado que ratas gestantes expuestas a arsénico inorganico a través del
agua de consumo, tienen crias con menor expresion de los receptores de
glucocorticoides a nivel del hipotalamo y con esto, concentraciones mas altas de
corticosterona.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo General

Evaluar la asociacién entre la exposicién prenatal a arsénico y la concentracién

de cortisol salival, en infantes de la comuna de Arica.

3.2.

Objetivos Especificos

Determinar la concentracion de cortisol salival en nifios entre 18 y 24 meses
de la comuna de Arica.

Caracterizar la concentracion de arsénico inorganico en la orina y la
concentracion de cortisol salival de acuerdo a las caracteristicas socio
demogréficas de la muestra.

Identificar variables asociadas con la concentracién de cortisol salival en el
nifo.

Estimar la asociacion entre la exposicion a arsénico inorganico durante la
etapa prenatal y la concentracion de cortisol salival en el nifio, ajustando por
variables de confusion.

Comparar la estimacion de la asociacion entre arsénico inorganico prenatal
y cortisol salival, segun el enfoque estadistico clasico y sistema de
ecuaciones estructurales.
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CAPITULO 4. DISENO METODOLOGICO

4.1. Diseno de Estudio

Cohorte de embarazadas participantes del estudio marco FONDECYT N°
11121672 “Exposicion pre y post natal a humo de tabaco ambiental y arsénico y su
relacion con el desarrollo infantil: Estudio de cohorte en infantes de Arica”.

4.2. Poblacién y Muestra
Poblacién

Esta muestra representa a la poblacion de infantes, hijos de las madres
usuarias de los servicios de atencion de salud publica de la ciudad de Arica. El
reclutamiento del proyecto marco se realizé el afio 2013, invitando a participar a las
embarazadas atendidas en los 5 Centros de Salud Familiar (CESFAM) de la ciudad de
Arica.

Arica tenia una poblacion estimada para el afio 2015 de 176.067 habitantes,
con una proyeccion de poblacion total femenina de 92.396 para el mismo afio. Se
estim6 que durante el quinquenio 2010 a 2015 la Tasa Bruta de Nacimientos (TBN)
seria de 14,51/100.000 habitantes, con una Tasa Global del Fecundidad (TGF) de 1,89
por cada mujer en etapa fértil (15). En el registro de egresos hospitalarios del afio 2011
se indico que el numero de embarazos, parto y puerperio para la modalidad de
atencion institucional fue de 2.902 en la Regiéon de Arica y Parinacota, con una
estimacion del numero de nacidos vivos totales de 3.559 (134). Considerando que gran
parte de los partos de la Region de Arica y Parinacota se atienden en el sector publico,
la muestra de embarazadas recogida desde los 5 CESFAM de la ciudad de Arica:
Amador Neghme, Sapunar, Punta Norte, Iris Veliz, Bertin Soto y René Garcia, se
considerd representativa.

Disefio de muestreo

El marco muestral se construyd con los registros de las pacientes que
demandaban atencién obstétrica para el cuidado de su embarazo en los centros de
salud familiar de la red de atencion publica. Se invitd a participar a mujeres entre 18 y
40 afos con fecha de ultima regla entre noviembre del 2012 y mayo del 2013,
alcanzado a reclutar a 257 voluntarias. No fueron usados métodos probabilisticos para
la seleccion de la muestra.
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Reclutamiento

Las mujeres registradas en los 5 CESFAM fueron 538. De éstas 132 no
pudieron ser visitadas en sus domicilios, dado que la direccion no correspondia o
simplemente ya no vivian ahi; 115 se desconoce la razén por la cual no participaron y
32 no aceptaron participar. Doscientas cincuenta y siete embarazadas cumplieron con
los criterios de inclusién y aceptaron participar durante la visita domiciliaria.

Las mujeres reclutadas en la cohorte fueron 242, ya que las 15 restantes no
entregaron la muestra de orina. En esa visita, adicionalmente se aplicaron
cuestionarios para recolectar antecedentes de la madre, informacion sobre fuentes de
exposicion, historia de exposicion, condiciones del hogar y otras variables relevantes
para el estudio marco. La informacion de exposicién a iAs, el dato del ingreso familiar,
origen étnico de la madre, escolaridad de la madre, tipo de agua para beber y para
cocinar fueron utilizados desde el estudio marco.

Seguimiento

Durante el primer afio postparto, entre los 3 a 10 meses, las mujeres fueron
contactadas nuevamente, a fin de disminuir las pérdidas en el seguimiento y para la
recoleccién de nuevos datos. Estos datos fueron recogidos en el contexto de la unidad
de investigacion “Exposicidn prenatal a arsénico inorganico y sintomas de Depresién
Postparto”, desarrollada como estudio preliminar a esta tesis. De dicho estudio se
utilizaron los datos de: depresion de la madre; situaciones cronicas que generaban
estrés en la madre, y habitos en la madre (alcohol, drogas, tabaco) y la familia. El
cortisol salival del nifio fue medido entre los 18 y 24 meses junto con informacién
relevante en la toma de muestra (Figura 4).
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Figura 4. Flujograma

Recoleccion de datos
sociodemogrdficos y muestras de
orinas para la medicion de arsénico

242 embarazadas dieron una muestra de orina
Cohorte Original, 2013

Durante el ler afio de seguimiento ocurrieron 3 mortinatos y
— 30 pérdidas:
-3 rechazaron participar
-10 se mudaron de ciudad
-17 no pudieron ser contactadas en sus domicilios (después
de al menos 3 visitas domiciliarias)

h 4
209 pares madre-hijo al final del ler afio de seguimiento, abril de
2015
> 41 pérdidas durante el 2do afio de seguimiento; no pudieron
ser contactadas en sus domicilios (después de al menos 3
visitas domiciliarias)
A 4

168 infantes entre 18 y 24 meses entregaron muestra de saliva, 2015

Muestra

Con una muestra de 168 participantes, el error estimado para el coeficiente
de regresion lineal del arsénico inorganico fue de 0,113 (Tabla 8) y el poder
estadistico post-hoc fue de 0,701.

El poder estadistico y error del estimador se han estimado considerando como
peor escenario tener un modelo muiltiple de 5 variables, cuyo R? ajustado es 0,06, con
una variabilidad explicada por el iAs prenatal de 0,03, y con una confianza de que el
error no es mayor al estimado del 80% (135).
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Tabla 8. Estimacion del error del coeficiente de regresion lineal del arsénico inorganico.

Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3 Escenario 4 Escenario 5

N 168 168 168 168 168
Variables del 5 5 5 5 5
modelo

R? ajustado del 0,45 0,30 0,20 0,10 0,06
modelo multiple

R? del iAs 0,15 0,10 0,10 0,05 0,03
prenatal

Confianza 80 80 80 80 80
Error del 0,121 0,132 0,141 0,146 0,113
estimador

4.3. Variables
4.3.1. Variable de exposicion

La exposicion a arsénico inorganico, fue operacionalizada como concentracion
total de arsénico inorganico urinario (ug/L), medida en escala continua.

La muestra de orina fue recogida por personal capacitado de acuerdo al
protocolo estandarizado de obtencién de muestras (Protocolo especifico, descrito en el
proyecto FONDECYT Nro.11121672). A las mujeres que aceptaron participar en el
estudio marco se les solicitd una muestra de la primera orina de la mafiana para la
determinacion de arsénico inorganico en una visita realizada durante el segundo
trimestre de gestacion. Para ello, el personal de campo les entregd un frasco, asi como
las instrucciones para que las muestras fueran tomadas por las propias mujeres. Luego
de su recoleccion, el frasco se rotuld, almacend en una bolsa hermética y luego se
congeld hasta que fue enviada al laboratorio para su analisis. El transporte se efectué
segun las recomendaciones del manual de bioseguridad para transporte de material
bioldgico.

El analisis de las muestras se realizé en un laboratorio internacional acreditado, y
la técnica utilizada para la medicién de iAs urinario fue la cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada con espectrometria de masas (HPLC-MS). Se determinaron las
concentraciones de las especies metiladas: DMA y MMA, y las trazas de arsénico
inorganico trivalente (iAs") y pentavalente (iAs"). El arsénico inorganico total urinario se
obtuvo mediante la suma de las fracciones y mostr6 amplia variabilidad
(Mediana=14,8; Rango= 2-69,2 ug/L). Estos datos fueron recolectados entre junio y
octubre de 2013.
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4.3.2. Variable resultado

La concentracion de cortisol salival del infante fue medida en escala continua en
pg/dL entre los 18 a 24 meses. Se considerd este rango ya que, de acuerdo a lo
sefalado en el marco tedrico, el ritmo circadiano de esta hormona estaria estabilizado.

Para la recoleccidon y transporte de muestra, personal previamente entrenado
sigui6 las instrucciones del manufacturador Salimetrics y Fermelo. (Anexo 1). Esta fue
efectuada en el domicilio del nifio/a participante, durante la jornada de la manana (dado
que durante la mafana se presenta la concentracién mas alta de cortisol en saliva).
Previamente se realizé un contacto telefénico, donde se coordiné la visita para la toma
de muestra y se entrego informacion sobre este examen (Anexo 1).

La determinacion de cortisol se realizé mediante la técnica inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA, de su sigla en inglés), mediante el uso del kit Expanded
Range High Sensitivity SALIVARY CORTISOL, del manufacturador Salimetrics. El
protocolo abreviado de la técnica de ejecucion se detalla en el Anexo 3. El analisis de
las muestras piloto fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Bernardo O’Higgins (Santiago, Chile). El limite de deteccién reportado por el
manufacturador es de 0,007 ug/dL con un coeficiente de variacion del 3 al 11%.

El rango de valores de cortisol salival en niflos menores de 2 afios no esta
claramente establecido. Los valores descritos en nifios entre 3 a 5,5 afios (n=112)
varian entre 0,034 y 0,645 pg/dL, segun lo indicado por el manufacturador. Un estudio
realizado en poblacién chilena adulta muestra que el cortisol salival varia desde 0,1 a
3,3 ug/dL (18).

Dada la falta de evidencia respecto de la variabilidad del cortisol salival en
infantes, se realizd un estudio piloto cuyo objetivo fue conocer la variabilidad del
cortisol salival, la reproducibilidad de la toma de muestra y la reproducibilidad de la
técnica analitica (Anexo 6).

Los resultados obtenidos en el estudio piloto mostraron que el rango de cortisol
salival en nifios entre 18 y 24 meses variaba entre 0,073 y 0,266 ug/dL, con una
distribucién asimétrica y una mediana de 0,15 ug/dL. Respecto de la reproducibilidad,
los duplicados de toma de muestra tuvieron una concordancia (rho) de 0,73 y los
duplicados de técnica analitica tuvieron una concordancia de 0,96.
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4.3.3. Covariables

Las covariables utilizadas provienen de tres fuentes: (1) el estudio marco, (2) la
unidad de investigacion “Exposicién prenatal a arsénico inorganico y sintomas de
Depresion Postparto”, realizada como estudio preliminar al proyecto de tesis y (3) el
registro de datos recolectados como parte de la Tesis Doctoral al momento de la toma
de muestra de saliva en los infantes y sus madres. Las variables, asi como la
operacionalizacién y la fuente de informacion se describen con mas detalle en la Tabla

9.

Tabla 9. Descripcion, operacionalizacion y fuente de informacion de las variables
utilizadas en el estudio “Exposicién prenatal a bajas concentraciones de arsénico
inorganico y su asociacién con cortisol salival en infantes de Arica, Chile”.

Fuente de Informacion

Variables
usadas

Operacionalizacion
de la variable

Comentario

VARIABLE DE EXPOSICION

Estudio Marco FONDECYT
N° 11121672: “Exposicion
pre y post natal a humo de
tabaco ambiental y
arsénico y su relacién con
el desarrollo infantil:
Estudio de cohorte en
infantes de Arica”.
Investigador Responsable:
V. Iglesias

Concentraciéon
Prenatal de
Arsénico
Inorganico
Urinario

Escala continua en
Mo/L

La variable fue medida
durante el 2do trimestre
de embarazo con una
muestra de la madre

VARIABLE RESULTADO

Tesis doctoral: “Exposicion
prenatal a bajas
concentraciones de
arsénico inorganico y su
asociacion con cortisol
salival en infantes de Arica,
Chile”

Investigador Responsable:
M. Valdés

Cortisol salival

Escala continua en
pg/dL

La variable fue medida
durante la manana en
nifos de 18 a 24 meses.

