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Resum 

El di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) és un plastificant que s’afegeix als productes 

de clorur de polivinil (PVC) per a dotar-los de més flexibilitat. El material 

mèdic fet de PVC, i en particular els dispositius i bosses que s’utilitzen en les 

transfusions de sang, conté el DEHP com additiu. Així, el receptor d’una 

transfusió està altament exposat a aquest compost. L’objectiu de la tesi va ser 

estudiar els metabòlits del DEHP en orina com a possibles marcadors de la 

pràctica d’una transfusió de sang en l’esport. 

Es va desenvolupar i validar un mètode d’anàlisi per cromatografia líquida 

acoblada a  espectrometria de masses en tàndem per a la quantificació dels 

principals metabòlits del DEHP en orina humana: mono-(2-etilhexil) ftalat 

(MEHP), mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-

oxohexil) ftalat (MEOHP), mono-(2-carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i 

mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalat (5cx-MEPP).  El mètode es va aplicar a 

mostres procedents de voluntaris sans (grup control), de pacients 

hospitalitzats que havien rebut una transfusió de sang i de pacients 

hospitalitzats sotmesos a tractaments mèdics amb materials de PVC excloent 

transfusions. Es van obtenir diferències significatives en les concentracions 

dels tres metabòlits estudiats (MEHP, MEHHP, MEOHP) entre les mostres 

dels pacients transfosos respecte els altres dos grups de població. En canvi, 

no es van obtenir diferències significatives entre les mostres dels pacients 

sotmesos a tractaments mèdics diferents a les transfusions i les mostres del 

grup control. El mètode també es va aplicar a mostres d’orina de vint-i-cinc 

voluntaris sans que s’havien sotmès a un procediment d’autotransfusió. El 

protocol de transfusió seguit va permetre infondre’ls la sang després que 

estigués emmagatzemada 14 dies o 28 dies. Els nivells de cinc metabòlits del 

DEHP es van avaluar al llarg de diferents dies abans i després de la 

flebotomia i de la transfusió. Els resultats van indicar concentracions 

elevades dels metabòlits del DEHP en orina fins a les  48 hores després
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d’haver rebut la sang. A més, les concentracions dels metabòlits tendien a ser 

més elevades quant més llarg era el temps d’emmagatzematge de la sang. 

Finalment, es van determinar les concentracions dels cinc metabòlits de 

DEHP en una població d’esportistes i es van calcular límits de referència que 

permeten sospitar d’una transfusió. Els resultats indiquen que els metabòlits 

de DEHP en orina poden ser usats com a marcadors de l’ús de transfusions 

en l’esport. 

 



Resum 
 

xiii 
 

Abstract 

The plasticizer di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) is used in polyvinyl 

chloride products (PVC) to increase its flexibility. Medical devices made of 

PVC, especially blood bags used in blood transfusions, contain DEHP as 

additive. Therefore, subjects submitted to blood transfusion are widely 

exposed to this compound. The aim of the project was to evaluate the 

DEHP metabolites in urine as possible markers of the use of a blood 

transfusion in sports. 

An analytical method was developed and validated to quantify the main 

DEHP metabolites mono-(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP), mono-(2-ethyl-5-

hydroxyhexyl)phthalate (MEHHP), mono-(2-ethyl-5-oxohexyl)phthalate 

(MEOHP), mono-(2-carboxymethylhexyl)phthalate (2cx-MMHP) and 

mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalate (5cx-MEPP), in human urine by 

liquid chromatography tandem mass spectrometry. The methodology was 

applied to samples belonging to healthy volunteers (control group), 

hospitalized patients subjected to blood transfusions and hospitalized 

patients subjected to medical treatments involving plastic material different 

to blood transfusions. Significant differences were obtained in the 

concentrations of the three metabolites studied (MEHP, MEHHP, 

MEOHP) between transfused patients samples’ and samples from the other 

two population groups. However, no significant differences were obtained 

between hospitalized patients who didn’t receive blood transfusions and the 

control group. The method was also applied to urine samples from twenty-

five healthy volunteers who were subjected to an autologous blood 

transfusion protocol. The transfusion protocol allowed the blood reinfusion 

after 14 days and 28 days of storage. The levels of the five DEHP 

metabolites were evaluated along different days before and after the 

phlebotomy and the transfusion. The results indicated high concentrations of 

the DEHP metabolites in urine up to 48 hours after the  blood transfusion. 
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Additionally, the metabolites concentrations tended to be higher after longer 

blood storage times. 

Finally, the concentration of the five DEHP metabolites were evaluated in a 

sportsmen population, and reference limits to allow suspicion of blood 

transfusion have been calculated. The results indicate that the DEHP 

metabolites could be used as markers of blood transfusions in sports. 
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Prefaci 

La pràctica esportiva lliure de dopatge és un dels principals reptes del món 

de l’esport. Les diferents federacions esportives, els governs i l’Agència 

Mundial Antidopatge (AMA) fan un exhaustiu control per a perseguir l’ús de 

les substàncies dopants i així garantir un joc net i amb igualtat d’oportunitats.  

Tot i la bona gestió i implicació de les diferents institucions i dels laboratoris 

antidopatge, la detecció de l’ús de certs mètodes i agents dopants és força 

complicada; és el cas, per exemple, del dopatge sanguini mitjançant l’ús de 

transfusions de sang. Es coneix que aquest tipus de dopatge s’utilitza en 

competicions d’alt nivell perquè després d’una transfusió el rendiment 

esportiu millora considerablement gràcies a què augmenta la quantitat 

d’oxigen transportat per  la sang. A més, la pràctica de les transfusions de 

sang representa un risc per la salut del receptor, fet que afegeix un motiu més 

per a què el seu mal ús en l’àmbit esportiu estigui totalment prohibit. 

Els laboratoris de control antidopatge disposen de metodologies, com la 

citometria de flux, per a detectar l’ús de les transfusions homòlogues.  Pel 

que fa a la detecció de l’ús de les transfusions autòlogues, no hi ha 

actualment cap tècnica disponible.   

L’objectiu principal d’aquesta tesi va ser desenvolupar un mètode analític 

fiable, senzill i eficaç que pugui ser aplicat en els laboratoris de manera 

rutinaria per a la detecció de transfusions de sang. 

Aquest treball avalua els metabòlits del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) com a 

possibles marcadors de l’ús de les transfusions en l’esport. El DEHP és un 

plastificant present a les bosses que s’usen per emmagatzemar la sang i, per 

tant, el receptor d’una transfusió hi està altament exposat. 
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Una dificultat important dels marcadors que es proposen és l’existència de 

nivells basals d’aquests metabòlits en l’orina de qualsevol subjecte degut a 

l’exposició ambiental.  

Amb l’objectiu de quantificar les concentracions dels metabòlits de DEHP 

en l’orina, s’ha desenvolupat i validat un mètode per cromatografia líquida 

acoblada a  espectrometria de masses en tàndem. 

Per poder avaluar l’existència de diferències en les concentracions dels 

metabòlits entre diferents tipus de poblacions, s’ha aplicat el mètode a orines 

procedents de persones sanes, pacients sotmesos a tractaments mèdics dins 

l’àmbit hospitalari i pacients que havien rebut transfusions de sang.  

Amb la finalitat de corroborar les diferències en les concentracions 

obtingudes entre els subjectes transfosos i les persones sanes, el mètode s’ha 

aplicat a voluntaris sans que s’havien sotmès a una autotransfusió de sang de 

manera controlada. Amb aquest estudi s’ha dibuixat el perfil de 

concentracions dels metabòlits en orina durant dies abans i després del 

procés de la flebotomia i de la transfusió de la sang. A més a més, s’ha definit 

una finestra temporal després de la transfusió en la que durant unes hores les 

concentracions dels metabòlits de DEHP en orina pateixen un augment molt 

significatiu. 

Per tal de determinar els nivells basals dels metabòlits en població sana que 

està sotmesa a una exposició ambiental comú a DEHP, també s’ha aplicat el 

mètode a orines procedents de les anàlisis de controls antidopatge esportius. 

Amb els resultats obtinguts s’han definit unes possibles concentracions de 

tall que permetrien sospitar de l’ús d’una transfusió. 
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Acrònims i abreviatures 

ABP: Athlete Biological Passport 

AMA: Agència Mundial Antidopatge, World Antidoping Agency (WADA) 

APCI: Ionització química a pressió atmosfèrica 

BTHC: butiril-trihexil-citrat 

CE: Comissió Europea 

CG: Cromatografia de Gasos 

CI: Control Inferior 

CL: Cromatografia Líquida 

CL-EM/EM: Cromatografia líquida acoblada a espectrometria de masses en 

tàndem 

COI: Comitè Olímpic Internacional 

CPD: Citrat-fosfat dextrosa  

CS: Control Superior 

DEHA: Dietilhexiladipat  

DEHP: Di(2-etilhexil) ftalat 

DEP: Dietil ftalat 

DiBP: Di-isobutil ftalat 

DINCH: Diisononil èster de l’àcid ciclohexanedicarboxílic  

EC: European Commission 

ECMO: Oxigenació per Membrana Extracorpòria 

EH: 2-etilhexanol 

EM: Espectrometria de Masses 

EM/EM: Espectrometria de Masses en tàndem 

EPO: Eritropoietina 

ESI: Ionització en Electrosprai 

EVA: Etilvinilacetat  

Hb: Concentració d’hemoglobina 

tHb: Massa total d’hemoglobina 
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Hct: Hematòcrit 

IDT: Ingesta Diària Tolerable  

ICC: Intraclass Correlation Coefficient 

ISL: Estàndards Internacionals  

ISTD: Estàndard intern 

LD: Límit de Detecció 

LQ: Límit de Quantificació 

LR: Límit Superior de Referència  

MCH: Mean Corpuscular Haemoglobin (mitjana de la concentració d’Hb 

corpuscular) 

MCHC: Mean Cell Haemoglobin Concentration (mitjana de la concentració 

d’Hb cel•lular) 

MCV: Mean Cell Volume (mitjana del volum cel•lular) 

MEHP: Mono-(2-etilhexil) ftalat 

MEHHP: Mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalat 

MEOHP: Mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat 

2cx-MMHP: Mono-(2-carboximetilhexil) ftalat  

5cx-MEPP: Mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalat 

MRM: Multiple Reaction Monitoring Mode 

NESP: New Eritropoiesis-Stimulating Protein 

NOAEL: Nivell sense efecte advers observat 

OFFhr: ([Hb]-60(retic%)1/2) 

PLT: Recompte de plaquetes 

PU: Poliuretans 

PVC: Clorur de Polivinil 

RBC: Red Blood Cells (eritròcits) 

Retic%: Percentatge de reticulòcits 

Ret#: Recompte de reticulòcits 

RBCHb / RetHb: Contingut d’hemoglobina en la població d’eritròcits 

madurs dividit pel contingut d’hemoglobina en  la població de reticulòcits 
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rHuEPO: Eritropoietina Recombinant Humana 

RP: Fase Reversa 

RSD: Desviació Estàndard Relativa 

SAGM: Solució Salina-Adenina-Glucosa-Manitol 

SD: Desviació Estàndard 

sEPO: Eritropoietina del sèrum 

sTfR: Transferrina del sèrum 

TEHTM: Tri-(2etilhexil)trimelitat  

UE: Unió Europea 

UPLC-EM/EM: Cromatografia de líquids d’ultra precisió acoblada a 

espectrometria de masses en tàndem 

UCI: Unitat de Cures Intensives 

UV: Detector llum ultraviolada 

WBC: White Blood Cell (recompte de leucòcits) 
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Estructura de la tesi 

Aquesta tesi està estructurada en diferents apartats: introducció, objectius, 

quatre capítols que contenen els resultats de la tesi, conclusions i annexes. 

La introducció descriu el marc general i la situació actual dels diferents 

aspectes que es plantegen a la tesi. Així doncs, en una primera part de la 

introducció es descriu el dopatge sanguini utilitzat fraudulentament en 

l’esport. Per últim, es descriuen el di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) i els seus 

metabòlits com a possibles marcadors de l’ús de transfusions. 

Els capítols de la tesi que descriuen els resultats mantenen l’estructura d’una 

publicació científica. Alguns capítols contenen directament els articles 

publicats, altres es presenten en forma de memòria. 

En el capítol 3 es descriu el desenvolupament, l’optimització i la validació 

d’una metodologia analítica per a la quantificació de cinc metabòlits de 

DEHP en orina per CL-EM/EM.  

En el capítol 4 es presenten les concentracions d’alguns metabòlits del 

DEHP en orina de diferents poblacions: un grup control, un grup de 

pacients hospitalitzats subjectes a transfusions i un grup de pacients 

hospitalitzats sotmesos a tractaments mèdics que impliquen l’ús de materials 

plàstics.  

En el capítol 5 es descriuen les concentracions dels cinc metabòlits de 

DEHP en mostres de 25 voluntaris sotmesos a una autotransfusió de sang. 

En el capítol 6 es presenten les concentracions dels metabòlits de DEHP en 

mostres d’orina d’un grup control i d’un grup d’esportistes. A més, es 

proposen uns límits de referència que permetrien sospitar de l’ús de 

transfusions.  

Les conclusions finals de la tesi es presenten en el setè capítol. 
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En l’apartat dels annexes queden recollides algunes informacions que 

complementen altres aspectes no descrits durant els diferents capítols de la 

tesi. En l’annex I es presenten tres publicacions científiques que contenen 

part del treball d’aquesta tesi; la primera correspon a un article científic 

acceptat per a la publicació després d’estar finalitzada aquesta memòria, que 

inclou els resultats corresponents als capítols tres i sis de la tesi; la segona és 

una còpia dels proceedings de la comunicació oral presentada en un congrés 

internacional i la tercera correspon a un article de revisió dels diferents 

mètodes per a la detecció de transfusions autòlogues. L’annex II conté la 

llista, vigent durant el 2012, de les substàncies i mètodes prohibits per la 

WADA. L’annex III conté la menció al Premio Nacional de Investigación en 

Medicina del Deporte 2010 rebut per parts d’aquest treball.  
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1.1 Control antidopatge i transfusions sanguínies 

1.1.1 Dopatge 

Es coneix com a dopatge el consum de substàncies o l’ús de mètodes 

prohibits en l’esport  que milloren el rendiment de l’esportista de manera 

fraudulenta. Per tal de garantir  les bones pràctiques a l’esport va ser 

necessari la creació de mecanismes de control que permetessin assegurar el 

desenvolupament d’un joc net i la igualtat d’oportunitats per tots els atletes. 

Els primers controls antidopatge els va gestionar la Comisió Mèdica del 

Comitè Olímpic Internacional (COI) l’any 1967, però la tecnologia i els 

mètodes emprats per a la detecció de les substàncies prohibides van ser un 

factor força limitant en aquella època. El COI va liderar la lluita antidopatge 

durant molts anys fins que al 1999 va nèixer l’Agència Mundial Antidopatge 

(AMA) coneguda internacionalment com World Antidoping Agency 

(WADA). L’AMA coordina el programa de control antidopatge i és 

l’organisme encarregat de regular  i gestionar el Codi Mundial Antidopatge, 

els estàndards internacionals i els principis de bones pràctiques als laboratoris 

d’anàlisi.  

El Codi Mundial Antidopatge defineix el dopatge com la violació d’una o 

més regles descrites als articles 2.1 al 2.8 del Codi. En resum, aquests articles 

defineixen el dopatge com  la presència de substàncies prohibides, els seus 

metabòlits o marcadors en la mostra d’un esportista; l’ús o l’intent d’ús de 

substàncies o mètodes prohibits per part de l’esportista; la negativa a 

sotmetre’s a un control antidopatge; la violació dels requisits aplicables en 

relació a la disponibilitat de l’atleta en els controls fora de competició; la 

manipulació o l’alteració de qualsevol part del control antidopatge; la 

possessió o el tràfic de substàncies i mètodes prohibits; l’administració o la  

incitació a ella de qualsevol substància o mètode prohibit a tercers i la de 

qualsevol violació del codi (WADA, 2009). 
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 L’AMA actualitza anualment la llista de substàncies i mètodes prohibits 

(veure Annex II) en funció de les noves substàncies o mètodes usats i la seva 

disponibilitat al mercat. L’AMA distingeix entre aquelles substàncies que 

estan prohibides en competició, fora d’ella o en ambdós casos. 

La llista conté les substàncies prohibides  classificades per grups segons la 

seva funció farmacològica: agents anabolitzants, hormones peptídiques, 

factors de creixement i substàncies relacionades, β2 agonistes, hormones i 

moduladors metabòlics, diurètics i agents emmascarants, estimulants, 

narcòtics, cannabinoides, glucocorticosteroides, alcohol i β-blocadors. 

Respecte als mètodes, estan prohibits aquells que augmenten el transport 

d’oxigen en la sang, la manipulació química o física de la mostra i el dopatge 

genètic. 

 

 
 

Figura 1.1 Mètodes prohibits en l’esport segons el Codi Mundial Antidopatge. The 

2012 prohibited list (WADA, 2012a). 

A més de les substàncies i mètodes prohibits citats anteriorment cal destacar 

que estimulants, narcòtics, cannabinoids i glucocorticosteroids també estan 

prohibits en competició; altres substàncies, com els β-blocadors o l’alcohol, 

només ho estan en determinats esports. 
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1.1.2  Dopatge sanguini 

El dopatge sanguini, mitjançant l’ús de transfusions de sang, eleva la 

quantitat d’oxigen transportat per la sang, incrementa la disponibilitat 

d’oxigen dels músculs, el consum màxim  d’oxigen i com a conseqüència  

millora el rendiment esportiu. L’AMA inclou el dopatge sanguini dins dels 

mètodes prohibits que milloren la transfarència d’oxigen (veure Annex II).  

El metabolisme aeròbic és el que intervé majoritàriament en la producció 

d’energia en els exercicis esportius superiors a 2 minuts. En la millora de 

l’eficiència d’aquest metabolisme és on el dopatge sanguini juga un paper 

important. Un increment del transport d’oxigen augmenta la quantitat 

d’energia per unitat de temps (Medbo et al, 1989; Astrand et al, 1987), de 

manera que mètodes o substàncies que permetin un bon transport d’oxigen 

són succeptibles a ser utilitzades per augmentar el rendiment esportiu de 

manera il�lícita. 

Existeixen tres maneres d’augmentar la quantitat d’oxigen transportat per la 

sang (Buick et al, 1980): 

a) Augment de la pressió parcial d’oxigen de l’aire respirat pel subjecte: 

mitjançant la respiració en condicions d’hiperoxia (respiració d’una 

mescla que conté una concentració d’oxigen superior a la de l’aire 

ambient) o en condicions d’hiperbaria (respiració en un ambient on 

la presió parcial d’oxigen és més elevat que en l’aire ambient).

b) Augment de la quantitat d’hemoglobina que circula per la sang: per 

ús d’una transfusió de sang o d’eritròcits d’un mateix subjecte 

(transfusió autòloga) o d’un donant (transfusió homòloga); 

accelerant la formació d’eritròcits (eritropoiesis) amb entrenaments  

a altitud o mitjançant l’administració d’eritropoietina (EPO) i/o els 

seus anàlegs com l’ eritropoientina recombinant humana (rHuEPO), 
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l’eritropoientina de llarga duració (NESP, darbepoietina), l’ rHuEPO 

encapsulada o els pèptids mimètics de l’ EPO (Gaudard et al, 2003; 

Elliot et al, 2008). 

c) Administració de transportadors d’oxigen no naturals: les 

hemoglobines modificades químicament, els prefluorocarburs (PFC) 

(Gaudard el al, 2003) o les substàncies químiques  com l’efaproxiral 

que produeixen canvis en la corba de dissociació de l'hemoglobina 

(Jimenez et al, 2004).  

Als anys 70 i 80 els atletes ja usaven transfusions de sang abans de 

competicions esportives importants malgrat ser una pràctica no exempta de 

perills per la salut (Berglund et al, 1987a). Cap a finals dels anys 80 el dopatge 

sanguini per mitjà de transfusions de sang va començar a substituir-se per la 

utilització de l’eritropoietina (EPO). L’EPO és una hormona produïda pel 

ronyó que estimula la producció d’eritròcits en la medul�la  òssea. Tot i estar 

indicada en l’àmbit clínic pel tractament de pacients amb anèmia és 

extensament conegut que ha estat i és utilitzada  per esportistes (Spriet et al, 

1991; Rigoulet et al, 1998). Darrerament les transfusions de sang tornen a ser 

utilitzades perquè els laboratoris de control antidopatge disposen de mètodes 

per a la detecció de l’EPO i els seus anàlegs (Lasne et al, 2000; Mallorquí et 

al, 2008; Reichel, 2011a). 

 

1.1.3 Transfusions i rendiment esportiu 

Les transfusions de sang o dopatge sanguini són utilitzades en gran mesura 

en les disciplines esportives de resistència. Les transfusions poden ser de dos 

tipus: les rebudes d’un donant de sang o transfusions homòlogues, i les 

autotransfusions o transfusions autòlogues, en les que donant i receptor són 

el mateix  individu (Berglund et al, 1988).  
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Les transfusions homòlogues presenten més risc pel receptor perque poden 

transmetre malalties infeccioses. En el cas de les transfusions autòlogues 

l’esportista se sotmet a una flebotomia, la sang o el concentrat d’eritròcits 

s’emmagatzema i un cop recuperats els nivells d’hemoglobina que tenia 

abans de l’extracció se li infon.  

