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Puntos destacados
e Los plaguicidas y los metales pueden alterar la funcion tiroidea.
e Se han realizado pocos estudios sobre mujeres embarazadas de comunidades agricolas.

e Los fungicidas mancozeb y pirimetanil posiblemente inhiben las hormonas tiroideas de las mujeres
embarazadas participantes de la cohorte ISA.

e El clorpirifos, los piretroides sintéticos, el manganeso y el plomo posiblemente producen un efecto similar
al hipertiroidismo.

e Algunos de los plaguicidas parecian tener un efecto inmediato, y otros un efecto tardio.

Resumen grafico
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Abbreviations: TRH, hormona liberadora de tirotropina; TSH, hormona estimulante de la
tiroides; FT4, tiroxina libre; FT3, triyodotironina libre; 3-PBA, acido 3-fenoxibenzoico; DCCA,
acido 3- (2,2-diclorovinil) -2,2-dimetilciclopropano carboxilico; ETU, etilentiourea; OHP, hidroxi
pirimetanil; Mn, manganeso; MnB, manganeso en sangre; MnH, manganeso en cabello; PbB,
plomo en sangre.
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Resumen

Antecedentes: Los plaguicidas y metales podrian alterar la funcién tiroidea, la cual es clave para el

desarrollo cerebral del feto.

Objetivos: Evaluar si la exposicidn a plaguicidas de uso comun, plomo y exceso de manganeso alteran las
concentraciones de tiroxina libre (FT4), triiodotironina libre (FT3), hormona estimulante de la tiroides (TSH)

en mujeres embarazadas del estudio Infantes y Salud Ambiental (ISA).

Métodos: Al momento de la inclusién de las mujeres (n=400), determinamos las concentraciones urinarias,
corregidas por gravedad especifica, de los metabolitos (pg/L) de los plaguicidas etilentiourea (ETU),
pirimetanil, tiabendazol, clorpirifos, piretroides sintéticos, y 2,4-D. También medimos las concentraciones
de manganeso en el pelo (MnH) (ug/g) y en la sangre (MnB) (ug/l), asi como plomo en la sangre (PbB) (ug/l).
Para detectar un efecto tanto inmediato como tardio en la homeostasis de la tiroides, determinamos la
TSH, FT4 y FT3 en suero obtenido en la misma visita (n=400) y alrededor de diez semanas después (n=245).
Evaluamos las asociaciones entre las exposiciones y TSH, FT4, y FT3, con modelos de regresion lineal vy
aditivos generalizados, regresion lineal multivariante Bayesiana y regresion Bayesiana por maquinas del

kernel (Bayesian kernel machine regression-BKMR).

Resultados: Las mujeres con concentraciones urinarios de ETU y del metabolito de pirimetanil mas altos,
tenian niveles de FT4 mas bajos: B = -0.79 (95%Cl= -1.51, -0.08) y B = -0.29 (95%CI = -0.62, -0.03),
respectivamente, para cada aumento de diez veces de exposicion. El MnB estaba asociado positivamente
con FT4 (B = 0.04 (95%CI = 0.00, 0.07 por aumento de 1 pg/L), y las mujeres con altas concentraciones de
metabolitos urinarios de piretroides tuvieron niveles inferiores de TSH (efectos no lineales). Para el andlisis
del efecto tardio, los metabolitos de piretroides, clorpirifos, asi como MnH y PbB estuvieron asociados con

una disminucién de TSH o aumento de FT4 y/o FT3.

Discusion: El mancozeb (ETU) y el pirimetanil posiblemente inhiben la secrecion FT4 (efecto tipo
hipotiroidismo), mientras que el clorpirifos, piretroides MnB, MnH, PbB y Mn mostraron efectos tipo
hipertiroidismo. Algunos efectos de la homeostasis tiroidea parecen ser inmediatos (mancozeb (ETU),
pirimetanil, MnB), mientras que otros tardios (clorpirifos, MnH, PbB) o ambos (piretroides), posiblemente

reflejando diferentes mecanismos de accion.

© 2021 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Introduccion

La homeostasis tiroidea materna durante el embarazo, con concentraciones optimas de tiroxina libre (FT4),
triiodotironina (FT3) y hormona estimulante de la tiroides en suero, es esencial para el desarrollo cerebral
del feto (Boas et al. 2012; Jansen et al. 2019). Niveles reducidos de FT4 al inicio del embarazo se han
asociado con coeficientes intelectuales inferiores en varias cohortes de nacimiento (Levie et al., 2018). La
funcioén tiroidea es regulada por un sistema de retroalimentacién complejo de hormonas circulando a
niveles del hipotdlamo vy la pituitaria (Figura 1) (Boas et al., 2012). Alteraciones en estas concentraciones
hormonales entre otras cosas, puede reflejar una funcién tiroidea hiperactiva (hipertiroidismo),
caracterizadas por bajo TSH, alto FT4 y/o FT3, mientras una funcidn tiroidea hipoactiva (hipotiroidismo) es

reflejada por TSH alto, bajo FT4 y/o FT3 (Dayan, 2001).

Los quimicos ambientales pueden alterar la funcién tiroidea en una variedad de formas incluyendo: 1) en
la propia glandula al interferir con los receptores de TSH o la sintesis de hormonas tiroideas; 2) alterar el
eje hipotaldmico-hipofisario-tiroideo; 3) modifica la unidn entre las proteinas transportadoras de
hormonas tiroideas; 4) induccion de enzimas hepaticas llevando a un aumento en la inactivacién y luego a
la excrecidon de hormonas tiroideas del cuerpo, y 5) aumentar o disminuir la expresion de los genes que
regulan las hormonas tiroideas (Boas et al. 2012; Du et al. 2010; Goldner et al. 2013; Hernandez et al. 2020;
Maranghi et al. 2013). Por ejemplo, un aumento en las concentraciones de plomo en la sangre (PbB) en
mujeres de China y Kosovo han sido asociados con el aumento de TSH, una disminucién de FT4 y el aumento
de anticuerpos de peroxidasa tiroidea (TPO) (Kahn et al. 2014; Nie et al. 2017), sin embargo, los mecanismos
subyacentes a cargo son poco entendidos. La exposicion a plaguicidas también es de preocupaciéon dado
gue 2 millones de plaguicidas son usados anualmente, pero los efectos de los plaguicidas de uso comun
sobre la funcidn tiroidea de mujeres embarazadas han sido poco estudiados (Leemans et al. 2019; Sharma

et al. 2019; Zhang et al. 2013).

Globalmente, uno de los plaguicidas mas utilizados es el fungicida etileno-bis-ditiocarbamato (EBDC),
mancozeb, registrado para su uso en mas de 120 paises (Gullino et al., 2010). En Costa Rica, el mancozeb
es aplicado semanalmente con aeronaves ligeras en cultivos de bananos con propdsitos de exportacion

(Bravo et al. 2013). Las formulaciones de EBDC estan frecuentemente contaminadas con su metabolito
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etilentiourea (ETU) (EPA Oficina de Programas de Plaguicidas 2005). Se piensa que la presunta toxicidad del
EBDC en la tiroides en humanos es causada por ETU; ratas expuestas a ETU mostraron hipotiroidismo
reflejado por la disminucion del T4 (Axelstad et al. 2011) y el aumento de TSH (Maranghi et al., 2013).
Estudios en trabajadores también mostraron efectos tipo hipotiroidismo, dado que trabajadores en
manufactura de hule expuestos a ETU tuvieron una disminucion del T4 (Smith 1984), y trabajadores en
agricultores expuestos a EDBC tuvieron un aumento en concentraciones de TSH en suero (Panganiban et
al., 2004; Steenland et al., 1997). El mancozeb contiene 20% (w/w) de manganeso (Mn), un elemento
esencial que en exceso puede ser téxico (FAO 1980; Mora et al. 2018). Memon et al. (2015) encontré que
las concentraciones promedio mas altas y bajas de Mn en suero en mujeres adultas estaban asociadas con
hiper- e hipotiroidismo respectivamente. Sin embargo, ningun estudio a reportado el efecto del ETU y el

manganeso juntos en la funcion tiroidea.

Ademads del mancozeb, otros fungicidas son utilizados en la producciéon de banano que también pueden
influenciar la homeostasis tiroidea. El fungicida anilinopirimidina pirimetanil es ampliamente aplicado en
agricultura y aplicado de forma aérea en los cultivos de bananos (Cérdoba Gamboa et al., 2020). Las ratas
y ratones expuestos (sub) créonicamente al pirimetanil mostraron un aumento en las concentraciones de
TSH y una disminucién de T4 en suero (Brucker-Davis et al., 2011; Hurley et al., 1998). El tiabendazol es
generalmente utilizado como un fungicida antes de la siembray después de la cosecha (Ekman et al., 2013)
y aplicado después de la cosecha de bananos (Cérdoba Gamboa et al., 2020). Las ratas expuestas al
fungicida tiabendazol mostraron alteraciones en las hormonas tiroideas, el volumen de la tiroides, y en la

formacion de adenomas de células foliculares tiroideas (EFSA, 2014; US-EPA, 2002).

Los insecticidas y herbicidas también pueden alterar la funcidn tiroidea, pero las evidencias de estudios
epidemioldgicos es poca e inconclusa. La exposicidn a los insecticidas clorpirifos entre hombres adultos ha
sido asociada con la inhibiciéon y con mujeres adultas con la estimulacion de la funcion tiroidea (Fortenberry
et al., 2012; Meeker et al., 2006). En Costa Rica, los clorpirifos son utilizados en las bolsas para proteger los
bananos de insectos durante el crecimiento (van Wendel de Joode et al., 2012). Los insecticidas piretroides
sintéticos, utilizados comunmente tanto en agricultura como en ambientes hogarefios, pueden alterar la
funcidn tiroidea al unirse a los receptores hormonales debido a la similitud de sus estructuras quimicas
como fue medido en su habilidad de unirse a los receptores de hormonas tiroideas (Du et al. 2010).

Finalmente, el herbicida 2,4-D es utilizado como controlador de hierbas de hoja ancha en pastos y algunas
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veces en campos de futbol. Knopp (1994) no reporté efectos sobre T4, T3 y TSH en trabajadores de fabricas
expuestos a 2,4-D, pero no se presentaron las asociaciones especificas. Los resultados de estudios en
animales mostraron que ratas y ovejas expuestas a 2,4-D tuvieron un T3 y T4 menor (Kobal et al., 2000;

Rawlings et al., 1998).