COVARIABLES

Estudio Marco FONDECYT
N° 11121672: “Exposicion
pre y post natal a humo de
tabaco ambiental y
arsénico y su relacién con
el desarrollo infantil:
Estudio de cohorte en
infantes de Arica”.
Investigador Responsable:

Ingreso
promedio hogar

Escala Ordinal
(<$200000;$201000-
$400000;$400001-
$600000;$600001-
$800000; >$800000)

Variable registrada al
momento de toma de
muestra de orina

Escolaridad de
la madre

Escala continua en
anos de escolaridad

Variable registrada al
momento de toma de
muestra de orina

Origen étnico de

Escala Nominal

Variable registrada al
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V. Iglesias

la madre

(Caucasico-
amerindio; Aymara;
Otro)

momento de toma de
muestra de orina

Tipo de agua de
beber

Escala dicotomica
(0:embotellada/1:pot
able)

Variable registrada al
momento de toma de
muestra de orina

Tipo de agua de
cocinar

Escala dicotomica
(0:embotellada/1:pot
able)

Variable registrada al
momento de toma de
muestra de orina

Unidad de Investigacion:
“Exposicidn prenatal a
arsénico inorganico y
sintomas de Depresion
Postparto”.

Investigador Responsable:
M. Valdés

Consumo de
alcohol durante
el embarazo

Escala dicotémica
(0/1)

Variable registrada al afio
postparto en visita
domiciliaria

Consumo de
drogas durante

Escala dicotémica
(0/1)

Variable registrada al afio
postparto en visita

el embarazo domiciliaria

Exposicién a Escala dicotomica Variable registrada al afio
tabaco durante (0/1) postparto en visita

el embarazo domiciliaria

Depresioén de la
madre
diagnosticada
por médica

Escala Dicotdmica
(Sin sintomas DPP;
con sintomas de
DPP)

Variable registrada al afio
postparto en visita
domiciliaria

Comportamiento
del nifio

Escala Dicotomica
(Muy tranquilo o
Tranquilo; Inquieto o
muy inquieto)

Variable registrada al afio
postparto en visita
domiciliaria

Tesis doctoral: “Exposicion
prenatal a bajas
concentraciones de
arsénico inorganico y su
asociacion con cortisol
salival en infantes de Arica,
Chile”

Investigador Responsable:
M. Valdés

Situaciones Escala dicotomica Variable registrada en el

estresantes (0/1) momento de toma de

agudas muestra

Ritmo Hora de toma de Variable registrada en el

Circadiano muestra momento de toma de
muestra

Edad del nifio Escala continua en Variable registrada en el

meses cumplidos

momento de toma de
muestra

Sexo del nifio

Escala dicotomica
(0:Femenino/1:Masc
ulino)

Variable registrada en el
momento de toma de
muestra

Consumo de
corticoides del
nifo

Escala dicotémica
(0/1)

Variable registrada en el
momento de toma de
muestra

Actividad de alfa
amilasa

Escala continua U/ml

Variable registrada en el
momento de toma de
muestra
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4.3.4. Potenciales Sesgos

Dado que las mujeres aceptaron participar voluntariamente y no existié un
criterio subjetivo de seleccion por parte del equipo investigador, se considerd una
muestra a demanda; no se utilizaron herramientas probabilisticas para la seleccién de
la muestra. Dado el caracter voluntario de las participantes, no fue posible evitar el
sesgo de autoseleccion.

En un estudio de cohorte, el sesgo de seleccién mas riesgoso se relaciona con
las pérdidas en el seguimiento. Para evitar los efectos de las pérdidas, se conté con un
equipo que mantuvo continua comunicacién con las participantes de modo de
minimizar este potencial sesgo. A pesar del esfuerzo por evitar pérdidas de
seguimiento, se produjo una pérdida de 30%. Con el fin conocer la robustez de los
resultados, se realizé un analisis de sensibilidad en el cual los datos faltantes fueron
imputados mediante imputacién multiple y luego fueron comparados con los
estimadores obtenidos con la muestra de 168 participantes.

El sesgo de informacion se minimiz6 a través de la aplicacién de cuestionarios
previamente piloteados, que considerd6 preguntas estandarizadas en estudios
anteriores. El sesgo de memoria se manejo a través de preguntas que dieron cuenta
de una situacién actual o reciente. Cuando una variable fue estimada analiticamente
(laboratorio), el control de calidad asociado a la medicién contribuyé a la disminucion
del sesgo de informacion.

4.4. Plan de analisis
4.4.1. Manejo de Bases de datos

Para la construccion de la base de datos se utiliz6 el programa Epi data, que
permitid construir la mascara o maqueta del cuestionario con el fin de disminuir los
errores de digitacion a través de una plantilla pre-establecida. El proceso de digitacién
de datos se realizé en duplicado de modo de detectar errores en el llenado de los
cuestionarios, asi como errores en el ingreso de datos.

Cabe destacar que el proceso de digitacion en duplicado y la validacion de las
bases de datos se realizé en etapas anteriores con los datos provenientes del estudio
marco y de la unidad de investigacion preliminar a esta tesis. Los datos provenientes
de la toma de muestra entre los 18 y 24 meses fueron unidos con los datos generados
en las etapas previas, a través de un identificador Unico para cada participante. La
unidon de las tres bases de datos se realiz6 con el comando merge del software
Stata/SE version 12.
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Una vez validada la base de datos final, se verificaron datos andémalos y/o
duplicados, previo al analisis estadistico.

4.4.2. Analisis estadistico

En el analisis exploratorio, las variables de naturaleza cuantitativa fueron
reportadas a través de medidas de posicién (promedio o mediana) y dispersion
(desviacién estandar o rango intercuartilico). Tanto para el iAs urinario total como para
el cortisol, esta informacién permiti6 considerar transformaciones logaritmicas o a
variable categoricas para cumplir con el supuesto de linealidad en analisis posteriores.
Con respecto a las covariables categoricas se reportaron frecuencias absolutas y
relativas.

El analisis descriptivo bivariado se realizé con tablas de contingencia en caso
de variables categodricas, y tablas de estadisticos resumenes para comparar
descriptivamente una variable continua respecto a una categodrica. Se comparo la
concentracion de iAs total urinario, entre las covariables categdricas incluidos en el
DAG mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, para covariables
dicotodmicas, y la prueba parameétrica de Kruskal-Wallis para covariables con mas de 2
categorias. El cortisol salival fue analizado bivariadamente siguiendo la misma
metodologia.

Para estudiar la asociacién entre la exposicién a iAs durante el embarazo y la
concentracion de cortisol salival se desarroll6 un modelo de regresion lineal multiple
con el arsénico inorgdnico total urinario en cuartiles y el cortisol transformado a
logaritmo natural. Los estimadores fueron ajustados por el efecto de la depresion de la
madre diagnosticada por médico, reporte de embarazo estresante, estrés de la madre
medido a través de su cortisol salival, e ingreso familiar como indicador de posicion
socioecondmica, de acuerdo al modelo tedrico (DAG) (Figura 3).

Se propuso el siguiente modelo de regresion multiple:

Modelo de Regresioén Lineal Multiple

Ln(Cortisol salivalugay) = Bo + B1*Q2 iAs + B2* Q3 iAs + B3* Q4 iAs + X Bk*Covariables + ¢

donde, Q es el 1er cuartil de arsénico inorganico urinario; Q; es el 2do cuartil de
arsénico inorganico urinario; Qs es el 3er cuartil de arsénico inorganico urinario; Q4 es
el 4to cuartil de arsénico inorganico urinario
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Considerando la evidencia que existe sobre la relacion entre la posicion
socioecondmica y cortisol salival, se estudi6 el efecto modificador del ingreso familiar
como proxy de posicion socioecondmica, mediante la estratificacion segun categoria
de ingreso. Para definir el ingreso familiar como un modificador de efecto, se considero
un valor-p menor o igual a 0,25 para el factor de interaccién generado entre la variable
de exposicion y la variable ingreso familiar.

Para complementar el enfoque sugerido en el grafo aciclico, se utilizé un
modelo de ecuaciones estructurales que permitié estudiar el efecto directo e indirecto
del arsénico inorganico sobre el cortisol considerando como potencial mediador de
efecto indirecto la depresion diagnosticada por un médico en la madre, dado que en
estudios de corte transversal la prevalencia de depresion crénica se ha asociado con
mayor exposicion a arsénico via agua de consumo.

Adicionalmente, el modelo de ecuaciones estructurales permiti6 mejorar la
caracterizacion de la posicidon socioecondmica, integrando la informacién sobre etnia,
educacion y ocupacion de la madre con la informacién del ingreso familiar, utilizado en
el enfoque tradicional.

Figura 5. Modelo de ecuaciones estructurales considerando efecto directo e indirecto
del arsénico sobre cortisol, ajustando por covariables presentes en el modelo tedrico.

| Ocupacioén_de_los_padres | | Educacién_de_los_padres |

Ingreso_familiar

Etnia

Posicién_Socioecondémica

| Embarazo_estresante

Depresion_de_la_madre

* Exposicion
Madre_estresada

El Outcome
iAs Prenatal
> I Ancestro del outcome
\ O Latente o no medida
Cortisol Infantil
1 D Otra variable

W= \lia causal
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4.4.3. Criterios de plan de andlisis y diagndstico del modelo

Para el modelamiento estadistico, la variable de exposicidn arsénico inorganico
urinario fue transformada a cuartiles, y la variable estrés durante el embarazo fue
transformada de una escala Likert de 5 categorias a una variable de dos categorias
(haber sufrido estrés muy bajo o bajo durante el embarazo; haber sufrido estrés
moderado o superior durante el embarazo). La transformacién de la variable de
respuesta cortisol salival, se realizé6 mediante Box-Cox transformation.

El criterio utilizado para realizar estas transformaciones se basé en dar
cumplimiento a los supuestos tedricos que permiten utilizar el analisis con regresién
lineal, es decir, se aplicaron las transformaciones que permitieron alcanzar un mejor
ajuste del modelo. La evaluacion del ajuste modelo de regresion lineal multiple se
realizé a través del analisis de multicolinealidad utilizando el factor de inflacion de
varianza, la deteccion de datos atipicos y normalidad de residuos, utilizando el grafico
de densidad de Kernel, graficos Quantile-Quantile y la prueba de Shapiro-Wilk.

El ajuste de los modelos de ecuaciones estructurales se evalué utilizando el
error cuadratico medio de aproximacién (RMSEA) con un valor <0,05, el indice de
ajuste comparativo (CFI) con un valor> 0,95, un indice de Tucker-Lewis (TLI) con un
valor> 0,95 y el Coeficiente de Determinacién (CD) que debe ser cercano a 1. Para
comparar ambos modelos, se utilizé el criterio de informacion Akaike y Bayesiano.

4.5. Aspectos éticos

El estudio marco, en el cual se anida la presente propuesta, fue aprobado por
del Comité de Etica en Investigaciéon en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile y el Comité Etico y Cientifico de la Zona Norte. Ademas, se
contd con la autorizacion del director del Servicio de Salud Municipal de Arica.

La presente propuesta cuenta con la aprobaciéon del Comité de Etica en
Investigaciéon en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Se considerd la aplicacion de un nuevo consentimiento informado a aquellas
madres que asintieran participar voluntariamente.

41



4.6. Difusiéon de resultados

De los resultados de esta tesis doctoral se elaboraron dos manuscritos que
seran enviados a revistas de corriente principal en el area ambiental. Los titulos de los
articulos y las revistas donde seran enviados son los siguientes:

Titulo articulo 1: Prenatal exposure to low-level inorganic arsenic concentrations
associated with salivary cortisol in infants from Arica, Chile: an exploratory approach.
Revista: Environmental Research.

Titulo articulo 2: Structural equation modeling as a tool to study environmental
exposure associated with health effects: A pathway analysis. Revista: American Journal
of Epidemiology.

Adicionalmente se han presentado dos trabajos a congreso que derivan de la tesis
doctoral:

e Se presentd en la 27th Conference of the International Society of Environmental
Epidemiology el trabajo titulado “Is arsenic exposure during pregnancy associated
with postpartum depression in women from Arica, Chile?” en formato poster.

e Se presentd en la 28th Conference of the International Society of Environmental
Epidemiology el trabajo titulado “Is arsenic exposure during pregnancy associated
with salivary cortisol 2-year-old children from Arica, Chile? Preliminary results” en
formato poster.
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CAPITULO 5. RESULTADOS
Articulo 1

Title
Prenatal exposure to low-level inorganic arsenic concentrations associated with salivary
cortisol in infants from Arica, Chile: an exploratory approach

Abstract

Background

Exposure to inorganic arsenic during pregnancy has been associated with
corticosterone in mice models. This association has not been studied in children
exposed in utero to low concentrations of inorganic arsenic.

Methods

Cohort study. Pregnant women were recruited from public health centers at Arica, Chile
in 2013. During the 2nd trimester, a urine sample was collected for the measurement of
inorganic arsenic metabolites. Cortisol was measured in 168 infants with a saliva
sample that was collected between 18 and 24 months of age. Multiple regression was
used to explore the adjusted association between prenatal arsenic on cortisol.