Al final del procés de qualsevol dels dos tipus de transfusions en resulta un 

augment significatiu dels eritròcits i de l’hemoglobina en sang (Ekblom et al, 

2000; Calbet et al, 2006). En ambdós casos el volum de sang acostuma a ser 

una unitat o bossa transfosa, o sigui uns 450 ml (Leigh-Smit, 2004), però pot 

ser superior. 

L’emmagatzematge de la sang és un punt important a l’hora que limitant en 

aquest tipus de pràctiques. Existeixen bàsicament dos tipus de protocols 

d’emmagatzematge: 

a) De sang total: emmagatzematge de sang total a 4ºC durant un 

màxim de 3 ó 4 setmanes. La sang no manté les seves propietats més 

enllà de 4 setmanes a causa de la degeneració d’un 10 a un 20% dels 

eritròcits. 

b) D’eritròcits congelats: la sang total emmagazemada es mescla amb 

una solució de citrat-fosfat dextrosa (CPD), es centrifuga i se’n 

separen els components.  Els eritròcits obtinguts es mesclen amb 

una solució salina-adenina-glucosa-manitol (SAGM) i es congelen en 

glicerol i nitrogen líquid.  Els eritròcits així congelats es poden

mantenir anys sense que perdin les seves propietats (Bakker, 1977; 

Horowitz, 1985). 

L’efecte de les transfusions sobre el rendiment esportiu ha estat estudiat 

àmpliment. Al 1947, Pace i els seus col�laboradors van avaluar per primer 



Capítol 1 
 

8 
 

cop l’efecte de les transfusions homòlogues sobre l’exercici físic i van 

descriure un augment de l’hematòcrit del 26% de mitjana (Pace et al, 1947).

A mitjans dels anys 70 es van publicar diferents estudis en els que avaluaven 

la incidència de les transfusions autòlogues sobre el consum màxim d’oxigen 

i la resistència aeròbica. Com que la reinfusió de la sang es va fer sense 

esperar a que els subjectes es recuperessin de l’estat d’anèmia, els resultats no 

van indicar millores en els paràmetres avaluats (Williams et al, 1973; Bell et 

al, 1976; Frye et al, 1977; Videman et al, 1977; Pate et al, 1979). 

D’altra banda, diferents publicacions indicaven una lleugera millora de la 

concentració d’hemoglobina, de la d’hematòcrit i un augment del consum  

màxim d’oxigen després de la transfusió d’una o de dues unitats de sang. Els 

resultats diferien en funció de l’estudi; així,  Robinson i els seus 

col�laboradors no van observar canvis en el consum màxim d’oxigen però sí 

un lleuger augment de la concentració de l’hematòcrit entre el 1.9% i el 4.7% 

(Robinson et al, 1966). Altres autors assenyalaven millores de la concentració 

d’hematòcrit del 2.7% i 2.9%, del consum màxim d’oxigen del 9% i 7.9%, a 

més d’obtenir bones  respostes cardiorespiratòries i metabòliques (Ekblom et 

al, 1972, Ekblom et al, 1976). Tots aquests estudis presentaven errors de 

disseny i problemes metodològics; com per exemple les dificultats per a la 

conservació de la sang o el maneig dels tests per a la determinació del 

consum màxim d’oxigen.  

Uns anys més tard els estudis es duien a terme amb concentrats d’eritròcits. 

La transfusió autòloga d’eritròcits corresponents a una unitat de sang total 

produïa un augment inferior al 4% en la concentració d’hemoglobina, 

malgrat que no afavoria positivament sobre el consum màxim d’oxigen ni la 

resistència aeròbica (Williams et al, 1978; Cottrell et al, 1979; Spriet et al, 

1986). 

En el cas equivalent a dues o més unitats d’eritròcits,  Celsing i els seus 

col�laboradors van elaborar un dels estudis més complets amb esportistes 
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altament entrenats. Els resultats mostraven l’evolució a l’alça dels paràmetres 

anteriorment citats amb independència dels valors que presentessin cadascun 

dels esportistes en situació de normalitat (Celsing et al, 1987). Aquests 

resultats van quedar confirmats per altres grups  (Thomson et al,  1982; 

Robertson et al, 1984). S’ha reportat en diverses publicacions que dins la 

primera setmana després de la transfusió la marca esportiva millorava 

considerablement en esportistes d’elit (Buick et al, 1980; Williams et al, 1981; 

Goforth et al, 1982; Berglund et al,  1987b; Brien et al 1989). 

 

1.1.4 Detecció de l’ús de transfusions  

En el món del control antidopatge s’han desenvolupat al llarg dels anys 

tècniques per perseguir l’ús de transfusions en l’esport. Un dels principals 

objectius actuals dels laboratoris de control antidopatge i de l’AMA és 

treballar en la millora d’aquests mètodes així com en el desenvolupament de 

tests més sensibles i eficaços.  

 

1.1.4.1 Detecció de l’ús de transfusions homòlogues  

La citometria de flux és la tècnica utilitzada pel cribatge de les transfusions 

homòlogues de sang o d’eritròcits en les mostres dels controls antidopatge. 

El fonament de la tècnica recau en les diferències d’antigens que hi ha en les 

membranes dels eritròcits del receptor i del donant (Nelson et al, 2002; 

Nelson et al, 2003; Voss et al, 2007; Arndt et al, 2008; Giraud et al, 2008). 

Després d’una transfusió homòloga un cert percentatge de la població dels 

eritròcits provenen del donant. El perfil antigènic dels eritròcits es determina 

quantitativament amb l’ús d’anticossos específics per a cadascun dels 

antigens a mesurar i  anticossos secundaris marcats amb un grup fluorocrom. 

En aquesta tècnica no es mesuren tots els antigens existents possibles ja que 

només aquells que es troben en una freqüència moderada entre la població 
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són més específics i per tant, més informatius. Nelson i els seus 

col�laboradors van ser els primers en descriure la mesura de 12 antigens 

(antigens C, c, E, e, K, k, Fya, Fyb, Jka, Jkb,S i s) (Nelson et al, 2002; Nelson et 

al, 2003). En publicacions posteriors el número d’antigens mesurats es va 

reduir a 8 (Voss et al, 2007; Giraud et al, 2008). 

Tan l’absència d’anticossos específics com les dificultats en els anticossos 

secundaris per originar bons nivells de fluorescència i així obtenir límits de 

detecció baixos són les principals limitacions de la citometria de flux. Altres 

desavantatges són, per exemple, la possible existència de diferents poblacions 

d’eritròcits en un mateix individu com a resultat d’un quimerisme 

hematopoiètic i no d’una transfusió homòloga. Aquest últim faria necessari 

l’aplicació addicional d’una anàlisi d’ADN (Milde et al, 1999).  

Per bé que la citometria de flux només permet detectar l’ús de tranfusions 

homòlogues,  la finestra temporal de detecció podria anar més enllà de les 3 

ó 4 setmanes després de la transfusió d’una o més unitats de sang (Nelson et 

al, 2003). 

 

1.1.4.2 Detecció de l’ús de transfusions autòlogues 

Actualment no existeix cap mètode aprovat per l’AMA capaç de perseguir 

l’ús de transfusions autòlogues; s’està estudiant però, una via de detecció 

centrada en la mesura de diferents marcadors indirectes presents a la sang.

El procés d’extracció de la sang o feblotomia implica canvis en els marcadors 

de l’eritropoiesis ja que el subjecte entra en una situació d’anèmia. Alguns 

dels paràmetres es recuperen ràpidament (concentració d’hemoglobina, Hb; 

eritropoietina del sèrum, sEPO), altres ho fan més lentament (percentatge de 

reticulòcits, Retic%;  transferrina del sèrum, sTfR) (Damsgaard et al, 2006). 
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Els primers paràmetres proposats com a marcadors de l’ús de transfusions 

van ser l’hematòcrit (Hct), l’Hb i el resultat OFFhr  (algoritme basat en la 

concentració d’hemoglobina i el percentatge de reticulòcits, [Hb]-

60(%retic)1/2) (Gore et al, 2003; Pottgiesser et al, 2007; Prommer et al, 2008; 

Sallet et al, 2008). El OFFhr és un bon marcador varies setmanes després de 

la transfusió però la seva sensibilitat és molt baixa hores o pocs dies després 

de la transfusió, fet que limita la seva utilització com a marcador diana 

(Morkeberg et al, 2011). A més, tots ells es poden veure alterats per la 

deshidratació o els entrenaments en altitud (Pialoux et al, 2009). Per tal de 

millorar la sensibiliat d’aquest mètode de detecció s’han suggerit altres 

marcadors com la relació entre el contingut d’hemoglobina en la població 

d’eritròcits madurs i el contingut d’hemoglobina en la població de reticulòcits 

(RBCHb/RetHb) (Morkeberg et al, 2008). 

De tots els estudis, el marcador massa total d’hemoglobina (tHb) és el més 

sensible, però com tots els anteriors també presenta l’incovenient que és 

necessari el coneixement previ dels nivells basals de l’atleta. Pel que fa el 

model OFFhr aquest està actualment aprovat per la AMA i presenta una 

bona relació sensibilitat/especificitat (Morkeberg et al, 2012). 

 

1.1.4.3 Passaport biològic  

Una de les majors limitacions que presenten els marcadors sanguinis descrits 

anteriorment és la necessitat del coneixement previ dels nivells dels 

paràmetres hematològics de l’esportista.  En els últims anys s’ha creat el 

Passaport Biològic de l’Atleta, en anglès, “Athlete Biological Passaport” 

(ABP) (Malcovati et al, 2003) que consisteix en fer un seguiment individual 

dels paràmetres hematològics dels atletes per poder posar en alerta en el cas 

que hi hagi qualsevol desviació respecte dels nivells basals, fet que indicaria 

una possible transfusió. 
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Amb l’ajut de models estadístics, diferents grups van suggerir els marcadors 

més indicatius d’una eritopoiesis alterada com a conseqüència de la pràctica 

del dopatge sanguini que podrien ser monitoritzats en l’ABP (Parissoto et al, 

2000; Magnani et al, 2001; Parissoto et al, 2001; Gore at al, 2003; Sharpe et 

al, 2006; Morkeberg et al, 2009; Morkeberg et al, 2011). 

Finalment, els paràmetres hematològics seleccionats per l’AMA i inclosos en 

l’ABP són: Red Blood Cell (erytrocyte) Count (RBC), Mean Corpuscular 

Volume (MCV), HcT, [Hb], Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration 

(MCHC), retic%, reticulocytes count (ret#), Mean Corpuscular Haemoglobin 

(MCH), Platelet Count (PLT), White Blood Cell (Leukocyte) Count (WBC) i 

 OFFhr (WADA, 2010; WADA, 2012b).  L’ABP ja és un mètode consolidat 

en els laboratoris de control antidopatge acreditats. Des del 2009 l’AMA 

regula la seva correcta aplicació i s’encarrega d’elaborar els documents tècnics 

i els estàndards internacionals (ISL) relacionats per seguir adequadament, per 

exemple, els protocols de presa i transport de la mostra o la gestió dels 

recultats (WADA 2012c).  

 

1.1.4.4 Alternatives 

Seguint amb la idea de cercar marcadors òptims que indiquin l’ús de 

transfusions de sang, algunes publicacions recents centren els esforços en 

identificar les possibles alteracions que presenten els eritròcits degudes a 

l’emmagatzematge de la sang. Aquestes alteracions poden ser canvis en la 

membrana o en les proteïnes del citoesquelet dels eritròcits (D’Amici et al, 

2007; Kannan et al, 2010; Reichel, 2011b; Nikolovski et al, 2012). Així doncs, 

si es detecta en la sang de l’atleta modificacions en els eritròcits ocasionades 

per un procés previ d’emmagatzematge, aquestes podrien indicar la pràctica 

d’una transfusió. En aquest àmbit són necessaris més estudis que clarifiquin 

el potencial d’aquestes eines. 
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Altres tipus de marcadors indirectes suggerits són els que analitzen les 

diferències en el perfil d’expresió dels limfòcits T abans i després de la 

transfusió (Pottgiesser et al, 2009).  

 

1.2 Di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) 

1.2.1 Plàstics i clorur de polivinil (PVC) 

Els plàstics són polímers constituïts per cadenes de monòmers. Les diferents 

combinacions de monòmers originen plàstics amb diferents característiques, 

fet que els permetrà ser destinats a múltiples aplicacions. 

Els plàstics estan presents des de fa molts anys a la nostra societat.  Al 1839 

l’aprofitament i l’explotació dels plàstics es va iniciar amb el descobriment 

del cautxú volcanitzat i del poliestirè (Andrady et al, 2009). Més endavant, al 

1907, es va sintetitzar el primer polímer síntètic, la bacalita. La producció de 

plàstics a gran escala no va començar fins la dècada dels 40 (Thompson et al, 

2009). La producció mundial de plàstics al 2011 va ser de 280 milions de 

tones i la tendència en el creixement de la producció de les darreres dècades 

és d’un 5% anual (APME, 2011). Aquestes dades indiquen la gran 

dependència mundial dels plàstics com a conseqüència de la seva versatilitat i 

baix cost. El clorur de polivinil (PVC) és el material plàstic per excel�lència 

que s’utilitza en més aplicacions. 

El PVC està constituït per molècules de clorur de vinil polimeritzades (-

CH2CHCl-) i per additius que no estan covalentment units a elles. Aquests 

últims s’encarreguen de modificar les característiques del polímer per tal 

d’optimitzar-lo per a un ús determinat. Els additius es coneixen com a 

plastificants i els més utilitzats són els ftalats, que doten al PVC de flexibilitat 

i elasticitat (Rahman et al, 2004).  
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Els ftalats són èsters de l’àcid ftàlic que s’introdueixen en l’estructura del 

polímer i que actuen com a lubricant, separant físicament les cadenes de 

molècules i augmentant així la flexibilitat del conjunt. En funció de la llargada 

de les cadenes i dels grups radicals que contenen les propietats dels ftalats 

varien. Els principals ftalats utilitzats entre els més de 25 tipus existents són: 

el di-isononil ftalat (DINP), el di-isodecil ftalat (DIDP), el di-isobutil ftalat 

(DiBP), dietil ftalat (DEP) i el di(2-etilhexil) ftalat (DEHP), però pel seu baix 

cost el DEHP és el que té el percentatge de mercat més elevat. 

 

1.2.2 DEHP 

El DEHP és el di(2-etilhexil) ftalat (veure figura 1.2). Altres sinònims 

acceptats pel DEHP són: dioctil ftalat (DOP), bis(2-etilhexil) ftalat (BEHP), 

bis(2-etilhexil) orto-ftalat, di-sec octil ftalat, entre d’altres. 

El DEHP té fòrmula molecular C24H38O4,  nº CAS 117-81-7, nº EINECS 

204-211-0 i pes molecular 390.6 g/mol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Estructura del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP). 

Les principals propietats físico-químiques del DEHP es presenten a la taula 

1.1.
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Taula 1.1 Propietats físico-químiques del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP). 

 

0,000034 Pa a 20ºC

Propietat Valor

Punt d'ebullició 230ºC a 5mmHg o 385ºC a 1013hPa
Densitat 0,98 g/cc a 20ºC

Estat físic Líquid incolor
Punt de fusió -55ºC o -50ºC

Solubilitat en aigua 3mg/l a 20ºC
Pressió de vapor

 
 

El DEHP forma part de molts productes quotidians, com per exemple:  

materials per a la construcció, material mèdic, cables, materials segelladors, 

envasos flexibles, revestiments... (Chou et al, 2006). El contingut de DEHP 

en els materials de PVC és normalemt d’un 30% en pes, però pot arribar fins 

a un 80% en pes segons el tipus de producte. 

Respecte a les aplicacions del DEHP, una de les  més importants és que 

forma part de materials de PVC que s’utilitzen en l’àrea mèdica. Els 

principals dispositius o procediments mèdics que poden contenir DEHP es 

presenten a la taula 1.2. 
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Taula 1.2 Materials o procediments mèdics que contenen DEHP. 

 

Equips d'administració de sang
Equips de respiració
Equips d'infusió intravenosa
Guants d'examen

Oxigenació amb membrana extracorpòria (ECMO)
Nutrició (enteral, parenteral)

Tubs per a bypass cardiopulmonar
Xeringues

Tubs (nasogàstrics, endotraqueals)

Diàlisi (hemodiàlisi, peritoneal)

Bosses de sang
Cànules nasals

Material o procediment mèdic 

Catèters d'infusió intravenosa
Catèters (urinaris, vasculars)

 

 

L’exemple més important són les bosses utilitzades per a emmagatzemar 

sang per a futures transfusions, on el DEHP pot representar un 40% en pes 

de la bossa o fins a un 80% de les cànules. 

A l’any 1949 es va començar a introduir la utilització de les bosses de sang de 

PVC per substituir els recipients de vidre i a la dècada dels 60 es va estendre 

el seu ús fins a l’actualitat. A poc a poc, es va començar a estudiar la possible 

migració del DEHP present a les bosses cap al pacient i els efectes adversos 

que aquesta exposició podia ocasionar (Jaeger et al, 1970; Jaeger et al, 1972).  

Els beneficis d’emmagatzemar la sang en materials o bosses que contenen 

DEHP han estat estudiats per diferents grups (Horowitz et al, 1985;  Labow 

et al; 1987). A més de donar la flexibilitat adequada a la bossa, el DEHP 

ajuda a preservar els diferents components de la sang, eritròcits, leucòcits, 

plasma, plaquetes, en condicions òptimes per a la seva posterior reinfusió.   
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1.2.3 Metabolisme del DEHP 

El metabolisme del DEHP així com el d’altres tipus de ftalats ha estat 

estudiat àmpliament com a conseqüència de la implicació de la seva toxicitat 

en la salut humana (Frederiksen et al, 2007). Els primers estudis metabòlics 

en animals es van fer l’any 1973 per Albro et al (Albro et al, 1973; Albro et al, 

1975; Peck et al, 1982; Schmid et al, 1985), però el metabolisme del DEHP 

està descrit en moltes altres publicacions.   

El DEHP es metabolitza en el cos humà en varies fases.  En la primera fase 

s’origina mono-(2-etilhexil) ftalat (MEHP) i 2-etilhexanol (2EH) després d’un 

procés d’hidròlisi del DEHP. Aquesta etapa és la més ràpida de totes i està 

catalitzada per enzims del tipus lipasses i estereasses, principalment de la 

boca i l’intestí (Albro et al, 1973; Albro et al, 1982; Niino et al, 2003). La 

segona fase, que té lloc en el fetge, implica múltiples reaccions d’oxidació i 

d’hidroxilació del MEHP, del 2EH i d’altres metabòlits originats a partir 

d’ells. Les primeres hidroxilacions comencen per la cadena alquílica del 

MEHP en diferents posicions. A posteriori, les cadenes segueixen patint 

processos oxidatius fins a generar cetones i àcids carboxílics de diferent 

llargada. Després comença el metabolisme de fase II en què l’enzim uridina-

5’-difosfoglucuronil transferasa produeix els glucuronoconjugats. Els 

metabòlits conjugats amb l’àcid glucurònic, són excretats en orina (Silva et al, 

2003a; Koch et al, 2005a, Silva et al, 2006a). Aquesta conjugació facilita 

l’eliminació i disminueix així el potencial tòxic dels metabòlits oxidats perquè 

es redueix la seva biodisponibilitat. 

Els estudis de metabolisme mostren que els principals metabòlits que 

s’excreten en orina en forma glucuronoconjugada són: mono-(2-etil-5-

hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat (MEOHP), 

mono-(2-carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i mono-(2-etil-5-

carboxipentil) ftalat (5cx-MEPP) (Silva et al; 2003a; Koch et al, 2004a, Koch 
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et al, 2006; Silva et al, 2006a). Entre aquests cinc, el MEHP i el 2cx-MMHP 

són els que representen un percentatge menor, però encara n’hi ha d’altres 

que són força més minoritaris. A la figura 1.3 es presenta l’esquema 

metabòlic de fase I del DEHP extret de la publicació de Koch et al, 2005a.  

 

 

Figura 1.3 Ruta metabòlica del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP). Es destaquen en cercles 

els metabòlits principals. Els acrònims 5OH-MEHP i 5oxo-MEHP corresponen a 

MEHHP i MEOHP, respectivament (Koch et al, 2005a).  

