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Resum

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
medic fet de PVC, i en particular els dispositius i bosses que s’utilitzen en les
transfusions de sang, conté el DEHP com additiu. Aixi, el receptor d’una
transfusio esta altament exposat a aquest compost. L’objectiu de la tesi va ser
estudiar els metabolits del DEHP en orina com a possibles marcadors de la

practica d’una transfusié de sang en Pesport.

Es va desenvolupar i validar un métode d’analisi per cromatografia liquida
acoblada a espectrometria de masses en tandem per a la quantificacié dels
principals metabolits 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 metode es va aplicar a
mostres procedents de voluntaris sans (grup control), de pacients
hospitalitzats que havien rebut una transfusié de sang i de pacients
hospitalitzats sotmesos a tractaments medics amb materials de PVC excloent
transfusions. Es van obtenir diferéncies significatives en les concentracions
dels tres metabolits estudiats (MEHP, MEHHP, MEOHP) entre les mostres
dels pacients transfosos respecte els altres dos grups de poblacié. En canvi,
no es van obtenir diferéncies significatives entre les mostres dels pacients
sotmesos a tractaments medics diferents a les transfusions i les mostres del
grup control. El metode també es va aplicar a mostres d’orina de vint-i-cinc
voluntaris sans que s’havien sotmés a un procediment d’autotransfusio. El
protocol de transfusié seguit va permetre infondre’ls la sang després que
estigués emmagatzemada 14 dies o 28 dies. Els nivells de cinc metabolits del
DEHP es van avaluar al llarg de diferents dies abans i després de la
flebotomia i de la transfusié. Els resultats van indicar concentracions

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

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

Finalment, es van determinar les concentracions dels cinc metabolits de
DEHP en una poblacié d’esportistes i es van calcular limits de referéncia que
permeten sospitar d’una transfusié. Els resultats indiquen que els metabolits
de DEHP en orina poden ser usats com a marcadors de 1ds de transfusions

en lesport.
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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 matrkers 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,
MEOHDP) 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 practica esportiva lliure de dopatge és un dels principals reptes del mén
de lesport. Les diferents federacions esportives, els governs i ’Agencia
Mundial Antidopatge (AMA) fan un exhaustiu control per a perseguir I'as de

les substancies dopants i aixi garantir un joc net i amb igualtat d’oportunitats.

Tot 1 1a bona gesti6 1 implicacié de les diferents institucions i dels laboratoris
antidopatge, la deteccié de I"ds de certs metodes i agents dopants és forca
complicada; és el cas, per exemple, del dopatge sanguini mitjancant ’ds de
transfusions de sang. Es coneix que aquest tipus de dopatge s’utilitza en
competicions d’alt nivell perque després d’una transfusié el rendiment
esportiu millora considerablement gracies a qué augmenta la quantitat
d’oxigen transportat per la sang. A més, la practica de les transfusions de
sang representa un risc per la salut del receptor, fet que afegeix un motiu més

per a que el seu mal Us en ’ambit esportiu estigui totalment prohibit.

Els laboratoris de control antidopatge disposen de metodologies, com la
citometria de flux, per a detectar I'ds de les transfusions homologues. Pel
que fa a la detecci6 de Ids de les transfusions autologues, no hi ha

actualment cap técnica disponible.

L’objectiu principal d’aquesta tesi va ser desenvolupar un metode analitic
fiable, senzill i eficag que pugui ser aplicat en els laboratoris de manera

rutinaria per a la detecci6 de transfusions de sang.

Aquest treball avalua els metabolits del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) com a
possibles marcadors de ds de les transfusions en 'esport. El DEHP és un
plastificant present a les bosses que s’usen per emmagatzemar la sang i, per

tant, el receptor d’una transfusié hi esta altament exposat.
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Una dificultat important dels marcadors que es proposen és I'existéncia de
nivells basals d’aquests metabolits en l'orina de qualsevol subjecte degut a

I'exposicié ambiental.

Amb l'objectiu de quantificar les concentracions dels metabolits de DEHP
en lorina, s’ha desenvolupat i validat un metode per cromatografia liquida

acoblada a espectrometria de masses en tandem.

Per poder avaluar lexistencia de diferencies en les concentracions dels
metabolits entre diferents tipus de poblacions, s’ha aplicat el métode a orines
procedents de persones sanes, pacients sotmesos a tractaments medics dins

I’ambit hospitalari i pacients que havien rebut transfusions de sang.

Amb la finalitat de corroborar les diferéncies en les concentracions
obtingudes entre els subjectes transfosos i les persones sanes, el métode s’ha
aplicat a voluntaris sans que s’havien sotmes a una autotransfusié de sang de
manera controlada. Amb aquest estudi s’ha dibuixat el perfil de
concentracions dels metabolits en orina durant dies abans i després del
procés de la flebotomia i de la transfusio de la sang. A més a més, s’ha definit
una finestra temporal després de la transfusié en la que durant unes hores les
concentracions dels metabolits de DEHP en orina pateixen un augment molt

significatiu.

Per tal de determinar els nivells basals dels metabolits en poblaci6é sana que
esta sotmesa a una exposicié ambiental comi a DEHP, també s’ha aplicat el
metode a orines procedents de les analisis de controls antidopatge esportius.
Amb els resultats obtinguts s’han definit unes possibles concentracions de

tall que permetrien sospitar de I'ds d’una transfusio.
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Acronims 1 abreviatures

ABP: Athlete Biological Passport

AMA: Agencia Mundial Antidopatge, World Antidoping Agency (WADA)
APCI: Ionitzacié quimica a pressié atmosferica

BTHC: butiril-trihexil-citrat

CE: Comissié Europea

CG: Cromatografia de Gasos

CI: Control Inferior

CL: Cromatografia Liquida

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

COI: Comite Olimpic Internacional

CPD: Citrat-fosfat dextrosa

CS: Control Superior

DEHA: Dietilhexiladipat

DEHP: Di(2-ctilhexil) ftalat

DEP: Dietil ftalat

DiBP: Di-isobutil ftalat

DINCH: Diisononil éster de I'acid ciclohexanedicarboxilic
EC: European Commission

ECMO: Oxigenaci6 per Membrana Extracorporia

EH: 2-ctilhexanol

EM: Espectrometria de Masses
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Hct: Hematocrit

IDT: Ingesta Diaria Tolerable

ICC: Intraclass Correlation Coefficient

ISL: Estandards Internacionals

ISTD: Estandard intern

LD: Limit de Deteccié

LQ: Limit de Quantificacié

LR: Limit Superior de Referencia

MCH: Mean Corpuscular Haemoglobin (mitjana de la concentracié d’Hb
corpuscular)

MCHC: Mean Cell Haemoglobin Concentration (mitjana de la concentracié
d’Hb celelular)

MCYV: Mean Cell Volume (mitjana del volum cel*lular)

MEHP: Mono-(2-ctilhexil) 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

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

PLT: Recompte de plaquetes

PU: Poliuretans

PVC: Clorur de Polivinil

RBC: Red Blood Cells (etitrocits)
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RBCHb / RetHb: Contingut d’hemoglobina en la poblacié d’eritrocits

madurs dividit pel contingut d’hemoglobina en la poblacié de reticulocits
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Estructura de la tesi

Estructura de la tesi

Aquesta tesi esta estructurada en diferents apartats: introduccio, objectius,

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

La introduccié descriu el marc general i la situacié actual dels diferents
aspectes que es plantegen a la tesi. Aix{ doncs, en una primera patt de la
introduccié es descriu el dopatge sanguini utilitzat fraudulentament en
Pesport. Per dltim, es descriuen el di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) i els seus

metabolits com a possibles marcadors de 1'ds de transfusions.

Els capitols de la tesi que descriuen els resultats mantenen 'estructura d’una
publicaci6é cientifica. Alguns capitols contenen directament els articles

publicats, altres es presenten en forma de memoria.

En el capitol 3 es descriu el desenvolupament, 'optimitzacié i la validacié
d’una metodologia analitica per a la quantificacié de cinc metabolits de

DEHP en orina per CL-EM/EM.

En el capitol 4 es presenten les concentracions d’alguns metabolits 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 medics que impliquen 1"ds de materials

plastics.

En el capitol 5 es descriuen les concentracions dels cinc metabolits de

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

En el capitol 6 es presenten les concentracions dels metabolits de DEHP en
mostres d’orina d’un grup control i d’'un grup d’esportistes. A més, es
proposen uns limits de referencia que permetrien sospitar de I'ds de

transfusions.
Les conclusions finals de la tesi es presenten en el seté capitol.
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Estructura de la tesi

En Tapartat dels annexes queden recollides algunes informacions que
complementen altres aspectes no descrits durant els diferents capitols de la
tesi. En P'annex I es presenten tres publicacions cientifiques que contenen
part del treball d’aquesta tesi; la primera correspon a un article cientific
acceptat per a la publicacié després d’estar finalitzada aquesta memoria, que
inclou els resultats corresponents als capitols tres 1 sis de la tesi; la segona és
una copia dels proceedings de la comunicacié oral presentada en un congrés
internacional i la tercera correspon a un article de revisié6 dels diferents
metodes per a la deteccié de transfusions autologues. L’annex II conté la
llista, vigent durant el 2012, de les substancies i meétodes prohibits per la
WADA. L’annex III conté la mencié al Premio Nacional de Investigacién en

Medicina del Deporte 2010 rebut per parts d’aquest treball.
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Capitol 1




Introduccio

1.1 Control antidopatge i transfusions sanguinies

1.1.1 Dopatge

Es coneix com a dopatge el consum de substancies o 'as de metodes
prohibits en Pesport que milloren el rendiment de P'esportista de manera
fraudulenta. Per tal de garantir les bones practiques a l'esport va ser
necessari la creacié 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 Comisié Medica del
Comite Olimpic Internacional (COI) I'any 1967, pero la tecnologia i els
metodes emprats per a la deteccié de les substancies prohibides van ser un
factor forca limitant en aquella ¢poca. E1 COI va liderar la lluita antidopatge
durant molts anys fins que al 1999 va neixer ’Agencia Mundial Antidopatge
(AMA) coneguda internacionalment com World Antidoping Agency
(WADA). I’AMA coordina el programa de control antidopatge i és
Porganisme encarregat de regular i gestionar el Codi Mundial Antidopatge,
els estandards internacionals i els principis de bones practiques als laboratoris

d’analisi.

El Codi Mundial Antidopatge defineix el dopatge com la violacié d’una o
més regles descrites als articles 2.1 al 2.8 del Codi. En resum, aquests articles
defineixen el dopatge com la presencia de substancies prohibides, els seus
metabolits o marcadors en la mostra d’un esportista; 1'as o Iintent d’ds de
substancies o meétodes prohibits per part de lesportista; la negativa a
sotmetre’s a un control antidopatge; la violacié dels requisits aplicables en
relaci6é a la disponibilitat de Iatleta en els controls fora de competicid; la
manipulacié o Dalteracié de qualsevol part del control antidopatge; la
possessié o el trafic de substancies i metodes prohibits; 'administracié o la
incitacié a ella de qualsevol substancia o metode prohibit a tercers i la de

qualsevol violacié del codi (WADA, 2009).
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I’AMA actualitza anualment la llista de substancies i métodes prohibits
(veure Annex II) en funcié de les noves substancies o metodes usats 1 la seva
disponibilitat al mercat. I’AMA distingeix entre aquelles substancies que

estan prohibides en competici6, fora d’ella o en ambdés casos.

La llista conté les substancies prohibides classificades per grups segons la
seva funcié farmacologica: agents anabolitzants, hormones peptidiques,
factors de creixement i substancies relacionades, 32 agonistes, hormones i
moduladors metabolics, diurétics 1 agents emmascarants, estimulants,

narcotics, cannabinoides, glucocorticosteroides, alcohol i B-blocadors.

Respecte als meétodes, estan prohibits aquells que augmenten el transport
d’oxigen en la sang, la manipulacié quimica o fisica de la mostra i el dopatge

genetic.

M1. ENHANCEMENT OF OXYGEN TRANSFER

The following are prohibited:

1. Blood doping, including the use of autologous, homologous or heterologous
blood or red blood cell products of any origin.

2. Artificially enbancing the uptake, transport or delivery of oxygen, including, but
not limited to, perfluorochemicals, efaproxiral (RSR13} and modified haemoglobin
praducts {e.g. haemoglobin-based blood substitutes, microencapsulated
haemoglobin products), excluding supplemental oxygen.

WORLD
-
M2. CHEMICAL AND PHYSICAL MANIPULATION Ry e

M3. GENE DOPING

Figura 1.1 Métodes prohibits en I'esport segons el Codi Mundial Antidopatge. The
2012 prohibited list (WADA, 2012a).

A més de les substancies i metodes prohibits citats anteriorment cal destacar

que estimulants, narcotics, cannabinoids i glucocorticosteroids també estan
prohibits en competicid; altres substancies, com els B-blocadors o I’alcohol,

només ho estan en determinats esports.
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1.1.2 Dopatge sanguini

El dopatge sanguini, mitjangant s de transfusions de sang, eleva la
quantitat d’oxigen transportat per la sang, incrementa la disponibilitat
d’oxigen dels musculs, el consum maxim d’oxigen i com a conseqiiéncia
millora el rendiment esportiu. L’ AMA inclou el dopatge sanguini dins dels

metodes prohibits que milloren la transfarencia d’oxigen (veure Annex II).

El metabolisme aerobic és el que intervé majoritariament en la producci6
d’energia en els exercicis esportius superiors a 2 minuts. En la millora de
Peficiencia 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 metodes o substancies que permetin un bon transport d’oxigen
s6n succeptibles a ser utilitzades per augmentar el rendiment esportiu de

manera il licita.

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

sang (Buick et al, 1980):

a) Augment de la pressi6 parcial d’oxigen de l'aire respirat pel subjecte:
mitjangant la respiracié en condicions d’hiperoxia (respiracié d’una
mescla que conté una concentracié d’oxigen superior a la de laire
ambient) o en condicions d’hiperbaria (respiracié en un ambient on

la presi6 parcial d’oxigen és més elevat que en laire ambient).

b) Augment de la quantitat d’hemoglobina que circula per la sang: per
us d’una transfusié de sang o d’eritrocits d’un mateix subjecte
(transfusié  autologa) o d’un donant (transfusi6 homologa);
accelerant la formacié d’eritrocits (eritropoiesis) amb entrenaments
a aldtud o mitjancant "administracié d’etitropoietina (EPO) i/o els

seus analegs com I’ eritropoientina recombinant humana (rfHuEPO),
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Peritropoientina de llarga duracié (NESP, darbepoietina), I’ tHuEPO
encapsulada o els peptids mimetics de I’ EPO (Gaudard et al, 2003;
Elliot et al, 2008).

¢) Administraci6 de transportadors d’oxigen no naturals: les
hemoglobines modificades quimicament, els prefluorocarburs (PFC)
(Gaudatd el al, 2003) o les substancies quimiques com l’efaproxiral
que produeixen canvis en la corba de dissociacié de I'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 practica no exempta de
perills per la salut (Berglund et al, 1987a). Cap a finals dels anys 80 el dopatge
sanguini per mitja de transfusions de sang va comengar a substituir-se per la
utilitzacié de leritropoietina (EPO). L’EPO és una hormona produida pel
rony6 que estimula la produccié d’eritrocits en la medul la Ossea. Tot 1 estar
indicada en l'ambit clinic pel tractament de pacients amb anemia 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 perque els laboratoris de control antidopatge disposen de metodes
per a la deteccié de ’EPO i els seus analegs (Lasne et al, 2000; Mallorqui et
al, 2008; Reichel, 2011a).

1.1.3 Transfusions i rendiment esportiu

Les transfusions de sang o dopatge sanguini sé6n utilitzades en gran mesura
en les disciplines esportives de resistencia. Les transfusions poden ser de dos
tipus: les rebudes d’un donant de sang o transfusions homologues, i les
autotransfusions o transfusions autologues, en les que donant i receptor sén

el mateix individu (Berglund et al, 1988).
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Les transfusions homologues presenten més risc pel receptor perque poden
transmetre malalties infeccioses. En el cas de les transfusions autologues
Pesportista se sotmet a una flebotomia, la sang o el concentrat d’eritrocits
s’emmagatzema 1 un cop recuperats els nivells d’hemoglobina que tenia

abans de Pextraccié se li infon.