Results

The median of urinary inorganic arsenic concentration in pregnant women was 14.1
pg/L (IQR: 10.4-21.7), while salivary cortisol concentration in children was 0.17 ug/L
(IQR: 0.11-0.38). In children of families in the highest income stratum (> 614
USD/month), arsenic exposure was associated with salivary cortisol. Those children
belonging to the third quartile of arsenic exposure had -0.769 units (p= 0.045) of the
natural logarithm of salivary cortisol in comparison with the first quartile.

Conclusion
In this sample, prenatal exposure to arsenic (third quartile) was associated with salivary

cortisol only in infants belonging to the highest income strata (> 614 USD).

Key words: Arsenic; Chile; Cohort Study; Environmental Exposure; Pregnant Women
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Introduction

Environmental exposure to inorganic arsenic derived from dietary sources such as
drinking water or food, continues to be a public health concern for countries with natural
arsenic pollution (Cantor and Lubin, 2007). Inorganic arsenic tops the priority list
proposed by The Agency Toxic Substances and Disease Register due to the frequency
of occurrence worldwide, toxicity and the potential for human exposure (Agency for
Toxic Substaces and Disease Registry, 2015). There is strong evidence that indicates
that high-level inorganic arsenic exposure is associated with different types of cancer as
well as cardiovascular diseases, skin lesions and higher mortality in the general
population (Yunus et al. 2011). Recent data also suggests that low-levels of arsenic
exposure are also associated with long-term outcomes in adults (Tsuji et al. 2014;
Farzan et al. 2015) and children (Tsuji et al. 2015)

According to the Developmental Origins of Health and Disease paradigm (DOHaD),
arsenic exposure during critical periods, such as fetal developmental stages, should be
considered an environmental stressor. Observations in laboratory animal models have
shown that arsenic exposure causes disruption of early developmental processes and
thereby increase the susceptibility to disease/dysfunction later in life (Grandjean, P. et
al. 2015). In mice models, arsenic exposure during critical fetal developmental stages
has been associated with changes in neuroarchitecture that reduce the expression of
glucocorticoid receptors in the hippocampus (P < 0.001) and disrupts the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) (Martinez-Finley et al. 2011). Arsenic exposure was also
linked to increased corticosterone levels (P = 0.03) and increased spatial-learning and
memory impairment when compared to control mice (P<0.0001) (Martinez et al. 2008;
Martinez-Finley et al. 2009).

Despite experimental validity, there is scarce evidence regarding the effect of low-level
arsenic exposure during pregnancy and its impact on future human neurodevelopment.
Different stressors affect cortisol levels, the human analogue of corticosterone.
However, human cortisol could demonstrate similar behavior to that observed in animal
models, after controlling for these stressors. Even though low-level inorganic arsenic
exposure may not have any evident short-term effects, it could be associated with a
higher susceptibility when dealing with stressful situations according to the DOHaD
paradigm. Stress response and failure to manage stress during childhood might be a
consequence of environmental exposure during pregnancy and could be associated
with mental disorders developed later in adulthood (Brinkel et al. 2009). In Chile, the
prevalence of psychiatric disorders in children is 22.5% (Vicente et al. 2012), which is
higher than the pooled prevalence of mental health worldwide (13.4%) (Polanczyk et al.
2015). A successful strategy to tackle mental disorders should consider environmental
pollution as a risk factor, especially during pregnancy.
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Arica is a northern city in Chile with natural and anthropogenic arsenic pollution
(Biblioteca Del Congreso Nacional De Chile, 2009). A current study shows a broad low-
level inorganic arsenic variability in this area (Burgos et al. 2017), which allows for the
assessment of the effect of arsenic exposure during pregnancy in the mother and their
infant’s cortisol. The main objective of this study was to estimate the association
between inorganic arsenic exposure during pregnancy and salivary cortisol in a cohort
of infants, considering potential confounders.

Methods

Design and Study Population

The study design was a cohort study that used a sampling frame comprised by 591
women who were attended at public health centers in Arica, Chile. Every woman was
visited at her home; a convenience sample of 242 pregnant women between their 13th
and 26th week of pregnancy accepted to participate. Only those women with multiple
gestation were excluded. Participation was voluntary and women who agreed to
participate signed an informed consent, according to the principles outlined in the
Declaration of Helsinki. In the consent, pregnant women agreed to complete a
questionnaire to compile socio-demographic data, morbidity history and provide
biological samples. The Ethical Committee of the Faculty of Medicine of the University
of Chile approved the protocol of this study (Project N° 069-2014).

Data Collection

Maternal Urine collection

Women were asked to provide a urine sample to assess inorganic arsenic exposure
between June and October 2013.

Using pre-labeled urine containers, the urine samples were taken at home, stored at -
10°C, and sent to the Laboratory Trace Metals Core of Columbia University (New York,
USA). Urine inorganic arsenic was determined using high-performance liquid
chromatography with Inductively coupled plasma mass spectrometry (HPLC-ICPMS); in
this case, the HPLC was used to separate each of the metabolites and quantify the
relative proportions (and amounts) of each urinary metabolite: arsenocholine,
arsenobetaine, arsenate (AsV), arsenite (Aslll), monomethylarsonic acid (MMA) and
dimethylarsinic acid (DMA). Total urinary inorganic arsenic was considered as the sum
of AsV, Aslll, MMA and DMA.

Salivary cortisol collection and analysis in infants.

Families were contacted when infants were between 18 and 24 months of age. We
targeted this age range to ensure the establishment of the cortisol circadian rhythm.
Fieldwork was conducted between July and October 2015. Trained staff took salivary
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samples from infants between 9 a.m. and 12 p.m. at home, in a visit previously
arranged by phone call. A swab was placed inside the mouth of each infant for 60
seconds to be transported afterwards in a swap storage tube to be frozen at -20 °C,
according to the manufacturer's collection protocol (Salimetrics USA). The same
procedure was applied to mothers.

Each salivary sample was thawed and centrifuged before analysis. Cortisol
concentration was measured using an expanded range high sensitivity salivary cortisol
ELISA Salimetric kit. Sample analyses were performed at the Biotechnology Laboratory
of Bernardo O’Higgins University (Santiago, Chile); all samples were measured in
duplicates.

A previous pilot study was performed to determine salivary cortisol variability in infants
of the same age group and the reproducibility of the sampling and analytical technique.
The distribution of salivary cortisol was asymmetric with a median of 0.15 pg/dL (Min:
0.073 Max: 0.266). Duplicate sampling showed a rho index of concordance of 0.73 and
duplicate analytical technique presented rho index of concordance of 0.96.

Covariates

The theoretical relation between arsenic exposure during pregnancy and salivary
cortisol in infants is based on previous literature, taking into account ancestors,
descendants and intermediate variables (Figure 1).
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Figure 1. The DAG shows the possible relationships between the prenatal arsenic exposure and
salivary cortisol. The arsenic exposure during pregnancy reduces the ftranscription of
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glucocorticoid receptors in the HPA axis; the cortisol concentration increases consequently.
However, there are other factors related to the cortisol control that could be considered as back-
door variables, letting to link the cortisol variable with the arsenic exposure.

Sociodemographic information such as monthly family income (< 307 USD, 307 — 614
USD, >614 USD), mother’s educational level (years of education), ethnicity (mixed-
race, Aymara or other) and occupation (student, housewife, remunerated job) were
obtained via face-to-face questionnaires during the first visit when pregnant women
were recruited. Pregnancy-related data such as reporting of having a stressful
pregnancy (very low or low, moderate, high or very high) and depression, diagnosed by
a medical doctor (yes/no), were obtained using a standardized questionnaire after
childbirth.

During the sampling collection, we gathered additional data including the time of
collection, sex and age of infants, corticoid use (both the infant and the mother in the
case if she was breast-feeding), a-amylase activity (U/mL) as a biomarker for acute
stress in infants (Nater and Rohleder, 2009) and stress levels in mothers measured
through salivary cortisol.

Statistical analysis

Univariate analysis was done using central descriptive estimators, dispersion measures
for continuous variables (median and interquartile range) and frequency tables for
categorical variables. Bivariate analyses for covariates and urinary inorganic arsenic or
salivary cortisol were performed using non-parametric tests (Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis test) given their right-skewed distribution.

Scatter-plot was used to analyze graphically the relationship between urinary inorganic
arsenic and salivary cortisol. Given the non-linear relationship between both variables,
arsenic exposure was quartile-transformed while salivary cortisol was natural logarithm-
transformed before running the models.

To estimate the effect of urinary inorganic arsenic exposure on salivary cortisol, a
multiple linear regression analysis was conducted, controlling by back-door covariates
according to the directed acyclic graph (DAG) as mother’'s measured stress, income as
a socioeconomic position status, stressful pregnancy and depression diagnosed by a
medical doctor.

The evidence in this field of research indicates that cortisol-influencing factors in infants
are closely related to cortisol-influencing factors in mothers. Therefore, stressful
situations that affect the mother could also have an impact on the infant, via the mother.
Stress during pregnancy, depression and current exposure to stress were considered in
the DAG as well.

According to the conceptual framework of social determinants of inequalities on health,
socioeconomic status is linked with the exposure to poor working conditions, work
overload, poor material conditions, or social vulnerability linked to ethnicity and
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education level (Solar and Irwin, 2010). Kumari’s studies have shown that people
exposed to stressful social situations change their cortisol concentration profile (Kumari,
Badrick, Chandola, et al. 2009; Kumari, Badrick, Ferrie, et al. 2009; Kumari et al. 2010).
In children, a useful proxy for socioeconomic status is family income, which was
considered as a modifier of the relationship between arsenic exposure and cortisol
concentration.

The model evaluation was done through multicollinearity analysis using variance
inflation factor, outlier detection through Cook's distance and leverage against residual
squared plot, and normality residual analysis using kernel density plot, Shapiro-Wilk test
and quantile-quantile plots.

The sensitivity analysis approach was applied to evaluate how robust the results were
in taking into account dropouts during the follow-up meetings. Those observations
without natural logarithm of salivary cortisol data were imputed using multiple
imputation procedures, and descriptive comparisons were performed between linear
regression coefficients from data with and without imputation.

We used Epidata Entry v3.1 to create the database. Data was entered in duplicate to
avoid typing errors, allowing us to carry out the quality control. The statistical package
used to perform the analyses was Stata IC v12.0.
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Results

Characteristics of participants

Between 2013 and 2015 we completed data collection for 168 infants out of 242
pregnant women. Seventy-four participants dropped out during the follow-up meeting
(Figure 2).

Sociodemographic data and urine
sample collection to assess inorganic
arsenic

242 pregnant women gave urine samples - Original Cohort, 2013

During the first year of follow-up 3 stillbirths and 30
EE—N dropouts occurred:
-3 refused to continue in the study
-10 moved away from the city
-17 were not available at their address after several visits (at
least 3 visits)

v

209 pairs mother/child at the end of the first year, 2014

41 dropouts; they were not available at their address after
several visits (at least 3 visits)

—>

A 2

168 infants between 18 and 24 months gave saliva samples, 2015

Figure 2. Sample Flow Chart

The characteristics of the participants are shown in Table 1. The median and
interquartile range of a-amylase activity as a proxy of acute stress in infants were 94.16
U/mL and 91.44 U/mL respectively; cortisol levels in mothers used as a proxy for stress
had a median of 0.226 pg/dL and interquartile range 0.322 ug/dL. No participants were
using corticosteroid drugs at the time of saliva sampling.
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Table 1. Baseline Characteristics of 168 Participants, Arica 2013

n (%) Median (IQR*)
Infant Age (months) 21 (20-23)
Infant sex
Women 85 (50.9)
Men 82 (49.1)
Gestational age (weeks) 39 (39-40)
Maternal age (years) 25 (20.5-30)
Maternal education (years of total education) 12 (12-14)
Maternal Ethnicity
Mixed-raced 113 (67.7)
Aymara 47 (28.1)
Other 7 (4.2)
Family Income
<307 USD 63 (38.2)
307 - 614 USD 70 (42.4)
> 614 USD 32 (19.4)
Maternal Occupation
Student 40 (25.0)
Housewife 76 (47.5)
Remunerated job 44 (27.5)
Stressful pregnancy
Very low or low 54 (33.1)
Moderate 84 (51.5)
High or very high 25 (15.4)
Maternal depression diagnosed by medical doctor
Yes 37 (22.7)
No 126 (77.3)

*Interquartile Range: P35-P75

Urinary inorganic arsenic in pregnancy

The distribution of urinary iAs was asymmetric with positive bias, with a median of 14.1
pg/L (Interquartile Range, IQR: 10.4-21.7). The distribution of each arsenical species
was also asymmetric with positive bias. The most prevalent species was DMA (Table

2).
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Table 2. Arsenical species assessed in 168 pregnant women, Arica 2013

Arsenical species Proportion (%) Median (IQR*) pg/L

iAs Il 5.0 0.7 (0.3-1.1)
iAs V 3.4 0.4 (0.05-0.7)
DMA 82.7 12 (8.5-18.1)
MMA 8.9 1.3 (0.8-1.8)

*Interquartile Range: P35-P75

According to the occupational cut-off for arsenic exposure (19), 14 samples (8.3%)
were above 35 pg/L.