El estudio Infantes y Salud Ambiental (ISA) es un estudio comunitario tipo cohorte de nacimiento ubicada
en un drea de cultivo de banano en el Norte del Caribe de Costa Rica, disefiada para evaluar los efectos de
la exposicién a plaguicidas y el exceso de manganeso en la salud de infantes y mujeres (Mora et al. 2014,
2015, 2020, 2018; van Wendel de Joode et al. 2014, 2016). La poblacién de estudio estd expuesta a
plaguicidas utilizados en agricultura, control de vectores y en los hogares; al manganeso por el mancozeb
y por fuentes naturales; y para niveles muy bajos de plomo (probablemente de pintura vieja y tuberias de
agua) (Cuadro S1). En este estudio, evaluamos si la exposicidn a plaguicidas de uso comun, manganeso y
plomo estaba asociada con las concentraciones hormonales de TSH, FT4 y FT3 en suero en mujeres

embarazadas de la cohorte de nacimiento de ISA.
Materiales y Métodos
Poblacion de estudio

Entre marzo del 2010 y junio del 2011, incluimos 451 mujeres mayores de 15 afios de edad con una edad
gestacional menor a 33 semanas, que vivian en el cantén de Matina, Limén Costa Rica (van Wendel de
Joode et al., 2014). Todas las mujeres dieron un consentimiento informado antes de participar. Para
mujeres menores de 18 afios, su representante legal también dio el consentimiento informado. Todas las
actividades del estudio fueron aprobadas por el Comité Etico Cientifico de la Universidad Nacional en Costa
Rica (CECUNA-11-2009). Obtuvimos tanto la muestra de orina como de sangre de las mujeres durante la
inclusion o poco después. Para este estudio, incluimos 400 de las 451 (89%) mujeres embarazadas que
tuvieran informacién de concentraciones de metabolitos de exposicion y de TSH, FT4 y FT3 en suero.
Excluimos dos mujeres con hipotiroidismo confirmado por un médico. Para 245 de las 400 mujeres,
obtuvimos una segunda muestra de sangre alrededor de diez semanas después de la primera muestra

(promedio 10.7 semanas, DE=4.1)

Entrevistas maternas, edad gestacional e indice de masa corporal antes del embarazo
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La recoleccidon de datos durante el embarazo, post-parto y al afio de edad se ha descrito en detalle
previamente (van Wendel de Joode et al. 2014; Mora et al. 2015, 2018). Obtuvimos informacion sobre
variables sociodemograficas y ocupacionales, uso de plaguicida en el trabajo y el hogar, historia médica, y
habitos de estilo de vida, entre otros. Calculamos la edad gestacional (GA) utilizando la informacién del
primer dia del ultimo periodo menstrual, ultrasonido (>14 semanas de gestacion) o registros médicos (Mora
et al., 2015). Adicionalmente, para seis mujeres utilizamos la informacidn de la medida de la altura de la
sinfisis pubica. Calculamos el indice de masa corporal (IMC) antes del embarazo con el peso en kilogramos
/ (altura en metros)?, utilizando el peso materno antes del embarazo (si estuviera disponible) o el peso en
la primera visita de cuidado prenatal (si era <14 semanas de gestacion) obtenido de los registros médicos,

y la altura medida por los entrevistadores del estudio.
Muestreo y andlisis de hormonas tiroideas

Se midié el TSH, FT3 y FT4 en suero obtenido de muestras de sangre entera, recolectada en tubos de 9 ml
de vidrio Vacuette® con activador de codgulos en suero. Dejamos la sangre coagular y luego centrifugar a
1000 X unidades gravitacionales (g), y separamos el suero siguiendo el procedimiento estandarizado (WHO
2012). Luego almacenamos las muestras a -20°C hasta enviarla a Suecia (Departamento de Quimica Clinica,
Hospital Universitario de Malmd, Malmo, Suecia). Analizamos TSH, FT4 y FT3 con un inmunoensayo
competitivo de dos pasos de electroquimioluminiscencia (ECLIA, por sus siglas en inglés), utilizando los
analizadores de inmunoensayo Elecsys y Cobas-e (Cobas ® 2017 TSH, FT3, FT4 Roche Diagnostics, Manheim,

Alemania). Los limites de deteccién (LD) fueron: TSH = 0.005 mIU/L, FT4 = 0.5 pmol/Ly FT3 = 0.6 pmol/L.
Muestreo y Andlisis de metabolitos de plaguicidas urinarios

Las muestras de orina fueron recolectadas y almacenadas como se ha descrito previamente (van Wendel
de Joode et al., 2014). Para analizar las muestras de orina para los metabolitos de plaguicidas, utilizamos
un espectréometro de masas de cromatografia liquida bidimensional (LC/MS/MS; UFLCRX; Shimadzu
Corporation, Kioto, Japdén) con triple cuadrupolo y trampa lineal de iones QTRAP 5500; AB Sciex, Foster
City, CA. USA) (Mora et al. 2020; Norén et al. 2020). Medimos los siguientes metabolitos de plaguicidas
especificos (Cuadro Suplementario TS1): ETU para mancozeb, hidroxi-pirimetanil (OHP) para pirimetanil, 5-
hidroxitiabendazol (OHT) para tiabendazol, 3,5,6,-tricloro-2-piridinol (TCPy) para clorpirifos y 2,4-D para

2,4-D (Ekman et al., 2014, 2013; Faniband et al., 2019). También analizamos dos metabolitos no especificos
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para piretroides sintéticos: 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano dacido carboxilico (DCCA), entre
otros para, cipermetrina-alfa, deltametrina, ciflutrina-beta, cihalotrina-lambda, y permetrina; y acido 3-
fenoxibenzoico (3-PBA), entre otros para, cipermetrina-alfa, ciflutrina-beta y permetrina. El laboratorio de
la Universidad de Lund es parte de un programa control de inter-laboratorios para TCP y 3-PBA (Erlangen,
Alemania). Todas las concentraciones de ETU, TCPy, y 3PBA estuvieron por encima del limite de deteccidn
(LD); OHP, OHT y DCCA fueron detectados en 87%, 66% y 99%, respectivamente. Las concentraciones de
metabolitos de plaguicidas en la orina que estuvieron por debajo de los LD pero encima del LD/2 se
imputaron con el valor indicado por el equipo analitico; las muestras por debajo de LOD/2 se fijaron a
LOD/2. La gravedad especifica (kg/l) (sg) de cada muestra de orina fue medida con un refractémetro manual
y las concentraciones de metabolitos de plaguicidas fueron ajustadas por dilucién por: Msg=M* [(1.017-
1)/(SG-1)], donde Msg es la concentracién de metabolitos corregida por gravedad especifica (ug/L), M es
la concentracién del metabolito observado (ug/L), SG es la gravedad especifica de la muestra de orina, y
1.017 kg/L es la gravedad especifica promedio para todas las muestras de orina incluidas en este estudio

(n=400).
Muestreo y andlisis de manganeso en el pelo

Las muestras de pelo (~20-30 hebras) fueron tomadas de la regién occipital, cortando a 2mm del cuero
cabelludo, almacenadas en bolsas plasticas a temperatura ambiente (20-25°C) y enviadas a la Universidad
Federal de Bahia, Brasil para su analisis (Mora et al., 2014). Brevemente, el centimetro mds cercano al cuero
cabelludo fue analizado, dado a que representa a las Ultimas tres semanas de exceso de Mn. El Mn fue
medido utilizando espectrometria atémica electrotérmica con correccion de fondo de Zeeman (GTA-120;
Varian, Inc. (Menezes-Filho et al., 2009). Las muestras por debajo del LD (0.1 ug g n=2) fueron fijadas a
LOD/2.

Muestreo y andlisis de manganeso y plomo en la sangre

Las muestras de sangre venosa se recolectaron en tubos libres de metal EDTA (ref. nUmero 454036, Greiner
Bio-One Vacuette, Monroe, NC), fueron congeladas a -20°C hasta su envio a la Universidad de California,
Santa Cruz, para su analisis (Mora et al., 2014). Las muestras fueron analizadas por Mn y Pb con una

espectrometria de masas de alta resolucién con plasma acoplado inductivamente (Finnigan XR ICP-MS)
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(Smith et al. 2007). Todas las muestras tenian Mn (>0.003 pg L) y Pb (>0.0016 pg/L) detectado (Mora et al.,
2018).

Andlisis estadistico

Utilizamos analisis descriptivos y graficos de distribucién para explorar todas las variables. Probamos si las
variables continuas siguieron una distribucién normal (Shapiro—Wilk W-test). Dado que las concentraciones
de metabolitos de plaguicidas en la orina, manganeso en el pelo, PbB y TSH siguieron una distribucidn log
normal, utilizamos concentraciones transformadas a log 10 en los andlisis estadisticos. Evaluamos las
asociaciones entre biomarcadores de exposicién, covariables, TSH, FT4, FT3 con pruebas de Chi-cuadrado
de Pearson para medidas categéricas, prueba de t-Student, prueba de diferencia significativa honesta de
Tukey (Tukey’s Honest Significant Difference test), coeficiente de correlacidn de Spearman, y corrimos

analisis de regresién bivariado.

Basandonos en la literatura, identificamos las siguientes posibles variables confusoras y predictores
conocidos de las concentraciones de hormonas tiroideas y TSH en suero durante el embarazo: edad
gestacional durante el muestreo (semanas); edad materna (afios); mas que educacion primaria (si/no);
paridad (0/>1); IMC antes del embarazo (peso/(altura)?); ingreso familiar (debajo/sobre la linea de
pobreza); trabajo agricola materno (si/no); trabajo agricola paterno (si/no); fumado (si/no); cotinina
detectada en muestras de orina (si/no); consumo de pescado (si/no); café (si/no); suplementos vitaminicos
(si/no); y vomito durante el embarazo resultando en la pérdida de peso, o requiriendo hospitalizacion o
hidratacion intravenosa (si/no). Variables con valores faltantes (<10%) fueron imputados aleatoriamente
seleccionando una variable del subconjunto de observaciones con valores conocidos de la covariable: edad
gestacional durante el muestreo (n=4), paridad (n=6), ingreso familiar (n=9), y vomito (n=4). Para 31
mujeres, faltaba la informacién del peso antes del embarazo y generamos el valor esperado de esta variable
por medio de un modelo de regresién incluyendo peso materno cuando los nifos tenian un afio de edad y
la paridad (0=1) (R2=0.84) para 17 de las mujeres. Para las 14 mujeres restantes, que no contaban con la
informacién del peso durante la visita al afio de edad, generamos el valor del peso esperado antes del

embarazo por un modelo de regresion incluyendo educacion y edad materna al incluirse (R?=0.12).