Al final del procés de qualsevol dels dos tipus de transfusions en resulta un
augment significatiu dels eritrocits i de I’hemoglobina en sang (Ekblom et al,
2000; Calbet et al, 2006). En ambdds casos el volum de sang acostuma a ser
una unitat o bossa transfosa, o sigui uns 450 ml (Leigh-Smit, 2004), pero pot

ser superior.

L’emmagatzematge de la sang és un punt important a I’hora que limitant en
aquest tipus de practiques. Existeixen basicament dos tipus de protocols

d’emmagatzematge:

a) De sang total: emmagatzematge de sang total a 4°C durant un
maxim de 3 6 4 setmanes. La sang no manté les seves propietats més
enlla de 4 setmanes a causa de la degeneracié d’'un 10 a un 20% dels

eritrocits.

b) D’eritrocits congelats: la sang total emmagazemada es mescla amb
una solucié de citrat-fosfat dextrosa (CPD), es centrifuga i se’n
separen els components. Els eritrocits obtinguts es mesclen amb
una soluci6 salina-adenina-glucosa-manitol (SAGM) i es congelen en
glicerol 1 nitrogen liquid. Els eritrocits aixi 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

ampliment. Al 1947, Pace i els seus col laboradors van avaluar per primer
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cop lefecte de les transfusions homologues sobre lexercici fisic i van
descriure un augment de ’hematocrit del 26% de mitjana (Pace et al, 1947).
A mitjans dels anys 70 es van publicar diferents estudis en els que avaluaven
la incidéncia de les transfusions autologues sobre el consum maxim d’oxigen
i la resistencia aerobica. Com que la reinfusié de la sang es va fer sense
esperar a que els subjectes es recuperessin de I'estat d’anemia, els resultats no
van indicar millores en els parametres avaluats (Williams et al, 1973; Bell et

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

Draltra banda, diferents publicacions indicaven una lleugera millora de la
concentracié6 d’hemoglobina, de la d’hematocrit i un augment del consum
maxim d’oxigen després de la transfusié d’una o de dues unitats de sang. Els
resultats diferien en funcié de lestudi; aixi, Robinson i els seus
col laboradors no van observar canvis en el consum maxim d’oxigen pero si
un lleuger augment de la concentracié de ’hematocrit entre el 1.9% i el 4.7%
(Robinson et al, 1966). Altres autors assenyalaven millores de la concentracié
d’hematocrit del 2.7% i 2.9%, del consum maxim d’oxigen del 9% 1 7.9%, a
més d’obtenir bones respostes cardiorespiratories i metaboliques (Ekblom et
al, 1972, Ekblom et al, 1976). Tots aquests estudis presentaven errors de
disseny i problemes metodologics; com per exemple les dificultats per a la
conservacié de la sang o el maneig dels tests per a la determinacié del

consum maxim d’oxigen.

Uns anys més tard els estudis es duien a terme amb concentrats d’eritrocits.
La transfusié autologa d’eritrocits corresponents a una unitat de sang total
produia un augment inferior al 4% en la concentracié d’hemoglobina,
malgrat que no afavoria positivament sobre el consum maxim d’oxigen ni la
resisténcia aerobica (Williams et al, 1978; Cottrell et al, 1979; Spriet et al,

1986).

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

col laboradors van elaborar un dels estudis més complets amb esportistes
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altament entrenats. Els resultats mostraven I’evoluci6 a 'alga dels parametres
anteriorment citats amb independeéncia dels valors que presentessin cadascun
dels esportistes en situacié 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 transfusié 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 Deteccio6 de I’ais de transfusions

En el mén del control antidopatge s’han desenvolupat al llarg dels anys
tecniques per perseguir 1"ds de transfusions en 'esport. Un dels principals
objectius actuals dels laboratoris de control antidopatge i de PAMA és
treballar en la millora d’aquests métodes aixi com en el desenvolupament de

tests més sensibles i eficacos.

1.1.4.1 Deteccio de I’as de transfusions homologues

La citometria de flux és la tecnica utilitzada pel cribatge de les transfusions
homologues de sang o d’eritrocits en les mostres dels controls antidopatge.
El fonament de la tecnica recau en les diferencies d’antigens que hi ha en les
membranes dels eritrocits 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 transfusié homologa un cert percentatge de la poblacié dels
eritrocits provenen del donant. El perfil antigénic dels eritrocits es determina
quantitativament amb I'ds d’anticossos especifics per a cadascun dels
antigens a mesurar i anticossos secundaris marcats amb un grup fluorocrom.
En aquesta técnica no es mesuren tots els antigens existents possibles ja que

només aquells que es troben en una freqiiéncia moderada entre la poblaci6

9
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son més especifics 1 per tant, més informatius. Nelson i els seus
col laboradors van ser els primers en descriure la mesura de 12 antigens
(antigens C, ¢, E, e, K, k, Fy?, Fyb, Jk2, Jkb.S 1s) (Nelson et al, 2002; Nelson et
al, 2003). En publicacions posteriors el numero d’antigens mesurats es va

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

Tan l'abseéncia d’anticossos especifics com les dificultats en els anticossos
secundaris per originar bons nivells de fluorescéncia i aixi obtenir limits de
deteccié baixos son les principals limitacions de la citometria de flux. Altres
desavantatges son, per exemple, la possible existencia de diferents poblacions
d’eritrocits en un mateix individu com a resultat dun quimerisme
hematopoiétic i no d’una transfusié homologa. Aquest dltim faria necessari

’aplicacié addicional d’una analisi ’ADN (Milde et al, 1999).

Per bé que la citometria de flux només permet detectar I'as de tranfusions
homologues, la finestra temporal de deteccidé podria anar més enlla de les 3

6 4 setmanes després de la transfusié d’una o més unitats de sang (Nelson et

al, 2003).

1.1.4.2 Deteccio de I’us de transfusions autologues

Actualment no existeix cap métode aprovat per 'AMA capa¢ de perseguir
I'ds de transfusions autologues; s’esta estudiant pero, una via de deteccid

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

El procés d’extracci6 de la sang o feblotomia implica canvis en els marcadors
de Peritropoiesis ja que el subjecte entra en una situacié d’anémia. Alguns
dels parametres es recuperen rapidament (concentracié d’hemoglobina, Hb;
eritropoietina del sérum, sEPO), altres ho fan més lentament (percentatge de

reticulocits, Retic%; transferrina del serum, sTfR) (Damsgaard et al, 2006).

10
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Els primers parametres proposats com a marcadors de I'as de transfusions
van ser I’hematocrit (Hct), ’'Hb i el resultat OFFhr (algoritme basat en la
concentraci6 d’hemoglobina i el percentatge de reticulocits, [Hb]-
60(%oretic)/2) (Gore et al, 2003; Pottgiesser et al, 2007; Prommer et al, 2008;
Sallet et al, 2008). E1 OFFhr és un bon marcador varies setmanes després de
la transfusi6 pero la seva sensibilitat és molt baixa hores o pocs dies després
de la transfusi6, fet que limita la seva utilitzacié com a marcador diana
(Morkeberg et al, 2011). A més, tots ells es poden veure alterats per la
deshidratacié o els entrenaments en altitud (Pialoux et al, 2009). Per tal de
millorar la sensibiliat d’aquest métode de deteccié s’han suggerit altres
marcadors com la relacié entre el contingut d’hemoglobina en la poblacié
d’eritrocits madurs i el contingut d’hemoglobina en la poblacié de reticulocits

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

De tots els estudis, el marcador massa total d’hemoglobina (tHb) és el més
sensible, perd com tots els anteriors també presenta l'incovenient que és
necessari el coneixement previ dels nivells basals de Iatleta. Pel que fa el
model OFFhr aquest esta actualment aprovat per la AMA i presenta una

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

1.1.4.3 Passaport biologic

Una de les majors limitacions que presenten els marcadors sanguinis descrits
anteriorment ¢és la necessitat del coneixement previ dels nivells dels
parametres hematologics de l'esportista. En els ultims anys s’ha creat el
Passaport Biologic de I’Atleta, en anglés, “Athlete Biological Passaport”
(ABP) (Malcovati et al, 2003) que consisteix en fer un seguiment individual
dels parametres hematologics dels atletes per poder posar en alerta en el cas
que hi hagi qualsevol desviacié respecte dels nivells basals, fet que indicaria

una possible transfusio.

11
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Amb P'ajut de models estadistics, diferents grups van suggerir els marcadors
més indicatius d’una eritopoiesis alterada com a consequiéncia de la practica
del dopatge sanguini que podrien ser monitoritzats en PABP (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 parametres hematologics seleccionats per TAMA 1 inclosos en
PABP sén: Red Blood Cell (erytrocyte) Count (RBC), Mean Corpuscular
Volume (MCV), HcT, [Hb], Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration
(MCHCQ), retic%, reticulocytes count (ret#), Mean Corpuscular Haemoglobin
(MCH), Platelet Count (PLT), White Blood Cell (Leukocyte) Count (WBC) i

OFFhr (WADA, 2010; WADA, 2012b). I’ABP ja és un metode consolidat
en els laboratoris de control antidopatge acreditats. Des del 2009 TAMA
regula la seva correcta aplicacié i s’encarrega d’elaborar els documents técnics
i els estandards internacionals (ISL) relacionats per seguir adequadament, per
exemple, els protocols de presa i transport de la mostra o la gestié dels

recultats (WADA 2012c).

1.1.4.4 Alternatives

Seguint amb la idea de cercar marcadors optims que indiquin 1ds de
transfusions de sang, algunes publicacions recents centren els esforcos en
identificar les possibles alteracions que presenten els eritrocits degudes a
Iemmagatzematge de la sang. Aquestes alteracions poden ser canvis en la
membrana o en les proteines del citoesquelet dels eritrocits (ID’Amici et al,
2007; Kannan et al, 2010; Reichel, 2011b; Nikolovski et al, 2012). Aixi doncs,
si es detecta en la sang de l'atleta modificacions en els eritrocits ocasionades
per un procés previ d’emmagatzematge, aquestes podrien indicar la practica
d’una transfusié. En aquest ambit sén necessaris més estudis que clarifiquin

el potencial d’aquestes eines.
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Altres tipus de marcadors indirectes suggerits sén els que analitzen les
diferéncies en el perfil d’expresié dels limfocits T abans i després de la

transfusié (Pottgiesser et al, 2009).

1.2 Di(2-etilhexil) ftalat (DEHP)

1.2.1 Plastics i clorur de polivinil (PVC)

Els plastics sén polimers constituits per cadenes de monomers. Les diferents
combinacions de monomers originen plastics amb diferents caracteristiques,

fet que els permetra ser destinats a multiples aplicacions.

Els plastics estan presents des de fa molts anys a la nostra societat. Al 1839
P'aprofitament i I'explotaci6é dels plastics es va iniciar amb el descobriment
del cautxd volcanitzat i del poliestire (Andrady et al, 2009). Més endavant, al
1907, es va sintetitzar el primer polimer sintetic, la bacalita. La produccié de
plastics a gran escala no va comengar fins la década dels 40 (Thompson et al,
2009). La produccié mundial de plastics al 2011 va ser de 280 milions de
tones i la tendeéncia en el creixement de la produccié de les darreres decades
és dun 5% anual (APME, 2011). Aquestes dades indiquen la gran
dependencia mundial dels plastics com a conseqiiencia de la seva versatilitat 1
baix cost. El clorur de polivinil (PVC) és el material plastic per excel lencia

que s’utilitza en més aplicacions.

El PVC esta constituit per molécules de clorur de vinil polimeritzades (-
CH2CHCI-) 1 per additius que no estan covalentment units a elles. Aquests
ultims s’encarreguen de modificar les caracteristiques del polimer per tal
d’optimitzar-lo per a un s determinat. Els additius es coneixen com a
plastificants i els més utilitzats sén els ftalats, que doten al PVC de flexibilitat

1 elasticitat (Rahman et al, 2004).

13
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Els ftalats sén esters de l'acid ftalic que s’introdueixen en lestructura del
polimer i que actuen com a lubricant, separant fisicament les cadenes de
molecules i augmentant aixi la flexibilitat del conjunt. En funcié 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 son:
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), pero 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 sinonims
acceptats pel DEHP soén: dioctil ftalat (DOP), bis(2-etilhexil) ftalat (BEHP),

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

El DEHP té formula molecular C24H3304, n° CAS 117-81-7, n® EINECS
204-211-0 i pes molecular 390.6 g/mol.

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

Les principals propietats fisico-quimiques del DEHP es presenten a la taula

1.1.
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Taula 1.1 Propietats fisico-quimiques del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP).

Propietat Valor
Estat fisic Liquid inclor
Punt de fusié -55°C 0 -50°C
Punt d'ebullidé 230°C a 5mmHg o 385°C a 1013hPa
Densitat 0,98 g/ ca 20°C
Pressi6 de vapor 0,000034 Pa a 20°C
Solubilitat en aigua 3mg/1a20°C

El DEHP forma part de molts productes quotidians, com pet exemple:
materials per a la construccié, material medic, 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, perd 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'area medica. Els
principals dispositius o procediments medics que poden contenir DEHP es

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

Material o procediment meédic

Bosses de sang

Canules nasals

Catéters d'infusi6 intravenosa
Cateters (urinatis, vasculars)
Dialisi (hemodialisi, peritoneal)
Equips d'administraci6 de sang
Equips de respiracié

Equips d'infusi6 intravenosa
Guants d'examen

Nutricié (enteral, parenteral)
Oxigenacié amb membrana extracorporia (ECMO)
Tubs (nasogastrics, endotraqueals)
Tubs per a bypass cardiopulmonar

Xeringues

L’exemple més important sén 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 canules.

A Tany 1949 es va comengar a introduir la utilitzacié de les bosses de sang de
PVC per substituir els recipients de vidre i a la década dels 60 es va estendre
el seu us fins a P'actualitat. A poc a poc, es va comengar a estudiar la possible
migracié del DEHP present a les bosses cap al pacient i els efectes adversos

que aquesta exposicié 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, eritrocits, leucocits,

plasma, plaquetes, en condicions optimes per a la seva postetior reinfusio.
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1.2.3 Metabolisme del DEHP

El metabolisme del DEHP aixi com el d’altres tipus de ftalats ha estat
estudiat ampliament com a conseqiiéncia de la implicacié de la seva toxicitat
en la salut humana (Frederiksen et al, 2007). Els primers estudis metabolics
en animals es van fer 'any 1973 per Albro et al (Albro et al, 1973; Albro et al,
1975; Peck et al, 1982; Schmid et al, 1985), pero el metabolisme del DEHP

esta descrit en moltes altres publicacions.

El DEHP es metabolitza en el cos huma en varies fases. En la primera fase
s’origina mono-(2-etilhexil) ftalat (MEHP) 1 2-etilhexanol (2EH) després d’'un
procés d’hidrolisi del DEHP. Aquesta etapa és la més rapida de totes i esta
catalitzada per enzims del tipus lipasses i estereasses, principalment de la
boca 1 lintesti (Albro et al, 1973; Albro et al, 1982; Niino et al, 2003). La
segona fase, que té lloc en el fetge, implica multiples reaccions d’oxidacié i
d’hidroxilacié del MEHP, del 2EH i d’altres metabolits originats a partir
d’ells. Les primeres hidroxilacions comencen per la cadena alquilica del
MEHP en diferents posicions. A posteriori, les cadenes segueixen patint
processos oxidatius fins a generar cetones i acids carboxilics de diferent
llargada. Després comenca el metabolisme de fase II en qué I'enzim uridina-
5-difosfoglucuronil transferasa produeix els glucuronoconjugats. Els
metabolits conjugats amb ’acid glucuronic, sén excretats en orina (Silva et al,
2003a; Koch et al, 2005a, Silva et al, 2006a). Aquesta conjugaci6 facilita
eliminacié i disminueix aixi el potencial toxic dels metabolits oxidats perque

es redueix la seva biodisponibilitat.