Family income, occupation, ethnicity, stressful pregnancy and depression diagnosed by
a medical doctor, were not associated with urinary inorganic arsenic concentration
(Table 3).

Table 3. Urinary Inorganic Arsenic Exposure During Pregnancy by Covariates
(Arica 2013) and Child’s Salivary Cortisol (Arica 2015) Concentration by
Covariates in 168 Pregnant women and 168 Infants

Covariates iAs pg/L P
Median (IQR*)

Cortisol ug/dL Median P
(IQR*)

Family Income

<307 USD 14.6 (10.4-21.7)  0.923 0.174 (0.121-0.392) 0.515
307 - 614 USD 14.0 (10.5-23.0) 0.145 (0.098-0.365)

> 614 USD 14.4 (11.5-20.8) 0.196 (0.117-0.402)

Ethnicity

Mixed-race 13.8 (10.4-20.9) 0.395 0.179 (0.115-0.382) 0.240
Aymara 15.4 (11.1-22.6) 0.170 (0.104-0.408)

Other 18.3 (9.3-28.3) 0.127 (0.104-0.150)
Occupation

Student 14.2 (10.0-21.7)  0.755 0.181 (0.111-0.439) 0.743
Housewife 13.9 (11.8-20.8) 0.165 (0.092-0.426)
Remunerated job 15.0 (10.5-23.0) 0.167 (0.118-0.329)

Stressful pregnancy

Very low or low 14.5 (10.4-25.5) 0.955 0.165 (0.113-0.320) 0.219
Moderate 14.6 (10.5-20.2) 0.247 (0.111-0.641)

High or very high 12.8 (10.0-16.0) 0.156 (0.102-0.248)
Depression diagnosed

by medical doctor

Yes 14.7 (10.8-26.2)  0.452 0.172 (0.124-0.382) 0.383

No

14.1 (10.0-21.0)

0.164 (0.110-0.337)

*Interquartile Range: P35-P75



Kendall’'s Rank Correlation test showed that the mother’'s education level (P=0.960),
cortisol in mothers (P=0.732) and a-amylase activity (P= 0.273) were independent of
urinary inorganic arsenic.

Salivary cortisol in infants

Salivary cortisol distribution was skewed with a positive bias. The median was 0.17
pg/dL (IQR: 0.11-0.38) with a minimum and maximum values of 0.0096 ug/dL and 1.3
pg/dL, respectively.

The a-amylase activity, as a biomarker for acute stress in infants (P = 0.196), and
educational level in mothers (P = 0.683) were independent of cortisol concentration,
according to the Kendall’s Rank Correlation.

However, cortisol levels in mothers (used as a biomarker for stress) was linearly
associated with cortisol levels in infants with a Pearson's correlation coefficient of 0.791
(P < 0.0001). Family income, ethnicity, occupation, stressful pregnancy and depression
diagnosed by medical doctor were not associated to salivary cortisol (Table 3).
Association between urinary inorganic arsenic and salivary cortisol in infants

The relationship between urinary iAs and salivary cortisol in infants was not linear.
Therefore, iAs was categorized into quartiles while salivary cortisol was natural
logarithm-transformed (Figure 3).
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Figure 3. The relationship between urinary inorganic arsenic concentration during pregnancy
and salivary cortisol in the infants between 18 and 24 Months, Arica 2015. The urinary iAs and
the salivary cortisol were not linearly related (Figure 3A); urinary iAs quartiles and the natural
logarithm-transformed salivary cortisol show a slight positive tendency (Figure 3B).
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In the multiple linear regression analyses, the relationship between urinary iAs and
salivary cortisol was modified by family income (Table 4). Both subgroups, infants
belonging to < 307 USD family income strata and between 307 to 614 USD family
income strata, urinary iAs were not associated to salivary cortisol. 3 outliers were
detected using Cook's distance and leverage against residual squared plot.

Table 4. Adjusted Linear Regression Model Between Urinary Inorganic Arsenic
Concentration and Natural Logarithm of Salivary Cortisol in Each Strata of Family
Income, Arica 2015

Coef. 95% CI P
Income < 307 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L -0.178 -0.584 0.228 0.383
>14.08 — 21.70 yg/L -0.094 -0.464 0.277 0.614
>21.70 - 69.3 pg/L 0.271 -0.131 0.672 0.182
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes 0.086 -0.271 0.443 0.629
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate 0.009 -0.318 0.336 0.955
High or very high 0.010 -0.471 0.492 0.965
Mother’s cortisol (ug/dL) 2.246 1.774 2.718 <0.001
Constant -2.401 -2.778 -2.023 <0.001
Income 307 - 614 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L 0.111 -0.416 0.637 0.676
>14.08 — 21.70 yg/L 0.013 -0.585 0.559 0.964
>21.70 - 69.3 pg/L 0.137 -0.399 0.672 0.611
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes -0.005 -0.430 0.419 0.980
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate -0.358 -0.789 0.072 0.101
High or very high -0.180 -0.762 0.401 0.537
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Mother’s cortisol (ug/dL) 1.968 1.363 2.573 <0.001

Constant -2.184 -2.738 -1.629 <0.001
Income > 614 USD

iAs quartile

2.05-10.43 ug/L Ref.

>10.43 — 14.08 ug/L -0.052 -0.809 0.705 0.889
>14.08 — 21.70 yg/L -0.769 -1.538 -0.001 0.045
>21.70 - 69.3 pg/L -0.232 -0.641 1.107 0.587
Depression diagnosed by M.D.

No Ref.

Yes -0.435 -1.274 0.403 0.294
Stressful pregnancy

Very low or low Ref.

Moderate -0.010 -0.695 0.674 0.975
High or very high 0.090 -0.639 0.820 0.800
Mother’s cortisol (ug/dL) 1.873 1.007 2.739 <0.001
Constant -1.911 -2.729 -1.094 <0.001

Infants belonging to family income strata > 614 USD and who were exposed to a
concentration between 14.08 and 21.70 pg/L of iAs during pregnancy had -0.769 ug/dL
of natural logarithm of salivary cortisol than those exposed to 2.05 to 10.43 ug/L of iAs
during pregnancy (P = 0.045).

In addition, the three stratified models showed a strong association between natural
logarithm of salivary cortisol in infants and salivary cortisol in mothers; both variables
had a positive correlation. The models for each family income strata did not have
multicollinearity according to the variance inflation factor; residual means were close to
zero, and residual distributions did not reject normality (Figure 4).
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Figure 4. A: The quantil-quantil plot to the family income stratum <307 USD; B: the quantil-
quantil plot to the family income stratum 307-614 USD; C: the quantil-quantil plot to the family
income stratum >614 USD.

Sensitivity analysis

Regarding the 74 non-participants, the median of urinary inorganic arsenic
concentration was slightly higher than in the participants. The distributions of covariates
which included years of education, ethnicity, family income, occupation, stressful
pregnancy, depression diagnosed by a medical doctor, child's sex, gestational age and
mother’s age, were similar between participants and non-participants (Annex 1).
Salivary cortisol with imputed data showed a median of 0.18 ug/dL and the interquartile
range was 0.213 pg/dL. The results obtained in the stratified models with imputed data
were consistent with the results without imputations (Annex 2).
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Discussion

Under an exploratory approach, we found an association between the third quartile of
urinary iAs concentration and natural logarithm of salivary cortisol in infants belonging
to the > 614 USD income strata. The median concentration of urinary inorganic arsenic
in pregnant women was 14.1ug/L (Min: 2.05, Max: 69.3) while the median salivary
cortisol concentration in infants was 0.17pg/dL (Min: 0.0096 pg/dL; Max: 1.3 pg/dL).

The median of urinary iAs reported in this study was low, which is consistent with
similar studies that have explored the effects of intrauterine exposure to low
concentrations of arsenic. In the epidemiological study of Davis et al.(Davis et al. 2015),
the median was 3.1 pg/L with a range from 0.0 to 22.0 pg/L and excluded the organic
arsenical species from the analysis to evaluate the effect of arsenic exposure during
pregnancy and fetal growth. Murine models have shown that exposure to 10 pg/L of iAs
through water consumption during and after pregnancy causes adverse health effects in
mothers and their offspring, especially in their neurodevelopment and adaptation to
stress conditions (Kozul-Horvath et al. 2012). We used urinary iAs concentration as a
proxy of exposure with the assumption that it is highly correlated with intrauterine
exposure and continuous throughout pregnancy.

The range of salivary cortisol values obtained in this study is broader than the values
suggested by the manufacturer (Aardal and Holm). This could be explained by the
difference between our sample and the sample analyzed to determine reference values.
Reference values are established from children whose ages ranged from 2.5 to 5.5
years, older than our participants. According to Watamura’s study, the hypothalamus-
pituitary-adrenal axis maturation is still developing during the third year (Watamura et
al. 2004), therefore cortisol levels vary by age. Age-dependent cortisol levels were
confirmed by the Tamayo’s results (Tamayo et al. 2016); younger children had higher
basal cortisol levels throughout the day. In our study, cortisol concentration did not vary
according to age because participants were of similar ages; regarding the cortisol
concentrations, even though we take into account the results obtained in previous
literature, we are not able to define low or high levels of cortisol beyond our study.

To study the effect of urinary iAs measured during pregnancy, it was necessary to
stratify our sample into categories (monthly family income quartiles). The association
between the third quartile of urinary iAs (with regard to the first quartile) and the natural
logarithm of salivary cortisol in infants occurred at low concentrations (>14.08 — 21.70
pg/L), but only in the group of infants belonging the > 614 USD income strata.
According to this result, arsenic effect does not explain cortisol variability by itself, but
the effect depends on income and appears after the study of interactions in our sample.
We could hypothesize that cortisol variability in infants belonging to lower family income
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strata (monthly family income < 614 USD) is explained by different factors than those
included in the statistical model; social factors may add more cortisol variability than in
the case of higher income strata infants, where environmental factors play a more
important role. This is the first study that has explored this association in human; there
is experimental evidence about the association between arsenic exposure and
corticosterone. Even though, we need more evidence to confirm our hypothesis and our
results in a probabilistic and higher sample.

Social stressors seem to be powerful factors that explain the variability of cortisol
according to literature that likely affect both the mother and the child. Perhaps
environmental pollutants such as arsenic could explain cortisol variability under special
conditions, when social factors are not relevant (Gunnar and Donzella, 2002). Even with
strong evidence in experimental studies, replicating the same results in humans would
appear to be difficult considering the measured and unmeasured social factors in our
sample.

Environmental exposures have an important influence in infants, generating short and
long-term effects. According to the DOHaD approach, periods such as pregnancy and
early childhood are critical in the development of multiple pathologies during youth and
adulthood (Grandjean, Philippe et al. 2015).

This represents a permanent challenge for cities such as Arica, which should
concentrate their efforts on reducing population exposure while at the same time,
conducting surveillance aimed at early research on health effects (Uauy et al. 2011).
Studying primary events in early childhood after prenatal exposures are consistent with
the DOHaD approach, and particularly in the case of Arica, contributes to generate
evidence for the poly-metal surveillance program.

Strengths and limitations

The directed acyclic graph approach is one of the strengths of this study, taking into
account the causal network underlying the effect of arsenic on salivary cortisol. Under
this approach, the development of statistical models prevents overfitting and can
recognize selection bias and confounding variables produced by backdoor open paths
(Howards et al. 2007).

The second strength was the use of a collecting and measuring technique that is highly
reproducible. The collection method allowed us to have enough specimens in all
participants (500 L of saliva) and it shows low variability between collecting duplicates
(rho = 0.73) and analytical duplicates (rho = 0.96). This implies that the results are
reliable considering the reliability of the pre-analytical and analytical phase. It is worth
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mentioning that both exposure and outcome variables were measured on continuous
scales through high-precision analytical techniques, avoiding misclassification bias in
the two main variables of this study.

Complementarily, we used a-amylase activity to study acute stressful situations that
could be affecting cortisol concentration. Both biomarkers are related to stress
response and previous studies have shown that cortisol concentration often do not
correlate with a-amylase (Nater and Rohleder, 2009) because they respond to different
stimuli and involve different physiological mechanisms. Our results are consistent with
the literature, showing that a-amylase activity was not associated with salivary cortisol
concentration.