Corrimos modelos de regresién lineal multiple para evaluar asociaciones transversales entre los

metabolitos urinarios de plaguicidas, MnH, MnB o PbB y TSH, FT4 y FT4 (n=400). Para evaluar un efecto
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aditivo de los plaguicidas, calculamos la suma de los valores de 3-PBA y DCCA (ambos metabolitos de
piretroides) asi como el ETU y OHP (ambos fungicidas). Incluimos la edad materna como variable a priori,
también incluimos la edad gestacional a la hora del muestreo, cotinina (detectada si/no), IMC antes del
embarazo y vémito severo durante el embarazo, dado que estos cambiaban la beta estimada del efecto
con 10% o mas. Utilizamos la prueba de Rosner para identificar valores extremos de los metabolitos, TSH,
FT4 y FT3 y posteriormente los excluimos del andlisis dado que el efecto de estimaciones de la beta cambié
mas de 10% en la mayoria de los modelos. Para el MnB calculamos el porcentaje de diferencia en la
concentracion de TSH asociado con una 1-unidad de aumento de la concentracién de MnB mientras que
las demas variables en el modelo se mantuvieron constantes, por [107(B) — 1] x 100 (Halvorsen and
Palmquist, 1980). Adicionalmente, para la exposicidon de los metabolitos que fueron transformados a log10,
calculamos el % de cambio en TSH por cada aumento de 10% de concentracién de metabolito de exposicion
por [(1.10PB) -1] * 100 (UCLA: Statistical Consulting Group. 2020 (en linea). También estimamos el cambio
en FT4 o FT3 para cada 1-unidad de aumento en MnB; mientras que, para los demds metabolitos de
exposicion, las B estimadas reflejan el cambio en FT4 o FT3 para cada aumento de 10 veces en exposicion.
Adicionalmente, para detectar un posible efecto de exposicion tardio, volvimos a correr los modelos
utilizando como resultado las concentraciones de la segunda muestra de hormona tiroidea o TSH y la
primera medida de exposicion como predictor de efecto (n=245). Como analisis de sensibilidad, para ser
capaces de comparar los resultados del andlisis transversal y los efectos tardios para las mismas mujeres,
también volvimos a correr todos los analisis transversales limitados a mujeres con una segunda muestra de
TSH, FT4, o FT3 (n=245). Para todos los modelos de regresion lineal, probamos los modelos residuales por
normalidad (prueba Shapiro-Wilk), autocorrelacién (Durbin-Watson) y multicolinealidad (factores de

inflacién de varianza).

Exploramos las asociaciones no lineales con modelos aditivos generalizados (GAM) ajustados por
covariables con términos de “splines” de suavizado con penalizaciones (“penalized spline smooth terms”)
para exposicion continua (restringida a un maximo de 4 nudos) y graficos explorados visualmente.
Consideramos los modelos de regresion lineal si los grados de libertad estimados (edf) >2 y el valor-GAM <

0.05.

Finalmente, examinamos dos tipos de modelos que incluyeron todos los metabolitos simultdneamente.

Primero implementamos una regresién lineal multivariada Bayesiana que emplea una busqueda
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estocastica para la seleccidn de variables (George and McCulloch 1993). Este modelo examina los efectos
aditivos de todas las exposiciones en la respuesta, mientras asigna probabilidades a cada variable que es
incluido en el modelo verdadero. También exploramos una relacién exposicidn-respuesta mds general
utilizando una regresion Bayesiana por maquinas del kernel (Bayesian kernel machine regression-BKMR),
la cual puede acomodar la interaccién y los efectos no lineales (Bobb et al., 2018). Para los modelos lineales
estas probabilidades son recuperadas utilizando la prioridad “spike-and-slab” estandar, donde las
distribuciones previas estan escaladas a la respuesta y las variables predictivas que son escaladas a priori
(George and McCulloch 1993). Los detalles computacionales son proporcionados en el material
suplementario (Text S1). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con R (versién 3.5.3; R Development

Core Team).
Resultados

Las 400 mujeres que dieron muestras eran jévenes, la mayoria tenia solo la escuela primaria, y el 60% vivia
bajo la linea de pobreza en Costa Rica (Cuadro 1). Pocas mujeres (8%) trabajaban en agricultura durante el
embarazo, mientras que el 60% de sus parejas trabajaba mayormente en plantaciones de banano.
Alrededor de un cuarto de las mujeres vivian <50 metros de las plantaciones de banano. Todas las
concentraciones de metabolitos de plaguicidas en orina, MnH y PbB estaban desviadas a la derecha, solo
el MnB estaba distribuido normalmente (Cuadro 2). En general, solo el DCCA y el 3-PBA, los cuales son
metabolitos parcialmente de los mismos piretroides, estaban correlacionados (r=0.80). Los demas
metabolitos no estaban correlacionados o estaban débilmente correlacionados (r < 0.30) (Cuadro S2). Las
medianas de las concentraciones de metabolitos de plaguicidas en la orina mas altas fueron observadas
para ETU, seguido por TCPy, DCCA y 3-PBA (Cuadro S3). El OHT mostré las concentraciones de la mediana
mas bajas, pero las mujeres trabajando en agricultura (n=33.8%) de las cuales la mayoria trabajaban en
empacadoras de plantaciones de banano (n=30 de 33, 7.5%), tenian OHT considerablemente mas alto
comparado con mujeres que no: media geométrica (MG) 95%Cl = 0.65 (0.28, 1.54) versus GM, 95%Cl = 0.09

(0.07,0.11) pg/L respectivamente.

Como se esperaba, las mujeres que donaron su muestra durante el primer trimestre de embarazo tenian
un TSH mas bajo y un FT4 y FT3 mas alto comparado con mujeres con muestras en el segundo o tercer

trimestre (Cuadro 3). Alrededor del 20% de las mujeres tenian TSH fuera de los rangos de referencia
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especificos por trimestre de las pruebas tiroideas Elecsys y la Asociacion Americana de Tiroides, mientras
gue solo el 6% de las mujeres tenian FT4 mas alto de lo esperado y las concentraciones de FT3 estaban
dentro del rango normal (Roche®©, 2009). Ademas, en los analisis bivariados, las mujeres que trabajaban
en agricultura durante el embarazo tenian un FT4 mds bajo (Cuadro S4) y tendieron a ser mas bajas incluso
al ajustarlo por edad, edad gestacional al momento del muestreo, cotinina, IMC antes del embarazo y
vomito severo durante el embarazo: f=-0.69; 95% Cl= -1.44; 0.05. Las mujeres con FT4 mas bajo también
tenian IMCs mas altos, eran mayores, habian tenido hijos previamente, y consumian pescado. El TSH bajo
estaba asociado con deteccion de cotinina. El FT3 mads alto estaba asociado con un aumento de IMC y

vomito severo.

Con respecto al andlisis transversal de la exposicién de plaguicidas y la funcién tiroidea, el TSH y FT3 no
estuvieron influenciados por ninguno de los fungicidas (Figura 2y Cuadro S5). Sin embargo, para FT4,
encontramos que mujeres con ETU mas alto tenia un FT4 més bajo (B =-0.79; 95% Cl =-1.51, -0.08; R?=0.25)
por cada aumento de 10 veces en el ETU urinario. Asimismo, para el fungicida pirimetanil, encontramos
gue concentraciones mas altas de OHP estaban asociadas con FT4 mas bajo (B =-0.29; 95% Cl =-0.62, 0.03;
R?=0.25). La suma de ETU y OHP mostré una asociacion mas fuerte (B = -0.96; 95% Cl = -1.65, -0.27; R? =
0.26) que el ETU o el OHP por si solos, sugiriendo un efecto aditivo. El metabolito tiabendazol (OHT) no
estaba asociado con FT4. No observamos efectos no lineales o efectos tardios por exposicion a fungicidas

(Figura 3~€, Cuadro S6).

Para insecticidas, la exposicidn a clorpirifos no explicd ninguna de las hormonas tiroideas en el andlisis
transversal (Figura 2*°¢, Cuadro S5), sin embargo, el aumento de exposicién a clorpirifos (TCPy) estaba
asociado tanto con FT4 y FT3 en suero mas alto obtenido diez semanas después de la exposicién: B = 0.75;
95% Cl = -0.03, 1.53; R?=0.09) y B = 0.30; 95%Cl: 0.09, 0.52; R?=0.12), respectivamente, por cada aumento
de diez veces en TCPy (Figura 3%, Cuadro S6). Ademas, los resultados tanto transversales y de efecto tardio
mostraron un aumento en la exposicion de piretroides (3-PBA, DCCA, and 3PBA+DCCA) con la asociacion
no lineal a TSH mas bajo (Figura 4). El herbicida 2,4-D no mostré asociaciones con ninguna hormona

tiroidea, ni TSH para todos los analisis.

En cuanto a los metales, los resultados del analisis transversal mostraron que las mujeres con

concentraciones de MnB mas altas tenian tanto FT4 (B = 0.04; 95% CI = 0.00, 0.07; R = 0.24) como FT3 (B
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= 0.01; 95% Cl =0.00, 0.02; R? = 0.24) mas alto, respectivamente (Cuadro S5), y no se observaron efectos
tardios (Cuadro S5). En contraste, el MnH estaba asociado con un efecto positivo tardio observado para
FT3 (B por aumento de 10-veces = 0.16; 95% Cl = 0.03, 0.28, (Cuadro S6), pero no en el analisis transversal
(B por aumento de 10 veces = 0.08; 95% CI = -0.04, 0.19) (Figura 2%, Cuadro S5). Finalmente, para plomo,
las mujeres con las concentraciones mds altas de plomo tenian FT4 mas alto tanto en el analisis transversal
como el andlisis tardio (Figura 28 y 3B, Cuadro S5 y S6), pero no observamos ninguna asociacion para TSHy

FT3.

En general, los resultados del andlisis transversal de metabolitos de exposicién y FT4, FT3, y TSH para todas
las mujeres (n=400) y el efecto de analisis tardio (n=245) fueron similares, aunque las estimaciones fueron
atenuados por el tamafio de muestra mas pequefio (Cuadro S7). Las estimaciones de las regresiones
lineales multivariadas Bayesianas con seleccién de variables por busqueda estocastica que incluyeron todas
las exposiciones se muestran en el Cuadro 8. Los efectos del tamafio en estos modelos de exposicidn
multiple fueron en general pequefios. No obstante, consistentes con los modelos de exposicion simple,
mujeres con ETU+OHP mas altos tenian concentraciones de FT4 en suero mas bajas [B = -0.14 (95%Cl= -
0.45, 0.02)] y mujeres con PbB mds alto tenian FT4 ligeramente mds altos [ = 0.09 (95% intervalo confiable
-0.18, 0.71)]. El Cuadro S9 muestra la inclusion de probabilidades posteriores para todas las variables tanto
en los modelos de regresidn lineal multivariada Bayesiana con seleccidon de variables por busqueda
estocastica, asi como los modelos de regresion Bayesiana por maquina de nucleos (Bayesian kernel
machine regression-BKMR). Con respecto a los modelos lineales multivariados Bayesianos, los resultados
en general coincidieron con los resultados de los modelos de regresién lineal de exposicidn simple (Figura
2A-Cy Cuadro S5); observamos las probabilidades mds altas de inclusion en el modelo FT4 para (ETU+OHP),
MnB, y PbB con inclusién de probabilidades de 62%, 62%, y 50% respectivamente. Esto indica evidencia
moderada de relaciones con FT4, después de ajustarlo para otras exposiciones. Las probabilidades
posteriores de inclusién para las regresiones Bayesianas por maquinas de kernel (Bayesian kernel machine
regression-BKMR) eran consistentemente mas pequeiias que las de las regresiones lineales; todas las
probabilidades estaban entre 1-35% (Cuadro S8). Esto muestra que el modelo BKMR no mejoré el ajuste
de los datos, por lo tanto, nuestro analisis de mezcla dependid de las estimaciones de las regresiones
lineales multivariadas Bayesianas con seleccidn de variables por busqueda estocdstica.