 

Les fases del metabolisme i els patrons d’excreció dels metabòlits s’han 

estimat a partir d’estudis d’eliminació després d’una administració prèvia de 

DEHP deuterat (DEHP D4) (Koch et al, 2004a; Koch et al, 2005a; Anderson 

et al, 2011). A les 24 hores de l’administració el 67% de la dosi de DEHP 

s’ha excretat en orina en forma dels cinc metabòlits principals. El percentatge 

de cada metabòlit en orina les primeres 24 hores és de 23% de MEHHP, 

19% de 5cx-MEPP, 15% de MEOHP, 6% de MEHP, i 4% de 2cx-MMHP. 
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El MEHHP i el 5cx-MEPP són els metabòlits que s’excreten a 

concentracions més elevades en orina i tenen els nivells màxims d’excreció a 

les 4 hores després de l’administració. Pel que fa el MEHP el seu màxim 

d’excreció s’observa a les 2 hores i en canvi, pel 2cx-MMHP el pic màxim 

d’excreció se situa després de les 8 hores. Així el 5cx-MEPP, el MEHHP i el 

MEOHP són els principals metabòlits si tenim en compte la vida mitjana i la 

concentració i esdevenen els marcadors més útils de l’exposició a DEHP; 

però el 2cx-MMHP és el que té la vida mitjana més llarga i pot ser detectat en 

orina més enllà de les 24 hores després de l’administració (Koch et al, 2005a; 

Koch et al, 2006; Fredriksen et al, 2007). 

 
1.2.4 Exposició al DEHP 

La presència de ftalats i de DEHP en múltiples tipus de productes origina 

una contínua alliberació d’aquests al medi ambient. La unió no covalent del 

DEHP als polímers en facilita el desprendiment en qualsevol de les etapes de 

formulació, producció, transport, emmagatzematge...etc. Les principals fonts 

d’emisió de DEHP es detallen a continuació: 

⋅ Producció del DEHP en plantes químiques 

⋅ Formulació i processament de polímers 

⋅ Producció i ús d’adhesius, pintures, tintes, segelladors... 

⋅ Eliminació de productes que contenen DEHP (materials PVC)

⋅ Gestió de residus (reciclatge paper, trituració, incineració de 

productes...) 

Com que el DEHP està present constantment en l’ambient, la població 

general hi està sempre exposada (Blount et al, 2000a; Koch et al, 2003a,b; 

Silva et al, 2004a; Wittassek et al, 2007; Koch et al, 2009; Romero et al, 

2011). 
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L’exposició de la població general i la toxicitat han estat les claus per a què 

s’hagin realitzat i es continuïn realitzant molts estudis de nivells poblacionals 

d’aquest compost. Existeixen diferents possibilitats per avaluar l’exposició 

humana al DEHP (Clark et al, 2003; Angerer et al, 2006; Wittassek et al, 

2011): 

⋅ Mesura del DEHP en el medi ambient, en productes o en aliments. 

⋅ Mesura del DEHP, dels seus metabòlits o altres productes de reacció 

en espècimens humans (orina, sang...). 

En el primer cas, les tècniques analítiques per a la quantificació del DEHP es 

poden veure més interferides per la possible contaminació externa (Koch et 

al, 2009).  

 

1.2.5 Nivells poblacionals 

1.2.5.1 Població general 

Les rutes d’entrada principals del DEHP al cos són la via oral i la 

intravenosa. La naturalesa lipofílica del DEHP permet que aquest plastificant 

pugui també travessar fàcilment la pell o els teixits pulmonars (Kluwe et al, 

1982).  

La font majoritària d’exposició en humans és la dieta. Les principals etapes 

de contaminació del menjar poden ser algunes de les que ja s’han descrit en 

el punt anterior. No obstant això, el nivell de contaminació també pot variar 

en funció del tipus d’empaquetament o del contingut lipídic de l’aliment 

(Meek et al, 1994; Peterson et al, 2000; Muller et al, 2003; Wormuth et al, 

2006). Al llarg dels anys s’han publicat diferents estudis que correlacionen la 

dieta i els nivells de DEHP en orina; tots ells corroboren que la dieta és la 
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principal font d’exposició de la població (Itoh et al, 2005; Schettler et al, 

2006; Fromme et al, 2007a).  

Els primers estudis sobre nivells de DEHP en la població general es van 

publicar per Blount et al, l’any 2000 (Blount et al, 2000a). En un primer 

moment, les dades poblacionals només feien referència al monoèster MEHP 

com a biomarcador de l’exposició, però gràcies a altres contribucions 

científiques, sobretot aquelles que implicaven l’administració oral de dosis de 

DEHP D4, es van començar a utilitzar com a marcadors els metabòlits 

oxidats de DEHP en orina (Koch et al, 2004a; Koch et al, 2005a). El MEHP 

no es va considerar ni es considera un bon biomarcador en orina, però 

tampoc en altres matrius biològiques degut a diferents raons: la contaminació 

externa generada a partir del DEHP, que està present arreu; la contaminació 

originada per l’activitat d’alguns enzims (lipasses, estereasses) en les mostres 

biològiques (sang, llet materna, fluïd amniòtic) (Kato et al, 2003) o la ràpida 

eliminació del mateix MEHP pel propi metabolisme. Així doncs, l’estimació 

de l’exposició a DEHP es realitza mitjançant la mesura dels diferents 

metabòlits oxidats en orina, principalment, MEHHP, MEOHP, 5cx-MEPP i 

2cx-MMHP (Barr et al, 2003; Kato et al, 2003; Koch et al, 2003c; Fromme et 

al, 2007b; Koch et al, 2009). 

En la taula 1.3 es presenten els nivells poblacionals, classificats en tres àrees 

geogràfiques: Estats Units, Europa i Àsia, dels metabòlits del DEHP en 

orina descrits en els principals estudis realitzats l’última dècada. Per a cada 

estudi s’indica la mediana, el percentil 95 i el valor màxim per cada metabòlit 

estudiat. La major part d’estudis realitzats a Europa són fets amb població 

alemanya. D’altra banda, molts dels estudis s’han realitzat en dones 

embarassades per tal d’avaluar  l’exposició a DEHP i els potencials efectes en 

el desenvolupament reproductiu del fetus. 
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Taula 1.3 Medianes sense ajustar (percentil 95, valor màxim) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en estudis de població general. 

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Estats Units

Blount et al, 2000a adults 289 2.7 (21.5, 66.6) n.a n.a n.a n.a
Barr et al, 2003 adults/infants 62 4.5 (n.a, 537.0) 35.9 (n.a, 2417.0) 28.3 (n.a, 1860.0) n.a n.a
Hauser et al, 2004 homes (edat reproductiva) 369 5.2 (110.0, n.a) n.a n.a n.a n.a
Kato et al, 2004 adults/infants (>6 anys) 127  <LD (20.4, n.a) 17.4 (220.0, n.a) 15.6 (243.0, n.a) n.a n.a
Silva et al, 2004a adults/infants (>6 anys) 2540 3.0 (22.4, n.a) n.a n.a n.a n.a
Duty et al, 2005a homes (18-54 anys) 295 5.0 (131.0, n.a) n.a n.a n.a n.a
Duty et al, 2005b homes (20-54 anys) 338 5.2 (134.6, n.a) n.a n.a n.a n.a
NCEH, 2005 adults 1647 4.1 (39.5, n.a) 17.7 (175.0, n.a) 12.2 (115.0, n.a) n.a n.a
Kato et al, 2005a adults 43 <LD (n.a, 11.8) 8.0 (n.a, 134.9) 5.7 (n.a, 116.4) 8.9 (n.a, 130.1) n.a

Swan et al, 2005 embarassades 85 3.3 (9.0a, n.a) 11.4 (21.1a, n.a) 11.1 (19.0a, n.a) n.a n.a

Referència Població n
Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
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Taula 1.3 (continuació) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor màxim) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en estudis de 

població general. 

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Estats Units (continuació)

Marsee et al, 2006 embarassades 214 4.3 (38.6, 206.8) 10.8 (76.4, 2108.0) 9.8 (65.0, 1677.0) n.a n.a
Silva et al, 2006a,b adults 129 3.1 (17.0, 85.2) 15.3 (120.8, 367.5) 7.1 (62.4, 175.5) 15.6 (159.3, 298.5) 5.9 (20.7, 93.5)
Adibi et al, 2008 embarassades 246 4.8 (46.8, n.a) 19.9 (149.6, n.a) 17.5 (107.6, n.a) 37.1 (232.2, n.a) n.a
Wolff et al, 2008 embarassades (3r trimestre) 382 6.0 (14.0a, 526.0) 20.0 (39.0a, 2051.0) 17.0 (36.0a, 1335.0) 35.0 (70.0a, 2054.0) n.a
Adibi et al, 2009 embarassades 283 3.5 (40.2, n.a) 11.2 (99.4, n.a) 9.9 (68.4, n.a) n.a n.a
Meeker et al, 2009 embarassades pre-part 242 4.0 (21.0b, 1560.0) 11.3 (44.9b, 4440.0) 10.2 (42.6b, 2833.0) n.a n.a

embarassades post-part 242 7.2 (23.6b, 173.0) 20.4 (83.1b, 867.0) 16.0 (61.7b, 728.0) n.a n.a
NCEH, 2009 adults 1534 1.7 (29.5, n.a) 18.4 (225.0, n.a) 12.4 (139.0, n.a) 29.2 (312.0, n.a) n.a
Colacino et al, 2010 adults/infants( >6 anys) 2350 2.1 (n.a, 718.0) 23.1 (n.a, 3141.0) 15.9 (n.a, 1953.0) 35.3 (n.a, 2886.0) n.a
Peck et al, 2010 dones (18-46 anys) 45 4.5 (22.2, 30.8) 21.4 (156.6, 268.2) 13.5 (84.1, 164.3) 36.0 (192.7, 226.5) n.a
Braun et al, 2011 pre-embaraç (18-45 anys) 636 8.1 (12.4a, n.a) n.a n.a n.a n.a

embarassades (18-45 anys) 365 9.5 (20.0a, n.a) n.a n.a n.a n.a

Referència Població n
Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
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Taula 1.3 (continuació) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor màxim) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en estudis de 

població general. 

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Europa

Koch et al, 2003a,b adults/infants( >7 anys) 85 10.3 (37.9, 177.0) 46.8 (224.0, 818.0) 36.5 (156.0, 544.0) n.a n.a
Koch et al, 2004b adults 19 9.0 (29.0, 43.1) 32.1 (64.0, 103.0) 19.6 (36.7, 55.1) n.a n.a
Jönsson et al, 2005 adults 234 <LD (54.0, 150.0) n.a n.a n.a n.a
Koch et al, 2005a adults 5 9.7 (n.a, 44.5) 24.3 (n.a, 125.8) 16.9 (n.a, 100.8) n.a n.a
Preuss et al, 2005 adults/infants 19 9.8 (n.a, 49.9) 47.5 (n.a, 96.1) 39.7 (n.a, 72.5) 85.5 (n.a, 164.0) 36.6 (n.a, 87.7)
Fromme et al, 2007b adults 399 4.9 (21.7, 207.3) 19.2 (81.8, 681.8) 14.7 (56.0, 447.1) 26.2 (93.6, 946.7) 8.3 (41.3, 300.8)
Wittassek et al, 2007 adults 634 7.6 (33.6, 129.0) 21.0 (77.2, 275.0) 16.7 (57.5, 251.0) 26.9 (98.8, 340.0) 8.7 (35.3, 178.0)
Högberg et al, 2008 embarassades post-part (23-39 anys) 42 9.0 (17.0a, 57.0) 15.0 (29.0a, 126.0) 11.0 (24.0a, 83.0) n.a n.a
Ye et al, 2008 embarassades (18-41 anys) 100 6.9 (82.8, 392.0) 14.0 (86.2, 494.0) 14.5 (104.0, 514.0) 18.4 (141.0, 421.0) 6.2 (33.4, 67.3)
Koch et al, 2009 adults 45 1.8 (8.5, n.a) 13.9 (42.9, n.a) 8.2 (21.5, n.a) 11.5 (35.0, n.a) n.a
Wittassek et al, 2009 embarassades (24-37 anys) 11 n.a 10.5 (n.a, 38.1) 12.0 (n.a, 35.3) 27.0 (n.a, 84.5) 4.2 (n.a, 13.0)
Frederiksen et al, 2010 homes (18-26 anys) 60 4.9 (40.8, 59.1) 26.1 (207.4, 423,9) 20.0 (159.3, 264.9) 17.0 (102.0, 126.4) n.a
Göen et al, 2011 adults 240 4.7 (16.6, n.a) 14.4 ( 42.2, n.a) 9.6 (36.0, n.a) 14.5 (49.7, n.a) 5.8 (18.2, n.a)
Kasper et al, 2012 adults 104 4.6 (15.3, 808.0) 17.3 (45.5, 416.0) 12.9 (35.0, 279.0) 20.5 (69.4, 379.0) n.a

Referència Població n
Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
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Taula 1.3 (continuació) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor màxim) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en estudis de 

població general.  

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Àsia

Itoh et al, 2005 adults/infants (4-70 anys) 36 5.1 (n.a, 25.0) n.a n.a n.a n.a
Koo et al, 2005 adults 150 41.3c (n.a, n.a) n.a n.a n.a n.a
Huang et al, 2007 embarassades (2n trimestre) 76 20.6 (273.0, 381.0) n.a n.a n.a n.a
Huang et al, 2009 embarassades (1r trimestre) 64 25.5 (94.5b, 1140.0) n.a n.a n.a n.a
Itoh et al, 2009 dones infèrtils (20-45 anys) 80 8.3 (11.2, n.a) 32.2 (44.1, n.a) 32.1 (46.1, n.a) n.a n.a
Suzuki et al, 2009 embarassades 50 4.0 (n.a, 70.6) 10.6 (n.a, 89.7) 11.0 (n.a, 132.0) n.a n.a
Ji et al, 2010 adults 25 21.3 (39.2, n.a) 45.6 (89.0, n.a) 36.4 (79.7, n.a) n.a n.a

25 27.4 (57.2, n.a) 50.1 (143.9, n.a) 48.3 (94.1, n.a) n.a n.a

Guo et al, 2011c adults/infants 183 2.1 (n.a, 131.9) 11.3 (n.a, 709.5) 7.0 (n.a, 337.5) 30.0 (n.a, 865.5) 18.5 (n.a, 748.5)
Lin et al, 2011a embarassades (3r trimestre) 100 10.5 (n.a, 218.0) 21.7 (n.a, 617.0) 20.8 (n.a, 645.0) 27.9 (n.a, 859.0) 7.0 (n.a, 183.0)

Lin et al, 2011b embarassades 155 11.7 (34.6, 84.7) 11.8 (66.1, 186.0) 17.2 (127.0, 271.0) n.a n.a
a percentil 75
b percentil 90
c mitjana geomètrica

n.a: no avaluat en el treball
LD: límit de detecció

Referència Població n
Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
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El rang de la mediana de les concentracions dels diferents metabòlits en 

població nord-americana és de 8.0 a 35.9 ng/ml per al MEHHP, 5.7 a 28.3 

ng/ml per al MEOHP, 8.9 a 37.1 ng/ml per al 5cx-MEPP i l’única dada de 

mediana disponible per al 2cx-MMHP és de 5.9 ng/ml. El rang de les 

medianes en població europea és de 10.5 a 47.5 ng/ml per al MEHHP, 8.2 a 

39.7 ng/ml per al MEOHP, 11.5 a 85.5 ng/ml per al 5cx-MEPP i 4.2 a 36.6 

ng/ml per al 2cx-MMHP. Finalment, en el cas de la població asiàtica, el rang 

de les medianes és de 10.6 a 50.1 ng/ml per al MEHHP, 7.0 a 48.3 ng/ml 

per al MEOHP, 27.9 a 30.0 ng/ml per al 5cx-MEPP i 7.0 a 18.5 ng/ml per al 

2cx-MMHP. En general, les concentracions de 5cx-MEPP són superiors a 

les de MEHHP i encara més a les de MEOHP.  

Les diferències que s’observen en les concentracions dels metabòlits en els 

estudis poblacionals presentats en les taules poden estar relacionades amb els 

diferents patrons d’exposició al DEHP segons l’àrea geogràfica, o amb una 

possible diferència segons l’àrea, en el metabolisme dels monoèsters (Ji et al, 

2010). Tenint en compte els valors de les medianes i del percentil 95 sembla 

que les concentracions dels metabòlits en orina són superiors en la població 

asiàtica respecte l’europea i la nord-americana. Inclús, dins la població 

asiàtica els nivells de la població koreana (Ji et al, 2010) són superiors als de 

la xinesa (Guo et al, 2011). Pel que fa als màxims de concentració, els valors 

més elevats corresponen a població nord-americana, tot i que aquesta 

població presenta un grau d’exposició menor que les altres dues (valors de 

percentils inferiors); així, pot ser que certs estils de vida d’alguns subjectes 

impliquen elevada exposició a DEHP.  

Respecte a les dades de dones embarassades no hi ha una tendència evident 

en la que les concentracions puguin ser superiors o inferiors a les de la 

població general, si bé, en els estudis de dones embarassades de població 

asiàtica, sí s’observen certes diferències en funció de la regió. A tall 

d’exemple, els valors dels metabòlits obtinguts en estudis d’embarassades
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taiwaneses (Huang et al, 2007; Huang et al, 2009; Lin et al, 2011a,b) són 

superiors als nivells detectats en embarassades japoneses (Suzuki et al, 2009).  

D’altra banda, en cap dels estudis s’han observat diferències en les 

concentracions en la població adulta a causa de l’edat, ni tampoc en funció 

del sexe.  

Algunes publicacions destaquen, de manera general, que els nivells dels 

metabòlits de DEHP observats en orina s’han reduït a la meitat els  últims 20 

anys, possiblement per les restriccions d’ús d’aquest plastificant (Wittassek et 

al, 2007; Göen et al, 2011). 

 

1.2.5.2 Població infantil 

Les dades en la població infantil indiquen unes concentracions força més 

elevades que en el cas dels adults, fet que indica que el metabolisme del 

DEHP pot ser dependent de l’edat (Becker et al, 2004; Koch et al, 2004b). 

En infants s’han observat diferències en funció de l’edat entre nens de dos 

mesos, sis mesos i més grans de tres anys (Sathyanarayana et al, 2008a; 

Becker et al, 2009; Carlstedt et al, 2012). Aquestes diferències poden estar 

originades per la dieta, el metabolisme, el pes o la diferent exposició per 

contacte amb materials de PVC.  

En el cas dels nadons, diferents investigacions remarquen que l’exposció està 

altament lligada amb la de la mare, per exemple amb els nivells trobats en la 

llet materna. Altres estudis també vinculen la contaminació materna i la fetal 

gràcies a les dades obtingudes a partir dels fluids amniòtics o de la sang de 

cordó (Latini et al, 2003; Silva et al, 2004b; Högberg et al, 2008; 

Sathyanarayana et al, 2008b). 
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En altres treballs es descriu l’existència de correlació en les concentracions 

dels metabòlits del DEHP entre mares i fills, aquesta la relacionen amb el fet 

que mares i fills comparteixen una mateixa exposició ambiental (Kasper et al, 

2012).  

La importància de la contaminació a DEHP  en la població infantil  recau en 

tres fets principals: els estudis indiquen que els animals joves i immadurs són 

més succeptibles a patir toxicitat testicular; diferències en la farmacocinètica 

entre nens i adults ja que, en el cas dels nens, l’aparició dels metabòlits tòxics 

és més ràpida i l’excreció via glucuronització pel fetge és menor; els nens i 

nounats reben dosis més altes de DEHP per kg de pes si es compara amb els 

adults. 

En conclusió, la població infantil està més exposada al DEHP que els adults, 

fet que els fa més succeptibles als possibles efectes tòxics a nivell reproductiu 

i de desenvolupament del DEHP.  

 

1.2.5.3 Variabilitat intraindividual 

En quant a les correlacions entre els diferents metabòlits moltes publicacions 

hi fan referència (Barr, et al 2003; Koch et al, 2003b; Becker et al, 2004; 

Frederiksen et al, 2010). Tots els autors descriuen una correlació baixa entre 

cadascun dels metabòlits oxidats i el MEHP, possiblement per la cinètica 

d’eliminació diferent del MEHP (Lorber et al, 2010). En canvi, tots ells 

mantenen que la correlació entre el MEOHP i el MEHHP roman constant i 

no es veu alterada per les diferències metabòliques interindividuals o intra 

(Koch et al, 2006).  

L’avaluació de la variabilitat temporal i individual dels nivells dels metabòlits 

s’ha dut a terme per diferents grups; la majoria usen els ICC (Intraclass 

Correlation Coefficient) per avaluar la reproduïbilitat en les 
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mesures de les concentracions al llarg del temps (Hoppin et al, 2002; Hauser 

et al, 2004; Fromme et al, 2007b; Adibi et al, 2008; Peck et al, 2010; Preau et 

al, 2010). En tots els estudis els ICC obtinguts són molt baixos com a 

resultat de l’elevada variabilitat intraindividual de les concentracions en orina 

dels metabòlits de DEHP. 

Fromme i col�laboradors indiquen que les variacions en les concentracions 

individuals dels metabòlits observades en diferents dies consecutius estan 

relacionades amb la vida mitjana curta dels compostos, el rang de ICC  que 

van obtenir va ser de 0.23 a 0.29 en funció de cadascun dels quatre 

metabòlits oxidats (Fromme et al, 2007b).  