Els estudis de metabolisme mostren que els principals metabolits que
s’excreten en orina en forma glucuronoconjugada sén: mono-(2-etil-5-
hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat (MEOHP),
mono-(2-carboximetilhexil) ~ ftalat ~ (2cx-MMHP) 1 mono-(2-etil-5-
carboxipentil) ftalat (5cx-MEPP) (Silva et al; 2003a; Koch et al, 2004a, Koch
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et al, 2000; Silva et al, 2006a). Entre aquests cinc, el MEHP i el 2cx-MMHP
sén els que representen un percentatge menor, pero encara n’hi ha d’altres
que s6n forca més minoritaris. A la figura 1.3 es presenta 'esquema

metabolic de fase I del DEHP extret de la publicacié de Koch et al, 2005a.
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Figura 1.3 Ruta metabolica del di(2-etilhexil) ftalat (DEHP). Es destaquen en cercles
els metabolits principals. Els acronims 5OH-MEHP i 5o0xo-MEHP corresponen a
MEHHP i MEOHP, respectivament (Koch et al, 2005a).

Les fases del metabolisme i els patrons d’excrecié dels metabolits s’han
estimat a partir d’estudis d’eliminacié després d’una administracié previa de
DEHP deuterat (DEHP Dy) (Koch et al, 2004a; Koch et al, 20052; Anderson
et al, 2011). A les 24 hores de 'administraci6 el 67% de la dosi de DEHP
s’ha excretat en orina en forma dels cinc metabolits principals. El percentatge
de cada metabolit 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 1 el 5cx-MEPP s6n els metabolits que s’excreten a
concentracions més elevades en orina i tenen els nivells maxims d’excreci6 a
les 4 hores després de 'administracié. Pel que fa el MEHP el seu maxim
d’excrecié s’observa a les 2 hores i en canvi, pel 2cx-MMHP el pic maxim
d’excreci6 se situa després de les 8 hores. Aixi el 5cx-MEPP, el MEHHP i el
MEOHP s6n els principals metabolits si tenim en compte la vida mitjana i la
concentraci6 i esdevenen els marcadors més utils de 'exposici6 a DEHP;
pero el 2cx-MMHP és el que té la vida mitjana més llarga i pot ser detectat en
orina més enlla de les 24 hores després de 'administracié (Koch et al, 2005a;

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

1.2.4 Exposiciéo al DEHP

La preséncia de ftalats i de DEHP en multiples tipus de productes origina
una continua alliberacié d’aquests al medi ambient. La unié no covalent del
DEHP als polimers en facilita el desprendiment en qualsevol de les etapes de
formulaci6, produccio, transport, emmagatzematge...etc. Les principals fonts

d’emisié de DEHP es detallen a continuacio:
Produccié del DEHP en plantes quimiques
Formulaci6 i processament de polimers

O

O

U Produccié i us d’adhesius, pintures, tintes, segelladots...

U Eliminaci6 de productes que contenen DEHP (matetials PVC)
0

Gestié de residus (reciclatge paper, trituracid, incineracié de

productes...)

Com que el DEHP esta present constantment en l'ambient, la poblacio
general hi esta 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’exposicié de la poblacié general 1 la toxicitat han estat les claus per a que
s’hagin realitzat i es continuin realitzant molts estudis de nivells poblacionals
d’aquest compost. Existeixen diferents possibilitats per avaluar exposicid
humana al DEHP (Clark et al, 2003; Angerer et al, 2006; Wittassek et al,
2011):

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

U Mesura del DEHP, dels seus metabolits o altres productes de reacci6

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

En el primer cas, les técniques analitiques per a la quantificacié del DEHP es
poden veure més interferides per la possible contaminacié externa (Koch et

al, 2009).

1.2.5 Nivells poblacionals

1.2.5.1 Poblaci6 general

Les rutes d’entrada principals del DEHP al cos sén la via oral i la
intravenosa. La naturalesa lipofilica del DEHP permet que aquest plastificant
pugui també travessar facilment la pell o els teixits pulmonars (Kluwe et al,

1982).

La font majoritaria d’exposicié en humans és la dieta. Les principals etapes
de contaminacié del menjar poden ser algunes de les que ja s’han descrit en
el punt anterior. No obstant aixo, el nivell de contaminaci6é també pot variar
en funcié del tipus d’empaquetament o del contingut lipidic de I'aliment
(Meck et al, 1994; Peterson et al, 2000; Muller et al, 2003; Wormuth et al,
2000). 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’exposicié de la poblacié (Itoh et al, 2005; Schettler et al,
20006; Fromme et al, 2007a).

Els primers estudis sobre nivells de DEHP en la poblacié general es van
publicar per Blount et al, 'any 2000 (Blount et al, 20002). En un primer
moment, les dades poblacionals només feien referéncia al monoester MEHP
com a biomarcador de lexposicié, pero gracies a altres contribucions
cientifiques, sobretot aquelles que implicaven I'administracié oral de dosis de
DEHP D4, es van comengar a utilitzar com a marcadors els metabolits
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, pero
tampoc en altres matrius biologiques degut a diferents raons: la contaminaci6
externa generada a partir del DEHP, que esta present arreu; la contaminacio
originada per l'activitat d’alguns enzims (lipasses, estereasses) en les mostres
biologiques (sang, llet materna, fluid amniotic) (Kato et al, 2003) o la rapida
eliminaci6é del mateix MEHP pel propi metabolisme. Aix{ doncs, I'estimacio
de lexposici6 a DEHP es realitza mitjancant la mesura dels diferents
metabolits oxidats en orina, principalment, MEHHP, MEOHP, 5cx-MEPP i
2cx-MMHP (Barr et al, 2003; Kato et al, 2003; Koch et al, 2003¢; Fromme et
al, 2007b; Koch et al, 2009).

En la taula 1.3 es presenten els nivells poblacionals, classificats en tres arees
geografiques: Estats Units, Europa i Asia, dels metabolits del DEHP en
orina descrits en els principals estudis realitzats I'dltima decada. Per a cada
estudi s’indica la mediana, el percentil 95 i el valor maxim per cada metabolit
estudiat. La major part d’estudis realitzats a Europa sén fets amb poblaci6
alemanya. D’altra banda, molts dels estudis s’han realitzat en dones
embarassades per tal d’avaluar I'exposicié 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 maxim) de les concentracions dels metabolits de DEHP en estudis de poblacié general.

Referéncia

Concentracié de metabolits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)

Poblacio n
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
Batr 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, 20052 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 (9.0%, n.a) 11.4 (21.1% n.2) 11.1 (19.0°, n.a) n.a n.a
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Taula 1.3 (continuacié) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor maxim) de les concentracions dels metabolits de DEHP en estudis de

poblacié general.

Concentracié de metabolits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)

Referéncia Poblacio n
MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP
Estats Units (continuacid)
Marsee et al, 2006 embarassades 214 43(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(14.0°,526.0) 20.0 (39.0%, 2051.0) 17.0 (36.0%, 1335.0) 35.0 (70.0%, 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-patt 242 4.0 (21.0°,1560.0) 11.3 (44.9°, 4440.0) 10.2 (42.6", 2833.0) na na
embarassades post-patt 242 72(23.6°,173.0) 20.4(83.1°,867.0) 16.0 (61.7°, 728.0) n.a n.a
NCEH, 2009 adults 1534 1.7 (29.5, n.a) 18.4 (225.0,n.2) 124 (139.0,n.2)  29.2 (312.0, n.a) n.a
Coladno et al, 2010 adults/infants( >6 anys) 2350 2.1 (n.a,718.0)  23.1 (n.a, 3141.0) 159 (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) 214 (156.6,268.2) 13.5(84.1,164.3)  36.0 (192.7,226.5) n.a
Braun et al, 2011 pre-embarag (18-45 anys) 636 8.1 (12.4°, n.a) n.a n.a n.a n.a
embarassades (18-45 anys) 365 9.5 (20.0°, n.2) n.a n.a n.a n.a
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Taula 1.3 (continuacié) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor maxim) de les concentracions dels metabolits de DEHP en estudis de

poblacié general.

Concentracié de metabolits de DEHP en otina (mediana, ng/ml)

Referéncia Poblacio n

MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP
Europa
Kodh 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
Kodh 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
Jonsson et al, 2005 adults 234 <LD (54.0, 150.0) n.a n.a n.a n.a
Kodh 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)
Hoégberg et al, 2008 embarassades post-part (23-39 anys) 42 9.0 (17.0°,57.0)  15.0 (29.0°, 126.0)  11.0 (24.0%, 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
Goen et al, 2011 adults 240 47(16.6,n2) 144 (422 n.a) 9.6 (36.0, n.a) 145(49.7,n.3) 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
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Taula 1.3 (continuacié) Medianes sense ajustar (percentil 95, valor maxim) de les concentracions dels metabolits de DEHP en estudis de

poblacié general.

Concentracié de metabolits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)

Referéncia Poblacio n
MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP

Asia
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 41.3° (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) 64 255 (94.51‘, 1140.0) n.a n.a n.a n.a
Itoh et al, 2009 dones infeértils (20-45 anys) 80 8.3 (11.2,n.a) 32.2 (44.1,n.2) 32.1 (46.1,n.a) n.a n.a
Suzuki et al, 2009 embarassades 50 4.0 (n.a, 70.0) 10.6 (n.a, 89.7) 11.0 (n.a, 132.0) n.a n.a
Jietal, 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 etal, 2011° 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

* percentil 75

b percentil 90

¢ mitjana geometrica
n.a: no avaluat en el treball
LD: limit de detecdd
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El rang de la mediana de les concentracions dels diferents metabolits en
poblacié 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 inica dada de
mediana disponible per al 2cx-MMHP és de 5.9 ng/ml. El rang de les
medianes en poblacié 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 poblacié asiatica, 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 sén superiors a

les de MEHHP i encara més a les de MEOHP.

Les diferencies que s’observen en les concentracions dels metabolits en els
estudis poblacionals presentats en les taules poden estar relacionades amb els
diferents patrons d’exposicié al DEHP segons 'area geografica, o amb una
possible diferéncia segons I’area, en el metabolisme dels monoeésters (Ji et al,
2010). Tenint en compte els valors de les medianes i del percentil 95 sembla
que les concentracions dels metabolits en orina sén superiors en la poblacid
asiatica respecte leuropea i la nord-americana. Inclis, dins la poblacid
asiatica els nivells de la poblacié koreana (Ji et al, 2010) sén superiors als de
la xinesa (Guo et al, 2011). Pel que fa als maxims de concentracio, els valors
més elevats corresponen a poblacié nord-americana, tot i que aquesta
poblaci6é presenta un grau d’exposicié menor que les altres dues (valors de
percentils inferiors); aixi, pot ser que certs estils de vida d’alguns subjectes

impliquen elevada exposicié a DEHP.

Respecte a les dades de dones embarassades no hi ha una tendencia evident
en la que les concentracions puguin ser superiors o inferiors a les de la
poblacié general, si bé, en els estudis de dones embarassades de poblacié
asiatica, si s’observen certes diferencies en funcié de la regi6. A tall

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

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

Draltra banda, en cap dels estudis s’han observat diferéncies en les
concentracions en la poblacié adulta a causa de I'edat, ni tampoc en funcié

del sexe.

Algunes publicacions destaquen, de manera general, que els nivells dels
metabolits de DEHP observats en orina s’han reduit a la meitat els dltims 20
anys, possiblement per les restriccions d’us d’aquest plastificant (Wittassek et

al, 2007; Géen et al, 2011).

1.2.5.2 Poblacio infantil

Les dades en la poblacié infantil indiquen unes concentracions for¢a més
elevades que en el cas dels adults, fet que indica que el metabolisme del
DEHP pot ser dependent de 'edat (Becker et al, 2004; Koch et al, 2004b).
En infants s’han observat diferéncies en funcié de I'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 diferéncies poden estar
originades per la dieta, el metabolisme, el pes o la diferent exposicidé per

contacte amb materials de PVC.

En el cas dels nadons, diferents investigacions remarquen que ’exposcio6 esta
altament lligada amb la de la mare, per exemple amb els nivells trobats en la
llet materna. Altres estudis també vinculen la contaminacié materna i la fetal
gracies a les dades obtingudes a partir dels fluids amniotics o de la sang de
cord6 (Latini et al, 2003; Silva et al, 2004b; Hégberg et al, 2008;
Sathyanarayana et al, 2008b).
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En altres treballs es descriu I’existéncia de correlacié en les concentracions
dels metabolits del DEHP entre mares i fills, aquesta la relacionen amb el fet
que mares i fills comparteixen una mateixa exposicié ambiental (Kasper et al,

2012).

La importancia de la contaminacié a DEHP en la poblaci6 infantil recau en
tres fets principals: els estudis indiquen que els animals joves 1 immadurs sén
més succeptibles a patir toxicitat testicular; diferencies en la farmacocinetica
entre nens i adults ja que, en el cas dels nens, 'aparicié dels metabolits toxics
és més rapida i 'excrecié via glucuronitzacié pel fetge és menor; els nens 1
nounats reben dosis més altes de DEHP per kg de pes si es compara amb els

adults.

En conclusié, la poblacié infantil esta més exposada al DEHP que els adults,
fet que els fa més succeptibles als possibles efectes toxics a nivell reproductiu

1 de desenvolupament del DEHP.

1.2.5.3 Variabilitat intraindividual

En quant a les correlacions entre els diferents metabolits moltes publicacions
hi fan referencia (Batr, et al 2003; Koch et al, 2003b; Becker et al, 2004;
Frederiksen et al, 2010). Tots els autors descriuen una correlacié baixa entre
cadascun dels metabolits oxidats i el MEHP, possiblement per la cinetica
d’eliminacié diferent del MEHP (Lorber et al, 2010). En canvi, tots ells
mantenen que la correlacié entre el MEOHP i el MEHHP roman constant i

no es veu alterada per les diferéncies metaboliques interindividuals o intra

(Koch et al, 2000).

L’avaluacié de la variabilitat temporal i individual dels nivells dels metabolits
s’ha dut a terme per diferents grups; la majoria usen els ICC (Intraclass

Correlation  Coefficient) per avaluar la  reproduibilitat 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 sén molt baixos com a
resultat de I'elevada variabilitat intraindividual de les concentracions en otina

dels metabolits de DEHP.

Fromme i col laboradors indiquen que les variacions en les concentracions
individuals dels metabolits 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 funcié de cadascun dels quatre

metabolits 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 variacié
individual del 58%; la variaci6 va ser del 24% quan es tractava de diferéncies
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 mati, 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 mati (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 otina
de set voluntaris sans durant una setmana, per tal d’investigar la possibilitat
que es registrin nivells alts dels metabolits en funcié de la dieta, 'habitatge o
I'exposicié ambiental (Solymos et al, 2011a). El rang de les medianes de les

concentracions dels tres metabolits estudiats va ser entre 11 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 sé6n similars a les descrites habitualment
per poblacié europea (veure taula 1.3). Els baixos coeficients de correlacié
intraclasse obtinguts, entre 0.19 i 0.43, pels tres metabolits, de nou van
indicar Pexistencia de variabilitat en les concentracions dels metabolits en un

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

Altres treballs també fan referéncia als ICC com a mesura del grau de
variabilitat; en cap d’ells el coeficient va superar el 0.30 per cap dels
metabolits estudiats (Teitelbaum et al, 2008; Peck et al, 2010). Valors d’ICC
més elevats es van obtenir en estudis de variabilitat en poblacié asiatica amb
mostres de dones embarassades, en aquest cas els ICC van ser de 0.51, 0.43 1
0.41 pels metabolits 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 metabolits de DEHP.

Diferents estudis reflecteixen que les concentracions dels metabolits en orina
de primera hora del mati sén més elevades que les obtingudes en orina
recollida durant 24 hores 1 fins i tot més elevades que les concentracions
obtingudes en mostres puntuals (Wittassek et al, 2007; Preau et al, 2010;
Frederiksen et al, 2011). Aixi, Frederiksen i els seus col laboradors indiquen
que entre el 40% 1 el 48% del total del contingut dels metabolits de ftalats
excretats en 24 hores sén excretats en les orines de primera hora del mati

(Frederiksen et al, 2011).