Discusion
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Los resultados del estudio mostraron que la exposicion a fungicidas, insecticidas, manganeso, y plomo
estaban asociados con cambios en las concentraciones de hormonas tiroideas en mujeres embarazadas del
estudio ISA, especialmente FT4. En el analisis transversal, observamos FT4 mas bajos con un aumento en
la exposicién de mancozeb/ETU y pirimetanil, y aumento de FT4 en mujeres con aumento de MnB y PbB.
En el subconjunto de las mujeres con la segunda muestra de suero, el FT3 aumento entre mujeres con
mayor exposicion a clorpirifos y mayor MnH al momento de la inclusidn, estos fueron efectos tardios,
alrededor de diez semanas luego de que la exposicion fue medida. Consistentemente, las concentraciones
de TSH mas bajas fueron observada en mujeres con exposicidn alta a piretroides tanto en los analisis

transversales como en los analisis de efecto tardio; estas asociaciones no son lineales.

Los valores mas bajos de FT4 observados en el presente estudio en mujeres embarazadas con ETU urinario
elevado, coincide con estudios en humanos previos que reportan efectos similares al hipotiroidismo en
relacion con exposiciones de ETU y EDBC. Los trabajadores de una fabrica de hule, expuestos a ETU, tenian
un T4 mas bajo que los trabajadores no expuestos (Smith 1984), y trabajadores agricolas mexicanos y
filipinos expuestos a EDBC tenian aumentos en las concentraciones de TSH en suero Steenland et al. 1997,
Panganiban et al. 2004). Smith et al. (1984) reportd una disminucién de T4 entre los trabajadores expuestos
a ETU durante las actividades de produccién de hule, comparado con trabajadores con exposiciones mas
bajas, pero solo un trabajador tenia el TSH alterado. Steenland et al. (1997) y Panganiban et al. (2004)
reportaron un aumento de TSH, pero no una disminucion de T4, en trabajadores agricolas expuestos a
EDBC. Adicionalmente, un estudio transversal entre los residentes de granjas de Brasil encontré que los
hombres, pero no las mujeres con mas dias de exposicién a EDBC durante su vida, tenia un aumento de
TSH y disminucion de FT4 (Piccoli et al., 2016). En contraste, los resultados del estudio transversal entre
hombres adolescentes espaioles (Freire et al., 2021) no mostraron ninguna asociacién para ETU urinaria
con TSH, FT4, y T3 total, pero sus concentraciones medianas de ETU eran alrededor de seis veces menores
que las observadas en las mujeres embarazadas de este estudio [0.5 versus 2.9 ug/g de creatinina (van
Wendel de Joode et al., 2014), respectivamente]. Finalmente, las esposas de aplicadores de plaguicidas
expuestos a fungicidas de EBDC tenian un riesgo aumentado de tanto hipo- como hipertiroidismo (Goldner
et al. 2010; Shrestha et al. 2018). El efecto inhibitorio del mancozeb y el ETU en la funcidn tiroidea puede
darse por la interferencia de la absorcion activa de yodo mediado por del simportador de sodio/yodo (NIS)
y por lo tanto interfiere directamente con la sintesis de hormonas tiroideas (Hallinger et al., 2017; Hurley
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et al., 1998; Kackar et al., 1997). Esta hipdtesis es apoyada por los resultados de un estudio en trabajadores
expuestos a mancozeb en Italia donde el aumento de la excrecion urinaria de yodo (> 250 pg/L) fue
observado mds frecuentemente en trabajadores con mayor exposicion (ETU urinario > 20 pg L) (Medda et
al., 2017). El efecto observado en nuestro estudio pareciera inmediato dado que se observo solo en el
analisis transversal; sin embargo, este hallazgo puede ser de relevancia biolégica dado a que aun con
cambios pequeiios en la homeostasis tiroidea pueden afectar el desarrollo neuroldgico fetal (Boas et al.,

2012).

Con respecto a los demds fungicidas, nuestros resultados de concentraciones mas altas del metabolito de
pirimetanil asociado con una disminucion de FT4 en el andlisis transversal, aunque no estadisticamente
significativo, en parte coincide con los resultados de estudios en ratas expuestas a pirimetanil que tenian
menor T4 en suero (Hurley et al. 1998). El pirimetanil es pensado que causa la induccidn de la enzima
hepatica llevando a un aumento de la inactivacién y luego excrecién de las hormonas tiroideas del cuerpo
(Herndndez et al., 2020). La asociacién mas fuerte de la suma de concentraciones de ETU y OHP sugieren
un efecto aditivo cuando es expuesta tanto a mancozeb/ETU y pirimetanil. Asimismo, en nuestro estudio,
los metabolitos del fungicida tiabendazol en la orina no explicaron la funcién tiroidea, aunque estudios en
ratas expuestas a tiabendazol reportaron la alteraciéon de hormonas tiroideas y del volumen de la tiroides,
en parte de estos estudios, también se observd la formacion de adenomas de células foliculares tiroideas
(US-EPA, 2002; EFSA, 2014). Una posible explicacién para esta diferencia es que las mujeres participando
en la cohorte de ISA generalmente tenian baja exposicidn a tiabendazol, excepto del 8% de mujeres que
trabajaban en agricultura, principalmente plantaciones de banano (7.5 de 8%). El tiabendazol es utilizado
como fungicida post-cosecha, antes del empaque para su envio; ya que no es fumigado por via aérea, la
exposicidn a tiabendazol es principalmente ocupacional. Las mujeres trabajando en agricultura durante el
embarazo tenian concentraciones de metabolito de tiabendazol en orina con alrededor de 10 veces mas
altas que mujeres que no tenian estd condicién e interesantemente, las mujeres que trabajaban en
agricultura durante el embarazo también tendieron a tener un menor FT4; posiblemente exposiciones de
tiabendazol mds altas inhiben las hormonas tiroideas, pero dado a que pocas mujeres tenian esta
exposicién relativamente alta de tiabendazol puede que hayamos tenido poco poder para observar este
efecto en todas las mujeres (n=400), o posiblemente las mujeres fueron expuestas a otros plaguicidas que
no medimos pero son utilizados en plantas empacadoras, por ejemplo imazalil. Las mujeres embarazadas
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gue trabajaban en agricultura también tenian concentraciones de ETU mas altas (van Wendel de Joode et

al., 2014).

En cuanto a los insecticidas, nuestros hallazgos del metabolito de clorpirifos TCPy asociado con FT3 mas
alto, medido aproximadamente diez semanas después, sugiere un efecto estimulador tiroideo tardio de
clorpirifos en la funcidn tiroidea, mientras que nuestro analisis transversal no mostré ninguna asociacién.
Los resultados de estudios transversales en hombres y mujeres de la poblacién general fueron inconclusos;
algunos sugirieron efectos estimuladores en FT4 y TSH, mientras que otros sugirieron efectos inhibitorios
o asociaciones nulas (Meeker et al. 2009; NHANES 1999-2002; Fortenberry et al 2012; Suarez et al., 2021).
Ninguno de estos estos estudios se han dirigido a los efectos tardios en mujeres embarazadas.
Adicionalmente, para la exposicién de insecticidas piretroides sintéticos, observamos consistentemente
concentraciones menores de TSH mas bajas en mujeres con exposiciones mas altas de piretroides (estas
asociaciones fueron no lineales). Un estudio de cohorte en Tokio no observo efectos de exposicion a
piretroides sobre la funcidn tiroidea en mujeres embarazadas o neonatos, sin embargo, los niveles de
exposicion (mediana=0.36 pg/l) fueron alrededor de la mitad de bajo (Zhang et al. 2013) comparado a los
niveles observados en nuestro estudio (mediana=0.69 pg/l). Asimismo, nuestros hallazgos contrastan con
los resultados del estudio de la cohorte de nacimiento de Surafrica en donde las concentraciones maternas
de metabolitos de piretroides en la orina durante el embarazo estaban asociadas con el aumento de TSH
en recién nacidos (Chevrier et al., 2019). Estos hallazgos diferentes se pueden dar porque Chevrier et al.
(2019) midieron TSH en recién nacidos (mediana 8 dias postparto) mientras que nosotros medimos TSH en
mujeres embarazadas. Ademas, nuestras asociaciones fueron no lineales, mientras que Chevrier et al.
reportaron asociaciones lineales luego de transformar tanto los metabolitos de piretroides como TSH a la
escala log 10. Los niveles de exposicion de piretroides en el estudio de Chevrier et al. y el nuestro estudio
fueron similares. Los piretroides tienen estructuras similares a las hormonas tiroideas T3 y T4 por lo que
puede alterar homeostasis tiroidea, causando modificaciones en la unién de las proteinas tiroideas
transportadoras e interfiriendo con los caminos de sefales de hormonas tiroideas (Du et al. 2010; Zhang et
al. 2013; Hernandez et al., 2020); pero estos efectos pueden ser diferentes para exposiciones altas y bajas
de piretroides, y no lineales. Nuestros hallazgos de exposicion a piretroides siendo asociados con efectos

similares al hipertiroidismo, coinciden con los resultados de un estudio reciente en ratas Sprague-Dawley
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y las células tiroideas de ratas que indican hipertiroidismo inducido por el piretroide cipermetrina (Ha et

al., 2021).

Observamos asociaciones nulas para el herbicida 2,4-D lo cual es consistente con un pequefio estudio en
21 hombres y 18 mujeres trabajadoras en plantas de produccidon de herbicidas para quienes no se
reportaron anormalidades notables en la funcidn tiroidea durante un periodo de cinco afios, sin embargo,
las asociaciones del 2,4-D urinario con T4, T3, y TSH no fueron presentadas (Knopp 1994). En nuestro

estudio, las concentraciones 2,4-D fueron relativamente bajas, aunque frecuentemente detectada.

El manganeso es un elemento esencial y tanto la falta como exceso de Mn pueden afectar la homeostasis
tiroidea, aunque el mecanismo es desconocido (Memon et al. 2015). En nuestro estudio, el manganeso
parece que tiene un efecto estimulador en la funcion tiroidea dado a que MnB estaba asociada con un
aumento FT4 y FT3, y MnH con un aumento de FT3 (efecto tardio); pero no observamos resultados
consistentes para Mn tanto en sangre como en pelo. MnB y MnH reflejan medidas de Mn, y no estaban
correlacionadas (r=-0.04, Cuadro S2). MnB, siendo el Mn un elemento esencial, es homeostaticamente
regulado por diferentes sistemas en el cuerpo, mientras que MnH es pensado para que refleje el exceso de
Mn durante las ultimas tres semanas (Mora et al.,, 2018). Ademas, aunque tanto el ETU y el Mn son
metabolitos del mancozeb, encontramos resultados opuestos para el ETU y el Mn, por lo que es posible
gue sus mecanismos de accion tiendan a diferir. En nuestro estudio, el exceso de manganeso puede ocurrir
de tomar agua de pozo conteniendo Mn y el manganeso de la exposicidon al mancozeb aplicada con
aeronaves ligeras (Mora et al., 2014; van Wendel de Joode et al., 2016). El aumento de FT3 con MnH
coincide parcialmente con los resultados de estudios previos. Memon et al. (2015) encontré que las
mujeres en Paquistan con hipertiroidismos tenian un promedio mdas alto de concentraciones de Mn en
suero comparado con mujeres con funcién tiroidea normal, mientras que mujeres con hipotiroidismo

tenian promedios de concentraciones de Mn en suero.