El grup de Preau et al va ser el primer en valorar les fluctuacions intradia de 

les concentracions de MEHHP en una mateix subjecte, recollint orines de 8 

voluntaris al llarg d’una setmana. Tot i que la variabilitat era més moderada 

per alguns dels subjectes, les variacions individuals més importants que es 

van observar van ser les corresponents a un mateix dia, amb una variació 

individual del 58%; la variació va ser del 24% quan es tractava de diferències 

interdia.  Els ICC obtinguts per Preau i col�laboradors  van ser de 0.25, 0.17 i 

0.31 per orines de primera hora del matí, orines puntuals i orines de 24 

hores, respectivament (Preau et al, 2010). Altres publicacions també 

destaquen que la variabilitat es redueix quan es tracta de mostres d’orina de 

primera hora del matí (Hoppin et al, 2002; Peck et al, 2010).  

Recentment, Solymos i els seus col�laboradors han avaluat la varibilitat 

intraindividual de les concentracions de MEHP, MEHHP, MEOHP en orina 

de set voluntaris sans durant una setmana, per tal d’investigar la possibilitat  

que es registrin nivells alts dels metabòlits en funció de la dieta, l’habitatge o 

l’exposició ambiental (Solymos et al, 2011a). El rang de les medianes de les 

concentracions dels tres metabòlits estudiats va ser entre 1 i 3.8 ng/ml per al 

MEHP, 10.8 i 22.9 ng/ml per al MEHHP i entre 2.5 i 10.1 ng/ml per al 
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MEOHP. Aquestes concentracions són similars a les descrites habitualment 

per població europea (veure taula 1.3). Els baixos coeficients de correlació 

intraclasse obtinguts, entre 0.19 i 0.43, pels tres metabòlits, de nou van 

indicar l’existència de variabilitat en les concentracions dels metabòlits en un 

mateix subjecte i una baixa fiabilitat de les mesures amb el temps.  

Altres treballs també fan referència als ICC com a mesura del grau de 

variabilitat; en cap d’ells el coeficient va superar el 0.30 per cap dels 

metabòlits estudiats (Teitelbaum et al, 2008; Peck et al, 2010). Valors d’ICC 

més elevats es van obtenir en estudis de variabilitat en població asiàtica amb 

mostres de dones embarassades, en aquest cas els ICC van ser de 0.51, 0.43 i 

0.41 pels metabòlits MEHP, MEHHP i MEOHP, respectivament (Suzuki et 

al, 2009). En resum, segons tots els estudis publicats existeix una alta 

variabilitat de les concentracions en orina dels metabòlits de DEHP. 

Diferents estudis reflecteixen que les concentracions dels metabòlits en orina 

de primera hora del matí són més elevades que les obtingudes en orina 

recollida durant 24 hores i fins i tot més elevades que les concentracions 

obtingudes en mostres puntuals (Wittassek et al, 2007; Preau et al, 2010; 

Frederiksen et al, 2011). Així, Frederiksen i els seus col�laboradors indiquen 

que entre el 40% i el 48% del total del contingut dels metabòlits de ftalats 

excretats en 24 hores són excretats en les orines de primera hora del matí 

(Frederiksen et al, 2011). 

Malgrat la variabilitat intraindividual es considera que els metabòlits de 

DEHP, excepte el MEHP, tenen un bon valor predicitiu és a dir, que la 

concentració dels metabòlits es pot relacionar directament amb el grau 

d’exposició (Hauser et al, 2004).  
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1.2.6 Poblacions altament exposades  

1.2.6.1 Exposició per dispositius mèdics 

Existeixen grups específics de població que presenten una exposició a 

DEHP força més elevada que la de la població general. Aquests grups de risc 

són sobretot aquells que estan sotmesos a tractaments mèdics que impliquen 

l’ús de material de PVC (FDA, 2001; EC, 2002; Health Canada, 2002; EC, 

2007a). El contacte amb DEHP a nivell mèdic representa pel pacient una 

petita proporció del total de la contaminació ambiental individual. El grau de 

contacte dependrà del tipus, de la durada del tractament i de les variables 

individuals. Els tractaments d’hemodiàlisi i les transfusions repetides de sang 

corresponen a exposicions de llarga durada; les transfusions de sang 

puntuals, certes cirurgies o els tractaments d’oxigenació amb membrana 

extracorpòria corresponen a exposicions més curtes. Les transfusions de 

sang són un dels processos que impliquen més contaminació per aquest 

compost, però els procediments d’afèresi en les donacions de sang també 

proporcionen alts nivells de DEHP, especialment si es tracta d’afèresi en 

continu (Koch et al, 2005b; Koch et al, 2005c; Weisbach et al, 2006; Weuve 

et al, 2006).  

A la taula 1.2 es presenten els procediments mèdics que poden contenir 

DEHP. A la taula 1.4 s’indiquen les poblacions hospitalàries de més risc per 

contaminació per DEHP. 
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Taula 1.4 Poblacions de risc. 

 

ECMO: Oxigenació amb membrana extracorpòria
UCI: Unitat de Cures Intensives

Pacients multi transfosos i ECMO (pacients d'UCI)
Pacients multi transfosos (politraumatismes)

Nounats sotmesos a transfusió o ECMO
Pacients d'hemodiàlisi

Nounats amb nutrició parenteral
Nounats prematurs

Població

Cirurgies cardíaques

 

 

A la taula 1.5 es presenten els nivells dels metabòlits del DEHP publicats en 

diferents estudis poblacionals dins l’àmbit hospitalari. La població infantil és 

una de les més sotmeses al DEHP, sobretot en el cas dels nounats que reben 

diferents teràpies mèdiques a la UCI dels hospitals. Els procediments que 

impliquen una dosi més alta de DEHP per un nounat són els tractaments 

parenterals i l’oxigenació amb membrana extracorpòria (Calafat, et al 2004a; 

Green et al, 2005; Weuve et al, 2006). El tipus de tractament i el grau 

d’intensitat fan que el nivell d’exposició a DEHP sigui més o menys elevat,  

així doncs, segons l’estudi de Weuve i col�laboradors les concentracions en el 

cas dels nounats que reben llargs i intensos tractaments a la UCI de l’hospital 

són tretze cops més elevades que en el cas de rebre tractaments menys 

invasius i curts (Weuve et al, 2006). 

En resum, tot i que existeixen poblacions de més risc que altres no s’ha 

limitat l’ús de materials que contenen DEHP per a cap tipus de grup de 

població en particular i procediment, però sí que s’intenta reduir al màxim el 

contacte en els pacients més vulnerables (EC, 2002; EC, 2007a; Health 

Canada, 2002).  
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Taula 1.5 Medianes sense ajustar (percentil 95, valor màxim) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en poblacions de risc. 

n

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Koch et al, 2005b,c 6 34.7 (n.a, 97.8) 90.5 (n.a, 130.4) 82.8 (n.a, 153.0) n.a n.a
6 117.6 (n.a, 311.2) 315.9 (n.a, 988.0) 306.9 (n.a, 816.0) n.a n.a
6 231.9 (n.a, 536.5) 793.8 (n.a, 1343.0) 801.0 (n.a, 1153.0) n.a n.a

Calafat el al, 2004a 41 129.0 (704.0, n.a) 2221.0 (13161.0, n.a) 1697.0 (10413.0, n.a) n.a n.a
Koch et al, 2006 45 n.a n.a (557.0, n.a) n.a (406.0, n.a) n.a (5550.0, n.a) n.a (129.0, n.a)

intensitat baixa 13 4.0 (18.0a, n.a) 27.0 (60.0a, n.a) 29.0 (42.0a, n.a) n.a n.a
Weuve et al, 2006 intensitat mitjana 24 28.0(61.0a, n.a) 307.0(614.0a, n.a) 286.0 (611.0a, n.a) n.a n.a

intensitat alta 17 86.0(171.0a, n.a) 555.0 (844.0a, 3492.0) 598.0 (906.0a, 3376.0) n.a n.a

n.a: no avaluat en el treball
a percentil 75

Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)

donants de plaquetes (continu)
Nounats prematurs en UCI

nounats

nounats

nounats

Referència Població

Exposició intravenosa a DEHP

donants de plasma
donants de plaquetes (discontinu)
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1.2.6.2 Exposició ocupacional 

Altres tipus de poblacions de risc són aquelles que presenten contaminació 

per alts nivells d’exposició a DEHP dins l’àrea ocupacional. L’exposició 

ocupacional pel DEHP es pot donar via inhalació o per contacte dèrmic, 

sobretot en processos industrials de producció del DEHP o en els que 

s’utilitza el DEHP per a la fabricació d’altres productes. Hi ha certa 

preocupació pels efectes que pot ocasionar en  els testicles, la fertilitat i els 

ronyons degut a una exposició continuada. Aquest grau de preocupació 

queda reflectit en diferents estudis (Pan et al, 2006; Gaudin et al, 2008; Hines 

et al, 2009a; Gaudin et al, 2011; Hines et al, 2011). 

Un resum dels nivells dels metabòlits del DEHP obtinguts en diferents 

estudis d’exposició ocupacional es mostren a la taula 1.6. Gaudin i 

col�laboradors han recollit l’exposició de treballadors d’indústries de PVC i 

de plastisols de PVC (Gaudin et al, 2008; Gaudin et al, 2011). Com es pot 

observar en la taula, les concentracions dels metabòlits en els treballadors 

exposats són més elevades que en el grup control (no exposats) i 

especialment,  les mostres recollides després de la jornada laboral són les que 

contenen les concentracions dels metabòlits  més elevades. Amb tot, les 

dades també queden confirmades per altres treballs (Pan et al, 2006; Park et 

al, 2010).  

Hines i col�laboradors han dut a terme un estudi en el què avaluaven 

l’exposició a DEHP en diferents fàbriques (Hines et al, 2009a).  Les 

concentracions dels metabòlits de DEHP eren significativament més 

elevades en les indústries de PVC i en general, les concentracions 

augmentaven després de la jornada laboral (veure taula 1.7). 

Finalment, per tal de prevenir i protegir al màxim els treballadors i donada la 

important contribució de l’entorn ocupacional a l’exposició a DEHP, són 
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encara necessaris més estudis per clarificar les claus de l’exposició i els 

sectors ocupacionals de més risc.  
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Taula 1.6 Medianes sense ajustar (percentil 95) de les concentracions dels metabòlits de DEHP en treballadors d'indústries que utilitzen materials 

amb DEHP . 

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Pan et al, 2006 Exposats 74 562.3 (5379.7) n.a n.a n.a n.a
No exposats 63 5.4 (23.2) n.a n.a n.a n.a

Gaudin et al, 2008 Exposats (prejornada) 25 16.1 (n.a) n.a n.a 37.6 (n.a) n.a
Exposats (postjornada) 25 55.9 (n.a) n.a n.a 103.7 (n.a) n.a
No exposats (prejornada) 19 12.0 (n.a) n.a n.a 38.1 (n.a) n.a
No exposats (postjornada) 19 10.4 (n.a) n.a n.a 11.4 (n.a) n.a

Park et al, 2010 Exposats (prejornada) 25 7.51 (n.a) 33.0 (n.a) 13.7 (n.a) n.a n.a
Exposats (postjornada) 25 10.4 (n.a) 43.4 (n.a) 15.2 (n.a) n.a n.a

Gaudin et al, 2011 Exposats (prejornada) 262 12.6 (97.9) n.a n.a 38.6 (306. 0) n.a
Exposats (postjornada) 259 28.7 (240.0) n.a n.a 84.4 (567.0) n.a
No exposats (prejornada) 143 4.8 (24.3) n.a n.a 15.1 (102.3) n.a
No exposats (postjornada) 139 4.7 (27.0) n.a n.a 12.4 (101.0) n.a

n.a: no avaluat en el treball

Referència Treballadors (període) n
Concentració de metabòlits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
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Taula 1.7 Concentracions sense ajustar dels metabòlits de DEHP en treballadors d'indústries de diferents sectors (ng/ml) (Hines et al, 2009a).  

n 9 9 25 25 18 18 12 12 25 25 21 21 20 20 25 26
Període Mig Fí Mig Fí Mig Fí Mig Fí Mig Fí Mig Fí Mig Fí Mig Fí

MEHP

Mediana 6.1 7.6 26.7 37.3 10.1 11.1 22.6 29.2 5.3 7.6 5.4 12.5 14.2 22.3 10.2 23.0
Mínim 3.5 2.0 2.0 <LD 3.3 2.9 <LD <LD 1.2 1.3 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Màxim 21.7 27.9 186.0 257.0 196.0 66.7 112.0 220.0 151.0 107.0 36.0 117.0 131.0 161.0 266.0 1830.0

MEHHP

Mediana 45.1 54.9 224.0 282.0 35.8 45.4 190.0 289.0 30.1 34.3 60.8 106.0 50.4 74.8 12.5 21.3
Mínim 11.4 9.9 45.8 11.8 6.5 11.4 8.5 16.2 7.4 6.3 6.4 9.1 1.6 1.2 3.3 <LD
Màxim 118.0 196.0 1230.0 3090.0 427.0 294.0 565.0 1040.0 899.0 891.0 1060.0 1640.0 1090.0 1820.0 338.0 10800.0

MEOHP

Mediana 34.2 36.8 111.0 148.0 28.1 36.6 131.0 200.0 18.4 22.1 37.5 70.0 31.3 42.4 8.1 12.2
Mínim 8.6 6.8 26.6 7.0 7.2 8.3 4.7 8.0 3.8 4.6 3.9 4.9 1.1 <LD <LD <LD
Màxim 73.6 121.0 648.0 1490.0 244.0 179.0 327.0 675.0 571.0 552.0 701.0 1100.0 915.0 1130.0 205.0 6750.0

5cx-MEPP

Mediana n.a. n.a. 22.0 283.0 n.a. n.a. 286.0 391.0 47.7 51.4 75.4 132.0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Mínim n.a. n.a. 47.9 23.0 n.a. n.a. 12.8 22.4 11.5 15.1 10.3 13.8 n.a. n.a. n.a. n.a.
Màxim n.a. n.a. 1430.0 2030.0 n.a. n.a. 998.0 1080.0 486.0 497.0 2840.0 3520.0 n.a. n.a. n.a. n.a.

Mig: a la meitat de la jornada laboral
Fí: al final de la jornada laboral

n.a: no avaluat en el treball
LD: límit de detecció

Indústria ftalat Filtres vehicle Goma (empaquetadora) Saló cosmètica (exposició comú)PVC Producció PVC Goma Goma (calçat)
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1.2.7 Toxicitat   

Els estudis de toxicitat del DEHP s’han realitzat en animals de laboratori. El 

fetge, els ronyons i majoritàriament els testicles són els òrgans que es poden 

veure més afectats per la seva exposició. Propietats com les d’interferent 

endocrí i la possible carcinogènesi són la principal preocupació de les 

organitzacions internacionals reguladores i el motiu d’estudi de molts grups 

d’investigació. 

Diferents estudis han demostrat que, per via oral a certes dosis, el DEHP 

origina defectes a nivell reproductiu en néixer i infertilitat. Aquests estudis 

s’han realitzat en animals rosegadors i tots ells han presentat toxicitat 

testicular dependent de l’edat (Gray et al, 2000; Moore et al,  2001; Blystone 

et al, 2010). Aquest efecte no s’ha observat en altres primats diferents dels 

humans. Malgrat la manca d’estudis en humans, els nounats poden ser 

succeptibles a diferents síndromes testiculars si estan exposats a altes dosis 

de DEHP. Aquest possible efecte tòxic en nounats és degut a què els nivells 

als que s’indueixen efectes tòxics en rosegadors són del mateix ordre dels que 

experimenten alguns nounats en determinades pràctiques mèdiques.  

S’ha estudiat que el DEHP origina tumors de fetge en rosegadors exposats a 

altes dosis. El mecanisme tumoral és específic (receptors activadors de la 

proliferació de peroxisomes) i no és el rellevant en el cas dels humans. Així, 

el DEHP es considera no carcinogen pels humans (IARC, 2000; EC, 2002). 

Altres efectes adversos i tòxics del DEHP estudiats i que, per falta de dades, 

no estan del tot confirmats en la salut humana, es presenten a la taula 1.8.
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Taula 1.8 Efectes adversos del DEHP 

 

Immunotoxicitat
Larsen et al, 2001

Plonait el al, 1993

Irritació, sensibilització EC, 2008
Nefrotoxicitat Crocker et al, 1988

Hepatotoxicitat Shneider et al, 1991; 
Toxicitat pulmonar Huber et al, 1996

Jaakkloa et al, 1999; 

Toxicitat aguda EC, 2008

Toxicitat Referència

Genotoxicitat/mutagenia EC, 2008

 

 

1.2.8 Legislació i salut pública 

Degut als possibles efectes tòxics i a la possible incidència sobre la salut 

pública del DEHP, les diferents organitzacions governamentals han regulat 

la seva utilització des de fa anys. Les legislacions dels diferents estats s’han 

establert a partir de l’elaboració d’extensos informes que tenen en compte els 

treballs publicats sobre nivells d’exposició, de toxicitat i d’efectes adversos. 

D’acord amb els efectes sobre la fertilitat i el desenvolupament, el DEHP 

està classificat com a tòxic per a la salut segons la directiva 2001/59/EC 

(2001/59/EC).  El DEHP es descriu com a categoria 2 R60, pel que fa als 

efectes en la fertilitat i com a categoria 2 R61, per la toxicitat en el 

desenvolupament. A partir de les dades de diferents estudis de toxicitat a 

nivell reproductiu l’índex del nivell sense efecte advers observat (NOAEL) 

establert pel DEHP via administració oral és de 4,8 mg/kg dia. En el cas de 

la Ingesta Diària Tolerable (IDT) és de 48 µg/kg dia amb un factor de 

seguretat de 100 en el cas dels adults i de 20 µg/kg dia amb un factor de 

seguretat de 250 pels nounats i infants fins a l’any (EC, 2004; EFSA, 2005; 
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EC, 2007a; EC, 2008). Pel que fa a la legislació americana el IDT és de 

600 µg/kg dia per via intravenosa. 

El DEHP és l’únic plastificant que apareix a la llista de la Farmacopea 

Europea i que pot formar part de productes farmacèutics i mèdics. En aquest 

sentit, l’ús del DEHP en els dispositius mèdics està permès i fins i tot, alguns 

informes remarquen que les avantatges que proporciona són superiors als 

inconvenients (EC, 2002). 

La vulnerabilitat de la població infantil al DEHP va portar a prohibir-ne 

totalment el seu ús en joguines i cosmètics. A més, es va restringir en la 

indústria alimentària. Aquesta legislació és vigent a la UE des del 2005 i als 

EUA des del 2008 (2005/84/EC; EFSA, 2005; CE,2007b). 

En conclusió,  els avantatges que proporciona l’ús del DEHP són majors als 

possibles efectes sobre la salut, però a poc a poc, s’està minimitzant el seu ús 

i s’estan buscant alternatives, principalment dins l’entorn hospitalari. 

 

1.2.9 Alternatives al PVC 

El PVC, i el DEHP com a plastificant, s’utilitzen en les bosses per 

emmagatzemar sang degut a  les bones característiques de durabilitat, alta 

resistència en condicions de fred o calor, flexibilitat, transparència, 

manteniment de la flexibilitat de la membrana dels eritròcits, bona 

preservació d’aquests últims, entre moltes altres... (AuBucho, et al 1988; Hess 

et al; 2002; Labow et al, 1987).  

Les múltiples preocupacions referents a la toxicitat del DEHP han iniciat la 

cerca  d’alternatives a l’ús del PVC (Simmchen et al, 2012). A més a més, 

d’acord amb la directiva europea 2007/47/EC, qualsevol tipus de material
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 mèdic que contingui DEHP cal que estigui marcat correctament amb uns 

símbols establerts (CEN, 2010; EC, 2007c) (figura 1.4). 

 

 
 

Figura 1.4 Símbols pel marcatge de material mèdic que conté DEHP. 

 

Alguns materials ja s’han començat a modificar, per exemple les bosses 

utilitzades per a les infusions via parenteral, on el DEHP ha quedat 

susbstituït per altres plastificants (Sampson et al, 2011), o  els revestiments 

d’heparina que ara s’utilitzen en els tubs quirúrgics. En el cas de les 

tansfusions que es fan en nounats, s’intenta realitzar-les amb productes que 

siguin el més frescos possibles per tal de minimitzar la concentració del 

DEHP dins de la bossa durant l’emmagatzematge. 

Les alternatives al DEHP que han anat sorgint són: butiril-trihexil-citrat 

(BTHC), tri-(2etilhexil)trimelitat (TEHTM), dietilhexiladipat (DEHA), 

diisononil èster de l’àcid ciclohexanedicarboxílic (DINCH), a més d’altres 

tipus de polímers com l’etilvinilacetat (EVA), les poliolefines, els poliuretans 

(PU) o els fluoropolímers. 