Malgrat la variabilitat intraindividual es considera que els metabolits de
DEHP, excepte el MEHP, tenen un bon valor predicitiu és a dir, que la
concentracié dels metabolits es pot relacionar directament amb el grau

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

1.2.6.1 Exposici6 per dispositius medics

Existeixen grups especifics de poblacié que presenten una exposicié a
DEHP forca més elevada que la de la poblacié general. Aquests grups de risc
s6n sobretot aquells que estan sotmesos a tractaments medics que impliquen
I'ds de material de PVC (FDA, 2001; EC, 2002; Health Canada, 2002; EC,
2007a). El contacte amb DEHP a nivell medic representa pel pacient una
petita proporcié del total de la contaminacié ambiental individual. El grau de
contacte dependra del tipus, de la durada del tractament i de les variables
individuals. Els tractaments d’hemodialisi i les transfusions repetides de sang
corresponen a exposicions de llarga durada; les transfusions de sang
puntuals, certes cirurgies o els tractaments d’oxigenacié amb membrana
extracorporia corresponen a exposicions més curtes. Les transfusions de
sang s6n un dels processos que impliquen més contaminacié per aquest
compost, pero els procediments d’aféresi en les donacions de sang també
proporcionen alts nivells de DEHP, especialment si es tracta d’aferesi en
continu (Koch et al, 2005b; Koch et al, 2005¢; Weisbach et al, 2006; Weuve
et al, 20006).

A la taula 1.2 es presenten els procediments medics que poden contenir
DEHP. A la taula 1.4 s’indiquen les poblacions hospitalaries de més risc per

contaminacié per DEHP.
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Taula 1.4 Poblacions de risc.

Poblacio

Cirurgies cardiaques

Nounats prematurs

Nounats amb nutridé parenteral
Nounats sotmesos a transfusié o ECMO
Padents d'hemodialisi

Padents multi transfosos (politraumatismes)
Padents multi transfosos i ECMO (padents d'UCI)

ECMO: Oxigenadé amb membrana extracorporia

UCI: Unitat de Cures Intensives

A la taula 1.5 es presenten els nivells dels metabolits del DEHP publicats en
diferents estudis poblacionals dins 'ambit hospitalati. La poblaci6 infantil és
una de les més sotmeses al DEHP, sobretot en el cas dels nounats que reben
diferents terapies mediques a la UCI dels hospitals. Els procediments que
impliquen una dosi més alta de DEHP per un nounat sén els tractaments
parenterals 1 'oxigenacié amb membrana extracorporia (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’exposicié a DEHP sigui més o menys elevat,
aixi doncs, segons I'estudi de Weuve i col 1aboradors les concentracions en el
cas dels nounats que reben llargs i intensos tractaments a la UCI de 'hospital
son tretze cops més elevades que en el cas de rebre tractaments menys

invasius i curts (Weuve et al, 20006).

En resum, tot i que existeixen poblacions de més risc que altres no s’ha
limitat I"ds de materials que contenen DEHP per a cap tipus de grup de
poblaci6 en particular i procediment, pero si que s’intenta reduir al maxim 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 maxim) de les concentracions dels metabolits de DEHP en poblacions de risc.

Referéncia Poblacié n Concentracié de metabolits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
MEHP MEHHP MEOHP 5cx-MEPP 2cx-MMHP
Exposici6 intravenosa a DEHP
Kodh et al, 2005b,c  donants de plasma 6 347 (n.a, 97.8) 90.5 (n.a, 130.4) 82.8 (n.a, 153.0) n.a n.a
donants de plaquetes (discontinu) 6 117.6 (n.a, 311.2)  315.9 (n.a, 988.0) 306.9 (n.a, 816.0) n.a n.a
donants de plaquetes (continu) 6 2319 (n.a,536.5) 793.8 (n.a, 1343.0) 801.0 (n.a, 1153.0) n.a n.a
Nounats prematurs en UCI
Calafat el al, 20042 nounats 41 129.0 (704.0,n.2) 2221.0 (13161.0, n.a) 1697.0 (10413.0, n.a) n.a n.a
Kodh et al, 2006 nounats 45 n.a n.a (557.0, n.a) n.a (406.0, n.a) n.a (5550.0,n.2) n.a(129.0, n.a)
intensitat baixa 13 4.0(18.0", n.a) 27.0 (60.0°, n.a) 29.0 (42.0°, n.a) n.a n.a
Weuveetal, 2006  nounats intensitat mitjana 24 28.0(61.0%, n.a) 307.0(614.0°, n.a) 286.0 (611.0°, n.a) n.a n.a
intensitat alta 17 86.0(171.0°, n.a) 555.0 (844.0", 3492.0) 598.0 (906.0", 3376.0) n.a n.a

n.a: no avaluat en el treball

: percentil 75
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1.2.6.2 Exposicié ocupacional

Altres tipus de poblacions de risc sén aquelles que presenten contaminacié
per alts nivells d’exposicié a DEHP dins I'area ocupacional. L’exposici6
ocupacional pel DEHP es pot donar via inhalacié o per contacte dermic,
sobretot en processos industrials de produccié del DEHP o en els que
s'utilitza el DEHP per a la fabricacié d’altres productes. Hi ha certa
preocupacié pels efectes que pot ocasionar en els testicles, la fertilitat i els
ronyons degut a una exposicié continuada. Aquest grau de preocupacid
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 metabolits del DEHP obtinguts en diferents
estudis d’exposicié ocupacional es mostren a la taula 1.6. Gaudin i
col laboradors han recollit I'exposicié de treballadors d’industries de PVC 1
de plastisols de PVC (Gaudin et al, 2008; Gaudin et al, 2011). Com es pot
observar en la taula, les concentracions dels metabolits en els treballadors
exposats son més elevades que en el grup control (no exposats) i
especialment, les mostres recollides després de la jornada laboral sé6n les que
contenen les concentracions dels metabolits 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 que avaluaven
Iexposici6 a DEHP en diferents fabriques (Hines et al, 2009a). Les
concentracions dels metabolits de DEHP eren significativament més
elevades en les industries de PVC 1 en general, les concentracions

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

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

important contribucié de I'entorn ocupacional a I'exposici6 a DEHP, sén
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encara necessatis més estudis per clarificar les claus de l'exposicid i els

sectors ocupacionals de més risc.

35



Capitol 1

Taula 1.6 Medianes sense ajustar (percentil 95) de les concentracions dels metabolits de DEHP en treballadors d'industries que utilitzen materials

amb DEHP .
. Concentracié de metabolits de DEHP en orina (mediana, ng/ml)
Referéncia Treballadors (periode) n

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) 434 (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
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Taula 1.7 Concentracions sense ajustar dels metabolits de DEHP en treballadors d'industties de diferents sectors (ng/ml) (Hines et al, 2009a).

Industria ftalat PVC Filtres vehicle | Produccio PVC Goma Goma (calgat) | Goma (empaquetadora) [ Salé cosmetica (exposicié comi)
n 9 9 25 25 18 18 12 12 25 25 21 21 20 20 25 26
Periode Mig Fi | Mig Fi Mig Fi Mig Fi Mig Fi Mig Fi Mig Fi Mig Fi
MEHP
Mediana 6.1 7.6 | 26.7 373 10.1 11.1 22.6 29.2 5.3 7.6 5.4 1255 14.2 22.3 10.2 23.0
Minim 35 20 | 20 <ILD 3.3 2.9 <ID <ILD 1.2 13| <ILD <LD <LD <ID <ILD <ILD
Maxim 21.7  27.9 |186.0 257.0 196.0 66.7 112.0  220.0] 151.0 107.0f 36.0 117.0 131.0 161.0 266.0 1830.0
MEHHP
Mediana 45.1 54.9 1224.0 282.0 35.8 45.4 190.0  289.0] 30.1  343[ 60.8 106.0 50.4 74.8 12.5 21.3
Minim 11.4 99 | 45.8 11.8 6.5 11.4 8.5 16.2 7.4 6.3 6.4 9.1 1.6 1.2 33 <ILD
Maxim 118.0 196.0(1230.0 3090.0f  427.0 ~ 294.0[ 565.0 1040.0f 899.0 891.0] 1060.0 1640. 1090.0 1820.0 338.0 10800.0
MEOHP
Mediana 342 36.8 [111.0 148.0 28.1 36.6 131.0  200.0) 184 221| 375 70.0 31.3 42.4 8.1 12.2
Minim 8.6 6.8 | 266 7.0 7.2 8.3 4.7 8.0 3.8 4.6 3.9 4.9 1.1 <ID <LD <LD
Maxim 73.6  121.0]648.0 1490.0] 244.0  179.0 327.0  675.0] 571.0 552.00 701.0 1100. 915.0 1130.0 205.0 6750.0
5cx-MEPP
Mediana n.a. na. | 22.0 283.0 n.a. n.a. 286.0 391.01 47.7 51.41 754 1320 n.a. n.a. n.a. n.a.
Minim n.a. na. | 479 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.
Maxim n.a. n.a. [1430.0 2030.0, n.a. n.a. 998.0  1080.00 486.0 497.0] 2840.0 3520. n.a. n.a. n.a. n.a.

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

n.a: no avaluat en el treball

LD: limit de detecdd
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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 1 majoritariament els testicles son els organs que es poden
veure més afectats per la seva exposicié. Propietats com les d’interferent
endocti i la possible carcinogenesi soén la principal preocupacié de les
organitzacions internacionals reguladores i el motiu d’estudi de molts grups

d’investigacio.

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 I'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 sindromes testiculars si estan exposats a altes dosis
de DEHP. Aquest possible efecte toxic en nounats és degut a que els nivells
als que s’indueixen efectes toxics en rosegadors sén del mateix ordre dels que

experimenten alguns nounats en determinades practiques mediques.

S’ha estudiat que el DEHP origina tumors de fetge en rosegadors exposats a
altes dosis. El mecanisme tumoral és especific (receptors activadors de la
proliferacié de peroxisomes) i no és el rellevant en el cas dels humans. Aixi,
el DEHP es considera no carcinogen pels humans (IARC, 2000; EC, 2002).
Altres efectes adversos i toxics 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

Toxicitat Referéncia
Genotoxicitat/mutagenia EC, 2008
Immunotoxicitat Jaakkloa et al, 1999;

Larsen et al, 2001
Toxicitat aguda EC, 2008
Irritacié, sensibilitzacid EC, 2008
Nefrotoxicitat Crocker et al, 1988
Toxicitat pulmonar Huber et al, 1996
Hepatotoxicitat Shneider et al, 1991;

Plonait el al, 1993

1.2.8 Legislaci6 i salut publica

Degut als possibles efectes toxics i a la possible incidéncia sobre la salut
publica del DEHP, les diferents organitzacions governamentals han regulat
la seva utilitzacié des de fa anys. Les legislacions dels diferents estats s’han
establert a partir de 'elaboracié d’extensos informes que tenen en compte els

treballs publicats sobre nivells d’exposicid, de toxicitat 1 d’efectes adversos.

D’acord amb els efectes sobre la fertilitat i el desenvolupament, el DEHP
esta classificat com a toxic 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 I'index del nivell sense efecte advers observat (NOAEL)
establert pel DEHP via administracié oral és de 4,8 mg/kg dia. En el cas de
la Ingesta Diaria Tolerable (IDT) és de 48 Hg/kg dia amb un factor de
seguretat de 100 en el cas dels adults i de 20 Hg/kg dia amb un factor de
seguretat de 250 pels nounats i infants fins a Pany (EC, 2004; EFSA, 2005;
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EC, 2007a; EC, 2008). Pel que fa a la legislacié americana el IDT és de

600 Pg/kg dia per via intravenosa.

El DEHP és I"anic plastificant que apareix a la llista de la Farmacopea
Europea i que pot formar part de productes farmacéutics i medics. En aquest
sentit, I'as del DEHP en els dispositius medics esta permes i fins i tot, alguns
informes remarquen que les avantatges que proporciona sén superiors als

inconvenients (EC, 2002).

La vulnerabilitat de la poblacié infantil al DEHP va portar a prohibir-ne
totalment el seu Us en joguines i cosmetics. A més, es va restringir en la
industria alimentaria. Aquesta legislacié és vigent a la UE des del 2005 1 als

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

En conclusid, els avantatges que proporciona I'as del DEHP sén majors als
possibles efectes sobre la salut, pero a poc a poc, s’esta minimitzant el seu Gs

i s’estan buscant alternatives, principalment dins '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 caracteristiques de durabilitat, alta
resisténcia en condicions de fred o calor, flexibilitat, transparéncia,
manteniment de la flexibilitat de la membrana dels eritrocits, bona
preservacié d’aquests ultims, entre moltes altres... (AuBucho, et al 1988; Hess

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

Les multiples preocupacions referents a la toxicitat del DEHP han iniciat la
cerca d’alternatives a 1as 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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medic que contingui DEHP cal que estigui marcat correctament amb uns

simbols establerts (CEN, 2010; EC, 2007¢) (figura 1.4).

DEHP

DEHP

Figura 1.4 Simbols pel marcatge de material medic que conté DEHP.

Alguns materials ja s’han comencat a modificar, per exemple les bosses
utilitzades per a les infusions via parenteral, on el DEHP ha quedat
susbstituit per altres plastificants (Sampson et al, 2011), o els revestiments
d’heparina que ara sutilitzen en els tubs quirdrgics. 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 concentracié del

DEHP dins de la bossa durant ’emmagatzematge.

Les alternatives al DEHP que han anat sorgint sén: butiril-trihexil-citrat
(BTHC), tri-(2etilhexil)trimelitat (TEHTM), dietilhexiladipat (DEHA),
diisononil éster de I'acid ciclohexanedicarboxilic (DINCH), a més d’altres
tipus de polimers com Petilvinilacetat (EVA), les poliolefines, els poliuretans

(PU) o els fluoropolimers.

Per les bosses que contenen plaquetes, el TEHTM presenta bones
caracterfstiques respecte a la permeabilitat pero és un plastificant menys
eficient que el DEHP, ja que al polimer li cal més quantitat de plastificant per
assolir la mateixa flexibilitat (Estep et al, 1984). El BTHC permet un bona
conservacié dels eritrocits fins a 35 dies a 4°C pero el seu principal

inconvenient és el seu preu elevat (Hogman et al, 1991; Draper et al, 2002).
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Altres alternatives com el DINCH preserven correctament els eritrocits 1 a

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

Respecte als altres tipus de polimers, aquests acostumen a tenir uns preus
forca elevats, per bé que les bosses de sang ’EVA ja estan exteses al mercat.
Una de les dificultats a ’hora de cercar bosses de diferent naturalesa és que
cal garantir les propietats i la qualitat en tot tipus d’aplicaci6 dins la medicina
de la transfusié (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 indastria del material medic.

En definitiva, la recerca de materials alternatius és constant i motiu d’estudi
de molts grups d’investigacié. El més important és generar les dades
toxicologiques suficients per a que els nous productes puguin ser acceptats

després de valorar correctament els seus riscos i beneficis.

1.2.10 Deteccié dels metabolits del DEHP en fluids
biologics

La preocupaci6 pels possibles efectes sobre la salut dels ftalats, sobretot del
DEHP, ha originat la necessitat de monitoritzar 'exposicié de la poblacié a
aquest compost. Tal i com ja s’ha descrit en I'apartat 1.2.4, la monitoritzacid
de l'exposicié es realitza amb I'avaluacié dels nivells dels metabolits dels
ftalats en espécimens humans o amb la del contingut dels plastificants en els
productes. Als darrers anys s’han desenvolupat diferents metodologies que
permeten la quantificacié del DEHP o dels seus metabolits en diferents
matrius com l'orina o el sérum huma (veure taula 1.9), en la llet materna
(Calafat et al, 2004b; Hogberg et al, 2008; Hines et al, 2009b), en aigiies
(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 liquida (CL) o de gasos (CG) i
Pespectrometria de masses (EM) sén les tecniques més utilitzades per a la
separaci6, detecci6 i quantificacié d’aquestes substancies. Abans de I'analisi
cal una etapa previa de preparacio i extraccié dels analits de la mostra. Les
diferents técniques de preparacié i d’analisi en fluids biologics descrites a la
literatura 1 desenvolupades per diferents grups es revisen breument a

contiuacio.