De acuerdo con nuestros resultados, el PbB también podria estimular la funcién tiroidea dado que las
mujeres con concentraciones mas altas de PbB tenian FT4 mas alto tanto en el analisis transversal como en
el efecto tardio. Los niveles de PbB en nuestra poblacion fueron bajos (mediana=7, p90=12), similar a las
mujeres de la Encuesta para la Evaluacion de la Salud y Nutricién Nacional (NAHNES) en 2003-2004:

mediana=6 p95=18 g/l (Woodruff et al., 2011). Similar a este estudio, los resultados del analisis de
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NAHNES en 2007-2010 entre mujeres mostraron que con el aumento en PbB estaba asociado con un
aumento en FT4, pero no asociado con TSH o FT3 (Luo y Hendryx, 2014). En contraste, los resultados de un
estudio con mujeres embarazadas de Kosovo (promedio PbB=200 * 70 pg/L) mostré un PbB mas alto
asociado con concentraciones de FT4 mas bajas (Kahn et al. 2014), y un estudio en China (mediana PbB=38,
p25-75=25-55 pg/l) (Nie et al. 2017) encontré un PbB mas alto asociado con un aumento de TSH,
disminucion de FT4 y un aumento en los anticuerpos de la peroxidasa tiroidea (anticuerpos TPO). Sin
embargo, las concentraciones de PbB en estos estudios fueron de 6 a 30 veces mas altas que las
concentraciones medidas en nuestro estudio. El mecanismo de accién exacto en la funcion tiroidea es
desconocido (ATSDR 2019), sin embargo, PB puede interferir con 5 -deiodinasa causando un desequilibrio
en el eje hipotalamico-hipofisario-tiroideo, reflejado en un aumento del T4 en suero (Erfurth et al. 1987;

Gustafson et al. 1989).

Este estudio tiene algunas limitaciones. Primero, el tiempo de respuesta de las hormonas tiroideas y el eje
hipotaldmico-hipofisario-tiroideo a las exposiciones ambientales en mujeres embarazadas es desconocido;
por ejemplo, luego de una reduccidn de FT4 por la inhibicidn de peroxidasa tiroidea no es claro cuando las
concentraciones de TSH se modificaran (Giray et al., 2010). Segundo, la mayoria de los estudios previos
corresponden a trabajadores expuestos, voluntarios saludables y algunas veces diferentes métodos fueron
utilizados para evaluar las exposiciones y efectos en la funcidn tiroidea (Hartfort-Nielsen et al. 2011),
limitando las comparaciones con estos. Tercero, solo obtuvimos una segunda muestra de la funcién tiroidea
para una submuestra de las mujeres, no permitiendo una comparacidon directa entre los analisis
transversales y de efecto tardio. Cuarto, mientras realizdbamos multiples comparaciones, algunas
asociaciones pudieron ser encontradas por casualidad. Sin embargo, dado que los modelos incluidos en la
exposicidn multiple encontraron resultados similares a los modelos que incluyeron un metabolito de
exposicién a la vez, esto es poco probable. Por ultimo, algunos estudios han incluido el yodo como una
variable confusora porque la deficiencia de yodo afecta la funcién tiroidea (Giray et al. 2010; Zhang et al.
2013). Sin embargo, las mujeres en nuestro estudio no se esperan que tengan deficiencia de yodo porque

la sal para consumo ha sido yodada desde hace algunas décadas en Costa Rica (UNICEF 2013).

Una fortaleza de nuestro estudio es que fuimos capaces a ajustar por un gran rango de confusores
potenciales y nuestro tamafio de muestra fue mas grande que la mayoria de los estudios en

concentraciones de metabolitos de plaguicidas y la funcion tiroidea publicados hasta el momento (Smith
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1984, Knopp 1994; Zhang et al. 2013; Khan et al. 2014). Utilizamos el biomonitoreo para medir la exposicién
para contaminantes que nos proveyeron con medidas de exposicidn que reflejan la absorcion de todas las
rutas de exposicidon (Fenske, 2005). Para nuestro conocimiento, este es uno de los primeros estudios con

mujeres embarazadas para evaluar los efectos de los plaguicidas y metales en la funcidn tiroidea.
Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que la exposicion a los fungicidas mancozeb, y/o su metabolito
ETU, pirimetanil, y posiblemente tiabendazol durante el embarazo, estaban asociados con una inhibicién a
FT4, un efecto inhibitorio de la tiroides. En cambio, la exposicidén a clorpirifos, piretroides, plomo y exceso
de manganeso, parecié estimular la funcién tiroidea, dado que observamos un aumento en el FT4, FT3, o
una disminucion en el TSH. La mayoria de las asociaciones fueron observadas para el FT4, e investigaciones
futuras son necesarias para entender los mecanismos bioldgicos subyacentes que podrian explicar nuestros

hallazgos.

Aunque los cambios en FT4, FT3 y TSH estuvieron en su mayoria dentro de los rangos clinicos, nuestros
hallazgos son de preocupacion dado a que incluso cambios sutiles en la funcién tiroidea de las mujeres
embarazadas pueden afectar el desarrollo fetal y el desarrollo del infante durante la etapa temprana
(Escobar et al. 2004; Hartford-Nielsen et al. 2011; Zhang et al. 2013). Siguiendo el principio precaucion,
recomendamos implementar medidas para reducir la exposicion a plaguicidas, plomo, y exceso de

manganeso.
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Figura 1. Mecanismos de regulacién de la homeostasis de la hormona tiroidea en el eje hipotalamico-

hipofisario-tiroideo.
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Figura 2*. Coeficientes de beta ajustados? con intervalos de confianza al 95% estimados de los modelos

de regresion lineal de los biomarcadores de exposicién de las mujeres embarazadas con las hormonas

tiroideas y TSH, excluyendo los valores extremos, de la cohorte de ISA (n=400). 2Ajustados por la edad de

las mujeres (afios), edad gestacional (semanas), deteccion de cotinina (si/no), IMC antes del embarazo

(kg/m?), y vémito severo durante el embarazo (si/no).
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Figura 2*°¢. Coeficientes de beta ajustados? con intervalos de confianza al 95% estimados de los modelos
de regresion lineal de los biomarcadores de exposicién de las mujeres embarazadas con las hormonas
tiroideas y TSH medidas alrededor de 10 semanas después de la exposicidn, excluyendo los valores
extremos a priori, de la cohorte de ISA (n=245). 2Ajustados por la edad de las mujeres (afos), edad
gestacional (semanas), deteccidon de cotinina (si/no), IMC antes del embarazo (kg/m?2), y vdmito severo

durante el embarazo (si/no).
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Figura 4. Asociaciones suavizadas no lineales ajustadas significativas (edf>2 p<0.05) para exposicion
prenatal de metabolitos con hormonas tiroideas y TSH, excluyendo los valores extremos a priori, del estudio
de la cohorte de ISA. Abreviaciones: TSH, hormona estimulante de la tiroides; FT4, tiroxina libre; FT3,
triiodotironina; DCCA, acido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilico, 3-PBA, acido 3-

fenoxibenzoico; Mn, manganeso; MnB, manganeso en la sangre; MnH, manganeso en el pelo.
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Cuadros
Cuadro 1. Caracteristicas de mujeres embarazadas del estudio de la cohorte de nacimiento de ISA con al

menos una muestra de suero (n=400), durante la inclusién 2010-2011.

Variable Valor n (%)
Trimestre de embarazo durante la inclusién®® Primero 95 (24%)
Segundo 213 (54%)
Tercero 88 (22%)
Edad materna al momento de la inclusion <18 72 (18%)
(afos)? 18-24 192 (48%)
25-29 69 (17%)
>=30 67 (17%)
IMC antes del embarazo (kg/m?)>4 Bajo peso: <18,5 13 (3%)

Paridad (>1)°

Casada/Viviendo como casada

Ingreso familiar debajo de la linea de
pobreza®

Mujer trabaja en agricultura®

Pareja trabaja en agricultura®

Vémito severo durante el embarazo
Fumado durante el embarazo

Cotinina detectada en orina durante el
embarazo (>1 pg/l)

Consumo de pescado durante el embarazo
Consumo de café durante el embarazo
Consumo de suplemento vitaminico durante
el embarazo

Distancia residencial a las plantaciones de
banano durante la inscripcién <50 metros

Normal: 18,5-24,9
Sobrepeso: 25,0-29-9
Obesa: 30 o mas

196 (49%)
106 (27%)

85 (21%)
247 (63%)
305 (76%)
235 (60%)

33 (8%)
233 (60%)
58 (15%)
15 (4%)
42 (10%)

264 (66%)
288 (72%)
90 (22%)

102 (26%)

Abreviaciones: n, numero de participantes; GM, media geométrica; GSD, desviacion estdndar geométrica;

SD, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.

@ Modelada como una variable continua en los modelos de regresién lineal.

bValores faltantes para: edad gestacional durante el muestreo n=4; paridad n=8; ingreso familiar n=9 y
n=22 completados con informacidn obtenida cuando los nifios tenian 1 y 5 afios, vémito severo n=4, IMC
antes del embarazo n=31.

¢De las cuales 7.5% (n=30) en las plantaciones de banano

d Para 11 mujeres solteras y 1 mujer casada la informacién del trabajo de la pareja estaba faltando
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Cuadro 2. Distribucién de los biomarcadores de exposicion de las mujeres embarazadas obtenidos en la
misma visita que la primera muestra de suero, estudio ISA (n=400).

Metabolito(pg/l)> N Min pl0 p25 p50 p75 p90 Max
ETU 400 0.58 1.60 2.14 3.08 4.70 7.39 251
OHP 400 0.02 0.06 0.16 041 0.95 216 946
OHT 400 0.01 0.01 0.03 0.07 0.28 1.49 491
TCPy 400 0.28 0.72 1.04 1.60 240 4.08 50.0
DCCA 400 0.06 030 0.57 1.09 2.04 383 458
3-PBA 400 0.07 0.24 0.38 0.69 1.25 212 326
2,4-D 400 0.04 0.12 0.17 0.28 045 1.04 39.7
Mn pelo (ug/g)® 384 0.05 045 086 162 349 7.87 53.2
Mn sangre (ug/l)¢ 344 894 15.1 194 234 274 311 50.6
Pb sangre (pg/l)° 344 2.03 4.11 517 6.66 9.08 12.11 34.3

Abreviaciones: ETU, etilentiourea; OHP, hidroxi-pirimetanil; OHT, 5-hidroxitiabendazol;
piridinol; DCCA, dcido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano

carboxilico;

fenoxibenzoico; 2,4-D, dcido 2,4-diclorofenoxiacético;, Mn, manganeso,; Pb, plomo.
a A menos que se indique lo contrario, concentraciones de metabolitos en la orina (ETU, OHP, 5-OH-TBZ,
TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) fueron corregidos por gravedad especifica; todos los metabolitos menos MnB,
gue tenia distribucién normal, siguieron una distribucién log normal.

b Los datos estaban disponibles para una submuestra de 384 mujeres
¢Los datos estaban disponibles para una submuestra de 344 mujeres

TCPy, 3,5,6-tricloro-
3-PBA, dcido 3-
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[ribucion de las concentraciones de TSH, FT4 y FT3 de mujeres embarazadas en su primera muestra de suero obten
udio de cohorte de nacimiento ISA.