Per les bosses que contenen plaquetes, el TEHTM presenta bones 

característiques respecte a la permeabilitat però és un plastificant menys 

eficient que el DEHP, ja que al polímer li cal més quantitat de plastificant per 

assolir la mateixa flexibilitat (Estep et al, 1984). El BTHC permet un bona 

conservació dels eritròcits fins a 35 dies a 4ºC però el seu principal 

inconvenient és el seu preu elevat (Högman et al, 1991; Draper et al, 2002).  
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Altres alternatives com el DINCH preserven correctament els eritròcits i a 

més a més, tenen menys potencial de migració cap al medi. 

Respecte als altres tipus de polímers, aquests acostumen a tenir uns preus 

força elevats, per bé que les bosses de sang d’EVA ja estan exteses al mercat. 

Una de les dificultats a l’hora de cercar bosses de diferent naturalesa és que 

cal garantir les propietats i la qualitat en tot tipus d’aplicació dins la medicina 

de la transfusió (Scott, et al 2005). A més, el processament de les bosses de 

sang de PVC implica uns costos baixos que fan complicat el canvi a un altre 

tipus de bosses dins la indústria del material mèdic.  

En definitiva, la recerca de materials alternatius és constant i motiu d’estudi 

de molts grups d’investigació. El més important és generar les dades 

toxicològiques suficients per a que els nous productes puguin ser acceptats 

després de valorar correctament els seus riscos i beneficis.  

 

1.2.10 Detecció dels metabòlits del DEHP en fluids 

biològics  

La preocupació pels possibles efectes sobre la salut dels ftalats, sobretot del 

DEHP, ha originat la necessitat de monitoritzar l’exposició de la població a 

aquest compost. Tal i com ja s’ha descrit en l’apartat 1.2.4, la monitorització 

de l’exposició es realitza amb l’avaluació dels nivells dels metabòlits dels 

ftalats en espècimens humans o amb la del contingut dels plastificants en els 

productes. Als darrers anys s’han desenvolupat diferents metodologies que 

permeten la quantificació del DEHP o dels seus metabòlits en diferents 

matrius com l’orina o el sèrum humà (veure taula 1.9), en la llet materna 

(Calafat et al, 2004b; Högberg et al, 2008; Hines et al, 2009b), en aigües 

(Luks et al, 2001; Hashizume et al, 2002; Saito et al, 2002; Leivadara et al, 

2008), en productes de consum, en aliments (llet, preparats per a nadons...) 
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(Mortensen et al, 2005), en el material hospitalari (Gerlai et al, 1987; Dine et 

al, 1991; Kambia et al, 2001; Inoue et al, 2003b; Inoue et al, 2005; Takatori et 

al, 2008)...etc. La cromatografia líquida (CL) o de gasos (CG) i 

l’espectrometria de masses (EM) són les tècniques més utilitzades per a la 

separació, detecció i quantificació d’aquestes substàncies. Abans de l’anàlisi 

cal una etapa prèvia de preparació i extracció dels analits de la mostra. Les 

diferents tècniques de preparació i d’anàlisi en fluids biològics descrites a la 

literatura i desenvolupades per diferents grups es revisen breument a 

contiuació. 

 

1.2.10.1 Tractament de la mostra 

En l’etapa de preparació de la mostra té lloc l’extracció i concentració dels 

analits, a més de l’eliminació d’altres compostos de la matriu que poden 

interferir en els processos posteriors d’anàlisi. Els protocols d’extracció 

aplicats han de garantir una bona recuperació de l’analit al final de tot el 

procés. Els mètodes d’extracció difereixen en funció del volum de mostra  

disponible, la matriu i les característiques de l’instrument emprat per a la 

detecció final.  

En el cas dels metabòlits de DEHP, com que s’excreten en forma 

glucuronoconjugada, és indispensable una primera etapa d’hidròlisi d’aquests 

conjugats abans de qualsevol procés d’extracció. Diferents estudis han 

avaluat la capacitat d’hidròlisi de diferents tipus d’enzims. L’enzim que 

proporciona l’alliberació dels metabòlits de DEHP en forma lliure de manera 

més efectiva i sense generar altres compostos interferents és la β-

glucuronidasa procedent de l’E.coli. S’ha demostrat que aquest enzim no té 

activitat esterasa, de manera que no genera cap contaminació addicional a la 

mostra. En aquest sentit, cal evitar enzims que puguin hidrolitzar el DEHP 

present en la mostra cap a MEHP i crear una contaminació deguda a aquest 
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compost no controlada. Està descrit que enzims com la β-glucuronidasa  

procedent de H. pomatia sí que presenten aquest tipus de comportament no 

desitjat (Blount et al, 2000b). Pel procediment d’hidròlisi cal tamponar la 

mostra a pH 6.5-7, per exemple amb tampó acetat amònic i posteriorment, 

incubar-la amb l’enzim a 55ºC o 37ºC durant una hora o hora mitja, 

respectivament (Blount et al, 2000b; Kato et al, 2003; Koch et al, 2003c; Silva 

et al, 2003b). Darrerament, Solymos i col�laboradors han comprovat que la 

hidròlisi enzimàtica del MEHP, MEHHP i MEOHP en un mil�lilitre d’orina 

es pot completar en 10 minuts a temperatura ambient (Solymos et al, 2011b).   

Els mètodes d’extracció convencionals són l’extracció líquid-líquid i 

l’extracció en fase sòlida. Darrerament i degut a les millores en la sensibilitat 

dels instruments, estan guanyant terreny protocols com l’extracció on line o 

la injecció directa de la mostra al cromatògraf. A vegades també s’apliquen 

més d’un tipus de procediment de manera consecutiva per la necessitat 

d’obtenir un extracte final més net (Blount et al, 2000b; Silva et al, 2003b; 

Mortensen et al, 2005; Högberg et al, 2008).  

Per a l’extracció líquid-líquid s’utilitzen disolvents orgànics com l’acetat d’etil, 

el ciclohexà, l’heptà i l’acetonitril; aquest últim afavoreix la precipitació de les 

proteïnes de la mostra (Kambia et al, 2001; Buchta et al, 2003). L’extracció 

amb el disolvent s’acostuma a realitzar un parell de vegades per recuperar el 

màxim d’analit. La fase orgànica s’evapora a sequedat sota corrent de 

nitrogen i el residu sec es dissol amb una mescla, generalment d’aigua i de 

disolvent orgànic, per a què pugui ser analitzat després. 

Per a l’extracció en fase sòlida s’utilitzen en la majoria dels casos columnes 

amb sorbents de fase reversa o columnes de naturalesa polimèrica com les 

d’estirè-divinilbenzè (Blount et al, 2000b; Inoue et al, 2003b; Kato et al, 

2003; Silva et al, 2003b). El procediment a seguir consta de varies etapes:  

acondicionament de la columna amb acetonitril o metanol i aigua; càrrega de 

la mostra acidificada a la columna; rentat amb aigua i metanol i en darrer lloc, 
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l’elució dels analits amb acetonitril o acetat etil. L’eluït orgànic obtingut 

s’evapora sota corrent de nitrogen i l’extracte sec es dissol per ser analitzat. 

L’extracció en columnes d’aquest tipus origina extractes nets perquè una gran 

part de compostos interferents no queden retinguts a la matriu. En canvi, els 

analits es retenen sempre que la mostra s’hagi acidificat prèviament (pH 2) 

abans de carregar-se a la columna.  

En diferents treballs apareix descrita la metodologia d’extracció on line o de 

“column switching” (Koch et al, 2003c; Inoue et al, 2003b; Preuss et al, 

2005; Gaudin et al, 2008) que redueix el número d’etapes de manipulació de 

la mostra i així evita part de contaminació analítica, aspecte especialment 

crític quan l’analit és el DEHP, ja que està present arreu com a contaminant 

ambiental. Per la naturalesa d’aquest tipus d’extracció el sistema de separació 

cromatogràfica que té enllaçat és de cromatografia líquida.  

L’objectiu principal de tots els procediments d’extracció citats és aconseguir 

un extracte final net minimitzant la presència d’interferents i la supressió 

iònica en l’EM, amb la mínima manipulació possible de la mostra d’orina o 

de sèrum...etc; d’aquesta manera s’optimitza la sensibilitat. 

 

1.2.10.2 Separació cromatogràfica i sistemes de detecció 

La disponibilitat de les tècniques i dels equips d’instrumentació per a la 

separació i detecció dels compostos, així com la seva sensibilitat i robustesa 

ha millorat amb el temps. Als anys 70 i 80 la cromatografia de gasos era la 

tècnica més utilitzada per a la separació del DEHP i del seu monoèster 

MEHP (Marcel et al, 1973; Albro et al, 1984; Sjöberg et al 1985). En aquesta 

tècnica la separació dels analits té lloc en la columna del cromatògraf de 

gasos. Les columnes emprades acostumen a ser columnes capilars de 100% 

metilpolisiloxà (Kessler et al, 2001) o 5% difenil-metilpolisiloxà (Buchta et al, 
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2003; Kondo et al, 2010). L’aplicació d’un gradient de temperatures en el 

cromatògraf i el grau d’afinitat dels analits per la fase estacionària permet la 

seva separació. Generalment el gradient s’inicia amb una isoterma d’entre 

175ºC i 190ºC, per continuar amb una rampa d’uns 20-30ºC/min que 

acabarà als 280ºC o 300ºC. El DEHP pot ser analitzat directament per CG, 

en el cas del monoèster MEHP cal una derivatització prèvia per exemple 

amb pentafluoropropanolol o diazometà, per millorar el seu comportament 

cromatogràfic (Sjöberg et al, 1985; Kessler et al, 2001; Kondo et al, 2010). 

Respecte als sistemes de detecció acoblats als cromatògrafs de gasos se n’han 

utilitzat diversos: detector de captura d’electrons, detector d’ionització de 

flama (Albro et al, 1984), espectròmetre de masses amb ionització química o 

amb ionització per impacte electrònic (Sjöberg et al, 1985; Buchta et al 2003).  

Amb els anys, es va considerar que els diferents metabòlits oxidats en orina 

del DEHP eren millors marcadors de la seva exposició. Per això, les 

tècniques analítiques es van anar millorant i adaptant per tal de cobrir també 

la determinació d’aquests compostos. Els primers en analitzar els metabòlits 

oxidats van ser Koch i els seus col�laboradors (Koch et al, 2003c). D’altra 

banda, a l’any 2005 es va presentar el primer estudi que quantificava 5cx- 

MEPP i identificava 2cx-MMHP en mostres d’orina (Preuss et al, 2005).   

La millora tecnològica ha permès que l’acoblament de la separació per CL 

amb l’EM sigui actualment l’eina analítica més utilitzada. Els primers estudis 

utilitzaven la CL amb detectors de llum ultraviolada (UV) per l’anàlisi de 

DEHP i MEHP (Dine et al, 1991; Gerlai et al, 1987; Faouzi et al, 1999; 

Kambia et al, 2001), però l’ús de l’EM en tàndem per detectar ftalats i els 

seus metabòlits ja està descrit des de principis del 2000. Els procediments 

utilitzen columnes i elució per gradient amb fases mòbils d’aigua acidificada i 

majoritariament acetonitril com a modificador orgànic. Pel que fa al tipus 

d’ionització fet servir pels espectròmetres de masses acostuma a ser per
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electrosprai (ESI). Finalment, els límits de detecció obtinguts per moltes 

publicacions se situen per sota d’1 ng/ml dels metabòlits de DEHP en orina.  

La injecció directa de la mostra al sistema cromatogràfic és un altre 

procediment. Solymos i els seus col�laboradors descriuen la quantificació de 

MEHP, MEHHP, MEOHP en mostres d’orina (Solymos et al, 2011a; 

Solymos et al, 2011b). 

A la taula 1.9 es presenten les condicions descrites a la literatura de 

preparació i anàlisi de DEHP i metabòlits per CL-EM/EM. 
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Taula 1.9 Procediments d’extracció i condicions de CL-EM/EM per l’anàlisi de DEHP i metabòlits descrits a la literatura. 

Blount et al, 2000b MEHP orina fase sòlida phenyl (5µm x 50mm x 3mm) aigua (tampó acetat amonic 6mM) APCI
acetonitril

Inoue et al, 2003a DEHP solucions intravenoses líquid-líquid precolumna RP C18 (5µm x 2mm x 5mm) aigua ESI positiu
on line (silica-avidina) RP C18 (5µm x 100mm x 2mm) acetonitril (0.1% àcid  acètic)

Inoue et al, 2003b DEHP plasma on line (RP ) precolumna RP C18 (5µm x 2mm x 5mm) aigua ESI negatiu
MEHP sèrum boví RP C18 (5µm x 100mm x 2mm) acetonitril (0.1% àcid  acètic) ESI positiu

Kato et al, 2003 MEHP sèrum fase sòlida phenyl (5µm x 50mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
acetonitril

Koch et al, 2003c DEHP orina on line (RP C8) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm metanol ESI negatiu
MEHP phenylhexyl (3µm x 150mm x 4.6mm) 10% acetonitril en aigua 1% àcid acètic

90% acetonitril en aigua 1% àcid acètic
Silva et al, 2003a MEHP sèrum fase sòlida phenyl (5µm x 50mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) APCI

acetonitril (0.1% àcid  acètic)
Silva et al, 2003b MEHP orina fase sòlida phenyl (5µm x 50mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) APCI

MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP

Kato et al, 2004 MEHP orina fase sòlida phenyl (5µm x 50mm x 2mm) aigua ESI negatiu
MEHHP sèrum acetonitril
MEOHP

Silva et al, 2004c MEHP orina fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP

Takatori et al, 2004 DEHP sèrum líquid-líquid ODS C18, (3µm x 100mm x 2mm) aigua (0.05% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHP acetonitril ESI positiu

Kato et al, 2005b MEHHP orina fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEOHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)

Mortensen et al, 2005 MEHP llet líquid-líquid phenyl (3µm x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
fase sòlida acetonitril (0.1% àcid  acètic)

Preuss et al, 2005 MEHP orina on line (RP C8) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm metanol ESI negatiu
MEHHP phenylhexyl (3µm x 150mm x 4.6mm) 10% acetonitril en aigua 1% àcid acètic
MEOHP 90% acetonitril en aigua 1% àcid acètic
5cx-MEPP
2cx-MMHP

Silva et al, 2005a MEHP saliva fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP

Silva et al, 2005b MEHP sèrum fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP

Mode ionitzacióReferència Analits Matriu Extracció Columna cromatogràfica Fase mòbil
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Taula 1.9 (continuació) Procediments d’extracció i condicions de CL-EM/EM per l’anàlisi de DEHP i metabòlits descrits a la literatura. 

Silva et al, 2006b MEHP orina fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% àcid  acètic) APCI
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP
5cx-MEPP
2cx-MMHP

Itoh et al, 2007 MEHP orina fase sòlida phenyl (3µm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP
5cx-MEPP
2cx-MMHP

Silva et al, 2007 MEHP orina on line (RP C18) phenyl (3µm x 150mm x 2.1mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)
MEOHP
5cx-MEPP

Gaudin et al, 2008 MEHP orina on line (RP C18) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm aigua:metanol (70:30), 0.05% àcid acètic ESI negatiu
5cx-MEPP phenyl  (80Ǻ x 150 x 25mm2) aigua:acetonitril (5:95), 0.05% àcid acètic

Takatori et al, 2008 DEHP catèters líquid-líquid ODS C18, (3µm x 150mm x 2mm) aigua (0.0005% àcid  acètic) ESI negatiu

MEHP solucions intravenoses acetonitril ESI positiu

Samandar et al, 2009 MEHP orina on line (RP C18) phenyl (3µm x 150mm x 2.1mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu

MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)

MEOHP

5cx-MEPP

2cx-MMHP

Frederiksen et al, 2010 MEHP orina fase sòlida C18 phenyl (4µm x 75mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic) ESI negatiu

MEHHP acetonitril (0.1% àcid  acètic)

MEOHP

5cx-MEPP

Anderson et al, 2011 MEHP orina on line (RP C18) C18 phenyl  (4µm x 250mm x 3mm) aigua ESI negatiu

MEHHP metanol (0.25% àcid  acètic)

MEOHP metanol

5cx-MEPP

Solymos et al, 2011a MEHP orina injecció directa precolumna C6 phenyl (4mm x 2mm) aigua (0.1% àcid  acètic, 5mM acetat amònic) ESI negatiu

Solymos et al, 2011b MEHHP C6 phenyl (3µm x 100mm x 2mm) acetonitril

MEOHP

Fase mòbil Mode ionitzacióReferència Analits Matriu Extracció Columna cromatogràfica
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Pels laboratoris de control antidopatge és un repte important el 

desenvolupament de tècniques que permetin detectar el dopatge sanguini. 

Les transfusions de sang homòlogues poden ser detectades mitjançant 

l’anàlisi d’una mostra de sang de l’esportista, sempre i quan almenys dos 

antigens de superfície dels eritròcits siguin diferentes entre les sangs. Però pel 

que fa a les transfusions autòlogues, actualment no hi ha cap tècnica 

disponible que permeti la seva detecció. Un avanç remarcable seria, a més, el 

desenvolupament d’un test què enlloc d’una mostra de sang requerís una 

mostra d’orina, atès que aquesta és la matriu biològica disponible en tots els 

controls antidopatge. En aquest sentit, es proposen els metabòlits del 

plastificant di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) com a possibles marcadors per a la 

detecció de transfusions. La lliberació del DEHP present en les bosses 

utilitzades en les transfusions de sang origina que durant el procés d’una 

transfusió la contaminació de la sang del receptor per aquest compost sigui 

elevada i, en conseqüència, després d’una transfusió les concentracions dels 

metabòlits del DEHP en orina podrien ser més elevades. Per altra banda, el 

DEHP és un contaminant ambiental i tota la població presenta 

concentracions basals d’aquest compost i els seus metabòlits en orina. 

L’objectiu de la tesi va ser avaluar si els metabòlits del plastificant DEHP  

poden ser usats com a marcadors de l’ús de transfusions sanguínies 

(homòlogues i autòlogues) en l’esport.  

Els objectius específics d’aquest treball van ser: 

1. Desenvolupar i validar una tècnica analítica per a la detecció i 

quantificació dels cinc principals metabòlits de DEHP en mostres 

d’orina: mono-(2-etilhexil) ftalat (MEHP), mono-(2-etil-5-

hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat 

(MEOHP), mono-(2-carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i mono-

(2-etil-5-carboxipentil) ftalat (5cx-MEPP). 
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2. Comparar les concentracions dels metabòlits de DEHP en mostres 

de població general amb mostres de pacients hospitalitzats sotmesos 

a transfusions de sang i de pacients no transfosos que rebin 

tractaments mèdics que impliquin l’ús de materials plàstics, per tal de 

comprovar si les concentracions en orina dels metabòlits de DEHP 

augmenten després de la transfusió i si els resultats poden quedar 

confosos per altres tractaments mèdics diferents a les transfusions.  

3. Avaluar les concentracions dels metabòlits de DEHP en mostres de 

voluntaris sotmesos a un procés d’autotransfusió controlat, amb 

l’objectiu de verificar en població sana que les concentracions en 

orina dels metabòlits de DEHP augmenten després de la transfusió, 

de definir el perfil d’excreció en orina d’aquests metabòlits i 

d’establir una finestra de detecció en la que les concentracions dels 

metabòlits romanen considerablement elevades després de la 

transfusió.  

4. Determinar les concentracions dels metabòlits de DEHP en 

població general i en una població d’esportistes per establir els 

valors límits de referència que permetin distingir una exposició 

normal d’una exposició anormalment elevada que podria ser 

indicativa de l’ús de transfusions. 
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3.1 Introducció 

El di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) és un dels plastificants més utilitzats en els 

productes de clorur de polivinil (PVC) per tal de dotar-los de més flexibilitat. 

El DEHP s’usa en molts productes domèstics i també en dispositius mèdics 

(CE, 2002; FDA, 2002). El DEHP forma part de les bosses emprades en les 

transfusions de sang perquè té propietats que ajuden a mantenir l’estabilitat 

dels eritròcits (Horowitz et al, 1985; Simmchen et al, 2012). Els plastificants 

no estan units químicament al polímer i poden migrar fàcilment cap a 

l’atmosfera, els productes alimentaris o passar directament al cos, fet que 

implica una exposició del medi ambient i de la població a aquest plastificant. 

La població general està exposada al DEHP de manera continuada 

(Frederiksen et al, 2007; Fromme et al, 2007; Koch et al, 2009). L’exposició a 

altes concentracions de DEHP pot provocar un ampli rang d’efectes 

adversos. És conegut que el DEHP és tòxic a nivell reproductiu i de 

desenvolupament i està àmpliament documentat els possibles efectes tòxics 

dels ftalats en el sistema reproductiu dels infants (Lottrup et al, 2006; 

Blystone et al, 2010); a més a més, el DEHP és un disruptor endocrí  (Latini 

et al, 2004). Malgrat tot, els vincles directes entre els efectes observats en 

animals i un deteriorament en la salut reproductiva humana no estan del tot 

establerts (Koch et al, 2006).  