There is no reference range for salivary cortisol concentration for infants of this age and
few studies have assessed it. We conducted a pilot study to calibrate the analytical
technique and to know the salivary cortisol concentration in a similar population.
However, we cannot assure that our results are conclusive in regard to the cortisol
range.

The dropouts that occurred during the follow-up represent a limitation in this study.
Even when the sensitivity analysis with imputed data did not show big differences from
the results for the 168 participants, our results could be more accurate with the
complete data. With our sample size, the estimated coefficient’s error by multiple linear
regression was 0.113, taking into account the 80% of confidence that the estimated
error was not higher than specified.

To perform multiple imputations, we assumed that the missing values were at least at
random (MAR), given that the distributions of covariates was similar in participants and
non-participants, and that the losses were caused by reasons not associated with the
study.

Since some of these covariates were based on self-report, there could be induced
measurement and misclassification bias (Argimon and Jiménez, 2013). However, both
were non-differential biases, occurring independently of the level of exposure to
arsenic.

Socioeconomic status is a latent variable in our study but we used family income as a
proxy, which could introduce misclassification bias. Moreover, our sample is very
homogeneous regarding income, with little variability. Taking into account the structural
equation approach (Sanchez et al. 2005), it would be interesting to compare the
estimates obtained in this study with those obtained considering ethnicity, education,
occupation and income as factors behind the socioeconomic status construct, including
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greater variability. These variables are included in the conceptual framework for action
on the social determinants of health to tackle health inequities (Solar and Irwin, 2010).

Conclusion

This is the first study to estimate the association between prenatal concentration of
inorganic arsenic, as a proxy of intrauterine exposure, and the concentration of cortisol,
as an effective biomarker of arsenic exposure in infants aged 18 to 24 months. In this
sample of infants whose mothers are public health center users, prenatal exposure to
arsenic was associated with salivary cortisol (third quartile of inorganic arsenic), only in
infants belonging the highest income strata (> 614 USD), after the interaction analysis.
We need more evidence to precise these exploratory and preliminary results.

Although the level of exposure to inorganic arsenic in this cohort is low, evidence shows
that the current challenge is to study exposures to low concentrations in critical periods
of development. In humans, it is necessary to investigate the effects of low
concentrations of arsenic, as well as other pollutants, during intrauterine life and early
childhood given their impact on medium and long-term health outcomes. Biomarkers
such as cortisol are a fundamental part of environmental research given its contribution
to our understanding of disease pathways and in the identification of susceptible
subgroups.
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Annex 1. Characteristics of non-participants

Covariates Non participants (n=74)
Total urinary iAs pg/L (Median; IQR) 16.3; 12.1
Years of education (Median; IQR) 12; 1
Ethnicity (% Mixed-race) 60.0
Family Income (% <$200000 CLP) 47.2
Occupation (% Housewife) 54.7
Stressful pregnancy (%) 81.8
Depression diagnosed by medical doctor (%) 18.2

Sex (% women) 47.3
Gestational age (Median; IQR) 39; 2
Mother’s age (Median; IQR) 26; 8
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Annex 2. Coefficients of the multiple regression including imputed data

Coef. 95%ClI P
Income < 307 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L -0.167 -0.519 0.186 0.350
>14.08 — 21.70 yg/L -0.068 -0.386 0.250 0.672
>21.70 - 69.3 pg/L 0.120 -0.221 0.461 0.485
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes -0.021 -0.347 0.304 0.898
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate -0.019 -0.315 0.277 0.897
High or very high 0.108 -0.262 0.477 0.564
Mother’s cortisol (ug/dL) 2.229 1.798 2.659 <0.001
Constant -2.278 -2.616 -1.939 <0.001
Income 307 - 614 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L 0.108 -0.322 0.539 0.619
>14.08 — 21.70 yg/L 0.014 -0.428 0.456 0.951
>21.70 - 69.3 pg/L 0.072 -0.366 0.510 0.745
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes 0.015 -0.314 0.344 0.928
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate -0.224 -0.567 0.120 0.199
High or very high -0.157 -0.643 0.329 0.523
Mother’s cortisol (ug/dL) 1.863 1.341 2.385 <0.001
Constant -2.135 -2.587 -1.683 <0.001
Income > 614 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L -0.159 -0.766 0.446 0.596
>14.08 — 21.70 yg/L -0.601 -1.169 -0.033 0.039
>21.70 - 69.3 pg/L -0.050 -0.714 0.613 0.878

Depression diagnosed by M.D.

61



No

Yes

Stressful pregnancy
Very low or low
Moderate

High or very high
Mother’s cortisol (ug/dL)
Constant

Ref.
-0.509

Ref.
-0.183
0.054
1.705
-1.663

-1.244

-0.685
-0.531
0.978

-2.296

0.225

0.319
0.693
2.432
-1.029

0.168

0.464
0.853
<0.001
<0.001
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Articulo 2

Title
Structural equation modeling as a tool to study environmental exposure associated with
health effects: an exploratory pathway analysis

Abstract

Structural equation modeling (SEM) allows studying several pathways simultaneously.
The purpose of this manuscript was to illustrate the utility of SEM in studying
relationships in epidemiology, using an example from arsenic exposure during
pregnancy and concentrations of salivary cortisol in infants from Arica, Chile. A cohort
study of pregnant women recruited from public health care centers in Arica, Chile, was
carried out during 2013. Sociodemographic information and urine samples to assess
inorganic arsenic were collected during the 2nd trimester of pregnancy. Saliva samples
were collected to assess cortisol in the infants between 18 and 24 months. Structural
equation models were used to estimate indirect and direct effects of prenatal arsenic
exposure in the children’s salivary cortisol concentration. The logarithm of inorganic
arsenic was neither associated directly (Badj= 0.085, 95%CI -0.124, 0.294) nor
indirectly (Badj= 0.003; 95%CI -0.015, 0.021) with the logarithm of salivary cortisol.
However, the logarithm of mother’s cortisol was associated directly with the logarithm of
children’s cortisol (Badj= 0.545; 95%CI 0.399, 0.691). In this example, SEM was useful
to assess direct and indirect arsenic effects, considering a latent ancestor as a proxy of
socioeconomic status and a mediator as mother’s depression for the indirect effect.

Key words: Epidemiologic methods; Path analysis; Path diagram; Statistical Model;
Structural equation model
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Introduction

Structural equation modeling (SEM) does not refer to a single concept but instead
refers to a set of tools known as principal component factor analysis, covariance
structure modelling, or pathway analysis among others names (Kline, 2011). Since the
80s, SEM has been applied mainly in social sciences (Anderson, 1987) with an
approach that allows quantifying the role of different factors in the construction of non-
measurable variables; with SEM, social researchers could assess concepts with
multiple dimension in just one (Sanchez et al., 2005; Violato and Hecker, 2007).

According to authors such as Gamborg (Gamborg et al., 2011) or Schreiber (Schreiber
et al., 2006) this methodology could be adequate for epidemiology, considering the
opportunity to analyze simultaneously several pathways, which cannot be performed by
traditional statistical methods.

Arlinghaus et al. (Arlinghaus et al., 2012) applied a SEM approach to study fatigue-
related risk factors for occupational injury; their findings indicated that SEM was useful
not only examining dichotomous outcomes, but also it offered a theoretical model that
can incorporate time. However, the SEM utility could be vanished by its stronger
assumptions as VanderWheele mentioned in his commentary about Arlinghaus’ study
(Vanderweele, 2012). Doing a SEM, it is possible to increase in statistical power
according Arlinghaus; the price of this is the theoretical and statistical assumptions you
must accomplish for each variable pointed by an arrow.

In environmental epidemiology, recent studies have used this technique to evaluate the
impact of one pollutant on health; considering more than one health effect, unmeasured
variables and confounders in the disease pathways (Baja et al., 2013); or different
pollutants acting concurrently in a spatial context (Fontanella et al., 2007).

Our main purpose is to illustrate the utility of SEM in studying relationships in
epidemiology, especially when they may be confounded and affected by unmeasured
and latent variables, by an example from arsenic exposure during pregnancy and
concentrations of salivary cortisol in infants from Arica, Chile.

Application of SEM to study the association between prenatal arsenic exposure and
salivary cortisol in infants

Arsenic exposure has been associated with several pregnancy and perinatal outcomes
(Tsuji et al., 2014; Farzan et al., 2015; Tsuji et al., 2015); authors such as Fei (Fei et al.,
2013), Kile (Kile et al., 2016) and Davis (Davis et al., 2014) applied SEM to study the
association between prenatal arsenic exposure and intercorrelated perinatal outcomes
that may lie on the same pathway, in quest of preventing overadjustment bias.
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In mice models (Martinez-Finley et al., 2011), low-level arsenic exposure causes less
expression of glucocorticoids receptors in the hippocampus, and subsequently
increased corticosterone levels. In humans, the cortisol is the analogous of
corticosterone and it could be considered as potential biomarker for arsenic effects.

Several social factors have been highlighted as predictors of cortisol (Eller et al.; Kunz-
Ebrecht et al., 2004; Badrick et al., 2008). In children, the liaison with the mother is
critical (Martinez-Torteya et al.). Bearing in mind a previous study showing that prenatal
arsenic exposure was associated with salivary cortisol in children in a subpopulation
(Valdés et al., 2017), the SEM should be useful to explore not only the direct effect of
arsenic exposure over cortisol concentrations in infants but also to assess indirect
effects through mediators. SEM would also allow considering the role of a latent SES
variable, seized from partial social factors.

Methods
Sample

This study used the data from the project “Prenatal exposure to low-level inorganic
arsenic concentrations associated with salivary cortisol in infants from Arica, Chile”.
Arica, the northernmost city in Chile is recognized as an arsenic-polluted setting. Briefly,
all pregnant women attending public health centers in Arica (Chile) who were in second
trimester of pregnancy were invited to participate voluntarily. For participants, it was
mandatory to sign an informed consent and complete a questionnaire to record
sociodemographic data as well as to provide urine samples to assess inorganic arsenic
species. Recruitment and data collection were conducted between June and October of
2013.

During the first year after delivery, a standardized questionnaire was given to register
information pertaining to depression diagnosed by a medical doctor and self-report of
stressful pregnancy.Between months 18 to 24 after birth, saliva samples from mothers
and children were collected in a home visit to assess cortisol.

The Institutional Review Boards of the Faculty of Medicine of the University of Chile
approved this project (Project N° 069-2014). A detailed description of the study is
provided elsewhere (Valdés Salgado, 2016; Valdés et al., 2017).

Variables

Prenatal inorganic arsenic exposure.
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Inorganic arsenic types were determined using high-performance liquid
chromatography and inductively coupled plasma mass spectrometry (HPLC-ICPMS) in
the Laboratory Trace Metals Core of the University of Columbia (New York, USA)
(Gamble et al.). The urine inorganic arsenic (iAs) was considered as the sum of
arsenate (AsV), arsenite (Aslll), monomethyl arsenic (MMA) and dimethyl arsenic
(DMA) with a detection limit of 0.1 pg/L for each species. Arsenical species below the
detection limit were assigned a value equal to 0.05 pg/L.

Salivary cortisol outcome.

Cortisol concentration was measured at the Biotechnology Laboratory of Bernardo
O’Higgins University (Santiago, Chile) using the expanded range high sensitivity
salivary cortisol ELISA Salimetric kit. All samples were measured in duplicates and
none of them were below the detection limit (0.007 pg/dL).

Covariates.

To estimate the path analysis, the included covariates were based on literature (Figure
1). Sociodemographic information included monthly family income (<307 USD, 307 -
613 USD, 614 — 920 USD, 921 — 1229 USD, >1229 USD), mother’s educational level
(years of education), ethnicity (mixed-race, Aymara/other indigenous ethnicities) and
occupation (student, housewife or remunerated job) and these were used to estimate
socioeconomic status (SES) as latent variable. Depression diagnosed by a medical
doctor (yes/no) and self-report of stressful pregnancy (very low and low /moderate/high
or very high) was recorded during the postpartum period.

Statistical analysis

Descriptive statistics were computed for all variables. Given the skewed distribution of
total urinary iAs and salivary cortisol, both were transformed to natural logarithm before
analyses; others quantitative variables were log-transformed to accomplish the
statistical assumptions of SEM.

The initial SEM was developed including only the direct effect of In(iAs). It was named
direct effect model. It also included the indirect effect of SES on In(child’s cortisol)
through the following mediators: mother’s depression, stressful pregnancy and
In(mother’s cortisol) as stress biomarker. Additionally, the model included the indirect
effects of stress during pregnancy and depression of the mother through the stress
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mediator represented by the natural logarithm of the mother’s cortisol (Figure 1a). A
second model was explored including an indirect effect of In(iAs) through mother’s
depression diagnosed by a medical doctor. It was named total effects model (Figure

1b).
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Figure 1. a) Direct effect model. b) Total effect model.