1.2.10.1 Tractament de la mostra

En Tetapa de preparacié de la mostra té lloc I'extraccié i concentracié dels
analits, a més de leliminacié d’altres compostos de la matriu que poden
interferir en els processos posteriors d’analisi. Els protocols d’extraccié
aplicats han de garantir una bona recuperacié de lanalit al final de tot el
procés. Els metodes d’extraccié difereixen en funcié del volum de mostra
disponible, la matriu i les caracteristiques de l'instrument emprat per a la

deteccio final.

En el cas dels metabolits de DEHP, com que s’excreten en forma
glucuronoconjugada, és indispensable una primera etapa d’hidrolisi d’aquests
conjugats abans de qualsevol procés d’extraccié. Diferents estudis han
avaluat la capacitat d’hidrolisi de diferents tipus d’enzims. L’enzim que
proporciona l'alliberaci6 dels metabolits de DEHP en forma lliure de manera
més efectiva i sense generar altres compostos interferents és la [3-
glucuronidasa procedent de I'E.co/i. Sha demostrat que aquest enzim no té
activitat esterasa, de manera que no genera cap contaminacié 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 contaminacié deguda a aquest
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compost no controlada. Esta descrit que enzims com la B-glucuronidasa
procedent de H. pomatia si que presenten aquest tipus de comportament no
desitjat (Blount et al, 2000b). Pel procediment d’hidrolisi cal tamponar la
mostra a pH 6.5-7, per exemple amb tampd acetat amonic 1 posteriorment,
incubar-la amb l'enzim a 55°C o 37°C 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
hidrolisi enzimatica del MEHP, MEHHP i MEOHP en un mil 1lilitre d’otrina

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

Els metodes d’extraccié convencionals sén Dextraccié liquid-liquid i
Pextraccié en fase solida. Darrerament i degut a les millores en la sensibilitat
dels instruments, estan guanyant terreny protocols com lextraccié on line o
la injecci6 directa de la mostra al cromatograf. 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; Hogberg et al, 2008).

Per a Pextracci6 liquid-liquid s’utilitzen disolvents organics com l'acetat d’etil,
el ciclohexa, ’hepta i ’acetonitril; aquest Gltim afavoreix la precipitacié de les
proteines de la mostra (Kambia et al, 2001; Buchta et al, 2003). L’extraccid
amb el disolvent s’acostuma a realitzar un parell de vegades per recuperar el
maxim d’analit. La fase organica s’evapora a sequedat sota corrent de
nitrogen i el residu sec es dissol amb una mescla, generalment d’aigua i de

disolvent organic, per a que pugui ser analitzat després.

Per a Pextracci6 en fase solida s’utilitzen en la majoria dels casos columnes
amb sorbents de fase reversa o columnes de naturalesa polimerica com les
d’estire-divinilbenze (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; carrega de

la mostra acidificada a la columna; rentat amb aigua 1 metanol i en darrer lloc,
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Pelucié dels analits amb acetonitril o acetat etil. L’eluit organic obtingut
s’evapora sota corrent de nitrogen i 'extracte sec es dissol per ser analitzat.
L’extraccié en columnes d’aquest tipus origina extractes nets perque 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 préviament (pH 2)

abans de carregar-se a la columna.

En diferents treballs apareix descrita la metodologia d’extraccié 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 numero d’etapes de manipulacié de
la mostra i aix{ evita part de contaminacié analitica, aspecte especialment
critic quan P'analit és el DEHP, ja que esta present arreu com a contaminant
ambiental. Per la naturalesa d’aquest tipus d’extracci6 el sistema de separaci6

cromatografica que té enllagat és de cromatografia liquida.

L’objectiu principal de tots els procediments d’extracci citats és aconseguir
un extracte final net minimitzant la preséncia d’interferents i la supressié
ionica en ’EM, amb la minima manipulacié possible de la mostra d’orina o

de serum...etc; d’aquesta manera s’optimitza la sensibilitat.

1.2.10.2 Separaci6 cromatografica i sistemes de deteccio

La disponibilitat de les tecniques i dels equips d’instrumentacié per a la
separaci6 i deteccié dels compostos, aix{ com la seva sensibilitat i robustesa
ha millorat amb el temps. Als anys 70 i 80 la cromatografia de gasos era la
tecnica més utilitzada per a la separacié del DEHP i del seu monoéster
MEHP (Marcel et al, 1973; Albro et al, 1984; Sj6berg et al 1985). En aquesta
tecnica la separacié dels analits té lloc en la columna del cromatograf de
gasos. Les columnes emprades acostumen a ser columnes capilars de 100%

metilpolisiloxa (Kessler et al, 2001) o 5% difenil-metilpolisiloxa (Buchta et al,
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2003; Kondo et al, 2010). L’aplicacié6 d’un gradient de temperatures en el
cromatograf i el grau d’afinitat dels analits per la fase estacionaria permet la
seva separacié. Generalment el gradient s’inicia amb una isoterma d’entre
175°C i 190°C, pet continuar amb una rampa d’uns 20-30°C/min que
acabara als 280°C o 300°C. E1 DEHP pot ser analitzat directament per CG,
en el cas del monoéster MEHP cal una derivatitzacié prévia per exemple
amb pentafluoropropanolol o diazometa, per millorar el seu comportament
cromatografic (Sjoberg et al, 1985; Kessler et al, 2001; Kondo et al, 2010).
Respecte als sistemes de deteccié acoblats als cromatografs de gasos se n’han
utilitzat diversos: detector de captura d’electrons, detector d’ionitzacié de
flama (Albro et al, 1984), espectrometre de masses amb ionitzacié quimica o

amb ionitzaci6 per impacte electronic (Sjoberg et al, 1985; Buchta et al 2003).

Amb els anys, es va considerar que els diferents metabolits oxidats en orina
del DEHP eren millors marcadors de la seva exposicié. Per aixo, les
tecniques analitiques es van anar millorant i adaptant per tal de cobrir també
la determinacié d’aquests compostos. Els primers en analitzar els metabolits
oxidats van ser Koch i els seus col laboradors (Koch et al, 2003c). D’altra
banda, a '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 tecnologica ha permeés que I'acoblament de la separacié per CL
amb ’EM sigui actualment Ieina analitica més utilitzada. Els primers estudis
utilitzaven la CL amb detectors de llum ultraviolada (UV) per l'analisi de
DEHP i MEHP (Dine et al, 1991; Gerlai et al, 1987; Faouzi et al, 1999;
Kambia et al, 2001), pero 'as de 'EM en tandem per detectar ftalats i els
seus metabolits ja esta descrit des de principis del 2000. Els procediments
utilitzen columnes i eluci6 per gradient amb fases mobils d’aigua acidificada 1
majoritatiament acetonitril com a modificador organic. Pel que fa al tipus

d’ionitzacié fet servir pels espectrometres de masses acostuma a ser per
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electrosprai (ESI). Finalment, els limits de deteccié obtinguts per moltes

publicacions se situen per sota d’1 ng/ml dels metabolits de DEHP en orina.

La injeccié directa de la mostra al sistema cromatografic és un altre
procediment. Solymos i els seus col laboradors descriuen la quantificacié 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

preparaci6 i analisi de DEHP i metabolits per CL-EM/EM.
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Taula 1.9 Procediments d’extraccid i condicions de CL-EM/EM pet I'analisi de DEHP i metabolits desctits a la literatuta.

Referéncia Analits Matriu Extraccio Columna cromatografica Fase mobil Mode ionitzacio
Blount et al, 2000b MEHP orina fase solida phenyl (5Um x 50mm x 3mm) aigua (tam p6 acetat amonic 6m M) APCI
acetonitril
Inoue et al, 2003a DEHP soludons intravenoses liquid-liquid precolumna RP C18 (5pm x 2mm x 5mm) aigua ESI positiu
on line (silica-avidina) RP C18 (5pm x 100mm x 2mm) acetonitril (0.1% add acetic)
Tnouce et al, 2003b DEHP plasma on line (RP) precolumna RP CI8 (3Hm x 2mm x 5mm) aigua ST negatiu
MEHP serum bovi RP C18 (5pm x 100mm x 2mm) acetonitril (0.1% add acitig ESI positiu
Kato et al, 2003 MEHP sérum fase solida phenyl (5Hm x 50mm x 2mm) aigua (0.1% add acetiq) ESI negatiu
acetonitril
Koch et al, 2003¢ DEHP orina on line (RP C8) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm metanol EST negatiu
MEHP phenylhexyl (3Um x 150mm x 4.6mm) 10% acetonitril en aigua 1% add acitic
90% acetonitril en aigua 1% add acitic
Silva et al, 2003a MEHP sérum fase solida phenyl (5Hm x 50mm x 2mm) aigua (0.1% add acetiq) APCI
acetonitril (0.1% add actic)
Silva et al, 2003b MEHP otina fase solida phenyl (5Um x 50mm x 2mm) aigua (0.1% add acetic) APCI
MEHHP acetonitril (0.1% add acitic)
MEOHP
Kato et al, 2004 MEHP otina fase solida phenyl (5Hm x 50mm x 2mm) aigua ESI negatiu
MEHHP serum acetonitril
MEOHP
Silva et al, 2004c¢ MEHP orina fase solida phenyl 3Um x 100mm x 2mm) aigua (0.1% add acetiQ) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% add actic)
MEOHP
Takatori et al, 2004 DEHP sérum liquid-liquid ODS Cys, (3Um x 100mm x 2mm) aigua (0.05% add acetiq) ESI negatiu
MEHP acetonitril ESI positiu
Kato et al, 2005b MEHHP orina fase solida phenyl 3Um x 100mm x 2mm) aigua (0.1% add acetiQ) ESI negatiu
MEOHP acetonitril (0.1% add acitic)
Mortensen et al, 2005 MEHP llet liquid-liquid phenyl 3m x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% add acetiq) ESI negatiu
fase solida acetonitril (0.1% add actic)
Preuss et al, 2005 MEHP orina on line (RP C8) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm metanol EST negatiu
MEHHP phenylhexyl (3Um x 150mm x 4.6mm) 10% acetonitril en aigua 1% add acetic
MEOHP 90% acetonitril en aigua 1% add acetic
5x-MEPP
2cx-MMHP
Silva et al, 20052 MEHP saliva fase solida phenyl (3Hm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% add acetic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% add acitic)
MEOHP
Silva et al, 2005b MEHP sérum fase solida phenyl 3m x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% add acetiq) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% add acetic)
MEOHP
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Taula 1.9 (continuaci6) Procediments d’extraccié i condicions de CL-EM/EM per I'analisi de DEHP i metabolits desctits a la literatura.

Referéncia Analits Matriu Extraccio Columna cromatografica Fase mobil Mode ionitzacio
Silva et al, 2006b MEHP orina fase solida phenyl 3m x 100mm x 2.1mm) aigua (0.1% add acitic) APCI
MEHHP acetonitril (0.1% add actic)
MEOHP
5x-MEPP
2c-MMHP
Itoh et al, 2007 MEHP orina fase solida phenyl 3Hm x 100mm x 2mm) aigua (0.1% add acetic) ESI negatiu
MEHHP acetonitril (0.1% add actic)
MEOHP
5x-MEPP
2c-MMHP
Silva et al, 2007 MEHP orina on line (RP C18) phenyl 3Um x 150mm x 2.1Tmm) aigua (0.1% add acetic) ESI negatiu
MEHHP acctonitril (0.1% add actic)
MEOHP
5c-MEPP
Gaudin et al, 2008 MEHP orina on line (RP C18) precolumna fenylpropyl 4mm x 3mm aigua:metanol (70:30), 0.05% add acetic ESI negatiu
5cx-MEPP phenyl (80A x 150 x 25mm?) aiguazacetonitril (5:95), 0.05% add acitic
“Takatori et al, 2008 DEHP atéters liquid-liquid ODS C18, (3um x 150mm x 2mm) aigua (0.0005% add acitic) ESI negatiu
MEHP soludons intravenoses acetonitril ESI positiu
Samandar et al, 2009 MEHP orina on line (RP C18) phenyl 3Um x 150mm x 2.1mm) aigua (0.1% add acetic) ESI negatiu
MEHHP acctonitril (0.1% add actic)
MEOHP
5x-MEPP
2c-MMHP
Frederiksen et al, 2010 MEHP orina fase solida C18 phenyl (4Hm x 75mm x 2mm) aigua (0.1% add acetic) ESI negatiu
MEHHP acctonitril (0.1% add actic)
MEOHP
5cx-MEPP
Anderson et al, 2011 MEHP orina on line (RP C18) C18 phenyl (44m x 250mm x 3mm) aigua ESI negatiu
MEHHP metanol (0.25% add acetiq
MEOHP metanol
5c-MEPP
Solymos et al, 2011a MEHP orina injead6 directa precolumna Cg phenyl (4mm x 2mm) aigua (0.1% add acitic, 5mM acetat amonic) ESI negatiu
Solymos et al, 2011b MEHHP Cg phenyl (3Um x 100mm x 2mm) acetonitril
MEOHP
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Justificacid i objectius

Pels laboratoris de control antidopatge és un repte important el
desenvolupament de tecniques que permetin detectar el dopatge sanguini.
Les transfusions de sang homologues poden ser detectades mitjangant
I'analisi d’'una mostra de sang de lesportista, sempre i quan almenys dos
antigens de superficie dels eritrocits siguin diferentes entre les sangs. Pero pel
que fa a les transfusions autologues, actualment no hi ha cap tecnica
disponible que permeti la seva detecci6é. Un avang remarcable seria, a més, el
desenvolupament d’un test qué enlloc d’una mostra de sang requeris una
mostra d’orina, atés que aquesta és la matriu biologica disponible en tots els
controls antidopatge. En aquest sentit, es proposen els metabolits del
plastificant di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) com a possibles marcadors per a la
deteccié de transfusions. La lliberacié del DEHP present en les bosses
utilitzades en les transfusions de sang origina que durant el procés d’una
transfusié la contaminacié de la sang del receptor per aquest compost sigui
elevada i, en conseqiiéncia, després d’una transfusio les concentracions dels
metabolits del DEHP en orina podrien ser més elevades. Per altra banda, el
DEHP és un contaminant ambiental i tota la poblacié presenta

concentracions basals d’aquest compost i els seus metabolits en orina.

L’objectiu de la tesi va ser avaluar si els metabolits del plastificant DEHP
] p
poden ser usats com a marcadors de 1"ds de transfusions sanguinies

(homologues i autologues) en I'esport.
Els objectius especifics d’aquest treball van set:

1. Desenvolupar i validar una teécnica analitica per a la deteccid i
quantificacié dels cinc principals metabolits de DEHP en mostres
d’orina:  mono-(2-ctilhexil)  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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Comparar les concentracions dels metabolits de DEHP en mostres
de poblaci6 general amb mostres de pacients hospitalitzats sotmesos
a transfusions de sang i de pacients no transfosos que tebin
tractaments medics que impliquin I"ds de materials plastics, per tal de
comprovar si les concentracions en orina dels metabolits de DEHP
augmenten després de la transfusié i si els resultats poden quedar

confosos per altres tractaments médics diferents a les transfusions.

Avaluar les concentracions dels metabolits de DEHP en mostres de
voluntaris sotmesos a un procés d’autotransfusié controlat, amb
I'objectiu de verificar en poblacié sana que les concentracions en
orina dels metabolits de DEHP augmenten després de la transfusio,
de definir el perfil d’excrecié en orina d’aquests metabolits 1
d’establir una finestra de deteccié en la que les concentracions dels
metabolits romanen considerablement elevades després de la

transfusio.