El patró metabòlic del DEHP és complex i s’han indentificat i caracteritzat 

diferents metabòlits. El metabolisme del DEHP implica una hidròlisi ràpida 

a mono-(2-etilhexil) ftalat (MEHP) i la posterior formació del MEHP 

conjugat amb àcid glucurònic. El MEHP pot patir reaccions d’oxidació en la 

cadena lateral i originar més metabòlits (Albro et al, 1989; Silva et al, 2003). 

Actualment hi ha més de 15 metabòlits del DEHP identificats en orina 

humana (Koch et al, 2005). Els metabòlits oxidats mono-(2-etil-5-

hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat (MEOHP) i 

els identificats i caracteritzats més recentment com el mono-(2-
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carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalat 

(5cx-MEPP) són els metabòlits majoritaris en humans i tots ells són excretats 

en orina com a conjugats amb l’àcid glucurònic (Koch et al, 2003a; Silva et al, 

2006a). 

Tan els metabòlits secundaris com el metabòlit primari MEHP han estat 

utilitzats com a marcadors per predir l’exposició al DEHP (Barr et al, 2003; 

Kato et al, 2004; Silva et al 2006b). 

Es coneix que els adults i els nounats que estan sotmesos a pràctiques 

mèdiques presenten un alt nivell d’exposició al DEHP (Calafat et al, 2004). 

Els treballadors d’indústries on s’utilitzen materials de DEHP també estan 

altament exposats a aquest compost i tenen concentracions dels seus 

metabòlits molt elevades en orina (Pan et al, 2006). En els darrers anys s’han 

desenvolupat metodologies que permeten detectar els metabòlits del DEHP 

per tal d’avaluar-ne  l’exposició (Blount et al, 2000; Koch et al, 2003b; Kato 

et al, 2005; Preuss et al, 2005; Silva et al, 2007). 

Un dels processos que podria implicar més exposició al DEHP són les 

transfusions de sang. L’ús de les transfusions de sang està prohibit a l’esport 

per l’Agència Mundial Antidopatge (AMA). Les transfusions homòlogues de 

sang (donant i receptor no són el mateix individu) poden ser detectades per 

l’anàlisi de mostres de sang per citometria de flux mitjançant la detecció de 

doble població d’eritròcits (existència d’eritròcits amb diferents antígens de 

superfície) (Arndt et al, 2008; Giraud et al, 2008). D’altra banda, les 

transfusions autòlogues de sang (donant i receptor són el mateix individu) no 

poden ser detectades pel mateix procediment analític ja que tots els eritròcits 

comparteixen els mateixos antígens de superfície. Atès que s’ha vist que el 

DEHP present en les bosses de sang per a transfusions es desprèn fàcilment 

de la bossa (Inoue et al, 2005), es podria suposar que subjectes que reben  

transfusions de sang estan exposats a més altes concentracions d’aquest 

compost i, en conseqüència, la concentració dels metabòlits de DEHP en 
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l’orina d’aquests podria ser més elevada. Així doncs, els metabòlits del 

DEHP en orina es podrien usar com a marcadors de l’ús de transfusions en 

l’esport. 

En aquest capítol es descriu l’optimització i la validació d’un mètode per 

detectar i quantificar cinc metabòlits del DEHP (MEHP, MEOHP, 

MEHHP, 5cx-MEPP i 2cx-MMHP) en mostres d’orina, amb la finalitat 

d’aplicar el mètode en un futur a mostres d’orina de subjectes transfosos i 

comprovar que aquests metabòlits podrien ser marcadors de l’ús de 

transfusions en l’esport. Comparada amb altres estudis previs la metodologia 

proposada permet la quantificació de dos metabòlits addicionals del DEHP 

(5cx-MEPP i 2cx-MMHP) (Solymos et al, 2011a; Solymos et al, 2011b). 

 

3.2 Material i mètodes 

3.2.1 Material i reactius 

Els disolvents i reactius que es van utilitzar van ser: 

Acetat d’etil i acetonitril de qualitat HPLC (Merck, Darmstadt, Germany), 

àcid fòrmic de qualitat CL/EM (Merck, Darmstadt, Germany) i ß-

glucuronidasa (Escherichia coli) (Roche Biomedical, Mannheim, Germany). 

L’aigua Milli-Q es va obtenir a partir d’un sistema Milli-Q de purificació 

(Millipore Ibérica; Barcelona, Spain). 

 

3.2.2 Substàncies de referència 

Les substàncies de referència utilitzades van ser MEHP, MEHHP, MEOHP, 

5cx-MEPP, 2cx-MMHP i els seus anàlegs marcats amb 13C  MEHP13C4, 

MEOHP13C4 i 5cx-MEPP13C4 (posicions 1 i 2 de l’anell 13C2, i dicarboxil 
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13C2), que es van utilitzar com estàndards interns (ISTD).  Tots ells es van 

obtenir de Cambridge Isotope Laboratories, Inc (Andover, MA, USA).   

 

3.2.3 Preparació de les solucions 

Les dissolucions comercials dels metabòlits del DEHP i els seus anàlegs 

marcats utilitzats com ISTD tenien una concentració de 100 µg/ml i estaven 

preparades en acetonitril. Les solucions de treball de 10 i 1 µg/ml es van 

preparar a partir de dilucions amb acetonitril de les dissolucions comercials. 

Totes les solucions es van emmagatzemar a -20ºC.  

 

3.2.4 Preparació de la mostra 

Per l’anàlisi es van utilitzar alíquotes d’1 ml d’orina. Sobre 1 ml d’orina es van 

afegir els estàndards marcats MEHP13C4, MEOHP13C4 i 5cx-MEPP13C4  a 

una concentració equivalent de 50 ng/ml de cada un d’ells. El pH es va 

ajustar a 6.5 amb un tampó d’acetat amònic (250 µl) i després es van afegir 

30 µl de β-glucuronidasa de Escherichia coli. Les mostres es van incubar a 55 

ºC durant 60 minuts. Després de la hidròlisi enzimàtica, les mostres es van 

acidificar amb tampó fosfat de pH 2 (2 ml). L’extracció es va dur a terme 

amb 8 ml d’acetat d’etil i un basculador automàtic a 40 rpm durant 20 

minuts. Després de centrifugar les mostres (3500 rpm, 5 min) la fase 

orgànica es va separar i es va evaporar a sequedat sota corrent de nitrogen en 

un bany d’aigua a 40ºC. Els extractes es van reconstituir amb 200 µl d’una 

mescla d’aigua i acetonitril (80:20, v|v, 0.01% acid fòrmic). Finalment, les 

alíquotes de 5 µl es van analitzar per cromatografia de líquids d’ultra precisió 

acoblada a espectrometria de masses en tàndem (UPLC-EM/EM).  
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3.2.5 Anàlisi instrumental

La separació cromatogràfica va tenir lloc en un sistema cromatogràfic Waters 

Acquity UPLCTM amb una columna Acquity BEH C18 (100 mm x 2.1 mm 

i.d., 1.7 µm de tamany de partícula) (Waters Corporation, Milford, MA) 

termostatitzada a 45ºC. La fase mòbil consistia en aigua desionitzada amb 

0.01% d’àcid fòrmic (solvent A) i acetonitril amb 0.01% d’àcid fòrmic 

(solvent B). La separació es va fer a un flux constant de 0.6 ml/min i 

utilitzant la següent elució per gradient: de 0 a 3 min, 20%B; increment lineal 

a 50%B en 2 min; increment lineal a 95%B en 1 min; 95%B durant 2 min, 

disminució a 20%B en 0.2 min i estabilització a les condicions inicials durant 

3 min.  La duració total de la injecció i del gradient cromatogràfic va ser de 

9.5 minuts i el volum de mostra injectat de 5 µl. 

L’instrument UPLC estava acoblat a un espectròmetre de masses de triple 

quadrupol, Quattro Premier XE (Micromass, Waters Corp.), amb una font 

d’ionització per electrosprai (Z-spray) que treballava en mode d’ionització 

negatiu o positiu. Les condicions de la font van ser les següents: voltatge de 

capilar, 3 i 2,5 kV pel mode d’ionització positiu i negatiu, respectivament; 

temperatura de la font, 120ºC; temperatura de desolvatació, 450ºC; flux del 

gas de conus, 50 l/h i flux del gas de desolvatació 1200 l/h. Es va utilitzar 

gas nitrogen d’alta puresa com a gas de desolvatació i l’argó com a gas de 

col�lisió. Els paràmetres de treball de la ionització per electrosprai (mode 

d’ionització, ions precursor i producte, voltatge de conus i energies de 

col�lisió) es van optimitzar per cada compost amb la infusió individual de les 

solucions dels compostos (10 µg/ml) a l’espectròmetre de masses a 10 

µl/min amb fase mòbil (50:50, A:B). El voltatge de conus es va optimitzar 

per obtenir la màxima senyal de l’ió precursor i l’energia de col�lisió es va 

ajustar per maximitzar la senyal de ió producte més abundant per cada 

compost. La detecció i la quantificació es va fer en MRM  (multiple reaction 

monitoring mode). Les condicions de MRM estan descrites en la taula 3.1. 
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Es van monitoritzar dues transcisions específiques per cada analit. 

L’adquisició de les dades es va fer en dos grups d’adquisició amb dwell times 

de 50 ms,  interchannel delays de 5 ms i interscan times de 20 ms.  Totes les 

dades es van adquirir i processar amb el software MassLynx 4.1 (Waters 

Corporation, Milford, MA).    

 

3.2.6 Validació del mètode 

Es van avaluar els següents paràmetres: linealitat, límit de detecció (LD), límit 

de quantificació (LQ), rendiments d’extracció (RE), efecte matriu, precisió 

intraassaig i inter. 

Degut a la presència ubiqua dels metabòlits del DEHP en les orines de la 

població geneal, la linealitat del mètode i els LD i LQ es van avaluar utilitzant 

corbes de calibració preparades en orina artificial. Per la resta dels assajos de 

validació, les corbes de calibració es van preparar a partir d’orines de 

subjectes sans amb concentracions baixes dels metabòlits del DEHP diluïdes 

en aigua. L’orina artificial es va preparar d’acord amb el protocol descrit per 

Brooks et al (Brooks et al, 1997): 0.1g d’àcid làctic, 0.4g d’àcid cítric, 2.1g de 

bicarbonat sòdic, 10g d’urea, 0.07g d’àcid úric, 0.8g de creatinina, 0.37g de 

clorur càlcic�2H2O, 5.2g de clorur sòdic, 0.0012g de sulfat de ferro II�7H2O, 

0.49g de sulfat de magnesi�7H2O, 3.2g de sulfat de sodi�10H2O, 0.95g de 

dihidrogen fosfat de potasi, 1.2g d’hidrogen fosfat de di-potasi i 1.3g de 

clorur d’amoni es van disoldre en 1l d’aigua ultrapura. 

Es van estudiar sis nivells de calibració: 0, 5, 10, 50, 100 i 400 ng/ml. Per al 

primer assaig de validació cada nivell de calibració es va preparar per 

quadriplicat. Les ratios entre les àrees del pic dels analits i les dels ISTD es 

van representar front les concentracions. El ISTD usat per a la quantificació 

de MEHP va ser el MEHP13C4, el MEOHP13C4 es va utilitzar per a la 
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quantificació de MEHHP i MEOHP i el 5cx-MEPP13C4 per a la quantificació 

de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP. El test de Dixon (α=5%) es va aplicar per 

detectar valors aberrants entre els replicats de les ratios d’àrees a cada nivell 

de concentració.  Per comprovar si es complia el criteri de constància de la 

variança al llarg de l’interval de calibració (homo/heteroscedasticitat) es va 

aplicar el test de Levene (α=5%). El test F (α=5%) es va aplicar per 

demostrar la fiabilitat en l’ajust del model lineal. Les corbes de calibració i els 

seus coeficients de determinació es van calcular a partir d’aplicar anàlisis per 

regressió lineal ponderat per la inversa de la concentració. 

El LD i el LQ  es van definir com a 3.3 i 10 cops el valor de la desviació 

estàndard del soroll, respectivament. Com a mesura del soroll es va utilitzar 

la desviació estàndard dels valors de concentració estimats d’una mostra 

carregada a 1 ng/ml de cada analit (n=4).  

El rendiment d’extracció es va calcular amb l’anàlisi de tres replicats de 

mostres blanques carregades a 50 ng/ml de tots els compostos i tres replicats 

de mostres blanques carregades a la mateixa concentració però en les que els 

patrons es van afegir un cop realitzada l’extracció (senyal corresponent al 

100% d’extracció). El rendiment d’extracció es va calcular per comparació de 

les ratios (àrea analit respecte àrea ISTD) obtingudes en les mostres 

carregades abans de l’extracció respecte el promig de les ratios de les mostres 

corresponents al 100% d’extracció.  

L’efecte matriu es va haver de calcular per addicions estàndards degut a la 

impossibilitat d’obtenir una mostra completament lliure de tots els 

metabòlits. Es van calcular les concentracions dels analits en mostres d’orina 

(n=7) per calibració externa i per addició estàndard. Per a la calibració 

externa la corba de calibració es va fer en orina artificial. Es van preparar 

cinc nivells de concentració per duplicat: 0, 5, 10, 50 i 100 ng/ml. Les 

addicions estàndard es van dur a terme en cada mostra amb l’addició de 

quatre nivells de concentració i per duplicat (0, 5, 10 i 50 ng/ml). Finalment, 
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l’efecte matriu es va calcular per cada analit com la ratio entre el valor de 

concentració obtingut per calibració externa i l’obtingut per addicions 

estàndard.

Les precisions intraassaig i inter es van estimar utilitzant  dues mostres de 

control de qualitat amb concentracions baixes i altes dels metabòlits del 

DEHP; respectivament. Les mostres de control de qualitat corresponien a 

mostres actuals obtingudes a partir de subjectes moderadament exposats a 

DEHP (control inferior, rang de concentracions 14-45 ng/ml pels diferents 

metabòlits)  i pacients sotmesos a una transfusió de sang altament exposats a 

DEHP (control superior, rang de concentracions 54-278 ng/ml pels 

diferents metabòlits).  Aquestes mostres es van obtenir del protocol clínic 

2006/2456/1 aprovat pel comité mèdic CEIC-IMAS (IMIM-Hospital del 

Mar, Barcelona, Espanya). La precisió intraassaig es va calcular amb l’anàlisi 

de tres replicats de les dues mostres control el mateix dia. La precisió 

interassaig es va calcular després de l’anàlisi d’aquestes dues mostres en onze 

dies d’assaig diferents. La precisió es va expressar com la desviació estàndard 

relativa de les concentracions calculades (%RSD). 

 

3.3 Resultats i discussió 

S’han estudiat diferents protocols de preparació de mostra i de condicions de 

detecció per l’anàlisi dels metabòlits del DEHP en orina en base a les dades 

de publicacions anteriors (Blount et al 2000; Koch et al, 2003b; Kato et al 

2005; Preuss et al, 2005; Silva et al, 2007).  Es va seleccionar una preparació 

de la mostra basada en l’extracció líquid líquid a pH 2 per a la quantificació 

dels metabòlits del DEHP en orina. Es va requerir d’una etapa d’hidròlisi  

amb β-glucuronidasa de Escherichia coli per trencar els metabòlits conjugats 

amb l’àcid glucurònic. Altres tipus d’enzims com la β-glucuronidasa 

procedent de Helix pomatia no eren adequats degut a la seva activitat 
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hidrolítica per convertir els ftalats al seu monoèster (Blount et al, 2000). 

L’extracció es va fer a pH 2 per obtenir els compostos protonats i 

posteriorment l’anàlisi es va fer per UPLC-MS/MS. 

Pel que fa a les condicions d’optimització de LC-MS/MS es van estudiar 

diferents fases mòbils que contenien, aigua, acetonitril o metanol acidificat 

amb àcid fòrmic o acètic. Les diferents fases mòbils es van avaluar tenint 

present el comportament cromatogràfic dels analits i la senyal en ESI. Es van 

obtenir millors resultats si s’utilitzava aigua i acetonitril acidificats amb àcid 

fòrmic. La separació cromatogràfica es va assolir en un total de 10 minuts i 

els analits van eluir entre els 4.83 i els 6.11 minuts (taula 3.1).  

Taula 3.1  Temps de retenció (TR) i condicions d’adquisició MRM. Les transcisions 

utilitzades per a la quantificació estan subratllades. 

 

VCd ECe

(V) (eV)
MEHP 278.15 6.11 pos 15 15, 5 279>149, 279>167

pos 10 10 293>127
neg 30 15 291>143

MEHHP 294.15 4.94 pos 12 7, 7 295>167, 295>129
5cx-MEPP 308.13 4.83 pos 10 5, 5 309>143, 309>161
2cx-MMHP 308.13 5.09 pos 10 5, 5 309>143, 309>161
MEHP 13C4 282.15 6.11 pos 15 10, 10 283>153, 283>171

MEOHP 13C4 296.13 5.01 pos 10 5, 10 297>127, 297>109
5cx-MEPP 13C4 312.13 4.83 pos 10 5, 5 313>143, 313>161

aMM, massa  monoisotòpica; bTR, temps de retenció; cESI, ionització per electrosprai: pos, positiva;

 neg, negativa; dVC, voltatge de conus; eEC, energia de col�lisió.

MEOHP

Transicions (m/z)Metabòlit MMa TRb (min) Mode (ESI)c

5.01292.13

 

 

Els paràmetres de treball en la ionització per ESI es van optimitzar per cada 

metabòlit del DEHP. Es van provar els modes d’ionització en positiu i en 

negatiu. En les nostres condicions, es va seleccionar la ionització en mode 

positiu ja que proporcionava més senyal. Per tots els compostos es van 

obtenir els ions moleculars protonats [M+H]+ degut a la protonació del grup 

àcid carboxílic de la funció èster.  En cap cas es van observar ions adductes. 
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El voltatge de conus es va optimitzar per maximitzar la senyal de l’ió 

molecular protonat i les energies de col�lisió es van ajustar per optimitzar la 

senyal dels ions producte més abundants. Les condicions òptimes per cada 

metabòlit es presenten en la taula 3.1. L’espectre de masses dels ions 

productes per tots els metabòlits i els seus estàndards interns per una de les 

energies de col�lisió òptimes es presesenta en la figura 3.1. 
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Figura 3.1 Espectre de masses dels ions producte procedent dels ions moleculars 

protonats: MEHP (m/z 279), MEOHP (m/z 293), MEHHP (m/z 295), 5cx-MEPP 

(m/z 309), 2cx-MMHP (m/z 309), MEHP13C4 (m/z 283), MEOHP13C4 (m/z 297) i 

5cx-MEPP13C4 (m/z 313); (EC, energia de col�lisió). 
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Figura 3.1 cont. Espectre de masses dels ions producte procedent dels ions 

moleculars protonats: MEHP (m/z 279), MEOHP (m/z 293), MEHHP (m/z 295), 

5cx-MEPP (m/z 309), 2cx-MMHP (m/z 309), MEHP13C4 (m/z 283), MEOHP13C4 

(m/z 297) i 5cx-MEPP13C4 (m/z 313); (EC, energia de col�lisió). 

 

Els ions pseudomoleculars [M+H]+  dels metabòlits del DEHP presentaven 

un patró de fragmentació característic i dependent de l’energia de col�lisió. A 

energies de col�lisió baixes, es van observar els ions que procedien de 

pèrdues de molècules d’aigua (m/z 277 i 291, per al MEHHP i el 5cx-MEPP, 

respectivament). Per tots els compostos, excepte el MEOHP i el seu anàleg 

isotòpic marcat, es van observar els ions m/z 167 (àcid ftàlic protonat) i m/z 

149 (anhídrid ftàlic protonat). En els anàlegs marcats isotòpicament es van 

observar els ions equivalents a m/z 171 i 153, respectivament. Per a tots els 

compostos es van observar els ions procedents de la protonació de la cadena 

lateral: m/z 113 per al MEHP i el MEHP 13C4, m/z 127 per al MEOHP i el 

MEOHP 13C4, m/z 129 per al MEHHP i m/z 143 per al 5cx-MEPP, el 2cx-

MMHP i el 5cx-MEPP 13C4. En la majoria de casos també es van obtenir els 

ions procedents de la pèrdua d’una molècula d’aigua de la cadena lateral (ions 

a m/z 109 per al MEOHP i el MEOHP 13C4; m/z 111 per al MEHHP i m/z 
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125 per al 5cx-MEPP, el 2cx- MMHP i el 5cx-MEPP 13C4). Pels compostos 

que contenen un grup àcid carboxílic addicional en la cadena lateral (5cx-

MEPP, 2cx-MMHP i 5cx-MEPP 13C4) es va observar l’ió m/z 161 que es pot 

explicar per la protonació d’aquest grup àcid i que conté només la cadena 

lateral. En  la taula 3.1 s’indiquen els ions utilitzats per a la quantificació.  

En la figura 3.2 es mostren exemples de cromatogrames de mostres d’orines 

de subjectes moderadament i altament exposats a DEHP (control de qualitat 

inferior i superior, respectivament). Tal i com es pot observar, existeix una 

gran diferència en les intensitats de les senyals dels metabòlits entre les dues 

mostres.
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Figura 3.2 Cromatogrames de les transcisions seleccionades pels metabòlits del 

DEHP i els ISTD. Esquerra, control de qualitat inferior; dreta, control de qualitat 

superior. 
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Figura 3.2 cont. Cromatogrames de les transcisions seleccionades pels metabòlits 

del DEHP i els ISTD. Esquerra, control de qualitat inferior; dreta, control de 

qualitat superior. 