Models fit were evaluated using the root mean square error of approximation (RMSEA)
with a value <0.05, the comparative fit index (CFI) with a value>0.95, a Tucker-Lewis
index (TLI) with a value >0.95 and the Coefficient of determination (CD) which must be
close to 1. To compare both models (direct and total effect model), we used Akaike and
Bayesian information criterion. The statistical analyses were done using the statistical
package Stata IC v14.0.

Results
Characteristics of mothers and children

The characteristics of 168 pairs of mothers and children are shown in Table 1. Most
mothers were young (51.3% were <25 y), single, Chilean, self-reported as mixed-race,
with 12 years of education, equivalent to complete high school; main reported
occupation was housewife who largely registered the lowest income level (<613 USD).
Most pregnancies were considered to be moderately stressful while most women were
not diagnosed as depressive by a physician.

The a- amylase activity, a biomarker of acute stressful state, had asymmetric
distributions for mothers and children with medians of 107.56 U/mL (Min: 2.09; Max:
309.88) and 94.16 U/mL (Min: 1.88; Max: 179.08), respectively.

The distribution of each arsenical species detected in mother's urine sample was
asymmetric with positive bias as well as the distribution of total urinary iAs, whose
median was 14.1 pg/L (Min: 2.1; Max: 69.3).

Salivary cortisol distribution was positively skewed for children and their mothers, with a
median of 0.17 pg/dL (Min:0.0096; Max: 1.3) and 0.23 pg/dL (Min: 0.0124; Max: 1.15),
respectively.

Table 1. Characteristics of Mothers, Pregnancies, Deliveries and Children. Arica
2013-2015

n (%) Median (IQR)

Mother’s Maternal age (years) 25 (9.5)
characteristics Civil Status

Married 38 (23.0)

Partner 33 (20.0)

Single 92 (55 8)

Divorced 2(1.2)
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Nationality

Chilean

Other

Maternal Ethnicity

Mixed-race

Aymara/Other

Maternal education (years)

Family Income

<307 USD

307 - 613 USD

614 — 920 USD

921 - 1229 USD

> $1229 USD

Maternal Occupation

Student

Housewife

Remunerated job
Pregnancy and Stressful pregnancy
delivery Very low or low
information Moderate

High or very high

Maternal depression diagnosed

by medical doctor

Yes

No

Gestational age (weeks)

Delivery

Caesarean birth

Natural birth
Infant’s Infant Age (months)
characteristics Infant sex

Women

Men

155 (92.3)
13 (7.7)

113 (67.7)
47 (28.1)

63 (38.2)
70 (42.4)
16 (9.7)
19 (6.1)

6 (3.6)

40 (25.0)
76 (47.5)
44 (27.5)

54 (33.1)
84 (51.5)
25 (15.4)

37 (22.7)
126 (77.3)

83 (65.3)
44 (34.7)

85 (50.9)
82 (49.1)

12 (2)

39 (1)

21 (2)

Structural Equation Modeling

The direct effect model (Figure 2), did not support the existence of a direct effect of
In(iAs) on In(children’s cortisol). Only the In(mother's cortisol) had a statistically
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significant positive effect on In(child’s cortisol). The association between In(mother’s
cortisol) and its ancestors were not statistically significant (Table 2).
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Figure 2. Standardized path coefficient for direct effect model

Table 2. Direct Effect Model of In(iAs) on In(child’s cortisol)

Direct Effect

Indirect Effect

Total Effect

95% CI 95% CI 95% CI

In(iAs) pg/L 0.085 -0.124,0.294 NP 0.085 -0.124,0.294
In(mother’s 0.545 0.399, 0.691 NP 0.545 0.399, 0.691
cortisol) pg/dL
Mother’'s depression  0.064  -0.240,0.368 0.092 -0.087,0.271 0.156 -0.199, 0.511
Moderate or high -0.088 -0.443,0.267 0.130 -0.072,0.333 0.043 -0.367, 0.452
stress during
pregnancy
Socioeconomic NP 0.254 -0.466, 0.974 0.254 -0.466, 0.974
status

*NP indicates no path
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In the total effect model (Figure 3), In(iAs) had neither a direct nor indirect effect on
In(child’s cortisol); in this model, the direct effect of In(mother’s cortisol) on In(child’s

cortisol) is maintained (Ta

ble 3).

@.98 @.91

I

@1

Income Education
.92 4

Student occupation
56

Housewife
.96

Ethnicity
.69

Mother's depression
4

/@1

Stressful pregnancy2 .

.027

A1 e 8
1 /
A
In(mother's cortisol)
-1

9

4.5

-.033
.49

In(Asi)

In(child's cortisol) ; 1<—GD.75

Figure 3. Standardized path coefficient for total effects model

Table 3. Total Effect Model of In(iAs) on In(child’s cortisol)

Direct Effect

Indirect Effect

Total Effect

95% CI 95% CI 95% CI

In(iAs) pg/L 0.085 -0.124,0.294 0.003 -0.015,0.021 0.088 -0.121, 0.297
In(mother’s 0.545 0.399, 0.691 NP 0.545 0.399, 0.691
cortisol) pg/dL
Mother’s depression  0.063 -0.241, 0.367 0.091 -0.087,0.270 0.154 -0.201, 0.510
Moderate or high -0.088 -0.443,0.267 0.130 -0.072,0.333 0.042 -0.367, 0.452
stress during
pregnancy
Socioeconomic NP 0.254 -0.464,0.971 0.254 -0.464, 0.971
status

*NP indicates no path
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According to the fit index, the fit of both models was good (Table 4). However, the
model without the In(iAs) indirect effect seems to be better, according to Akaike and

Bayesian information criterion.

Table 4. Fit Indices for both Structural Equation Models.

Index In(iAs) direct In(iAs) direct and Good fit criteria

effect model indirect effects

model

x° P value 0.326 0.286 >0.05
Root mean square error of 0.024 0.028 <0.05 (even <0.06)
approximation (RMSEA)
Akaike's information criterion 3384.7 3386.6 It is used to compare
(AIC) between models
Bayesian information 3490.9 3495.9 It is used to compare
criterion (BIC) between models
Comparative fit index 0.973 0.965 >0.95
Tucker-Lewis index 0.961 0.948 >0.95
Coefficient of determination 0.731 0.731 Close to 1
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Discussion

The application of SEM to explore the association between prenatal arsenic exposure
and cortisol, allow us to complement the results obtained after a traditional statistical
analysis (linear regression). We were interested in studying different effects and
pathways across a set of variables; in this exercise, the In(iAs) was not associated with
In(child’s cortisol) directly or indirectly. Both SEMs (direct and total model) obtained
similar coefficients, but the direct model gained in parsimony under Akaike and
Bayesian’s criteria, indicating a better fit.

We also found a strong association between child and mother’s cortisol in both SEMs
which seems plausible given the many factors including habits or stressful experiences
that affect both mother and child simultaneously (Khoury et al.). The rest of the studied
associations showed some tendencies, but they did not reach statistical significance.
For instance, we found a positive tendency between the latent variable SES with
education and ethnicity (Galobardes et al., 2006a; b), showing that subjects who
reported to be students had better SES than the ones with remunerated jobs and these
rated better than those recounted as housewives; mixed-race implied a better SES
compared to Aymara/other indigenous ethnicities. Additionally, SES showed an inverse
relationship with depression and a positive relation with stressful. These results were
inconclusive and we need more evidence to improve our interpretations; however, we
can rise some hypothesis about our theoretical model for future studies.

In a previous study (Valdés et al., 2017), the traditional approach allowed finding an
inverse relationship between arsenic and cortisol in children of families in the highest
monthly family income of our sample (>614 USD), adjusting by other covariates
(mother’s depression, mother’s cortisol, and stressful pregnancy); in this setting, it was
evaluated the modification effect of the family income as a proxy of SES. Conveniently
with SEM approach, we were able to consider SES as a latent variable taking in
account not only the income, but also the ethnicity, occupation and education. If we had
done the traditional linear regression, it would not have been possible to add all these
variables due to the collinearity among them. However, it was not possible to test the
modification effect of the SES using SEM because the sample size was not enough to
estimate all coefficients.

Using SEM approach, we applied a statistical tool that allowed us to consider the
biological mechanism explored by experimental studies and take into account the social
factors that are involved in the cortisol's control in the epidemiological literature. As
VanderWeele mentioned in his commentary about Arlinghaus' study, we set our
pathway diagrams based on the previous evidence to perform conservative analyses
and not only do a graphical representation of our research question. We were focused
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in studying a wide range of different effects and pathways and the SEM was a useful
alternative for exploring environmental events with hypothesis-generating purposes.

Certainly, our study had many limitations as self-reported variables, small sample size
and the lack of interpretability of our results, after the mathematical transformations.
Some of our variables were self-reported what would introduce bias; it is likely to be a
non-differential bias that affects, regardless of the exposure. On the other hand, if we
had had a larger sample size, we could have improved the precision of our results and
studied the modification effect of the SES to compare with the traditional approach
(linear regression). Regarding interpretability, to express our results in natural logarithm
units could be unfamiliar for some readers. Nevertheless, we prefer to lose
interpretability and try to accomplish SEMs assumptions.
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Conclusion

The SEM application studying the association between arsenic exposure during
pregnancy and concentrations of salivary cortisol in infants was useful to explore direct
and indirect effects of the exposure, considering indirect effects through mediators, and
social factors. In this sample, the prenatal exposure to arsenic was associated neither
directly nor indirectly with salivary cortisol based on the theoretical model.

Our results differed from a traditional approach; however more studies are needed to
precise the magnitude of the association between arsenic exposure and cortisol
concentration. It is also needed a higher sample size including the modification effect of
socioeconomic status.

We tried to deal with the statistical assumptions lying under SEM application, to utilize
this tool for exploring different effects and pathways across an environmental
phenomenon and generate new hypothesis which complemented a traditional
approach.
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CAPITULO 6. DISCUSION

Las exposiciones ambientales tienen gran influencia en los nifos,
condicionando efectos a mediano y largo plazo. De acuerdo al enfoque del origen
temprano de las enfermedades, periodos como el embarazo y la primera infancia son
criticos en el desarrollo de multiples patologias (136). La Organizacién Mundial de la
Salud sefiala que alrededor de 3 millones de nifios mueren a causa de exposiciones
ambientales (137) y cada dia se genera mas evidencia que da cuenta del tributo que
tiene el ambiente en la morbilidad infantil asi como el desarrollo de una mayor
susceptibilidad a enfermedades crénicas en etapa adulta.

El desarrollo econdmico trae consigo externalidades negativas que exponen a
la poblacién infantil a nuevos y antiguos peligros; esto es un desafio permanente que
aumenta paralelamente con la carga de enfermedad y con ello el uso de recursos que
son escasos, pero altamente demandados. De alguna forma, orientar esfuerzos a la
pesquisa de mecanismos biolégicos que favorecen el deterioro de la salud en etapas
tempranas, es una forma de mitigar el dafo que ocasiona la polucion (138).

La contaminacidon por arsénico es un reto actual y continuo para paises con
contaminaciéon natural y antropogénica; la asociacion con enfermedades
cardiovasculares y cancer ha sido estudiada en paises que experimentan altas
concentraciones de exposicion. No obstante, a esto se suma el interés por los efectos
ocasionados a bajas dosis (139). Teniendo en cuenta que la principal via de exposicion
a este contaminante son los alimentos y el agua de consumo, la reduccién total de su
exposicion se hace compleja (140).

En la busqueda de mecanismos bioldgicos mediante los cuales el arsénico y
especies toxicas de éste causan eventos deletéreos, los modelos toxicolégicos han
sido fundamentales. La evidencia experimental ha permitido descubrir los eventos
tempranos causados por el arsénico a nivel molecular, tales como los efectos
epigenéticos; con esto el paradigma del valor umbral para efectos no cancerigenos
parece necesitar precisiones y reconocerse como un consenso normativo que vela por
el principio precautorio (57).

Es claro que las condiciones controladas de los estudios experimentales, no
son extrapolables a estudios epidemioldgicos. Los humanos, permanentemente
expuestos a mezclas de contaminantes y a determinantes sociales que afectan su
salud, difieren en fisiologia, nivel de organizacion y funciones de dosis-respuesta
respecto de otras especies. Sin embargo, la plausibilidad bioldgica descubierta a nivel
de ciencias basicas, favorece el estudio de cambios fisiolégicos previos al desarrollo de
patologias que podrian ser prevenibles con la identificacion de biomarcadores
tempranos.
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Los estudios desarrollados en esta tesis doctoral estan enfocados en explorar
los efectos tempranos del arsénico en salud infantil, considerando la exposicion
durante la vida intrauterina. En ambos casos, se propuso un biomarcador de efecto
temprano como el cortisol, basado en estudios toxicologicos.