Determinar les concentracions dels metabolits de DEHP en
poblacié general 1 en una poblacié d’esportistes per establir els
valors limits de referencia que permetin distingir una exposicid
normal d’una exposicié anormalment elevada que podtia ser

indicativa de I’as de transfusions.
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CAPITOL 3

DESENVOLUPAMENT I VALIDACIO DEL
METODE D’ANALISI DE CINC
METABOLITS DE DEHP EN ORINA PER
CL-EM/EM

81



Capitol 3

82



Desenvolupament i validacio del metode d’analisi

3.1 Introduccio

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 domestics i també en dispositius medics
(CE, 2002; FDA, 2002). E1 DEHP forma part de les bosses emprades en les
transfusions de sang perque té propietats que ajuden a mantenir P'estabilitat
dels eritrocits (Horowitz et al, 1985; Simmchen et al, 2012). Els plastificants
no estan units quimicament al polimer i poden migrar facilment cap a
I'atmosfera, els productes alimentaris o passar directament al cos, fet que
implica una exposicié del medi ambient i de la poblacié a aquest plastificant.
La poblacié general esta exposada al DEHP de manera continuada
(Frederiksen et al, 2007; Fromme et al, 2007; Koch et al, 2009). L’exposici6 a
altes concentracions de DEHP pot provocar un ampli rang d’efectes
adversos. Es conegut que el DEHP és toxic a nivell reproductiu i de
desenvolupament i esta ampliament documentat els possibles efectes toxics
dels ftalats en el sistema reproductiu dels infants (Lottrup et al, 20006;
Blystone et al, 2010); a més a més, el DEHP és un disruptor endocti (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, 20006).

El patré metabolic del DEHP és complex i s’han indentificat i caracteritzat
diferents metabolits. El metabolisme del DEHP implica una hidrolisi rapida
a mono-(2-ctilhexil) ftalat (MEHP) 1 la posterior formacié del MEHP
conjugat amb acid glucuronic. E1 MEHP pot patir reaccions d’oxidacié en la
cadena lateral i originar més metabolits (Albro et al, 1989; Silva et al, 2003).
Actualment hi ha més de 15 metabolits del DEHP identificats en orina
humana (Koch et al, 2005). Els metabolits oxidats mono-(2-etil-5-
hidroxihexil) ftalat (MEHHP), mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalat (MEOHP) i

els identificats 1 caracteritzats més recentment com el mono-(2-
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carboximetilhexil) ftalat (2cx-MMHP) i mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalat
(5¢x-MEPP) s6n els metabolits majoritaris en humans i tots ells son excretats

en orina com a conjugats amb I’acid glucuronic (Koch et al, 2003a; Silva et al,

20064).

Tan els metabolits secundaris com el metabolit primari MEHP han estat
utilitzats com a marcadors per predir 'exposicié al DEHP (Batr et al, 2003;

Kato et al, 2004; Silva et al 2006b).

Es coneix que els adults i els nounats que estan sotmesos a practiques
mediques presenten un alt nivell d’exposicié al DEHP (Calafat et al, 2004).
Els treballadors d’inddstries on s’utilitzen materials de DEHP també estan
altament exposats a aquest compost 1 tenen concentracions dels seus
metabolits molt elevades en orina (Pan et al, 2006). En els darrers anys s’han
desenvolupat metodologies que permeten detectar els metabolits del DEHP
per tal d’avaluar-ne exposicié (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 exposicié al DEHP sén les
transfusions de sang. L’s de les transfusions de sang esta prohibit a I'esport
per ’Agencia Mundial Antidopatge (AMA). Les transfusions homologues de
sang (donant i receptor no sén el mateix individu) poden ser detectades per
I'analisi de mostres de sang per citometria de flux mitjancant la deteccié de
doble poblacié d’eritrocits (existencia d’eritrocits amb diferents antigens de
superficie) (Arndt et al, 2008; Giraud et al, 2008). D’altra banda, les
transfusions autologues de sang (donant i receptor sén el mateix individu) no
poden ser detectades pel mateix procediment analitic ja que tots els eritrocits
comparteixen els mateixos antigens de superficie. Ates que s’ha vist que el
DEHP present en les bosses de sang per a transfusions es despren facilment
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 conseqiiencia, la concentracié dels metabolits de DEHP en
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Porina d’aquests podria ser més elevada. Aixi doncs, els metabolits del
DEHP en orina es podrien usar com a marcadors de I'Gs de transfusions en

Pesport.

En aquest capitol es descriu 'optimitzacié i la validacié d’un metode per
detectar 1 quantificar cinc metabolits del DEHP (MEHP, MEOHP,
MEHHP, 5cx-MEPP i 2cx-MMHP) en mostres d’orina, amb la finalitat
d’aplicar el metode en un futur a mostres d’orina de subjectes transfosos i
comprovar que aquests metabolits podrien ser marcadors de Ids de
transfusions en 'esport. Comparada amb altres estudis previs la metodologia
proposada permet la quantificacié de dos metabolits addicionals del DEHP
(5¢x-MEPP i 2cx-MMHP) (Solymos et al, 2011a; Solymos et al, 2011b).

3.2 Material i métodes

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),
acid formic de qualitat CL/EM (Metrck, Darmstadt, Germany) i B-
glucuronidasa (Escherichia colij (Roche Biomedical, Mannheim, Germany).
Laigua Milli-QQ es va obtenir a partir d’un sistema Milli-Q de purificacié

(Millipore Ibérica; Barcelona, Spain).

3.2.2 Substancies de referéncia

Les substancies de referéncia utilitzades van ser MEHP, MEHHP, MEOHP,
5¢x-MEPP, 2cx-MMHP i els seus analegs marcats amb 3C  MEHPC,,
MEOHPBCy i 5cx-MEPP13Cy (posicions 1 i 2 de l'anell 13Cy, i dicarboxil
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13Cy), que es van utilitzar com estandards interns (ISTD). Tots ells es van

obtenir de Cambridge Isotope Laboratories, Inc (Andover, MA, USA).

3.2.3 Preparaci6 de les solucions

Les dissolucions comercials dels metabolits del DEHP i els seus analegs
marcats utilitzats com ISTD tenien una concentracié de 100 pg/ml i estaven
preparades en acetonitril. Les solucions de treball de 10 i 1 pg/ml es van
preparar a partir de dilucions amb acetonitril de les dissolucions comercials.

Totes les solucions es van emmagatzemar a -20°C.

3.2.4 Preparaci6é de la mostra

Per I'analisi es van utilitzar aliquotes d’1 ml d’orina. Sobre 1 ml d’orina es van
afegir els estandards marcats MEHP3C,, MEOHP3Cy 1 5cx-MEPP3C, a
una concentracié equivalent de 50 ng/ml de cada un d’ells. El pH es va
ajustar a 0.5 amb un tampé d’acetat amonic (250 pl) i després es van afegir
30 ul de B-glucuronidasa de Escherichia coli. Les mostres es van incubar a 55
°C durant 60 minuts. Després de la hidrolisi enzimatica, les mostres es van
acidificar amb tamp6 fosfat de pH 2 (2 ml). L’extraccié es va dur a terme
amb 8 ml d’acetat d’etil i un basculador automatic a 40 rpm durant 20
minuts. Després de centrifugar les mostres (3500 rpm, 5 min) la fase
organica es va separar i es va evaporar a sequedat sota corrent de nitrogen en
un bany d’aigua a 40°C. Els extractes es van reconstituir amb 200 pl d’una
mescla d’aigua i acetonitril (80:20, v|v, 0.01% acid formic). Finalment, les
aliquotes de 5 ul es van analitzar per cromatografia de liquids d’ultra precisi6

acoblada a espectrometria de masses en tandem (UPLC-EM/EM).
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3.2.5 Analisi instrumental

La separaci6é cromatografica va tenir lloc en un sistema cromatografic Waters
Acquity UPLC™ amb una columna Acquity BEH Cig (100 mm x 2.1 mm
id.,, 1.7 um de tamany de particula) (Waters Corporation, Milford, MA)
termostatitzada a 45°C. La fase mobil consistia en aigua desionitzada amb
0.01% d’acid formic (solvent A) i acetonitril amb 0.01% d’acid formic
(solvent B). La separacié es va fer a un flux constant de 0.6 ml/min i
utilitzant la seglient eluci6 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,
disminuci6 a 20%B en 0.2 min i estabilitzacié a les condicions inicials durant
3 min. La duraci6 total de la injeccié i del gradient cromatografic va ser de

9.5 minuts i el volum de mostra injectat de 5 pl.

L’instrument UPLC estava acoblat a un espectrometre de masses de triple
quadrupol, Quattro Premier XE (Micromass, Waters Corp.), amb una font
d’ionitzacié per electrosprai (Z-spray) que treballava en mode d’ionitzacid
negatiu o positiu. Les condicions de la font van ser les seglients: voltatge de
capilar, 3 1 2,5 kV pel mode d’ionitzacié positiu i negatiu, respectivament;
temperatura de la font, 120°C; temperatura de desolvataci6, 450°C; flux del
gas de conus, 50 1/h i flux del gas de desolvatacié 1200 1/h. Es va utilitzar
gas nitrogen d’alta puresa com a gas de desolvataci6 i 'argd com a gas de
col 1isi6. Els parametres de treball de la ionitzacié per electrosprai (mode
d’ionitzacié, ions precursor i producte, voltatge de conus i energies de
col 1isi6) es van optimitzar per cada compost amb la infusi6 individual de les
solucions dels compostos (10 pg/ml) a Pespectrometre de masses a 10
ul/min amb fase mobil (50:50, A:B). El voltatge de conus es va optimitzat
per obtenir la maxima senyal de I'i6 precursor i 'energia de col 1isi6 es va
ajustar per maximitzar la senyal de i6 producte més abundant per cada
compost. La detecci6 i la quantificaci6 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 especifiques per cada analit.
L’adquisicié de les dades es va fer en dos grups d’adquisicié 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 Validacio del meétode

Es van avaluar els seglients parametres: linealitat, limit de deteccié (LD), limit
de quantificacié (LQ)), rendiments d’extraccié (RE), efecte matriu, precisio

intraassaig i inter.

Degut a la presencia ubiqua dels metabolits del DEHP en les orines de la
poblaci6 geneal, la linealitat del meétode i els LD i LQ es van avaluar utilitzant
corbes de calibracié preparades en orina artificial. Per la resta dels assajos de
validacid, les corbes de calibracié es van preparar a partir d’orines de
subjectes sans amb concentracions baixes dels metabolits del DEHP diluides
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’acid lactic, 0.4g d’acid citric, 2.1g de
bicarbonat sodic, 10g d’urea, 0.07g d’acid uric, 0.8g de creatinina, 0.37g de
clorur calcic 2H,0, 5.2¢g de clorur sodic, 0.0012¢g de sulfat de ferro 11 7H,O,
0.49g de sulfat de magnesi 7H>O, 3.2g de sulfat de sodi‘10H.O, 0.95¢ de
dihidrogen fosfat de potasi, 1.2g d’hidrogen fosfat de di-potasi i 1.3g de

clorur d’amoni es van disoldre en 11 d’aigua ultrapura.

Es van estudiar sis nivells de calibracié: 0, 5, 10, 50, 100 i 400 ng/ml. Per al
primer assaig de validacié cada nivell de calibracié es va preparar per
quadriplicat. Les ratios entre les arees del pic dels analits i les dels ISTD es

van representar front les concentracions. El ISTD usat per a la quantificacid

de MEHP va ser el MEHPC,, el MEOHP!3C, es va utilitzar per a la
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quantificaci6 de MEHHP i MEOHP i el 5cx-MEPP3Cy per a la quantificacio
de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP. El test de Dixon (x=5%) es va aplicar per
detectar valors aberrants entre els replicats de les ratios d’arees a cada nivell
de concentracié. Per comprovar si es complia el criteri de constancia de la
vatianca al llarg de linterval de calibracié (homo/heteroscedasticitat) es va
aplicar el test de Levene («=5%). El test F (2=5%) es va aplicar per
demostrar la fiabilitat en I'ajust del model lineal. Les corbes de calibraci6 i els
seus coeficients de determinaci6 es van calcular a partir d’aplicar analisis per

regressio lineal ponderat per la inversa de la concentracio.

El LD iel LQ es van definir com a 3.3 1 10 cops el valor de la desviacio
estandard del soroll, respectivament. Com a mesura del soroll es va utilitzar
la desviacié estandard dels valors de concentracié estimats d’una mostra

carregada a 1 ng/ml de cada analit (n=4).

El rendiment d’extraccié es va calcular amb Ianalisi 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 concentracié pero en les que els
patrons es van afegir un cop realitzada P'extraccié (senyal corresponent al
100% d’extraccid). El rendiment d’extraccid es va calcular per comparacié de
les ratios (area analit respecte area ISTD) obtingudes en les mostres
carregades abans de P'extracci6 respecte el promig de les ratios de les mostres

corresponents al 100% d’extraccio.

L’efecte matriu es va haver de calcular per addicions estandards degut a la
impossibilitat d’obtenir una mostra completament lliure de tots els
metabolits. Es van calcular les concentracions dels analits en mostres d’orina
(n=7) per calibracié externa 1 per addici6 estandard. Per a la calibracié
externa la corba de calibracié es va fer en orina artificial. Es van preparar
cinc nivells de concentracié per duplicat: 0, 5, 10, 50 i 100 ng/ml. Les
addicions estandard es van dur a terme en cada mostra amb l’addicié de

quatre nivells de concentracio i per duplicat (0, 5, 10 i 50 ng/ml). Finalment,
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Pefecte matriu es va calcular per cada analit com la ratio entre el valor de
concentracié obtingut per calibracié externa i Pobtingut per addicions

estandard.

Les precisions intraassaig i inter es van estimar utilitzant dues mostres de
control de qualitat amb concentracions baixes i altes dels metabolits 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
metabolits) i pacients sotmesos a una transfusié de sang altament exposats a
DEHP (control superior, rang de concentracions 54-278 ng/ml pels
diferents metabolits). Aquestes mostres es van obtenir del protocol clinic
2006/2456/1 aprovat pel comité meédic CEIC-IMAS (IMIM-Hospital del
Mar, Barcelona, Espanya). La precisio intraassaig es va calcular amb I'analisi
de tres replicats de les dues mostres control el mateix dia. La precisio
interassaig es va calcular després de ’analisi d’aquestes dues mostres en onze
dies d’assaig diferents. La precisié es va expressar com la desviacié estandard

relativa de les concentracions calculades (%RSD).

3.3 Resultats i discussio

S’han estudiat diferents protocols de preparacié de mostra i de condicions de
detecci6 per I'analisi dels metabolits 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 preparaci6
de la mostra basada en I'extracci6 liquid liquid a pH 2 per a la quantificacié
dels metabolits del DEHP en orina. Es va requerir d’una etapa d’hidrolisi
amb B-glucuronidasa de Escherichia coli per trencar els metabolits conjugats
amb lacid glucuronic. Altres tipus d’enzims com la B-glucuronidasa

procedent de Helix pomatia no eren adequats degut a la seva activitat
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hidrolitica per convertir els ftalats al seu monoester (Blount et al, 2000).
L’extraccié es va fer a pH 2 per obtenir els compostos protonats i

postetiorment 'analisi es va fer per UPLC-MS/MS.

Pel que fa a les condicions d’optimitzacié de LC-MS/MS es van estudiat
diferents fases mobils que contenien, aigua, acetonitril o metanol acidificat
amb acid formic o acetic. Les diferents fases mobils es van avaluar tenint
present el comportament cromatografic dels analits i la senyal en ESI. Es van
obtenir millors resultats si s’utilitzava aigua 1 acetonitril acidificats amb acid
formic. La separacié cromatografica es va assolir en un total de 10 minuts i

els analits van eluir entre els 4.83 1 els 6.11 minuts (taula 3.1).