Hormona Trimestre N Promedio DE Min P10 P25 P50 P75 P90 Max Referencia Elecsys?
Todos 400 1.67 1.01 0.01 0.64 1.06 147 2.08 293 7.66

TSH I 96 1.48 1.19 0.02 0.35 0.77 1.26 1.85 2.67 7.66 0.33-4.59

(miU/L) 1l 216 1.73 0.90 0.01 0.74 1.10 1.53 2.14 3.16 4.50 0.35-4.10
1 88 1.75 1.06 0.01 0.74 1.12 1.63 2.08 2.82 6.08 0.21-3.15
Todos 400 14.4 237 8.81 11.8 13.0 14.1 15.7 17.2 26.0

T4 libre I 96 15.8 234 10.0 134 140 156 17.2 184 224 12.1-19.6

(pmol/l) 1l 216 14.3 2.03 8.81 12.0 13.0 14.0 153 16.7 26.0 9.63-17.0
I 88 13.1 194 9.00 106 119 13.0 144 156 17.9 8.39-15.6
Todos 400 4.68 0.61 3.28 396 4.29 4.60 5.06 544 7.10

T3 libre I 96 5.03 0.57 3.28 4.38 4.65 5.05 531 561 6.72 3.78 -5.97

(pmol/I Il 216 4.62 0.60 3.28 3.97 4.20 455 495 530 7.10 3.21-5.45
I 88 4.43 0.51 3.32 3.80 4.09 447 471 5.07 5.87 3.09-5.03

n, numero de muestras; Min, minimo; Max, mdximo,; DE, desviacion estandar; TSH, hormona tiroidea estimulante
ferencia especificos para trimestre de las pruebas tiroideas Elecsys Alemania (Roche, 2009)

ida durante el
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bmentario

scripcion de los metabolitos de plaguicidas en la orina, manganeso y plomo medidos en mujeres embarazadas (n=400)
cimiento ISA con al menos una muestra de hormonas tiroideas (adaptadas de Mora et al. 2020).

del estudio de

Limite de
Grupo Uso Familia Quimica Agente Metabolito Matriz deteccion (LD)
L Ditiocarbamatos Mancozeb Etilentiourea (ETU) Orina 0.083 pg/L
Banana, aplicacion e ———
14 e . . idroxi-pirimetani )
dérea
Fungicidas Anilinopirimidinas Pirimetanil (OHP) Orina 0.057 pg/L
Banana, después de o . 5-hidroxitiabendazol .
’ B I T I .02 L
I cosecha enzimidazoles iabendazo (OHT) Orina 0.026 pg/
olsas tratadas para Insecticidas L. 3,5,6-tricloro-piridinol .
iananos organofosforados Clorpirifos (TCPy) Orina 0.054 ng/L
E Permetrina Acido 3-(2,2-diclorovinil)-
ciJ. ermetrina ;iflutrina 2,2-dimetilciclopropano Orina 0.089 pg/L
Insecticidas Control de P ! carboxilico (DCCA)
ectores/ uso Piretroides sintéticos l.e. Permetrina,
residencial cipermetrina, Acido 3-fenoxibenzoico (3- .
deltametrina, aletrina, PBA) Orina 0.028 pg/L
resmetrina, fenvalerato
astos, arroz, para Acido
Herbicidas ¢ombatir hoja ) . 2,4-D 2,4-D Orina 0.02 pg/L
diclorofenoxiacético
ncha
ilemento natural Mn Pelo 0.0 pg/g
ue puede
Metales ¢ontaminar el agua Manganeso (Mn) Mn
Mn Sangre 0.003 pg/L

:Lara consumo,

ancozeb
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Plomo Pb

Sangre

0.0

016 pg/L
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Texto S1. Detalles computacionales para el andlisis de mezclas:

Las regresiones multivariadas sobre las variables confusoras X_iy las variables de exposicién
Z_i con la busqueda estocdstica para seleccion de variables que se muestran en el Cuadro
S8 usan el estandar previo de “spike and slab” como se describe a continuacién (George El
y McCulloch 1993):

Yi ~ Normal([zi,Xi1(BZ,8X)T,62)
Bjx ~Normal(0,100) sz =vj - §j

vj ~ Bernoulli(.5)
dj ~Norma|(0,o52)

o2 ~ Gammalnverso(.01, .01)

r ~ Gammalnverso(a, b)

Para cada modelo, ay b se eligen a priori de manera que el modelo R? tenga una distribucion
aproximadamente uniforme. Ambos tratamientos y covariables estan estandarizados de
antemano a la media cero y varianza uno cuando se estiman las probabilidades de inclusion
posteriores; sin embargo, los tratamientos y las covariables se dejan sin escalar para el
reporte de los efectos de estimaciones. La estimacién se llevé a cabo utilizando JAGS e
implementada en R (Plummer 2003; R Core Team 2014). Se utilizé una corrida (burn-in) de
30000 iteraciones, seguido de un total de 150 000 iteraciones para las estimaciones finales,
las cuales se reducen en un factor de 10. Se corren dos cadenas independientes para cada
modelo. La convergencia fue evaluada y verificada con gréficos de trazo.

Las regresiones Bayesianas por maquina de nucleos (Bayesian kernel machine regressions-
BKMR) que se exploraron utilizan el paquete de R “bkmr” (Bobb et al 2018), el cual estima
el modelo:

Yi = h(Zil,...,ZiM) + XTIBX +€i,

donde h () es una funcidn general de exposicién Z; Y es la respuesta, y X es la matriz de

covariables, con el error € asumido como N (0,02). Tanto los tratamientos como las
respuestas se estandarizaron de antemano a la media cero y una varianza de uno. Por la
generalidad de la forma de h(), se utilizaron las prioridades predeterminadas sugeridas por
defecto por el paquete bkmr y se corrieron 150,000 iteraciones.
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Cuadro S2. Coeficientes de correlacidon de Spearman r de los biomarcadores de exposicion
de las mujeres obtenidos en la misma visita que la primera muestra de hormonas tiroideas
y TSH, estudio ISA (n=400).

3(ETU, 3(DCCA,

ETU | OHP | OHP) |5-OHT| TCPy | DCCA |3-PBA | 3-PBA) [2,4-D| MnH | MnB | PbB
ETU 022 | 090 | 0.13 | 0.28 | 0.17 | 0.13 | 0.16 |0.13| 0.18 | -0.14 | -0.06
OHP 052 | 013 | 0.22 | 0.18 | 0.08 | 0.15 |0.08| 0.08 | -0.05 | -0.02
S(ETU,
OHP) 0.18 | 0.30 | 0.20 | 0.13 | 0.18 |0.14| 0.15 | -0.14 | -0.04
5-OHT 0.13 | 0.06 | 0.05 | 0.05 [-0.09| 0.01 | -0.02 | -0.06
TCPy 0.30 | 028 | 031 [0.09| 0.16 | 0.01 | 0.07
DCCA 0.80 | 097 |0.11|-0.02 | 0.02 | 0.02
3-PBA 0.92 |0.09|-0.03 | 0.03 | -0.01
3(DCCA,
3-PBA) 0.11 | -0.02 | 0.02 | 0.00
2,4-D 0.08 | 0.09 | 0.10
MnH -0.04 | 0.02
MnB 0.09

Abreviaciones: ETU, etilentiourea; OHP, hidroxi-pirimetanil; 5-OHT, 5-hidroxitiabendazol; TCPy, 3,5,6-tricloro-
piridinol; DCCA, acido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilico; 3-PBA, dcido 3-fenoxibenzoico;
2,4-D, dacido 2,4-diclorofenoxiacético; Mn, manganeso; Pb, plomo.

9Concentraciones en pg/L excepto MnH (ug/g), ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D fueron corregidos
por gravedad especifica.
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Cuadro S3. Distribucién de los biomarcadores de exposicion de las mujeres embarazadas
obtenidos en la misma visita que la primera muestra de suero por trimestre, estudio ISA

(n=400).
m:;i;ff"m trimeste M Media  DE Min plo  p25  ps0  p75  pg0  Max
ETU | 96 452 495 058 145 1.88 271 524 842 311
I 216 373 238 088 178 218 3.03 449 646 19.1
i 88 733 266 108 1.64 219 345 505 893 251
OHP | 96 104 965 0.02 003 009 026 056 153 946
I 216 301 258 002 008 017 044 110 246 377
i 88 098 133 006 009 023 051 126 215 9.23
OHT | 96 034 069 001 001 003 006 026 113 452
I 216 4.84 375 001 001 002 007 030 169 491
i 88 162 750 001 002 003 006 025 1.68 552
TCPy | 96 2.8 324 028 060 087 135 218 348 243
I 216 243 410 042 075 106 162 241 389 500
i 88 317 551 041 089 131 178 289 437 419
DCCA | 96 2.09 357 006 029 054 094 183 425 22.8
I 216 172 337 006 028 058 1.09 188 330 458
1 88 196 181 0.1 038 067 144 243 415 855
3-PBA | 96 137 226 007 026 042 067 132 266 13.9
I 216 1.04 228 010 023 035 068 117 176 326
i 88 121 122 017 028 041 075 168 274 6.49
2,4-D | 96 044 054 004 010 015 028 048 1.02 3.50
I 216 056 1.09 006 0.12 017 027 039 104 8.63
1 88 1.05 430 009 016 021 031 050 089 39.7
fjg"/’g'\)/'” 96 3.05 585 0.1 045 084 158 332 590 53.2
I 210 291 435 005 041 085 1.61 3.02 650 39.2
0 78 473 659 028 070 097 190 520 129 345
Sangre Mn | 87 225 650 108 13.4 17.8 225 258 320 36.9
I 191 231 554 941 157 194 23.6 273 295 39.4
i 66 265 878 894 181 212 242 303 393 506
Sangre Pb | 87 7.69 431 203 377 505 621 968 131 263
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Il 191 7.64 376 245 429 542 671 893 116 343

1] 66 7.52 354 295 423 491 689 9.03 108 198

Abreviaturas: n, numero de muestras u observaciones; ETU, etilentiourea; OHP, 4-hidroxipirimetanil; OHT, 5-
hidroxitiabendazol; TCPy, 3,5,6-tricloro-2-piridinol; DCCA, dcido 3- (2,2-diclorovinil) -2,2-dimetilciclopropano
carboxilico; 3-PBA, dcido 3-fenoxibenzoico; 2,4-D, Acido 2,4-D diclorofenoxiacético; Mn, manganeso; Pb,
plomo.