A pesar de que la inferencia causal en epidemiologia perinatal requiere de un
marco metodolégico que considere dificultades como la presencia de confusores o
variables no medidas, los esfuerzos analiticos explorados en ambos estudios son
consistentes con la aplicacion de herramientas que previenen potenciales sesgos; el
uso de grafos aciclicos dirigidos o los sistemas de ecuaciones multiples permitieron
tomar en cuenta la red causal subyacente a la pregunta de investigacidén de esta Tesis.

La metodologia y el plan de analisis propuestos parecen ser los mas apropiados
para estudiar la exposicion prenatal a bajas concentraciones de arsénico y su efecto
sobre la concentracion de cortisol en infantes. Sin embargo, el potencial error inducido
por la medicion de las covariables incluidas en el modelo tedrico sugerido, es una
limitacidn que debe considerarse al interpretar los resultados obtenidos. De cierta
forma, la mejora en el nivel de medicién de estas covariables, la incorporacion de
variables no medidas y el aumento del tamafio muestral, son aspectos perfectibles que
en futuras investigaciones podrian precisar estos resultados.

En salud ambiental, los estudios toxicoldgicos y epidemioldgicos son la base
que da sustento a las distintas normativas . Los efectos en la morbimortalidad son la
evidencia prioritaria para el anélisis de riesgo y la gestion de regulaciones que protegen
la salud poblacional. Sin embargo, la identificacién de biomarcadores y factores de
susceptibilidad son una necesidad constante que permite entender la evolucion de un
proceso patologico y con ello los acontecimientos viables de ser prevenidos.
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CAPITULO 7. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta cohorte de infantes, la
exposicion a arsénico inorganico durante la gestacion se asocia con cambios de la
concentracion de cortisol salival. Este efecto so6lo se produce en el subgrupo
perteneciente al estrato de ingreso familiar mas alto; de lo anterior se deduce que el
arsénico no explica la variabilidad del cortisol salival en todo el grupo, sino que su
efecto es modificado por el nivel socioeconémico y sin esta estratificacién su efecto no
se detecta.

Bajo el enfoque de ecuaciones estructurales, no se encontro efecto directo ni a
través de potenciales mediadores. Es probable que se requiera mayor tamafio muestral
para obtener todos los estimadores establecidos en el modelo tedrico con mayor
precision.
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ANEXO 1. Caracteristica de los 74 no participantes

Covariates Non participants
(n=74)
Total urinary iAs pg/L (Median; IQR) 16.3; 12.1
Years of education (Median; IQR) 12; 1
Ethnicity (% Mixed-race) 60.0
Family Income (% <$200000 CLP) 47.2
Occupation (% Housewife) 54.7
Stressful pregnancy (%) 81.8
Depression diagnosed by medical doctor (%) 18.2
Sex (% women) 47.3
Gestational age (Median; IQR) 39; 2
Mother’s age (Median; IQR) 26; 8
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ANEXO 2. Coeficientes de regresion multiple para los tres estratos de ingreso
familiar considerando los datos imputados

Coef. IC 95% P
Income < 307 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L -0.167 -0.519 0.186 0.350
>14.08 — 21.70 yg/L -0.068 -0.386 0.250 0.672
>21.70 - 69.3 pg/L 0.120 -0.221 0.461 0.485
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes -0.021 -0.347 0.304 0.898
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate -0.019 -0.315 0.277 0.897
High or very high 0.108 -0.262 0.477 0.564
Mother’s cortisol (ug/dL) 2.229 1.798 2.659 <0.001
Constant -2.278 -2.616 -1.939 <0.001
Income 307 - 614 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L 0.108 -0.322 0.539 0.619
>14.08 — 21.70 yg/L 0.014 -0.428 0.456 0.951
>21.70 - 69.3 pg/L 0.072 -0.366 0.510 0.745
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes 0.015 -0.314 0.344 0.928
Stressful pregnancy
Very low or low Ref.
Moderate -0.224 -0.567 0.120 0.199
High or very high -0.157 -0.643 0.329 0.523
Mother’s cortisol (ug/dL) 1.863 1.341 2.385 <0.001
Constant -2.135 -2.587 -1.683 <0.001
Income > 614 USD
iAs quartile
2.05-10.43 ug/L Ref.
>10.43 — 14.08 ug/L -0.159 -0.766 0.446 0.596
>14.08 — 21.70 yg/L -0.601 -1.169 -0.033 0.039
>21.70 - 69.3 pg/L -0.050 -0.714 0.613 0.878
Depression diagnosed by M.D.
No Ref.
Yes -0.509 -1.244 0.225 0.168

Stressful pregnancy

87



Very low or low
Moderate

High or very high
Mother’s cortisol (ug/dL)
Constant

Ref.
-0.183
0.054
1.705
-1.663

0.319
0.693
2.432
-1.029

0.464
0.853
<0.001
<0.001
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ANEXO 3. Manual de Toma de Muestra

“Exposicion prenatal a bajas concentraciones de arsénico inorganico y su
asociacion con cortisol salival en infantes de Arica, Chile”

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA EN ADULTOS

Introduccién

El tubo doble fase Salivette es el método de recogida de saliva ideal para la
determinacion de cortisol y es considerado por muchos investigadores como el
estandar de oro en la recogida de este tipo muestras, ya que proporciona una muestra
pura y permite almacenar las muestras para pruebas futuras.
Aunque la recoleccion de saliva, en realidad puede parecer una tarea sucia que
desalienta a algunas personas a la donacion de saliva, este método es simple, limpio e
incluye todo lo necesario para reducir el desorden, aumentar el cumplimiento, acelerar
el periodo de recoleccion, y preserva la integridad de la muestra. Este sistema de
recogida de saliva esta listo para usarse en el campo o en el sitio de recoleccién de las
muestras y consta de 4 piezas: Una tapa a presion, una térula de algodoén y dos tubos.
Un tubo externo y tubo interno que esta dentro del tubo mas grande y el cual contiene
la torula de algodon.

Ventajas

- Féacil aplicacion.

- Almacenamiento individual, hermético y con tapa a presion.

- Listo para usar.

- Coleccion directamente en tubos que pueden congelarse.

- Construido de material inocuo para la salud.

- Elimina el tiempo y el material necesario para transferir espécimen a viales de
almacenamiento en el laboratorio.

Precauciones

- Utilice unicamente segun las indicaciones; Use cada recolector de saliva solo una
vez.

- Nunca utilice este dispositivo para los nifios menores de tres (3) afios, o adultos
con alto riesgo de atragantarse.

Procedimiento

Previo al procedimiento:

- Evite comer previo a este procedimiento, idealmente manténgase sin comer 30
minutos antes.
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Evitar los alimentos con alto nivel de azucar o acidez, inmediatamente antes de la
recoleccién de la muestra, ya que pueden comprometer el ensayo mediante la
reduccion pH de la saliva y aumentar el crecimiento bacteriano.

Pregunte sobre la presencia de enfermedades bucales o lesiones.

Lavar la boca con agua para eliminar los residuos de comida si es que la
participante ha comido recientemente y esperar al menos 10 minutos después del
enjuague para evitar la dilucién de la muestra.

Para este procedimiento se utiliza:

Cuestionario de toma de muestra.
Tubo de recoleccion.
Cinta para rotular y lapiz.

Complete el cuestionario de toma de muestra con los datos de la madre
participante, la fecha y hora de toma de muestra y luego de esto saque la tapa del
tubo.

Extraiga la térula de algodén y péngala dentro de su boca, cuidando de no tragarla.
Mantenga la térula dentro de la boca por lo menos 60 segundos. Para estimular la
salivacion puede morder suavemente la térula de algodon.

Luego devuelva la térula al tubo pequefio contenido dentro del tubo mas grande.
Tape el tubo con la tapa azul y luego coloque dentro del cooler con las unidades
refrigerantes.

Si la muestra esta visiblemente contaminada con sangre, debe tomarse una nueva
muestra que esté libre de contaminacion.

Figura del procedimiento
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Manejo y transporte de muestra

Inmediatamente después de la recoleccion, congelar las muestras a -20 °C. Si

la congelacién no es posible, mantenga las muestras entre 2 a 8°C en condiciones
herméticas y mantenga a esta temperatura no mas de lo necesario (entre 2 a 4 horas).
Luego de esto, congele. Las muestras almacenadas durante mas de 4 meses se deben
congelar a -80 ° C. La muestra congelada dura varios afios.

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA EN NINOS

Introduccion

Las térulas SalivaBio son el método de recogida de saliva recomendado para

infantes, incluso en menores de 6 meses de edad. También puede ser utilizado como
un metodo de recoleccidn en no humanos. Es un método de recogida limpio, pero no
estéril, que requiere la asistencia de adultos y supervisién durante su uso, manteniendo
fuera del alcance de los nifos.

Procedimiento
Previo al procedimiento:

Evitar los alimentos con alto nivel de azucar o acidez, inmediatamente antes de la
recoleccion de la muestra, ya que pueden comprometer el ensayo mediante la
reduccion pH de la saliva y aumentar el crecimiento bacteriano.

Evite que el nino coma previo al examen. Si no puedo y esta comiendo, es preferible
que ingiera agua para eliminar la mayor cantidad de residuos. Luego esperar al
menos 10 minutos si esto es posible, para evitar la dilucién de la muestra antes de
la recogida de saliva.

Para este procedimiento se utiliza:

Cuestionario de toma de muestra.
Térula de recoleccidn.

Tubo de recoleccion de térula.
Cinta para rotular y lapiz.

. El cuestionario ya fue aplicado a la madre del nifio.

Abra el paquete que contiene la térula.

Sujete firmemente un extremo de la térula de recoleccion y trate de colocar el otro
extremo debajo de la lengua del bebe. Es posible, que se recolecte mas muestra en
las comisuras de la boca. Intente recoger muestra durante 60 a 90 segundos
apoyando el hisopo en forma permanente, o recoger en intervalos por la
reintroduccion de la torula.
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4. Luego de recogida la muestra tome el tubo de recoleccion, retire la tapa e inserte el
extremo saturado con saliva en el tubo interno y doble la parte seca de la torula e
inserte dentro del mismo tubo para luego cerrarlo herméticamente.

5. Asegurese que el ID del tubo corresponde al del participante.

6. Si la muestra esta visiblemente contaminada con sangre, debe tomarse una nueva
muestra que esté libre de contaminacién.

Figura del procedimiento

Manejo y transporte de muestra

Inmediatamente después de la recoleccion, congelar las muestras a -20 °C. Si
la congelacién no es posible, mantenga las muestras entre 2 a 8°C en condiciones
herméticas y mantenga a esta temperatura durante no mas de lo necesario (entre 2 a 4
horas). Luego de esto, congele. Las muestras almacenadas durante mas de 4 meses
se deben congelar a -80 ° C. En estas condiciones dura hasta 6 meses en la térula.
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ANEXO 4. Cuestionario

“Exposicion prenatal a bajas concentraciones de arsénico inorganico y su
asociacion con cortisol salival en infantes de Arica, Chile”

ID:

Nombre Mama:

Rut mama:

Edad hijo (meses):

Sexo hijo (0=mujer; 1=hombre)
Rut hijo:
Fecha de toma de muestra:
Hora toma de muestra:
Quien toma la muestra:

Agradecemos su tiempo y compromiso con la recoleccion de saliva. Por favor responda
las siguientes preguntas:

No=0; Si=1

1. Hoy, ¢ ha sido un dia tipico en su casa? Sies No (0), especifique:

2. Hoy, ¢su hijo esta sano y animado? Sies No (0), especifique:

3. Usted se ha visto expuesta a actividad fisica
vigorosa (ej.: correr o practicar natacion)?

4. Usted se ha sentido emotiva o ha estado
llorando previo a la toma de muestra?

5. Considerando las Ultimas 12 horas, g ha Sies Si (1), especifique:
consumido café?

6. Considerando las ultimas 12 horas, ¢ha Sies Si (1), especifique:
consumido nicotina?

7. Considerando las ultimas 12 horas, ¢ha Sies Si (1), especifique:
consumido alcohol?

8. Considerando las ultimas 12 horas, ¢ha Sies Si (1), especifique:
consumido medicamentos?

9. Ha consumido derivados de leche en los
ultimos 30 minutos

10. Su bebe ha tomado leche en los ultimos 30
minutos.

iMUCHAS GRACIAS!
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ANEXO 5. Protocolos de Laboratorio
Determinacion de Cortisol y Alfa Amilasa
PROTOCOLO CORTISOL SALIVAL

Procedimiento

Paso 1: Leer y preparar los reactivos de acuerdo a la seccidon “Preparaciéon del
reactivo” antes de comenzar el ensayo. Determine la disposicién de la placa. Aqui se
presenta un disefio sugerido. (Normas, controles y muestras de saliva deben ser
analizadas por duplicado.)