 

El mètode desenvolupat és linear en el rang de concentracions estudiat. Els 

coeficients de determinació van ser sempre majors de 0.99. El test F per 

comparar variances no va resultar significatiu, fet que va indicar un correcte 

ajust de les dades amb el model lineal al llarg de tot el rang de calibració. Els 

rendiments d’extracció (RE) i els límits de quantificació  (LQ) i de detecció 

(LD) estan descrits a la taula 3.2. Els RE van ser majors del 90% per tots els 

metabòlits, els límits de detecció van ser inferiors a 1 ng/ml i els LQ estaven 

compresos entre els 1.2 i els 2.6 ng/ml. 
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Taula 3.2. Dades de validació: Rendiments d’extracció calculats a 50 ng/ml i límits 

de detecció i quantificació pels diferents metabòlits del DEHP. 

 

Metabòlit RE (%), promig ± SD (ng/ml) LD (ng/ml) LQ (ng/ml)

MEHP 97.1 ± 3.3 0.9 2.6
MEHHP 102.0 ± 1.1 0.6 1.9
MEOHP 94.8 ± 1.2 0.4 1.2
5cx-MEPP 93.8 ± 0.5 0.8 2.4
2cx-MMHP 90.2 ± 5.1 0.6 1.8
RE: rendiment d’extracció; SD: desviació estàndard;
LD: límit de detecció;
LQ: límit de quantificació.

 

Pel que fa a la especificitat del mètode, no van aparéixer pics als temps de 

retenció dels analits ni dels ISTD després de l’anàlisi de mostres d’orina 

artificial, de manera que els reactius no originaven contaminació addicional.  

En mostres d’orina reals, degut a l’exposició ubiqua al DEHP, es van 

detectar nivells baixos dels analits en la gran majoria de mostres. 

Les precisions intraassaig i inter obtingudes per les mostres de control de 

qualitat, control inferior i control superior, es mostren a la taula 3.3. La 

precisió intraassaig va ser millor del 8%, mentres que la precisió interassaig 

va ser millor del 12%. Les dades indiquen que el mètode proporciona una 

adequada precisió a l’hora de quantificar els cinc metabòlits de DEHP en 

mostres d’orina. 
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Taula 3.3. Resultats de validació: precisió intraassaig i inter per les mostres de 

control de qualitat (CI i CS). 

 

 

L’efecte  matriu no va ser significatiu per al MEHP,  el 5cx-MEPP i el 2cx-

MMHP. Per al MEHHP i el MEOHP, les relacions entre les concentracions 

calculades amb la calibració externa i amb les addicions estàndard van ser de 

1.2 i 1.6, respectivament, amb una desviació estàndard per a tots dos 

metabòlits del 20% (n=7 mostres); fet que indica un increment de la 

concentració per efecte matriu, sobretot per al MEOHP.  La desviació 

estàndard obtinguda indica que aquest efecte és reproduïble entre les 

diferents mostres d’orina. Amb la finalitat de corregir l’efecte matriu es van 

usar estàndards interns marcats isotòpicament.  

El mètode analític desenvolupat i validat és sensible i permet la detecció de 

concentracions baixes dels cinc metabòlits principals del DEHP en orina, tot 

i utilitzar un protocol d’extracció de la mostra més senzill que els descrits a la 

literatura per aquest tipus d’aplicacions (Kato et al, 2004; Silva et al, 2006b; 

Itoh et al, 2007). En aquest sentit, el límit de detecció obtingut per tots els 

metabòlits és inferior a 1 ng/ml i coincideix amb el d’altres treballs en els que 

fan servir extracció en fase sòlida. A més a més,  el volum de mostra 

Conc estimada Conc estimada
(promig ± SD) 

(ng/ml)
(promig ± SD) 

(ng/ml)
CI 14.9 ± 0.8 5.6 15.3 ± 1.1 6.9
CS 131.2 ± 3.5 2.7 129.0 ± 2.7 2.1
CI 35.4 ± 1.6 4.6 36.0 ± 3.6 10.0
CS 148.4 ± 1.3 0.9 137.8 ± 12.4 9.0
CI 29.2 ± 1.9 6.6 27.8 ± 1.3 4.5
CS 159.0 ± 6.6 4.2 150.3 ± 4.4 2.9
CI 44.9 ± 2.2 5.0 44.2 ± 1.8 4.0
CS 277.5 ± 8.1 2.9 272.5 ± 6.4 2.4
CI 18.4 ± 1.5 8.0 18.5 ± 2.2 12.0
CS 57.0 ± 0.8 1.4 53.5 ± 5.3 9.8

CI: control inferior�; CS: control superior; Conc: concentració;
SD: desviació estàndard; RSD: desviació estàndard relativa.

2cx-MMHP

Precisió intraassaig (N=3)

MEHP

MEHHP

MEOHP

5cx-MEPP

Precisió interassaig (N=11)

Metabòlit Nivell Precisió (RSD%) Precisió (RSD%)
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necessari per l’anàlisi és baix i els temps d’anàlisi són curts, donat que s’usa la 

cromatografia d’ultra precisió UPLC. Per altra banda, el mètode 

desenvolupat utilitza la ionització per electrosprai en mode positiu, que 

també proporciona una sensibilitat adient per obtenir límits de detecció 

baixos. Per garantir la formació dels ions moleculars protonats en la 

ionització en mode positiu va ser necessària l’addició d’àcid fòrmic tan a la 

fase aquosa com al modificador orgànic; generalment la ionització en mode 

negatiu no necessita un pH baix i per tan és l’àcid acètic l’additiu més 

comunment emprat en aquests casos (Silva et al, 2004).    

 

3.4 Conclusions

El mètode proposat és efectiu, precís i utilitza un protocol de preparació de 

la mostra senzill, a més de temps d’anàlisi curts. Així doncs, pot ser adient 

per ser aplicat  a les mostres d’orina en els laboratoris de control antidopatge 

com una tècnica de cribatge per sospitar de la pràctica de transfusions de 

sang. La viabilitat del mètode desenvolupat també el fa òptim per ser aplicat 

en estudis epidemiològics d’avaluació de l’exposició i de toxicitat del DEHP 

en els que el número de mostres analitzades acostuma a ser molt elevat.
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5.2.1 Introducció 

Els diferents metabòlits del DEHP s’utilitzen per avaluar l’exposició de la 

població a aquest plastificant. Els metabòlits MEHP, MEHHP i MEOHP 

van ser els primers en utilitzar-se com a marcadors. Posteriorment, es va 

demostrar que les concentracions dels metabòlits més oxidats 5cx-MEPP i 

2cx-MMHP també eren indicatives del grau d’exposició (Preuss et al, 2005; 

Koch et al, 2009; Lorber et al, 2010).  

L’objectiu d’aquest capítol és estudiar els nivells de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP 

en voluntaris sans dies abans i després que hagin rebut una transfusió de 

sang autòloga.  

 

5.2.2 Material i mètodes 

5.2.2.1 Material i reactius  

Els reactius i  les substàncies de referència utilitzades estan descrites en 

l’apartat de material i mètodes del capítol 3. 

 

5.2.2.2 Mostres analitzades 

Les mostres d’orina analitzades estan descrites en l’apartat de material i 

mètodes del capítol 5.1. 

 

5.2.2.3 Preparació de la mostra 

El procediment seguit per a la preparació de la mostra es detalla en l’apartat 

3.2.4 del capítol 3.  
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5.2.2.4 Anàlisi instrumental 

Les condicions d’anàlisi instrumental es descriuen en el capítol 3.  

 

5.2.2.5 Càlculs i anàlisi estadístic 

Les anàlisis estadístiques aplicades es detallen en l’apartat de material i 

mètodes del capítol 5.1.  

 

5.2.3 Resultats i discussió 

Les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP es presenten en les taules 

5.2.1 i 5.2.2. En elles s’indiquen els percentils de distribució 10, 25, 50, 75 i 90 

juntament amb el valor màxim. Les concentracions corresponents a les 

mostres recollides al voltant del dia de l’extracció de sang es presenten en la 

primera taula. En la segona, es mostren les concentracions obtingudes el dia 

de la transfusió i també dies abans i posteriors a aquest. 

La mediana de les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP dies abans i 

després de la flebotomia oscil�la entre 8.7 i 20.6 ng/ml i 8.8 i 13.4 ng/ml, 

respectivament. Aquests valors són molt propers als valors de la mediana de 

13.4 i 10.3 ng/ml de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP respectivament, corresponents 

a les mostres després de 21 dies de la transfusió de la sang (dia 21 en la taula 

5.2.2, es considera el dia més lliure de contaminació per DEHP deguda a la 

transfusió). Així, el procés de flebotomia, tal i com també es va observar pels 

metabòlits MEHP, MEHHP i MEOHP, no ocasiona variacions significatives 

de les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP.  

La distribució de les concentracions el dia de la transfusió s’indica en el dia 0 

de la taula 5.2.2. Els nivells obtinguts per aquests dos metabòlits aquest dia 

són molt elevats i el percentil 90 se situa a 2415.1 i 509.4 ng/ml de           
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5cx-MEPP i 2cx-MMHP, respectivament. Les concentracions continuen 

elevades un dia després de la transfusió i lleugerament elevades dos dies 

després, especialment pel 2cx-MMHP (dies 1 i 2 a la taula 5.2.2). A diferència 

del que s’observa sobretot pel MEHP, MEHHP i MEOHP, els nivells de 

2cx-MMHP el dia després de la transfusió són molt elevats i gairebé del 

mateix ordre als del mateix dia de la transfusió (mediana de concentracions 

137.4 i 143.6 ng/ml el dia de la transfusió i un dia després, respectivament), 

fet estrictament relacionat amb què la vida mitjana del 2cx-MMHP és la més 

llarga de tots cinc metabòlits. 

Taula 5.2.1 Distribució de concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP ajustades per 

gravetat específica dies abans i després de la flebotomia (des de 4 dies abans fins 

entre 1 i 21 dies després). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dies al voltant
flebotomia percentil 10 percentil 25 percentil 50 percentil 75 percentil 90

-4 13 7.0 15.5 19.0 21.4 32.8 37.0
1 24 2.5 3.0 8.7 17.2 37.9 120.8
7 22 5.3 10.1 13.2 17.3 23.3 38.7
14 13 6.9 13.0 20.6 35.9 51.2 58.2
21 13 9.7 15.1 18.9 27.1 34.2 34.5
-4 13 5.2 7.4 13.2 16.8 23.3 27.2
1 24 5.5 11.7 13.4 17.9 41.1 166.5
7 22 2.9 5.2 8.8 11.0 20.6 40.7
14 13 9.6 10.7 12.1 17.5 46.0 53.4
21 13 7.3 9.7 12.6 16.0 24.4 26.2

5cx-MEPP

2cx-MMHP

Metabòlit n
Concentració (ng/ml)

Màx
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Taula 5.2.2 Distribució de concentracions ajustades per gravetat específica de      

5cx-MEPP i 2cx-MMHP dies abans i després de la transfusió de sang (dia 0 

correspon a la transfusió). 

 

 

El perfil de concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP per tots els 

voluntaris (n=25) al llarg dels dies abans i després de la reinfusió dels 

eritròcits es mostra en les figures 5.2.1a i 5.2.1b (dia 0 correspon a la 

transfusió). 

 

Dies al voltant
reinfusió percentil 10 percentil 25 percentil 50 percentil 75 percentil 90

-7 23 4.2 10.4 16.7 22.8 34.2 38.7
-1 24 5.4 9.4 12.7 28.6 37.3 68.1
0 25 231.9 539.4 1035.6 1797.4 2415.1 3231.8
1 25 33.1 52.5 98.1 116.5 152.7 172.5
2 25 9.6 15.9 27.6 43.1 63.7 73.8
3 25 6.5 9.9 19.1 24.3 34.3 41.6
5 24 7.4 10.4 16.4 27.6 39.5 52.1
7 25 4.4 10.4 14.5 16.9 23.0 43.2
10 24 5.0 12.2 14.9 26.5 35.0 55.2
14 24 4.8 9.4 16.2 20.6 24.1 66.7
21 25 6.6 11.1 13.4 16.5 36.5 67.9
-7 23 3.0 5.8 9.4 12.8 20.2 26.2
-1 24 1.9 6.2 12.8 18.9 32.0 34.9
0 25 45.6 81.4 137.4 278.6 509.4 595.9
1 25 71.0 88.9 143.6 194.2 235.7 246.8
2 25 11.7 24.5 34.5 53.3 67.8 80.3
3 25 3.4 8.6 17.5 33.2 41.0 52.5
5 24 3.9 6.5 14.2 22.2 33.4 54.0
7 25 2.1 4.8 11.0 15.2 28.1 48.3
10 24 3.1 7.7 12.3 19.0 30.9 54.7
14 24 4.2 8.0 11.4 17.3 23.9 32.3
21 25 3.2 6.9 10.3 19.1 29.3 39.3

Màx

5cx-MEPP

2cx-MMHP

Metabòlit n
Concentració (ng/ml)
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Figura 5.2.1a Perfil de concentracions de 5cx-MEPP ajustades per gravetat 

específica per tots els voluntaris (n=25; eix de concentracions ampliat en la figura 

inferior). 
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Figura 5.2.1b Perfil de concentracions de 2cx-MMHP ajustades per gravetat 

específica per tots els voluntaris (n=25; eix de concentracions ampliat en la figura 

inferior). 
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Durant el dia de la reinfusió s’observa clarament en els gràfics l’elevació de 

les concentracions dels respectius metabòlits. El dia després disminueixen les 

concentracions però encara són de l’ordre dels centenars de ng/ml, la 

mitjana és de 89.6 ng/ml pel 5cx-MEPP i de 142.8 ng/ml pel 2cx-MMHP. 

Per tal de comparar les concentracions dels dos metabòlits en les diferents 

situacions de l’estudi d’autotransfusió les mostres dels voluntaris es van 

agrupar en cinc grups: A, basal; B, dia després de la flebotomia; C, dia de la 

reinfusió; D, un dia després de la reinfusió; E, dos dies després de la 

reinfusió. En les Figures 5.2.2a i 5.2.2b queden representats aquests grups. 

S’observa principalment que pel 2cx-MMHP les concentracions dos dies 

després de la reinfusió continuen elevades i es poden diferenciar d’una 

situació basal.   
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Figura 5.2.2a Mitjana i error estàndard de les concentracions ajustades per gravetat 

específica de 5cx-MEPP en cinc situacions diferents (eix de concentracions ampliat 

en la figura inferior). 
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Figura 5.2.2b Mitjana i error estàndard de les concentracions ajustades per gravetat 

específica de 2cx-MMHP en cinc situacions diferents (eix de concentracions ampliat 

en la figura inferior). 
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El disseny de l’estudi va permetre que a una part dels voluntaris se’ls 

transfongués sang que havia estat emmagatzemada durant 14 dies (grup 1, 

n=12) i a l’altra part després de 28 dies (grup 2, n=13). En la figura 5.2.3 es 

presenta la mitjana de concentracions dels dos metabòlits pels dos grups de 

voluntaris el dia de la reinfusió. S’observa que la mitjana de concentracions 

és lleugerament més elevada en el cas dels subjectes que havien rebut sang 

conservada durant 28 dies, però les diferències no van resultar 

estadísticament significatives. 

 

 

Figura 5.2.3 Mitjana i error estàndard de les concentracions ajustades per gravetat 

específica obtingudes el dia de la reinfusió (Grup 1, 14 dies, n=12; Grup 2, 28 dies, 

n=13).  

 

Les correlacions entre els logaritmes de les concentracions de MEHHP i 

5cx-MEPP es mostren en la figura 5.2.4, el coeficient de correlació de 

Pearson que es va obtenir va ser de 0.919 (no es van considerar per l’anàlisi 
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tipus de correlacions ha estat descrit per diferents grups i el situen a 0.91 

quan es tracta de MEHHP i 5cx-MEPP (Silva et al, 2006b; Frederiksen et al, 

2010). 

 

 

Figura 5.2.4 Correlació entre MEHHP i 5cx-MEPP. 
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tal d’evitar que les variacions en les concentracions estiguessin originades per 

la transfusió (no s’inclouen dades entre el dia de la reinfusió i els cinc dies 

posteriors). Els valors es presenten a la taula 5.2.3. La mitjana dels coeficients 

de variació és de 43.5% per al 5cx-MEPP i 54.5% per al 2cx-MMHP. 
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MEHHP i el MEOHP descrits al capítol 5.1, que van estar compresos entre 

53.6% i 64.0%. 

Taula 5.2.3 Distribució individual de concentracions ajustades per gravetat 

específica de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP dies abans de la reinfusió. 

 

 

5.2.4 Conclusions 

Les concentracions obtingudes el dia de la reinfusió i dies després dels 

metabòlits 5cx-MEPP i 2cx-MMHP indiquen que aquests també poden ser 

utilitzats com a marcadors de l’ús de transfusions en l’esport. Un fet a 

destacar és que pel 2cx-MMHP les concentracions es mantenen 

significativament elevades un dia després de la reinfusió, degut a que té una 

Mitjana (ng/ml) CV (%) Rang (ng/ml) Mitjana (ng/ml) CV (%) Rang (ng/ml)

d 32.2 43.8 22.2-42.1 34.2 18.0 29.8-38.5
h 64.1 138.5 8.9-166.4 49.3 125.5 10.8-120.7
h 15.5 40.9 11.0-22.7 7.5 110.3 2.5-17.0
h 9.4 1.4 9.3-9.5 4.6 34.7 2.8-5.9
d 11.6 13.1 10.6-13.3 5.3 65.8 2.4-9.4
d 6.4 23.1 5.7-8.0 5.1 29.7 3.4-5.8
h 14.8 29.9 11.7-17.9 7.5 31.5 5.8-9.1
h 13.6 26.3 10.4-17.5 10.2 51.0 5.2-15.6
d 8.7 84.6 3.0-16.9 16.1 114.4 3.9-37.3
h 21.9 69.2 9.3-38.7 5.3 81.3 1.0-9.6
h 10.4 39.7 5.7-13.5 4.7 70.2 2.7-8.5
d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
d 26.2 72.0 9.9-58.2 20.8 80.4 8.3-53.4
h 14.0 46.9 3.0-33.8 14.0 46.9 2.5-17.0
h 13.7 13.6 13.0-16.8 8.3 26.3 5.0-10.9
h 19.7 41.8 11.9-33.9 10.1 42.9 2.0-14.3
d 22.2 51.4 7.9-40.7 22.2 51.4 8.5-34.8
d 16.2 40.7 11.8-34.7 16.2 40.7 9.5-27.2
h 26.9 29.5 17.6-37.0 17.4 52.4 5.7-28.0
d 8.1 67.5 0.7-20.8 8.1 67.5 1.6-15.9
h 21.8 48.8 8.4-35.0 21.8 48.8 10.9-40.7
d 13.1 14.0 12.1-29.0 13.1 14.0 11.2-16.3
h 18.3 55.3 12.0-68.1 18.3 55.3 7.8-35.0
h 23.1 37.3 15.2-27.6 10.2 23.1 7.0-13.4
h 19.1 14.6 15.9-23.0 9.7 26.4 6.5-13.3

Mitjana CV (%) 43.5 54.5
95% IC (%) 32.1-57.2 41.9-67.9

h= home, d= dona, CV= Coeficient de variació, IC= Interval de confiança, n.d= no disponible

2

2cx-MMHP5cx-MEPP
Grup Sexe

1
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vida mitjana més llarga que els altres metabòlits (Koch et al, 2005; Koch et al, 

2006; Frederiksen et al, 2007). En aquest sentit, el 2cx-MMHP sembla tenir 

una finestra de detecció més amplia després de la transfusió i per tant, pot 

ser un marcador que faci sospitar l’ús d’una transfusió en un interval de 

temps més llarg al que ho farien els altres quatre metabòlits proposats al llarg 

del treball. 

Les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP obtingudes els dies més 

allunyats de la transfusió  són equivalents als descrits en població general per 

altres grups d’investigació; la mediana de les concentracions dels diferents 

estudis se situa entre els 11.5 i els 85.5 ng/ml pel 5cx-MEPP i els 5.8 i 36.6 

ng/ml pel 2cx-MMHP (Silva et al, 2006a; Silva et al, 2006b; Göen et al, 2011; 

Kasper et al, 2012).  

Pel que fa a la influència del temps d’emmagatzematge i les concentracions 

detectades en orina, sembla indicar que aquestes són més altes quan el temps 

d’emmagatzematge dels eritròcits és més alt degut a que la lliberació del 

DEHP cap a la bossa incrementa amb el temps (Inoue et al, 2005). 