?Concentraciones en pg/L excepto que se indique lo contrario, las concentraciones de metabolitos urinarios
(ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) fueron corregidos por gravedad especifica.

Pagina 42 de 51




Exposure to common-use pesticides, manganese, lead, and thyroid function among pregnant women from

the Infants’ Environmental Health Study (ISA). Corrales Vargas et al., In press. Traduccion no-oficial

realizada por: MSc Corrales Vargas

Cuadro S4. Resultados de los modelos de regresion linear bivariado separados de las
concentraciones de hormonas tiroideas (TSH, FT4, FT3) explicadas por variables en
mujeres embarazadas del estudio de cohorte de nacimiento ISA con al menos una
muestra de suero (n=400), estimaciones 8 con p<0.05 impresas en negrita.

Variable

N

% Cambio en
TSH mlU/L®

Cambio en B
FT4 (pmol/L)

Cambioen
FT3 (pmol/L)

Edad gestacional (semanas)
Edad maternal (afios)
Educacidn (>6 anos)
Paridad (>1)

Estatus marital (casada/viviendo como
casada)

IMC antes del embarazo (kg/m?)

Ingreso familiar (por encima de la linea de
pobreza)

Trabajo materno en agricultura actual
Trabajo paterno en agricultura actual
Voémito severo durante el embarazo
Fumado durante el embarazo

Cotinina urinaria >1 pg/L

Consumo de pescado (si)

Consumo de café (si)

Consumo de suplemento vitaminico (si)

Distancia de la plantacion de banano

400
400
400
392

400

400

391

400
387
400
400
400
400
400
400
400

1.14 (0.18, 2.11)
0.64 (-0.56, 1.85)
5.43 (-9.47, 22.8)

-9.89 (-23.2, 5.72)

-5.22 (-20.7, 13.4)
0.57 (-0.59, 1.74)
-13.0 (-28.8, 6.30)

20.7 (-8.49, 59.1
15.0 (-1.27, 34.0
0.74 (-18.62, 24.7
-14.4(-42.7,27.8
-43.2 (-55.4, -27.6)
5.49 (-10.2, 23.9)
-12.9 (-26.4, 3.18)
2.84 (-14.3, 23.4)
-9.50 (-24.0, 7.77)

)
)
)
)

-0.12 (-0.14, -0.09)
-0.08 (-0.12, -0.05)

0.14 (-0.31, 0.59)
-0.51 (-0.98, -0.05)

-0.45 (-0.98, 0.07)
-0.03 (-0.07, 0.00)
0.16 (-0.43, 0.74)

-1.21 (-2.01, -0.40)
-0.33 (-0.78, 0.13)
-0.20 (-0.82, 0.43)

-0.02 (-1.2, 1.16)
0.36 (-0.37, 1.09)

-0.51 (-0.98, -0.04)
-0.10 (-0.60, 0.40)
-0.16 (-0.69,0.38)

0.25 (-0.27, 0.76)

-0.03 (-0.04, -0.02)
0.00 (-0.01, 0.01)
0.00 (-0.12, 0.12)

-0.01(-0.14, 0.12)

-0.03(-0.17, 0.11)
0.02 (0.01, 0.03)
-0.06 (-0.21, 0.10)

0.01(-0.21, 0.23)
-0.06 (-0.18, 0.07)
0.16 (-0.01, 0.33)
0.09 (-0.23, 0.40)
0.18 (-0.02, 0.37)
-0.03 (-0.16, 0.10)
-0.01 (-0.15, 0.12)
0.04 (-0.11, 0.18)
-0.04 (-0.18, 0.10)
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Cuadro S5. Resultados de modelos de regresidn linear ajustados® de biomarcadores de
exposicion con los niveles de hormona tiroidea en mujeres embarazadas del estudio de ISA
obtenidos durante la inclusién o poco después (n=400) (analisis transversal), excluyendo los
valores extremos a priori, las estimaciones 5 con p<0.05 impresas en negrita, asociaciones
no lineares edf>2 y p<0.05 marcadas con ‘€.

Metabolito oTSH (mI.U/L) FT4 (p.moI/L) FT3 (prnoI/L)

pg/L)? % C;raz;? en N Cam(tlnct;den B RZ N Cam(lclvgden B R?
ETU 392 (_1_(’)(;"13_80) 0.04 398 (_1_5'(1);7_3_08) 0.25 398 (_0_;;',03 17) 018
OHP 391 (-o.é;%,zc}.zm 0.04 397 (_o_é_g’zg_og’) 0.25 397 (_O_ﬁ"’og 05) 018
2(ETU, OHP) 390 (_1;1',2;66) 0.04 396 (_1-‘;2:?327) 0.26 396 (-o.é%,OOG. 14) 0.18
5-OHT 390 (_0_:1'?8_32) 0.04 396 (_0_;;"05_18) 0.24 39 (_0_(?5'?(2).09) 0.18
DCCA 393 (_0_;%,13.42) 0.04 399 (_0';%,1(‘;’.31) 0.24 399 (_0.2',03 0g) 019
3-PBA 392 (-0.7-2;%5.63)8 004 338 (-0.4&?3.60) 024 398 (-o.i%,og.n) 018
24D 392 (-0.503;,1c1).75) 004 338 (-0.;%,03.42) 025 398 (-o.é%,ogos) 018
Fuegl(/)g'\)/ln 377 (-0.22,13.51) 005 383 (-0.395?3.42) 022 383 (-o.c?zi?g.lg) 019
Sangre Mn 336 (-o.;é?i.os) 0.05 341 (0-0%?;07) 0.24 341 (0.0%,0;02) 0.19
Sangre Pb 338 (_1.';;"213_16) 0.05 343 (_0.101'?2.09) 0.23 343 (_0,_:-,%,201_ 10) 019

Abreviaturas: TSH, hormona estimulante de la tiroides; n, nimero de muestras u observaciones; 8, valor beta;
IC: intervalo de confianza; R? variabilidad explicada; edf, grados de libertad estimados; ETU, etilentiourea;
OHP, hidroxi-pirimetanil; 5-OHT, 5-hidroxitiabendazol; TCPy, 3,5,6-tricloro-2-piridinol; DCCA, dcido 3- (2,2-
diclorovinil) -2,2-dimetilciclopropano carboxilico; 3-PBA, 3-fenoxibenzoico; Acido 2,4-D, diclorofenoxiacético;
Mn, manganeso; Pb, plomo.

@ Ajustado por edad de la mujer (continua, afios), edad gestacional (continua, semanas), deteccion de cotinina
(si/no), IMC previo al embarazo (kg/m?) (continuo) y vdmitos severos durante el embarazo (si/no). Los datos
faltantes se imputaron con un valor aleatorio del conjunto de datos para la edad gestacional en el momento
del muestreo (n=4) y vomitos severos (n=4), mientras que los valores faltantes de IMC antes del embarazo
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(kg/m?), n=31 fueron imputados por predecir valores a partir de un modelo de regresidn lineal (ver la seccién
de analisis estadistico).

b Concentraciones en pg/L a menos que se indique lo contrario, las concentraciones de metabolitos urinarios
(ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) se corrigieron por gravedad especifica.

¢ Las estimaciones de beta reflejan el % de cambio en TSH por cada aumento del 10% en el metabolito de
exposicion, excepto de MnB donde B refleja el % de cambio en TSH por cada unidad de aumento en MnB.
dLas estimaciones de beta reflejan el cambio en FT4 o FT3 por cada aumento de diez veces en el metabolito
de exposicidn, excepto por MnB donde R refleja el cambio en FT4 o FT3 por cada unidad de aumento en MnB
o PbB.

¢ GAM indicé no linealidad como edf > 2 con p <0,05.
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Cuadro S6. Resultados de modelos de regresion linear ajustados?® de la primera medida de
biomarcadores de exposicién prenatal de la poblacién del estudio de ISA con la segunda
medida de los niveles de las hormonas tiroideas durante el embarazo (n=245), reflejando
un efecto de exposicién tardio, excluyendo los valores extremos a priori; las estimaciones
con p<0.05 impresas en negrita, las asociaciones no lineares edf>2 y p<0.05 con marcadas
con ‘€.

Metabolito TSH (mIU/L) FT4 (pmol/L) FT3 (pmol/L)

(ng/L)? N %Car{:lc)l)? enp RZ N Cam(lilct;den B RZ N Cam:::c;den B R2
OHP 242 (-0.3?é?8.48) 0.02 243 (_0.;1(;"0337) 0.07 243 (—0.(?6.?(5).16) 0.10
S(ETU,OHP) 241 (_0'507',22.25) 0.03 242 (_0';;"0381) 0.07 242 (_0;',001.23) 0.10
ORT 242 (-0.205,18.38) 002 243 (-o.:?,%,og.m) 007 243 (-0.84?2.13) 010
TCPy 241 (-0.56,18.96) 002 242 (-o.(;)§,7i.53) 009 242 (o.og.,33.52) 012
DCCA 244 (-0,5_)%,35,19) 0.03 245 (-0.:6.?3.60) 0.07 245 (_0.(?1',13.28) 0.10
3(DCCA, 3-PBA) 243 (-o.s;g;zc)?as)e 0.03 244 (_0'5%'13.73) 0.07 244 (_O.&"lg.zg) 0.10
24D 244 (-0.2;1348) 0.03 245 (-0.4??;,28.84) 0.07 245 (-0.&%,0(?.08) 0.10
Pelo Mn (ug/g) 242 (—0.10(.)?3.86) 0.03 243 (—0.303;,13.61) 0.06 243 (0.0(;.,1(?.28) 0.11
Sangre Mn 229 (_0_7()3"2(15_27) 0.03 230 (-o.&?g.o g 007230 (_0'(?1'?8.01) 0.09
Sangre Pb 225 (_0;"0;07) 0.04 226 (0-62"9; 25 011226 103',23 61) 010

Abreviaciones: TSH, hormona estimulante de la tiroides; n, numero de muestras u
observaciones; 8, valor de beta; IC, intervalo de confianza; R?, variabilidad explicada; edf,
grados de libertad estimados; ETU, etilentiourea; OHP, 4-hidroxi-pirimetanil; OHT, 5-
hidroxitiabendazol; TCPy, 3,5,6-tricloro-piridinol; DCCA, dcido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetilciclopropano carboxilico;, 3-PBA, dcido 3-fenoxibenzoico, 2,4-D, dcido 2,4-
diclorofenoxiacético; Mn, manganeso; Pb, plomo.
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@ Ajustados por la edad de la mujer (continua, afios), edad gestacional (continua,
semanas), deteccién de cotinina (si/no), IMC antes del embarazo (kg/m?) y vémito severo
durante el embarazo (si/no).

b Concentraciones en pg/L a menos que se indique lo contrario, concentraciones de
metabolito urinarios (ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) fueron corregidos por
gravedad especifica.