1 2 3 4 5/6|7|8(9|10(11 12
A | 3.000Std | 3.000 Std Ctrl-H Ctri-H
B 1.000 Std 1.000 Std Ctri-L Ctrl-L
C | 0.333Std | 0.333 Std SMP-1 SMP-1
D | 0.111 Std 0.111 Std SMP-2 SMP-2
E | 0.037 Std 0.037 Std SMP-3 SMP-3
F | 0.012 std 0.012 Std SMP-4 SMP-4
G Zero Zero SMP-5 SMP-5
H NSB* NSB* SMP-6 SMP-6

*NSB = “Non-specific binding wells”. Estos pueden utilizarse como blanco de reaccion.
Su uso es opcional.

Paso 2: Mantenga el numero deseado de tiras en el soporte de tiras y devuelva las
tiras restantes en la bolsa de aluminio. Si decide colocar pocillos de unién inespecifica
en H-1, 2, quite tiras 1 y 2 del soporte de tiras y rompa el fondo de los pocillos. Coloque
las tiras de vuelta en el soporte de tiras dejando H-1, 2 en blanco. Rompa 2 pocillos de
la tira NSB de los pocillos NSB incluidos en la bolsa de aluminio. Colocar en H-1, 2.
Alternativamente, los NSP pueden colocarse donde quiera en el plato. Vuelva a sellar
la bolsa de aluminio con los pocillos sin usar y el desecante. Almacenar a 2-8 °C.

Precaucion: Los pocillos extras de NSB no deben utilizarse para la determinacion de
controles o “standards”. No insertar los pocillos desde un plato a un plato diferente.

Paso 3: Pipetear 24 ml de diluyente de ensayo en el tubo desechable. Ponga a un lado
para el Paso 5.
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Paso 4:

- Pipetear 25 L de standards, controles y muestras en los pocillos correspondientes.
- Pipetear 25 uL del diluyente de ensayo en 2 pocillos basales (pocillos cero)

- Pipetear 25 uL del diluyente de ensayo en cada pocillo NSB

Paso 5: Diluir el conjugado enzimatico 1: 1600 mediante la adicion de 15 pL de
conjugado a 24 mL tubo de diluyente de ensayo. El tubo conjugado se puede
centrifugar durante unos minutos para llevar el liquido hasta la parte inferior del tubo.
Mezclar inmediatamente la solucion del conjugado diluido y afadir 200 yL a cada
pocillo usando una pipeta multicanal.

Paso 6: Mezclar placa en un mezclador de placas durante 5 minutos a 500 rpm e
incube durante un total de 1 hora a temperatura ambiente.

Paso 7: Lave la placa 4 veces con tampdn de lavado 1X. Se recomienda utilizar un
lavador de placas. Después de cada lavado, la placa debe ser secada completamente
con toallas de papel antes de girarla en posicion vertical. Si esta usando un lavador de
placas, se recomienda también secar después del ultimo lavado.

Paso 8: Afadir 200 pL de la solucién de sustrato TMB en cada pocillo con una pipeta
multicanal.

Paso 9: Mezclar en un mezclador de placas durante 5 minutos a 500 rpm e incubar la
placa en la oscuridad (cubierta) a temperatura ambiente durante 25 min adicionales.

Paso 10: Adadir 50 pL de la solucion de stop 3M con una pipeta multicanal.
Paso 11:

e Mezclar en un mezclador de placas durante 3 min a 500 rpm. Si el color verde
se mantiene, continle mezclando hasta que el color verde se convierte en
amarillo. Asegurese de que todos los pocillos se han convertido en amarillo.
Precaucion: puede ocurrir derrame de solucion si se mezcla a mas de 600 rpm.

e Limpie la parte inferior de la placa con un pafio sin pelusa humedecido con
agua y seque.

e Leer en un lector de placas a 450 nm. Leer la placa a 10 min de la adicién de
solucion de stop 3M. (Para obtener mejores resultados, se recomienda realizar
una correccion de filtro secundario en 490-492 nm).
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PROTOCOLO ALFA AMILASA SALIVAL

Recomendaciones
Preparacion del reactivo
Mantener todos los reactivos a temperatura ambiental

Procedimientos
Paso 1: Determinar el layout (organizacion) de la placa. A continuacion, un ejemplo de
“layout” de la placa.

1 2 | 3|4 /5|6 789 |10/11 12
A |CulH| S-7
B |CtrlL | S-8
C|[S-1|S8S-9
D | S-2 [S-10
E | S-3 |S-11
F | S-4 |S-12
G | S-5|S-13
H | S-6 |[S-14

Paso 2: Mantenga el numero deseado de tiras en las tiras de pocillo y devuelva las
tiras no utilizadas a la bolsa.

Paso 3: Establezca su lector de placas para incubar a 37 °C, y para leer en el centro la
medicion en modo cinético inicialmente por un minuto, luego nuevamente dos minutos
mas tarde. Elige el filtro de 405 nm sin filtro de referencia. Para lectores de placas sin
estas opciones, la incubacion puede realizarse en una placa incubadora/rotador con
movimiento manual de la placa dentro y fuera del lector de placas para las lecturas de
1 minuto y 3 minutos. La validacion del Kit fue realizada en estas condiciones.

Paso 4: Las muestras de saliva deben ser diluidas con el diluyente para a-amilasa
proporcionado. Preparar una dilucion 1:10 de la saliva, pipeteando 10 pL de saliva en
90 uL del diluyente de a-amilasa. Mezclar bien. Siga diluyendo pipeteando 10 yL de la
dilucion previa 1:10 en 190 uL del diluyente de a-amilasa (1:20). La solucion final es de
1:200. El resto de la dilucién 1:10 puede dejarse de lado en caso de necesitar una
nueva dilucion final.
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Paso 5: Calentar la solucion del sustrato a-amilasa a 37°C en el canal proporcionado,
utilizando una placa de incubadora de microtitulacion precalentado. Asegurese que el
reactivo se encuentra calentado y mezclado correctamente antes de su uso. (Se
recomienda un tiempo minimo de calentamiento de 20 minutos, desde la temperatura
ambiente).

Paso 6: Para un ritmo mas preciso, pruebe solo una tira a la vez. Adadir 8 uL de las
muestras de controle (prediluido) y/o muestra de saliva diluidos a los pocillos
individuales. Recomendamos encarecidamente realizar el pipeteado inverso para evitar
introducir burbujas en el pocillo.

Paso 7: Afadir 320 pL de solucion del sustrato de a-amilasa precalentado (37°C) en
cada pocillo simultdneamente usando una pipeta multicanal. Eliminar posteriormente
las puntas de pipeta para evitar la contaminacion de los reactivos. No devuelva la
solucién de sustrato de a-amilasa que pueda quedar en la punta de la bandeja mayor
una vez que ya ha sido descargado en los pocillos. Esto podria contaminar el
contenido de la bandeja y afectar cualquier prueba posterior. Cualquier pocillo que
contenga burbujas al momento de la lectura debe repetirse.

Paso 8: Si se realiza la lectura cinéticamente en un lector de placas programable de
37°C, inmediatamente ubicar la placa en el lector e iniciar la lectura. Dado que los
pocillos se encuentran llenos, programe el lector de placas para mezclar lentamente o
el sustrato podria derramarse en el lector de placas.

De otro modo, realizar los pasos siguientes:

¢ Iniciar temporizador inmediatamente y mezclar (500-600 rpm) a 37°C

e Traslade la placa al lector a tiempo de manera de leer la DO a exactamente 1
minuto, luego continde mezclando a 37°C. Guarde esta informacién.

e Transferir la placa de nuevo y leer DO a exactamente 3 minutos. Guarde esta
informacion.

Calculos

Restar la lectura de un minuto a la lectura de tres minutos y multiplicar por el factor de
conversion (ver abajo). El factor de conversién toma en cuenta la dilucion de la muestra
de 1:200 para los controles pre diluidos y las muestras.

Es conveniente establecer una hoja de célculo Excel para restar las DO y multiplicar
por el factor de conversion. Los resultados se expresan en U/mL.
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AADbs./min x TV x DF = U/mL de actividad de a-amilasa en la muestra
MMA x SV x LP

Donde:

AAbs./min = diferencia de absorbancia por minuto

TV = volumen total (0.328 mL)

DF = factor de dilucion

MMA = Millimolar de absorvancia of 2-chloro-p-nitrophenol (12.9)
SV = volumen de la muestra (0.008 mL)

LP = Light path = 0.97 (specific to plate received with kit)

AADbs./2 x 0.328 x 200 = AAbs. x 328* = U/mL actividad a-amilasa
12.9 x 0.008 x 0.97

Ejemplo: Con un cambio de absorbancia (OD change over 2 minutes) de 0.3, entonces
0.3 x328 =984 U/mL

*Si se utiliza un lector de placa Tecan y se capturan los datos a través del software
Assayzap, multiplicar por 0.0328.

NOTA: Multiplicar el valor por 0.01667 para convertir a unidades Sl (nKat/L).
Las muestras que exceden 400 U/ml (limite de linealidad) deben volver a una dilucion
de 1:400. Los resultados deben ser multiplicados por 2. Los valores demasiado bajos

para ser leidos en una dilucién 1:200 pueden ser realizados nuevamente en una
dilucion de 1:10. Resultados deben ser dividido por 20.
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ANEXO 6. Proyecto Piloto

“Estandarizacion de técnica de recoleccion de saliva, para determinacion de
cortisol mediante técnica de ELISA”

Objetivo del estudio piloto

El objetivo de estudio piloto fue estandarizar la técnica de recoleccion de
muestra de saliva para evaluar cortisol y alfa amilasa en nifios de 18 a 24 meses y
mujeres adultas. Ademas, este piloto sirvid para conocer la variabilidad de cortisol y
alfa amilasa en nifios chilenos de ese rango de edad y sus madres.

Procedimientos
En una muestra de 18 nifios se recolectd muestra de saliva segun el protocolo

especificado en el anexo 1, durante la jornada de la mafana. Se recolecté
adicionalmente una muestra de saliva de la madre. Se aplicé el cuestionario de toma
de muestra en cada ocasion. En 3 casos se tomé6 la muestra en duplicado para
determinar la reproducibilidad del método. La informacidn recolectada y la toma de
muestra, tardaron alrededor de 10 minutos.

Riesgos

El estudio piloto implicaba riesgos nulos para la salud del nifio y su madre. El
cuestionario era simple y las muestras de saliva fueron recolectada con torulas
disefiada para tales fines, siendo el método de recoleccion gold estandar para la toma
de muestra en infantes. Por lo mismo la recoleccion de la muestra saliva es un método
simple y seguro, tanto para la madre como para el nifio.

Confidencialidad de los datos

Toda la informacion derivada de la participacion en este estudio piloto fue
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de la
investigadora principal y su tutora, asi como la Dra. Danka Cardenas que colaboré con
el reclutamiento de los pacientes incluidos en este estudio piloto. Los resultados fueron
entregados personalmente por la médica tratante a cada madre y su hijo. Sin embargo,
éstos no tenian validez clinica, como se les coment6 en la toma de muestra a cada
voluntaria.

Resultados del piloto
La estandarizacion de la técnica fue realizada con los insumos provistos por el
manufacturador. En la siguiente figura, se muestra la curva estandarizacion.
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Figura. Curva de Estandarizaciéon de la técnica de ELISA para determinacion de
cortisol saliva.
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La fiabilidad de la técnica de ELISA fue alta, con un indice de correlacién
intraclase (ICC) de 0.996 (IC 95%: 0.994, 0.998) y un coeficiente de correlacion lineal
de Pearson de 0.996. El grafico de dispersion muestra la relacion de cada punto con su
duplicado. En relacién a los duplicados de toma de muestra la fiabilidad estimada
mediante ICC fue de 0.958 (IC 95%: 0.771, 0.994).

Figura. Asociacion entre mediciones y su duplicado analitico
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Figura. Asociacion entre mediciones y su duplicado de toma de muestra
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Con respecto a la distribucion del cortisol salival en los nifios y sus madres la
tabla resumen se presenta a continuacion.

Tabla. Estadisticos resumenes para medicion de cortisol en niflos y madres

N Media Desviacion Min Max | Coeficiente de
Estandar Variacion
Cortisol Nifio (ug/dL) 18 0,2370 0,160 0,07 | 0,73 67,51%
Cortisol Madre (pg/dL) 12 0,3306 0,211 0,11 | 0,73 63,82%

El coeficiente de correlacién lineal de Pearson entre la concentracion de cortisol
del nifo y la madre fue de 0,743 (p-value= 0,007).
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Figura. Asociacién entre concentracioén cortisol hijo y madre
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