S’ha comprovat que existeix un grau de variabilitat en les concentracions de 

5cx-MEPP i 2cx-MMHP per un mateix individu al llarg de diferents dies. Els  

coeficients de variació de les concentracions per aquests dos metabòlits són 

molt similars als ja obtinguts pels altres metabòlits. Si bé les concentracions 

de la població general en orina se situen a nivells baixos per aquests dos 

metabòlits, tampoc es pot descartar que un mateix subjecte pugui originar 

puntualment una excreció en orina de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP més elevada 

sense causes definides.  
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6.1 Introducció 

El di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) està considerat com un contaminant 

ambiental degut a que està present en molts productes quotidians a més, 

també forma part de productes utilitzats en algunes aplicacions específiques 

com per exemple, les bosses emprades en les transfusions de sang. En 

aquesta última aplicació i d’acord amb els resultats presentats  en els capítols 

4 i 5, les concentracions dels metabòlits de DEHP en orina s’eleven 

significativament després de rebre una transfusió.  

La possible utilització dels metabòlits de DEHP com a marcadors de l’ús de 

transfusions en l’esport fa necessària la definició del rang de concentracions 

normal d’aquests metabòlits en orina de la població general. A la literatura 

estan publicats els nivells de concentració dels metabòlits en varies tipus de 

cohorts donada la importància del DEHP sobre la salut, però és important 

que es generin el major número de dades possibles (Preuss et al, 2005; 

Wittassek et al, 2007; Göen et al, 2011). Recentment, Solymos i els seus 

col�laboradors han descrit les concentracions d’alguns d’aquests metabòlits 

en un grup control i també en un grup d’esportistes (Solymos et al, 2011a). 

També serà necessari l’establiment de límits de referència per cada metabòlit, 

que permetin decidir si una mostra té concentracions anormalment elevades 

dels metabòlits que podrien ser indicació de l’ús d’una transfusió.  

En aquest capítol es descriuen les concentracions dels cinc metabòlits de 

DEHP obtingudes en mostres procedents de població general i en mostres 

d’esportistes de diferents disciplines, amb la finalitat de definir els rangs 

basals dels metabòlits i els valors límits de referència esmentats. 
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6.2 Material i mètodes 

6.2.1 Material i reactius 

Els reactius i  les substàncies de referència utilitzades estan descrites en 

l’apartat de material i mètodes del capítol 3. 

 

6.2.2 Mostres analitzades 

Es van quantificar els metabòlits de DEHP en orines de dos tipus de 

poblacions. La primera incloïa 30 voluntaris sans que reflectien l’exposició 

comú per DEHP (grup control). Aquests voluntaris no havien rebut cap 

transfusió de sang ni cap tractament mèdic que impliqués equipament de 

plàstic. Els voluntaris van ser seleccionats per la Unitat de Recerca Clínica de 

l’IMIM-Hospital de Mar d’acord amb el protocol clínic aprovat pel comité 

mèdic CEIC-IMAS (IMIM-Hospital del Mar, Barcelona, Espanya, protocol 

2006/2456/1). La mitjana d’edat era de 23.67 ± 2.34 anys (rang: 21-31 anys) 

i la distribució per sexe era de 50% homes i 50% dones. Es van recollir 

mostres d’orina de 24 hores que es van emmagatzemar en tubs de polipropilè  

a -20ºC.   

El segon grup en el que es van quantificar els metabòlits del DEHP 

corresponia a esportistes. Es van analitzar un total de 464 mostres d’orina de 

controls antidopatge oficials (principalment de natació, ciclisme i atletisme). 

En aquest cas, es van recollir orines puntuals en ampolles de vidre, que van 

quedar emmagatzemades a -20ºC fins a l’anàlisi.  
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6.2.3 Preparació de la mostra  

El procediment seguit per a la preparació de la mostra es detalla en l’apartat 

3.2.4 del capítol 3.  

 

6.2.4 Anàlisi instrumental 

Les condicions d’anàlisi instrumental s’assenyalen en l’apartat 3.2.5 del 

capítol 3.  

 

6.2.5 Càlculs i anàlisi estadístic 

Tots els resultats de concentració van ser corregits per gravetat específica 

utilitzant la següent fórmula: 

Concentració ajustada = Concentració � [(1.020 – 1) / (gravetat específica de 

la mostra – 1)] 

Aquesta correcció matemàtica per gravetat específica s’usa en les anàlisis de 

control antidopatge per molts analits (WADA, 2004). El tractament estadístic 

de les dades es va fer amb les concentracions transformades en logaritme i 

amb el software SPSS 12.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). El programa RefVal 

(RefVal 4.11, Oslo, Norway) es va fer servir per a la determinació dels límits 

superiors de referència (LR) i la detecció de valors extrems. Es va calcular el 

fractil 99.9% dels límits de referència per estimacions paramètriques 

(Solberg, 1995).  
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6.3 Resultats i discussió 

6.3.1 Concentracions en orina de diferents tipus de 

poblacions 

L’ús de les transfusions de sang produeix un augment en les concentracions 

dels metabòlits del DEHP en orina (veure capítols 4 i 5). Per altra banda, el 

DEHP està present arreu i la població general hi està constantment 

exposada. Per tal de tenir un criteri per sospitar d’una exposició aguda al 

DEHP (per exemple, una transfusió de sang) és necessari definir el rang 

habitual de les concentracions dels metabòlits del DEHP. Per aquest motiu, 

es va quantificar els metabòlits del DEHP en diferents grups de poblacions. 

Tenint present les possibles diferències en les mostres d’orina degut al 

diferent estat de dilució d’aquestes, es va mesurar la gravetat específica de les 

mostres. Tots els resultats de concentració es van corregir per gravetat 

específica, tal i com és habitual en els laboratoris de control antidopatge per 

minimitzar les variacions entre mostres (WADA, 2004). Els resultats de les 

concentracions ajustades per gravetat específica de tots els metabòlits del 

DEHP pels diferents grups estudiats es mostren a la taula 6.1. A la taula 6.1 

es presenten els percentils de concentració 10, 25, 50, 75 i 90 de cada un dels 

metabòlits. 
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Taula 6.1. Distribució de concentracions corregides per gravetat específica dels 

metabòlits del DEHP en subjectes del grup control i en esportistes. 

 

Grup Metabòlit 10 25 50 75 90

MEHP 5.1 8.1 16.0 22.7 26.4
Control MEHHP 11.8 31.1 51.4 80.2 112.7

n=30 MEOHP 9.1 20.2 38.2 65.1 111.7
5cx-MEPP 17.4 33.2 55.0 109.2 143.1
2cx-MMHP 10.7 22.5 34.0 60.5 169.0
MEHP 2.5 3.5 5.5 9.4 15.3

Esportistes MEHHP 10.9 15.8 27.3 44.3 76.0
n=464 MEOHP 5.1 8.5 13.6 22.0 39.8

5cx-MEPP 12.3 18.8 28.4 46.7 81.8
2cx-MMHP 8.4 12.8 21.1 33.8 66.2

Concentració (ng/ml)

�Percentil

 
Els nivells observats en el grup control pels cinc metabòlits estan d’acord 

amb els primers estudis publicats (Preuss et al, 2005). Si bé, les 

concentracions són lleugerament més elevades a les publicades a la literatura 

els darrers anys, possiblement degut a que s’han analitzat mostres d’orina de 

24 hores (Barr et al, 2003; Fromme et al, 2007; Wittassek et al, 2007; 

Frederiksen et al, 2010). 

La distribució de les concentracions dels metabòlits del DEHP en les 

mostres dels esportistes també es presenta en la taula 6.1.  Els nivells 

observats pel grup d’esportistes per MEHP, MEHHP, MEOHP i 5cx-MEPP 

estan d’acord amb dades publicades (Fromme et al, 2007; Wittassek et al, 

2007; Frederiksen et al, 2010; Colacino et al, 2010; Solymos et al, 2011a). Pel 

2cx-MMHP la mediana de les concentracions és equivalent a la descrita per 

Guo i col�laboradors (Guo et al, 2011), però lleugerament més elevada que la 

reportada per altres grups (Fromme et al, 2007, Wittassek et al, 2007). Tal i 

com es va descriure en el capítol 4, les concentracions de tots els metabòlits 
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en els atletes són lleugerament més baixes a les del grup control. Aquesta 

diferència podria estar relacionada amb el procés de presa de mostra 

(mostres d’orina de 24 hores vs mostres puntuals). Es coneix que les 

concentracions dels metabòlits dels ftalats en mostres d’orina de primera 

hora del matí tendeixen a ser més elevades que les trobades en mostres 

recollides durant el dia (Frederiksen et al, 2011). Per aquesta raó, és d’esperar 

que les concentracions dels metabòlits a les mostres puntuals recollides 

durant el dia (esportistes) són menors a les recollides durant 24 hores 

(control).  

 

6.3.2 Límits de referència per als metabòlits del DEHP 

A partir de les concentracions trobades en mostres d’esportistes es van 

calcular els límits de referència (LR) per al MEHHP, el MEOHP, el 5cx-

MEPP i el 2cx-MMHP (taula 6.2). Aquestes concentracions de tall es van 

calcular amb un risc d’1 entre 1000 d’originar un resultat fals positiu (99.9% 

LR). Els LR es van establir a partir de les dades transformades en logaritme 

de les concentracions ajustades per gravetat específica dels diferents 

metabòlits del DEHP en les mostres dels esportistes (n=464). No es va 

poder proposar LR per al MEHP ja que la distribució de les seves dades no 

esdevenia Gaussiana fins i tot després d’aplicar una transformació 

logarítmica (Solberg, 1995). 
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Taula 6.2. Límits de referència (99.9% LR) proposats pels diferents metabòlits del 

DEHP en ng/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

Els LR proposats poden ser aplicats en les anàlisis d’orina de metabòlits del 

DEHP per distingir una exposició normal d’una exposició elevada que 

podria ser sospitosa d’un procediment de transfusió. El rang dels LR va ser 

de 158.5 a 338.8 ng/ml per un risc d’1:1000. 

El LR proposat per al MEOHP està d’acord amb el descrit per Solymos i 

col�laboradors (Solymos et al, 2011a), però el 99.9% LR proposat per al 

MEHHP en l’estudi previ (193.0 ng/ml) és menor que el valor obtingut amb 

les nostres dades. Aquesta diferència pot ser deguda a l’origen diferent de les 

mostres analitzades per ambdós grups. 

Els LR es van avaluar utilitzant les concentracions detectades en l’experiment 

de transfusió autòloga de sang en 25 voluntaris presentat en els capítols 5.1 i 

5.2. Les concentracions de MEOHP el dia de la reinfusió van ser més 

elevades que el 99.9% LR per tots els subjectes de l’estudi; per al MEHPP i 

el 5cx-MEPP, el 92% i el 88% de les mostres, respectivament, tenien 

concentracions més elevades que el 99.9% LR proposat; per al 2cx-MMHP el 

32% dels subjectes tenien concentracions més elevades que el 99.9% LR. Un  

dia després de la transfusió les concentracions de tots els metabòlits per tots 

els voluntaris eren menors que el LR proposat, excepte per al 2cx-MMHP en 

el que el 12% de les mostres superaven el LR.  

Metabòlit ng/ml

MEHHP 338.4

MEOHP 158.5

5cx-MEPP 331.1

2cx-MMHP 229.1
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Per tant, el MEHHP, el MEOHP i el 5cx-MEPP podrien ser usats com a 

marcadors de l’ús de transfusions de sang durant les primeres 24 hores 

després de la transfusió, mentres que el 2cx-MMHP podria ser utilitzat per 

sospitar més enllà de les 24 hores. Dins del camp del control antidopatge es 

coneix que la majoria dels atletes que utilitzen transfusions sang ho fan molt 

poc temps abans de la competició i per això,  la finestra de detecció que 

proporcionen els metabòlits del DEHP és adequada per a la sospita d’aquest 

tipus de dopatge sanguini. 

Els LR proposats per al MEHHP i el MEOHP també es van comparar amb 

les concentracions d’aquests metabòlits publicades a la literatura i obtingudes 

en mostres de pacients hospitalitzats subjectes a transfusions de sang (veure 

capítol 4; Solymos et al, 2011a). Els LR proposats són adients per detectar 

transfusions de sang en la majoria de les mostres recollides durant les 

primeres 24 hores després de la transfusió (veure capítol 4; Solymos et al, 

2011a) i també en algunes mostres recollides entre les 24 i 48 hores després 

de la transfusió (veure capítol 4).   

L’elevació puntual de les concentracions dels metabòlits de DEHP en orina 

deguda a una causa incontrolada no es pot descartar. Per aquesta raó, les 

concentracions de tall proposades es van comparar amb les concentracions 

obtingudes en estudis longitudinals en població alemana al llarg de diferents 

dies, reflectint la variabilitat intraindividual a l’exposició del DEHP (Solymos 

et al, 2011b). Les concentracions màximes detectades pel MEHHP i el 

MEOHP al llarg d’una setmana d’estudi no eren superiors als LR proposats 

en el nostre estudi (Solymos et al, 2011b). Contràriament, Preau i 

col�laboradors van descriure màxims de concentració superiors a 338 ng/ml 

per alguns voluntaris en un estudi amb una cohort americana (Preau et al, 

2010). Les diferències entre els dos estudis poden reflectir el diferent estil de 

vida de les dues cohorts. Així doncs, són encara necessaris més estudis que 
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clarifiquin els orígens dels increments d’exposició a DEHP observats en 

alguns individus no subjectes a transfusions de sang. 

 

6.3.3 Metabòlits del DEHP com a marcadors de l’ús 

de transfusions; avantatges i inconvenients 

La mesura dels metabòlits del DEHP permet el cribatge de l’ús de 

transfusions de sang en totes les mostres d’orina sotmeses a controls 

antidopatge. A més, pot ser útil tant per detectar les transfusions de sang 

homòlogues com les autòlogues; per aquestes últimes no es disposa encara 

de cap tècnica per a la seva detecció (Morkeberg et al, 2012). Si es compara 

amb altres tests per a la detecció de dopatge sanguini (per exemple, 

citometria de flux) aquest enfoc utilitza mostres d’orina, disponibles en la 

major part de controls antidopatge, en lloc de les mostres de sang, que 

només es recullen per a un nombre limitat d’esportistes. A més, aquesta 

metodologia és més ràpida, barata i més fàcil d’aplicar perque empra la 

cromatografia de líquids d’ultra precisió acoblada a espectrometria de masses 

en tàndem, tècnica actualment disponible en tots els laboratoris antidopatge.  

No obstant, no es poden excloure altres fonts puntuals d’exposició elevada a 

DEHP, com per exemple les procedents de l’entorn ocupacional o la dieta 

(Fromme et al, 2007; Preau et al, 2010). En aquest sentit, són encara 

necessaris estudis longitudinals per tal d’identificar les possibles causes 

d’aquests augments inesperats. Els nivells basals d’aquests metabòlits podrien 

incorporar-se en el passaport biològic de l’esportista per tal de monitoritzar 

possibles canvis sobtats en les concentracions en orina que permetrien 

sospitar de l’ús d’una transfusió. 
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El PVC amb el DEHP com a plastificant és el material emprat per 

l’emmagatzematge de productes sanguinis. El fet que es comencin a analitzar 

els metabòlits de DEHP en els laboratoris pot portar a la cerca d’altres 

materials alternatius per preservar la sang. Fina ara, no hi ha cap alternativa 

que ofereixi les mateixes qualitats que els materials amb DEHP a l’hora de 

conservar els productes sanguinis en bones condicions. S’han estudiat altres 

plastificants i polímers per a les bosses de sang, però els temps 

d’emmagatzematge d’eritròcits obtinguts són menors, així que el DEHP no 

sembla tenir un substitut imminent (Simmchen et al, 2012). 

 

6.4 Conclusions 

Les concentracions de metabòlits de DEHP en subjectes exposats al DEHP 

de manera normal (grup control) i en esportistes van ser baixes per tots els 

metabòlits. Les concentracions basals obtingudes en el grup d’esportistes es 

van usar per establir límits de referència per quatre metabòlits del DEHP.  

El mètode proposat és adequat com a mètode de cribatge per ser aplicat a 

totes les mostres d’orina rebudes en els laboratoris de control antidopatge 

per sospitar de l’abús de tranfusions sanguínies a l’esport. 
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CONCLUSIONS 

Metodologia analítica: 

1. Es va desenvolupar un mètode per a la quantificació de cinc 

metabòlits de DEHP en orina humana que consisteix en una 

hidròlisi enzimàtica de la mostra, una extracció líquid-líquid i anàlisi 

per UPLC-EM/EM. Els metabòlits estudiats van ser: mono-(2-

etilhexil) ftalat (MEHP), mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalat 

(MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat (MEOHP), mono-(2-

carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i mono-(2-etil-5-

carboxipentil) ftalat (5cx-MEPP). 

2. El mètode es va validar d’acord amb els estàndards de qualitat ISO 

17025 vigents. Els rendiments d’extracció van ser superiors al 90% 

per a tots els analits, els límits de quantificació van estar compresos 

entre 1.2 i 2.6 ng/ml i els valors de precisió intraassaig i inter van ser 

millors al 12%. Va ser necessari usar els compostos marcats 

isotòpicament com a patrons interns per controlar l’efecte matriu en 

la quantificació d’alguns dels metabòlits.  

 

Concentració de metabòlits del DEHP en pacients hospitalitzats: 

3. Les concentracions de MEHP, MEHHP i MEOHP en orina de 

pacients hospitalitzats que havien estat sotmesos a transfusions de 

sang (n=25) van ser significativament més elevades que les del grup 

control (n=30), especialment dins les 24 hores següents a la 

transfusió. També es van observar diferències significatives entre les 

concentracions dels metabòlits en pacients transfosos i els pacients 

hospitalitzats que no havien rebut transfusions (n=39). 
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4. No es van trobar diferències estadísticament significatives entre les 

concentracions de MEHP, MEHHP i MEOHP en pacients 

sotmesos a tractaments mèdics que van implicar l’ús de materials 

plàstics, però no de transfusions, i el grup control.  

 

Concentració de metabòlits del DEHP en voluntaris sans després de 

rebre una transfusió autòloga d’eritròcits: 

5. Les concentracions dels cinc metabòlits de DEHP durant les 24 i 

48h després de la transfusió van ser significativament superiors a les 

dels nivells basals per a tots els voluntaris sotmesos a un experiment 

de transfusió autòloga després de l’emmagatzematge dels eritròcits 

durant 14 dies (grup 1, n=12) o 28 dies (grup 2, n=13). Per al 2cx-

MMHP, les concentracions dos dies després de la transfusió 

continuaven sent elevades i diferents d’una situació basal.   

6. Les concentracions dels metabòlits del DEHP en orina van ser més 

altes quan més llarg va ser el temps d’emmagatzematge de la sang 

abans de la reinfusió (14 dies vs 28 dies), encara que les diferències 

trobades no van ser estadísticament significatives. 

7. En relació a la variabilitat en les concentracions basals dels 

metabòlits de DEHP al llarg de diferents dies per als diferents 

voluntaris, el promig de coeficients de variació obtingut per a 25 

voluntaris es va situar entre el 43.5 % i el 64.0% per a tots els 

metabòlits. 
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Concentració de metabòlits del DEHP en un grup control i en 

esportistes: 

8. Les concentracions dels cinc metabòlits de DEHP en mostres 

d’orina de població general (grup control, n=30) i en orina 

d’esportistes (n=464) van ser baixes per a tots els metabòlits en 

ambdós grups, indicant un grau d’exposició compatible amb el 

descrit a la literatura per a població general. 

9. Els límits de referència (99.9%) calculats a partir de les 

concentracions obtingudes en esportistes van ser: 338.4 ng/ml 

MEHHP, 158.5 ng/ml MEOHP, 331.1 ng/ml 5cx-MEPP i 229.1 

ng/ml 2cx-MMHP. Aquests límits de referència permetrien 

diferenciar una exposició normal a DEHP d’una exposició 

anormalment elevada, que podria ser deguda a una transfusió de 

sang i donarien una finestra de detecció de 24 a 48h després de la 

transfusió, en funció del metabòlit. 

 

Conclusions generals: 

10. La mesura dels metabòlits de DEHP en orina és una bona eina per 

sospitar de l’ús de transfusions, tant autòlogues com homòlogues en 

l’esport, que podria ser aplicada com a tècnica de cribatge en totes 

les mostres d’orina que reben els laboratoris de control antidopatge.  

11. La variabilitat intraindividual deguda a l’existència d’algunes fonts 

d’exposició a DEHP, diferents a les transfusions, fa necessària la 

realització d’estudis longitudinals addicionals que aportin informació 

sobre aquestes fonts d’exposició. 

12. La metodologia proposada permet la possibilitat de detectar per 

primera vegada el dopatge sanguini mitjançant l’ús de transfusions 
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autòlogues ja que, fins al moment, els laboratoris de control 

antidopatge no disposen de cap mètode per a la detecció d’aquest 

tipus de transfusions.  
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Annex III 

 
Part d’aquest treball ha estat guardonat amb el  XIII Premio Nacional de 

Investigación en Medicina del Deporte 2010 atorgat per la Universitat 

d’Oviedo. 
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