¢ Las estimaciones beta reflejan el % cambio en TSH por cada 10% de aumento en el
metabolito de exposicidn, excepto de MnB y PbB donde R reflejan el % cambio en TSH por
cada unidad de aumento en MnB.

4 Las estimaciones de beta reflejan los cambios en FT4 o FT3 por cada aumento de diez
veces en la exposicién de metabolitos, excepto por MnB donde B refleja el cambio en FT4 o
FT3 por cada unidad de aumento en MnB.

€ GAM indica la no linealidad como edf>2 con p<0.05
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Cuadro S7. Resultados de modelos de regresion linear ajustados?® de los biomarcadores de
exposicion con los niveles de hormona tiroidea en mujeres embarazadas del estudio ISA
obtenido en la inclusién o poco después para mujeres que tenian una segunda muestra de
suero (n=245) (analisis transversal), excluyendo los valores extremos a priori; las
estimaciones 8 con p<0.05 en negrita las estimaciones de asociaciones no lineares edf>2 y
p<0.05 marcadas con ‘.

Metabolito o o (m.IU/L) r (p.mollL) ik (p-mOI/L)

(ng/L)° % Car;mllél)? enp RZ N Cam(t:gden B R N Cam(I:::c;den B R2
ETU 233 (_20.355'?20_75) 0.02 241 (-1._2;?).3) 0.20 243 (-o.::;(;',oc?.za) 0.19
OHP 233 (-1&3_%1.,95. 66) 0.02 241 (_0_:;',1;,22) 0.20 243 (-o.i%,og.ll) 0.19
2(ETU, OHP) 232 (-22_;;6353.33) 0.02 240 (-1.;%,7;11) 0.21 242 (-0.3_501',0:)1.23) 0.19
OHT 233 (-4.3491;9145.19) 0.02° 241 (-o.;;%,ogzs) 0.19 243 (-o.c())é%.le) 0.20
TCPy 232 (-8,119?.2213.86) 0.02 240 (-0.55'?2.15) 0.19 242 (-0.103;,18.34) 0.19
DCCA 235 (—18.1_93,'14.07) 0.02° 243 (-0.305,13.63) 0.19 245 (-o.é%,oc?m) 0.19
3-PBA 234 (_18_3(,);;2_53) 0.02 242 (-0.3()i,38.92) 0.20 244 (-o.-g,'(()).lls) 0.19
2(DCCA, 3-PBA) 234 (-17.1C)é,7(z)2.40) 002 2a (-0.252,10.8) 0.19 244 (-o.é%,og.om 0.19
2,4-D 234 (-12.35430.7) 0.02° 242 (-o._g,%gs) 0.19 244 (-o.é%,lg.OS) 0.20
Pelo Mn (ug/g) 233 (_3;2;6277_5) 0.03 241 (-o.;;%,z‘gm) 0.19 243 (-o.glooéls) 0.20
Sangre Mn 220 (—1.;3,3(?.89) 003 228 (—o.c?i?g.o7) 0.19 230 (o.o%,oc}.OZ) 0.20
Sangre Pb 215 (-1.315,12.65) 004 222 (-0.(?7'?(1).09) 0.21 224 (-0.6%,0(?.00) 0.21

Abreviaciones: TSH, hormona estimulante de la tiroides; n, numero de muestras u observaciones; 8, valor de
beta; IC, intervalo de confianza; R?, variabilidad explicada; edf, grados de libertad estimados; ETU,
etilentiourea; OHP, 4-hidroxi-pirimetanil; OHT, 5-hidroxitiabendazol; TCPy, 3,5,6-tricloro-piridinol; DCCA, dcido
3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilico; 3-PBA, dcido 3- fenoxibenzoico; 2,4-D, dcido 2,4-
diclorofenoxiacético; Min, manganeso; Pb, plomo.

@ Ajustados por la edad de la mujer (continua, afos), edad gestacional (continua, semanas), deteccion de
cotinina (si/no), IMC antes del embarazo (kg/m?) (continua) y vdmito severo durante el embarazo (si/no). Los
datos faltantes se imputaron con un valor aleatorio del conjunto de datos para la edad gestacional al muestreo
(n=4) y vémito severo (n=4), mientras que los valores faltantes para el IMC antes del embarazo (kg/m?), n=31
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fueron imputadas al predecir los valores de un modelo de regresion lineal (ver la seccion de analisis
estadistico).

b'Las concentraciones se presentan en pg/L a menos que se indique lo contrario, las concentraciones de
metabolitos urinarios (ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) donde se corrigio por gravedad especifica.
¢Las estimaciones de beta reflejan el % de cambio en TSH por cada aumento del 10% en el metabolito de
exposicidn, excepto por MnB donde R refleja el % de cambio en TSH por cada unidad de aumento en MnB.

9 Las estimaciones de beta reflejan el cambio en FT4 o FT3 por cada aumento de diez veces en los metabolitos
de exposicion, excepto por el MnB donde R refleja el cambio en FT4 o FT3 por cada unidad de aumento en
MnB o PbB.

€ GAM indicd no linealidad cuando edf>2 con p<0.05.
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Cuadro S8. Resultados de modelos multivariados de regresidn linear ajustados?® con
busqueda estocastica de seleccidon de variable de la primera medida de biomarcadores
prenatales de exposicién en la poblacién del estudio de ISA con niveles de hormona tiroidea
durante el embarazo, excluyendo los valores extremos a priori; las estimaciones B con

p<0.05 impresas en negrita.

Metabolito ug/L®

TSH (mIU/L)

% Cambio en B (ClI)¢

n=315

FT4 (pmol/L)

Cambio en B (CI) ¢
n=324

FT3 (pmol/L)

Cambio en B (CI) ¢
n=324

3(ETU, OHP)
OHT

TCPy

3(3-PBA, DCCA)
2,4-D

Pelo Mn (ug/g)
Sangre Mn
Sangre Pb

-0.01 (-0.04, 0.01)
0.00 (-0.02, 0.03)
-0.01 (-0.06, 0.02)
-0.00 (-0.02, 0.02)
0.00 (-0.02, 0.04)
0.01 (-0.02, 0.04)
0.00 (-0.00, 0.00)
0.00 (-0.03, 0.05)

-0.14 (-0.45, 0.02)
-0.01 (-0.19, 0.14)
0.05 (-0.18, 0.47)
0.01 (-0.13, 0.21)
-0.04 (-0.37, 0.18)
-0.01 (-0.25, 0.20)
0.02 (0.00, 0.07)

0.09 (-0.18, 0.71)

-0.01 (-0.08, 0.02)
0.01 (-0.03, 0.07)
0.02 (-0.04, 0.14)
-0.00 (-0.05, 0.04)
-0.01 (-0.09, 0.06)
0.01 (-0.04, 0.10)
0.00 (0.00, 0.01)
-0.02 (-0.16, 0.06)

Abreviaciones: TSH, hormona estimulante de la tiroides; FT4, tiroxina libre; FT3,
triiodotironina libre; n, numero de muestras u observaciones; 8, valor de beta; IC, intervalo
de confianza; ETU, etilentiourea; OHP, 4-hidroxi-pirimetanil; OHT, 5-hidroxitiabendazol;
TCPy, 3,5,6-tricloro-piridinol; DCCA, dcido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano
carboxilico; 3-PBA, dcido 3-fenoxibenzoico; 2,4-D, dcido 2,4-diclorofenoxiacético; Mn,
manganeso; Pb, plomo.

9 Ajustados por la edad de la mujer (continua, afios), edad gestacional (continua, semanas),
deteccién de cotinina (si/no), IMC antes del embarazo (kg/m?) y vémito severo durante el
embarazo (si/no).

b Las concentraciones se presentan en pg/L a menos que se indique lo contrario, las
concentraciones de metabolitos urinarios (ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) se
corrigieron por gravedad especifica.

¢ Las estimaciones de beta reflejan el % de cambio en TSH por cada aumento del 10% en el
metabolito de exposicidn, excepto del MnB donde B8 refleja el % de cambio en TSH por cada
unidad de aumento en MnB.

d Las estimaciones beta reflejan el cambio en FT4 o FT3 por cada aumento de diez veces
en el metabolito de exposicion, excepto de MnB donde B refleja el cambio en FT4 o FT3
por cada unidad de aumento en MnB

Pagina 50 de 51




Exposure to common-use pesticides, manganese, lead, and thyroid function among pregnant women from

the Infants’ Environmental Health Study (ISA). Corrales Vargas et al., In press. Traduccion no-oficial

realizada por: MSc Corrales Vargas

Cuadro S9. Probabilidades de inclusién posterior a partir de modelos de regresidon
multivariada Bayesiana ajustada® con busqueda estocastica para seleccién de variables y
modelos de regresién Bayesiana por mdaquina de nucleos (Bayesian kernel machine
regression-BKMR) ajustados con seleccidén de variables?, de biomarcadores prenatales de
exposicion en la poblacion del estudio ISA con niveles de hormonas tiroideas durante el

embarazo.
Metabolito (ug/L)" TS;-'I,ir;IIlSJ)/L) FT‘;,,(:;ZI)/L) FT3(:(=P3Y;:;)|/L)
MR-SSVS BKMR MR-SSVS BKMR MR-SSVS BKMR

2(ETU, OHP) 0.30 0.14 0.62 0.16 0.31 0.35
OHT 0.20 0.13 0.20 0.02 0.24 0.26
TCPy 0.28 0.17 0.31 0.07 0.34 0.35
2(DCCA, 3-PBA) 0.19 0.13 0.21 0.04 0.19 0.25
2,4-D 0.21 0.13 0.25 0.03 0.20 0.30
Pelo Mn (ug/g) 0.24 0.16 0.20 0.03 0.24 0.26
Sangre Mn 0.19 0.11 0.62 0.22 0.31 0.30
Sangre Pb 0.20 0.12 0.50 0.11 0.37 0.35

Abreviaturas: TSH, hormona estimulante de la tiroides; FT4, tiroxina libre; FT3, triyodotironina libre; n, nimero
de muestras u observaciones; MR-SSVS, regresion multivariada con busqueda estocdstica para seleccion de
variables; BKMR, regresion Bayesiana por mdquina de nucleos (Bayesian kernel mchine regression); 8, valor
beta; IC: intervalo de confianza; ETU, etilentiourea; OHP, 4-hidroxi-pirimetanil; OHT, 5-hidroxitiabendazol;
TCPy, 3,5,6-tricloro-2-piridinol; DCCA, dcido 3- (2,2-diclorovinil) -2,2-dimetilciclopropano carboxilico; 3-PBA,
dcido 3-fenoxibenzoico; 2,4-D, Acido diclorofenoxiacético; Mn, manganeso; Pb, plomo.

@ Ajustado por edad de la madre (continua, afios), edad gestacional (continua, semanas), deteccion de cotinina
(si/no), IMC antes del embarazo (kg/m?) y vémitos severos durante el embarazo (si/no).

b Concentraciones en pg/L a menos que se indique lo contrario, las concentraciones de metabolitos urinarios
(ETU, OHP, OHT, TCPy, DCCA, 3-PBA, 2,4-D) se corrigieron por gravedad especifica.
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