Taula 3.1 Temps de retencié (TR) i condicions d’adquisici6 MRM. Les transcisions

utilitzades per a la quantificacié estan subratllades.

d g
Metabolit MM" TR’ (min)  Mode (ESI)° VE EC  Transicions (m/2)
[\ Q)
MEHP 278.15 6.11 pos 15 15,5  279>149,279>167
pos 10 10 293>127
MEOHP 292.13 5.01 hen 0 15 01o113
MEHHP 294.15 4.94 pos 12 7,7 295>167,295>129
5cx-MEPP  308.13 4.83 pos 10 55  309>143,309>161
2cx-MMHP__ 308.13 5.09 pos 10 5,5  309>143,309>161
MEHP *C,  282.15 6.11 pos 15 10,10  283>153, 283>171
MEOHP C,  296.13 5.01 pos 10 5,10  297>127,297>109
5cx-MEPP °C, 31213 4.83 pos 10 55  313>143,313>161

. . b L CpQT i - - .
MM, massa monoisotopica; TR, temps de retencié; °ESI, ionitzacié per electrosprai: pos, positiva;

. d- ~ . ey
neg, negativa; "VC, voltatge de conus; “EC, energia de col lisi6.

Els parametres de treball en la ionitzacié per ESI es van optimitzar per cada
metabolit del DEHP. Es van provar els modes d’ionitzacié en positiu i en
negatiu. En les nostres condicions, es va seleccionar la ionitzacié en mode
positiu ja que proporcionava més senyal. Per tots els compostos es van
obtenir els ions moleculars protonats [M+H]* degut a la protonacié del grup

acid carboxilic de la funcié éster. En cap cas es van observar ions adductes.
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El voltatge de conus es va optimitzar per maximitzar la senyal de Ii6
molecular protonat i les energies de col 1isi6 es van ajustar per optimitzar la
senyal dels ions producte més abundants. Les condicions optimes pet cada
metabolit es presenten en la taula 3.1. L’espectre de masses dels ions
productes per tots els metabolits i els seus estandards interns per una de les

energies de col 1isi6 optimes 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), MEHP'3Cy4 (m/z 283), MEOHP"Cy (m/z 297) i
5cx-MEPP3Cy (m/z 313); (EC, energia de col 1isid).
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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), MEHP*C4 (m/z 283), MEOHP3C,
(m/z 297) i 5cx-MEPPBCy4 (m/z 313); (EC, energia de col 1isio).

Els ions pseudomoleculars [M+H]* dels metabolits del DEHP presentaven
un patr6 de fragmentacié caracteristic i dependent de 'energia de col 1isié. A
energies de col lisié baixes, es van obsetvar els ions que procedien de
perdues de molécules 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 analeg
isotopic marcat, es van observar els ions m/z 167 (acid ftalic protonat) i m/z
149 (anhidrid ftalic protonat). En els analegs marcats isotopicament es van
obsetvar els ions equivalents a m/z 171 i 153, respectivament. Per a tots els
compostos es van observar els ions procedents de la protonacié de la cadena
lateral: m/z 113 per al MEHP i el MEHP 3Cy4, m/z 127 per al MEOHP i el
MEOHP 3C4, m/z 129 per al MEHHP i m/z 143 per al 5cx-MEPP, el 2cx-
MMHP i el 5cx-MEPP 3Cy. En la majoria de casos també es van obtenir els
ions procedents de la pérdua d’una molécula d’aigua de la cadena lateral (ions

am/z 109 per al MEOHP i el MEOHP 3Cy; 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 13Cy). Pels compostos
que contenen un grup acid carboxilic addicional en la cadena lateral (5cx-
MEPP, 2cx-MMHP i 5cx-MEPP 13Cy) es va observar I'ié m/z 161 que es pot
explicar per la protonacié d’aquest grup acid i que conté només la cadena

lateral. En la taula 3.1 s’indiquen els ions utilitzats per a la quantificacio.

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 i1 superior, respectivament). Tal i com es pot observar, existeix una
gran diferéncia en les intensitats de les senyals dels metabolits entre les dues

mostres.
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Figura 3.2 Cromatogrames de les transcisions seleccionades pels metabolits del

DEHP i els ISTD. Esquerra, control de qualitat inferior; dreta, control de qualitat

superiof.
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Figura 3.2 cont. Cromatogrames de les transcisions seleccionades pels metabolits
del DEHP i els ISTD. Esquerra, control de qualitat inferior; dreta, control de

qualitat supetior.

El metode desenvolupat és linear en el rang de concentracions estudiat. Els
coeficients de determinacié 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 calibracié. Els
rendiments d’extraccié (RE) i els limits de quantificacié (1.Q) i de deteccié
(LD) estan descrits a la taula 3.2. Els RE van ser majors del 90% per tots els
metabolits, els limits de deteccié van ser infetiors a 1 ng/ml i els LQ estaven

compresos entre els 1.2 1 els 2.6 ng/ml.

97



Capitol 3

Taula 3.2. Dades de validacié: Rendiments d’extracci6 calculats a 50 ng/ml i limits

de detecci6 i quantificacié pels diferents metabolits del DEHP.

Metabolit RE (%), ptomig £ SD (ng/ml) LD (ng/ml) LQ (ng/ml)

MEHP 97.1+£33 0.9 2.6
MEHHP 102.0 + 1.1 0.6 1.9
MEOHP 948+ 1.2 0.4 1.2
5x-MEPP 93.8£0.5 0.8 2.4
2cx-MMHP 90.2 £ 5.1 0.6 1.8

RE: rendiment d’extracdd; SD: desviadd estandard;
LD: limit de detecdd;
LQ: limit de quantificadé.

Pel que fa a la especificitat del métode, no van aparéixer pics als temps de
retencié dels analits ni dels ISTD després de 'analisi de mostres d’orina
artificial, de manera que els reactius no originaven contaminacié addicional.
En mostres d’orina reals, degut a lexposicié 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
precisié intraassaig va ser millor del 8%, mentres que la precisié interassaig
va ser millor del 12%. Les dades indiquen que el métode proporciona una
adequada precisié a ’hora de quantificar els cinc metabolits de DEHP en

mostres d’orina.
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Taula 3.3. Resultats de validacié: precisié intraassaig i inter per les mostres de

control de qualitat (CI i CS).

Precisi6 intraassaig (N=3) Precisi6 interassaig (N=11)
Conc estimada Conc estimada
Metabolit Nivell (promig * SD) Precisié (RSD%) (promig * SD) Precisié (RSD%)
(ng/ml) (ng/ml)
. CI 14.9 £ 0.8 5.6 153+ 1.1 6.9
MEHP CS 131.2+ 3.5 2.7 129.0 £ 2.7 2.1
CI 354+ 1.6 4.6 36.0 + 3.6 10.0
MEHHP CS 148.4+ 1.3 0.9 137.8 £ 12.4 9.0
Cl 292119 6.6 278+ 1.3 4.5
MEOHP CS 159.0 + 6.6 4.2 150.3 + 4.4 2.9
CI 44,9 + 2.2 5.0 442118 4.0
M -
SaMBEPP g 0548 2.9 2725+ 6.4 2.4
CI 18.4 % 1.5 8.0 185+ 22 12.0
2x-MMHP
T cs 570408 14 53.5 453 0.8

CI: control inferior ; CS: control superior; Conc conceentrado;
SD: desviado estandatrd; RSD: desviadd estandard relativa.

L’efecte matriu no va ser significatiu per al MEHP, el 5cx-MEPP i el 2¢cx-
MMHP. Per al MEHHP i el MEOHP, les relacions entre les concentracions
calculades amb la calibracié externa i amb les addicions estandard van ser de
1.2 i 1.6, respectivament, amb una desviacié estandard per a tots dos
metabolits del 20% (n=7 mostres); fet que indica un increment de la
concentracié6 per efecte matriu, sobretot per al MEOHP. La desviacio
estandard obtinguda indica que aquest efecte és reproduible entre les
diferents mostres d’orina. Amb la finalitat de corregir I'efecte matriu es van

usar estandards interns marcats isotopicament.

El metode analitic desenvolupat i validat és sensible i permet la deteccié de
concentracions baixes dels cinc metabolits principals del DEHP en orina, tot
1 utilitzar un protocol d’extraccié 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 limit de deteccié obtingut per tots els
metabolits és infetior a 1 ng/ml i coincideix amb el d’altres treballs en els que

fan servir extraccid en fase solida. A més a més, el volum de mostra
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necessari per I’analisi és baix i els temps d’analisi s6n curts, donat que s’usa la
cromatografia d’ultra precisi6 UPLC. Per altra banda, el metode
desenvolupat utilitza la ionitzacié per electrosprai en mode positiu, que
també proporciona una sensibilitat adient per obtenir limits de detecci6
baixos. Per garantir la formacié dels ions moleculars protonats en la
ionitzacié en mode positiu va ser necessaria I'addicié d’acid formic tan a la
fase aquosa com al modificador organic; generalment la ionitzacié en mode
negatiu no necessita un pH baix i per tan és 'acid acetic 'additiu més

comunment emprat en aquests casos (Silva et al, 2004).

3.4 Conclusions

El metode proposat és efectiu, precis i utilitza un protocol de preparacié de
la mostra senzill, a més de temps d’analisi curts. Aixi doncs, pot ser adient
per ser aplicat a les mostres d’orina en els laboratoris de control antidopatge
com una técnica de cribatge per sospitar de la practica de transfusions de
sang. La viabilitat del metode desenvolupat també el fa optim per ser aplicat
en estudis epidemiologics d’avaluacié de 'exposici6 i de toxicitat del DEHP

en els que el nimero de mostres analitzades acostuma a ser molt elevat.

100



Desenvolupament i validacio del metode d’analisi

3.5 Referéncies bibliografiques

Albro, P. W, Lavenhar, S. R. (1989) Metabolism of di(2-ethylhexyl)phthalate.
Drug Metab Rev., 21, 13-34.

Arndt, P. A., Kumpel, B. M. (2008) Blood doping in athletes--detection of
allogeneic blood transfusions by flow cytofluorometry. Am.]
Hematol., 83, 657-667.

Barr, D. B,, Silva, M. J., Kato, K., Reidy, J. A., Malek, N. A., Hurtz, D,
Sadowski, M., Needham, L. L., Calafat, A. M. (2003) Assessing
human exposure to phthalates using monoesters and their oxidized
metabolites as biomarkers. Environ Health Perspect., 111, 1148-1151.

Blount, B. C., Milgram, K. E., Silva, M. J., Malek, N. A., Reidy, J. A,
Needham, L. L., Brock, J. W. (2000) Quantitative detection of eight
phthalate metabolites in human urine using HPLC-APCI-MS/MS.
Abnal.Chem., 72, 4127-4134.

Blystone, C. R., Kissling, G. E., Bishop, | .B., Chapin, R. E., Wolfe, G. W.,
Foster, P.M.D. (2010) Determination of the di-(2-ethylhexyl)
phthalate (DEHP) NOAEL for reproductive development in the
rat: importance of the retention of extra animals to adulthood.
Toxicology Sciences., 116, 640—646.

Brooks, T., Keevil C. W. (1997) A simple artificial urine for the growth of
urinary pathogens. Lett Appl Microbiol., 24, 203-206.

Calafat, A. M., Needham, L. L., Silva, M. J., Lambert, G. (2004) Exposure
to di-(2-ethylhexyl) phthalate among premature neonates in a
neonatal intensive care unit. Pediatrics, 113(5), 429-434.

European Commission. Scientific Committee on Medicinal Products and
Medical Devices (SCMPMD). (2002) Opinion on Medical Devices
Containing DEHP Plasticised PVC; Neonates and Other Groups
Possibly at Risk from DEHP Toxicity. Brussels.

http://ec.europa.cu/food/fs/sc/scmp/outd3_en.pdf

101



Capitol 3

FDA, US Food and Drug Administration. (2002) FDA Public Health
Notification: PVC Devices Containing Plasticizer DEHP. Center of
Devices and Radiological Health. U.S.

http:/ /www.fda.gov/MedicalDevices/Safety/ AlertsandNotices/PublicHealt
hNotifications/ucm062182.htm

Frederiksen, H., Skakkebzk, N., Andersson, A. (2007) Metabolism of
phthalates in humans. Mol Nutr. Food Res. 51, 899 — 911.

Fromme, H., Bolte, G., Koch, H. M., Angerer, J., Boehmer, S., Drexler, H.,
Mayer, R., Liebl, B. (2007) Occurrence and daily variation of
phthalate metabolites in the urine of an adult population. In? | Hyg
Environ Health., 210, 21-33.

Giraud, S., Robinson, N., Mangin, P., Saugy, M. (2008) Scientific and
forensic standards for homologous blood transfusion anti-doping
analyses. Forensic Sci Int., 179(1), 23-33.

Horowitz, B., Stryker, M. H., Waldman, A. A., Woods, K. R, Gass, J. D,
Drago, J. (1985) Stabilization of red blood cells by the plasticizer,
diethylhexylphatalate. [ox Sanguinis., 48, 150-155.

Inoue, K., Kawaguchi, M., Yamanaka, R., Higuchi, T., Ito, R., Saito, K.,
Nakazawa, H. (2005) Evaluation and analysis of exposure levels of
di(2-ethylhexyl) phthalate from blood bags. Clin.Chim.Acta., 358,
159-166.

Itoh, H., Yoshida, K., Masunaga, S. (2007) Quantitative Identification of
Unknown Exposure Pathways of Phthalates Based on Measuring
Their Metabolites in Human Urine. Emviron. Sci. Technol, 41(13),
4542-4547.

Kato, K., Silva, M. J., Reidy, J. A., Hurtz, D., Malek, N. A., Needham, L. L.,
Nakazawa, H., Barr, D. B., Calafat, A. M. (2004) Mono(2-ethyl-5-
hydroxyhexyl) phthalate and mono-(2-ethyl-5-oxohexyl) phthalate as
biomatkers for human exposure assessment to di-(2-ethylhexyl)
phthalate. Environ Health Perspect., 112, 327-330.

Kato, K., Silva, M. J., Needham, L. L., Calafat, A. M. (2005) Determination
of total phthalates in urine by isotope-dilution liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. |  Chromatogr.B
Analyt. Technol. Biomed.Life Sci., 814, 355-360.

102



Desenvolupament i validacio del metode d’analisi

Koch, H. M., Rossbach, B., Drexler, H., Angerer, J. (2003a) Internal
exposure of the general population to DEHP and other phthalates--
determination of secondary and primary phthalate monoester
metabolites in urine. Environ Res., 93, 177-185.

Koch, H. M., Gonzalez-Reche, L. M., Angerer, J. (2003b) On-line clean-up
by multidimensional liquid chromatography-electrospray ionization
tandem mass spectrometry for high throughput quantification of

primary and secondary phthalate metabolites in human urine. |
Chromatogr.B Analyt. Technol. Biomed.Life Sci., 784, 169-182.

Koch, H. M., Bolt, H. M., Preuss, R., Angerer, J. (2005) New metabolites of
di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) in human urine and serum after
single oral doses of deuterium-labelled DEHP. Arh. Toxzcol., 79, 367-
376.

Koch, H. M., Preuss, R. and Angerer, ]J. (2006) Di(2-ethylhexyl)phthalate
(DEHP): human metabolism and internal exposure-- an update and
latest results. Int | Androl.,, 29, 155-165.

Koch, H. M., Calafat, A. M. (2009) Human body burdens of chemicals used
in plastic manufacture. Philos. Trans.R.Soc.B., 364, 2063-2078.

Latini, G., Verrotti, A., De Felice, C. (2004) Di-2-ethylhexyl phthalate and
endocrine disruption: a review. Cwrr Drug Targets Immune Endocr
Metabol Disord., 4(1), 37-40.

Lottrup, G., Anderson, A. M, Leffers, H., Mortensen, G. K. Toppati, J.,
Skakkebzk, N. E., Main, K. M. (2006) Possible impact of phthalates
on infant reproductive health. Inz | Androl., 29, 172-180.

Pan, G., Hanaoka, T., Yoshimura, M., Zhang, S., Wang, P., Tsukino, H.,
Inoue, K., Nakazawa, H., Tsugane, S., Takahashi, K. (2000)
Decreased serum free testosterone in workers exposed to high levels
of di-n-butyl phthalate (DBP) and di-2-ethylhexyl phthalate
(DEHP): a cross-sectional study in China. Environ Health Perspect.,
114, 1643-1648.

Preuss, R., Koch, H. M., Angerer, J. (2005) Biological monitoring of the
five major metabolites of di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) in
human urine using column-switching liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. | Chromatogr.B Analyt. Technol. Biomed.Life Sci., 816,
269-280.

103



Capitol 3

Silva, M. J., Barr, D. B., Reidy, J. A., Kato, K., Malek, N. A., Hodge, C. C,,
Hurtz, D., 111, Calafat, A. M., Needham, L. L., Brock, J. W. (2003)
Glucuronidation patterns of common urinary and serum monoester
phthalate metabolites. .Areh. Toxicol, 77, 561-567.

Silva, M. J., Slakman, A. R., Reidy, J. A., Preau, J. L., Jr., Herbert, A. R,,
Samandar, E., Needham, L. L., Calafat, A. M. (2004) Analysis of
human urine for fifteen phthalate metabolites using automated solid-
phase extraction. | Chromatogr.B Analyt. Technol Biomed.Life Sei., 805,
161-167.

Silva, M. J., Samandar, E., Preau, J. L., Jr., Needham, L. L. and Calafat, A.
M. (2006a) Urinary oxidative metabolites of di(2-ethylhexyl)
phthalate in humans. Toxzcology, 219, 22-32.

Silva, M. J., Reidy, J. A., Preau, J. L., Samandar, E., Needham, L. L. and
Calafat, A. M. (2006b) Measurement of eight urinary metabolites of
di(2-ethylhexyl) phthalate as biomarkers for human exposure
assessment. Biomarkers, 11, 1-13.

Silva, M. J., Samandar, E., Preau, J. L., Jr., Reidy, J. A., Needham, L. L.,
Calafat, A. M. (2007) Quantification of 22 phthalate metabolites in
human urine. | Chromatogr.B Analyt. Technol. Biomed Life Sci., 860, 106-
112.

Simmchen, J., Ventura, R., Segura, J. (2012) Progress in the removal of di-
[2-ethylhexyl]-phthalate (DEHP) as the plasticizer in blood bags.
Transf Med Rev., 26, 27-37.

Solymos, E., Guddat, S., Geyer, H., Flenker, U., Thomas, A., Segura, J.,
Ventura, R., Platen, P., Schulte-Mattler, M., Thevis, M., Schanzer,
W. (2011a) Rapid determination of urinary di(2-ethylhexyl) phthalate
metabolites based on liquid chromatography/tandem mass

spectrometry as a marker for blood transfusion in sports drug
testing. Anal Bioanal.Chen., 401, 517-528.

Solymos, E., Guddat, S., Geyer, H., Thomas, A., Thevis, M., Schinzer, W.
(2011b) Di(2-ethylhexyl)phthalate metabolites as markers for blood
transfusion in doping control: Intra-individual variability of urinary
concentrations. Drug Test Analysis, 3, 892—895.

104



Estudi comparatin amb pacients sotmesos a transfusions

CAPITOL 4
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5.1 ESTUDI DELS METABOLITS
MEHP, MEHHP I MEOHP
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5.2 ESTUDI DELS METABOLITS
5¢x-MEPP I 2cx-MMHP
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5.2.1 Introduccio

Els diferents metabolits del DEHP s’utilitzen per avaluar 'exposicié de la
poblaci6é a aquest plastificant. Els metabolits MEHP, MEHHP i MEOHP
van ser els primers en utilitzar-se com a marcadors. Posteriorment, es va
demostrar que les concentracions dels metabolits més oxidats 5cx-MEPP 1
2cx-MMHP també eren indicatives del grau d’exposicié (Preuss et al, 2005;
Koch et al, 2009; Lotber et al, 2010).

I’objectiu d’aquest capitol és estudiar els nivells de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP
en voluntaris sans dies abans i després que hagin rebut una transfusié de

sang autologa.

5.2.2 Material i métodes

5.2.2.1 Material i reactius

Els reactius i les substancies de referéncia utilitzades estan descrites en

I’apartat de material i metodes del capitol 3.

5.2.2.2 Mostres analitzades

Les mostres d’orina analitzades estan descrites en l'apartat de material i

metodes del capitol 5.1.

5.2.2.3 Preparaci6é de la mostra

El procediment seguit per a la preparacié de la mostra es detalla en ’apartat
p guit p prep p

3.2.4 del capitol 3.
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5.2.2.4 Analisi instrumental

Les condicions d’analisi instrumental es descriuen en el capitol 3.

5.2.2.5 Calculs i analisi estadistic

Les analisis estadistiques aplicades es detallen en lapattat de material i

metodes del capitol 5.1.

5.2.3 Resultats i discussio

Les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP es presenten en les taules
5.2.115.2.2. En elles s’indiquen els percentils de distribuci6 10, 25, 50, 751 90
juntament amb el valor maxim. Les concentracions corresponents a les
mostres recollides al voltant del dia de 'extraccié de sang es presenten en la
primera taula. En la segona, es mostren les concentracions obtingudes el dia

de la transfusio 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 1a entre 8.7 i 20.6 ng/ml i 8.8 i 13.4 ng/ml,
respectivament. Aquests valors sén molt propers als valors de la mediana de
13.4110.3 ng/ml de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP respectivament, cotresponents
a les mostres després de 21 dies de la transfusié de la sang (dia 21 en la taula
5.2.2, es considera el dia més lliure de contaminacié per DEHP deguda a la
transfusio). Aixi, el procés de flebotomia, tal i com també es va observar pels
metabolits MEHP, MEHHP i MEOHP, no ocasiona variacions significatives
de les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP.

La distribucié de les concentracions el dia de la transfusié s’indica en el dia 0
de la taula 5.2.2. Els nivells obtinguts per aquests dos metabolits aquest dia

sén molt elevats i el percentil 90 se situa a 2415.1 i 509.4 ng/ml de
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5¢x-MEPP 1 2cx-MMHP, respectivament. Les concentracions continuen
elevades un dia després de la transfusié i lleugerament elevades dos dies
després, especialment pel 2cx-MMHP (dies 11 2 a la taula 5.2.2). A diferéncia
del que s’observa sobretot pel MEHP, MEHHP i MEOHP, els nivells de
2cx-MMHP el dia després de la transfusié sén molt elevats i gairebé del
mateix ordre als del mateix dia de la transfusié (mediana de concentracions
137.4 1 143.6 ng/ml el dia de la transfusié i un dia després, respectivament),
fet estrictament relacionat amb que la vida mitjana del 2cx-MMHP és la més

llarga de tots cinc metabolits.

Taula 5.2.1 Distribuci6 de concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP ajustades per
gravetat especifica dies abans 1 després de la flebotomia (des de 4 dies abans fins

entre 1121 dies després).

Metabolit Dies al voltant o Concentracié (ng/ml) —
flebotomia percentil 10 percentil 25 percentil 50 percentil 75 percentil 90

-4 13 7.0 15.5 19.0 214 328 37.0

1 24 25 3.0 8.7 17.2 37.9 120.8

Scx-MEPP 7 22 53 10.1 132 17.3 233 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 34.2 345

-4 13 52 74 132 16.8 233 272

1 24 55 11.7 13.4 17.9 411 166.5

2cx-MMHP 7 22 2.9 5.2 8.8 11.0 20.6 40.7
14 13 9.6 10.7 121 17.5 46.0 534

21 13 73 9.7 12.6 16.0 24.4 26.2
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Taula 5.2.2 Distribucié de concentracions ajustades per gravetat especifica de
5¢x-MEPP i 2cx-MMHP dies abans i després de la transfusié de sang (dia 0

correspon a la transfusio).

P — Dies al voltant N Concentraci6 (ng/ml) .
reinfusio 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 9.4 127 28.6 373 68.1
0 25 231.9 539.4 1035.6 1797.4 2415.1 3231.8
1 25 33.1 525 98.1 116.5 152.7 1725
2 25 9.6 159 27.6 431 63.7 73.8

5cx-MEPP 3 25 6.5 9.9 19.1 243 343 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 23.0 432
10 24 5.0 122 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

2cx-MMHP 3 25 3.4 8.6 17.5 33.2 41.0 52,5
5 24 3.9 6.5 142 222 33.4 54.0
7 25 2.1 4.8 11.0 15.2 28.1 483
10 24 3.1 7.7 123 19.0 30.9 54.7
14 24 4.2 8.0 11.4 17.3 23.9 323
21 25 3.2 6.9 10.3 19.1 29.3 39.3

El petfil de concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP per tots els
voluntaris (n=25) al llarg dels dies abans i després de la reinfusié dels
eritrocits es mostra en les figures 5.2.1a 1 52.1b (dia 0 correspon a la

transfusio).
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Perfil de concentracions de 5cx-MEPP
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Figura 5.2.1a Perfil de concentracions de 5cx-MEPP ajustades per gravetat
especifica per tots els voluntaris (n=25; eix de concentracions ampliat en la figura

inferior).
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Perfil de concentracions de 2cx-MMHP
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Figura 5.2.1b Perfil de concentracions de 2cx-MMHP ajustades per gravetat
especifica per tots els voluntatris (n=25; eix de concentracions ampliat en la figura

inferior).
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Durant el dia de la reinfusié s’observa clarament en els grafics I'elevacié de
les concentracions dels respectius metabolits. El dia després disminueixen les
concentracions perd encara son de Pordre 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 metabolits en les diferents
situacions de l’estudi d’autotransfusié les mostres dels voluntaris es van
agrupar en cinc grups: A, basal; B, dia després de la flebotomia; C, dia de la
reinfusié; D, un dia després de la reinfusio; E, dos dies després de la
reinfusi6é. 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 reinfusié continuen elevades 1 es poden diferenciar d’una

situacio basal.
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Perfil de concentracions de 5cx-MEPP
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Figura 5.2.2a Mitjana i error estandard de les concentracions ajustades per gravetat

especifica de 5cx-MEPP en cinc situacions diferents (eix de concentracions ampliat

en la figura inferior).
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Petfil de concentracions de 2cx-MMHP
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Figura 5.2.2b Mitjana i error est:

especifica de 2cx-MMHP en cinc situacions diferents (eix de concentracions ampliat

en la figura inferior).
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El disseny de lestudi 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 laltra part després de 28 dies (grup 2, n=13). En la figura 5.2.3 es
presenta la mitjana de concentracions dels dos metabolits pels dos grups de
voluntaris el dia de la reinfusi6é. S’observa que la mitjana de concentracions
és lleugerament més elevada en el cas dels subjectes que havien rebut sang
conservada durant 28 dies, pero les diferéncies no van resultar

estadisticament significatives.

Temps d'emmagatzematge (14 dies vs 28 dies)

1600 - 14 dies

1400 -
jes =

1200 4 28 dies

1000 A

800 +

Conc (ng/ml)

600 ~
400 +

200 -

I

5cx-MEPP 2cx-MMHP

Figura 5.2.3 Mitjana i error estandard de les concentracions ajustades per gravetat
especifica obtingudes el dia de la reinfusié (Grup 1, 14 dies, n=12; Grup 2, 28 dies,
n=13).

Les correlacions entre els logaritmes de les concentracions de MEHHP 1
5¢x-MEPP es mostren en la figura 5.2.4, el coeficient de correlacié de
Pearson que es va obtenir va ser de 0.919 (no es van considerar per ’analisi

les concentracions inferiors al limit de quantificacié de la tecnica). Aquest
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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).

Cotrrelacio entte MEHHP i 5cx-MEPP

4 -
d v
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Figura 5.2.4 Correlacié entre MEHHP i 5cx-MEPP.

Per avaluar la variabilitat intraindividual es van calcular els coeficients de
variacié de les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP per cadascun dels
voluntaris al llarg de diferents dies abans de la reinfusié. Les dades triades per
realitzar I’avaluacié de la variabilitat corresponen a totes aquelles mostres
d’orina que estaven considerablement allunyades del dia de la reinfusio, per
tal d’evitar que les variacions en les concentracions estiguessin originades per
la transfusié (no s’inclouen dades entre el dia de la reinfusi6 i els cinc dies
posteriors). Els valors es presenten a la taula 5.2.3. La mitjana dels coeficients
de variacié és de 43.5% per al 5cx-MEPP 1 54.5% per al 2cx-MMHP.

Aquests valors sén del mateix ordre que els obtinguts per al MEHP, el
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MEHHP i el MEOHP descrits al capitol 5.1, que van estar compresos entre
53.6% 1 64.0%.

Taula 5.2.3 Distribucié individual de concentracions ajustades per gravetat

especifica de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP dies abans de la reinfusio.

5cx-MEPP 2cx-MMHP
Grup Sexe . .
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

1 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 nd nd nd nd nd nd
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

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= Coefident de variadd, IC= Interval de confianga, n.d= no disponible

5.2.4 Conclusions

Les concentracions obtingudes el dia de la reinfusié i dies després dels
metabolits 5cx-MEPP 1 2cx-MMHP indiquen que aquests també poden ser
utilitzats com a marcadors de 1'as 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 reinfusio, degut a que té una
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vida mitjana més llarga que els altres metabolits (Koch et al, 2005; Koch et al,
20006; Frederiksen et al, 2007). En aquest sentit, el 2cx-MMHP sembla tenir
una finestra de deteccié més amplia després de la transfusio i per tant, pot
ser un marcador que faci sospitar I"ds d’'una transfusié en un interval de
temps més llarg al que ho farien els altres quatre metabolits proposats al llarg

del treball.

Les concentracions de 5cx-MEPP i 2cx-MMHP obtingudes els dies més
allunyats de la transfusié soén equivalents als descrits en poblacié general per
altres grups d’investigacid; 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, 20006a; Silva et al, 2006b; Géen et al, 2011;
Kasper et al, 2012).

Pel que fa a la influencia del temps d’emmagatzematge i les concentracions
detectades en orina, sembla indicar que aquestes s6n més altes quan el temps
d’emmagatzematge dels eritrocits és més alt degut a que la lliberacid 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
5¢x-MEPP i 2cx-MMHP per un mateix individu al llarg de diferents dies. Els
coeficients de variaci6é de les concentracions per aquests dos metabolits sén
molt similars als ja obtinguts pels altres metabolits. Si bé les concentracions
de la poblacié general en orina se situen a nivells baixos per aquests dos
metabolits, tampoc es pot descartar que un mateix subjecte pugui originar
puntualment una excrecié en orina de 5cx-MEPP 1 2cx-MMHP més elevada

sense causes definides.
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6.1 Introduccié

El di(2-etilhexil) ftalat (DEHP) esta considerat com un contaminant
ambiental degut a que esta present en molts productes quotidians a més,
també forma part de productes utilitzats en algunes aplicacions especifiques
com per exemple, les bosses emprades en les transfusions de sang. En
aquesta ultima aplicacié i d’acord amb els resultats presentats en els capitols
4 i 5, les concentracions dels metabolits de DEHP en orina s’eleven

significativament després de rebre una transfusio.

La possible utilitzacié dels metabolits de DEHP com a marcadors de I'as de
transfusions en l'esport fa necessaria la definicié del rang de concentracions
normal d’aquests metabolits en orina de la poblacié general. A la literatura
estan publicats els nivells de concentracié dels metabolits en varies tipus de
cohorts donada la importancia del DEHP sobre la salut, pero és important
que es generin el major nimero de dades possibles (Preuss et al, 2005;
Wittassek et al, 2007; Géen et al, 2011). Recentment, Solymos i els seus
col laboradors han descrit les concentracions d’alguns d’aquests metabolits

en un grup control i també en un grup d’esportistes (Solymos et al, 2011a).

També sera necessari I'establiment de limits de referéncia per cada metabolit,
que permetin decidir si una mostra té concentracions anormalment elevades

dels metabolits que podrien ser indicacié de I'as d’una transtusio.

En aquest capitol es descriuen les concentracions dels cinc metabolits de
DEHP obtingudes en mostres procedents de poblacié general i en mostres
d’esportistes de diferents disciplines, amb la finalitat de definir els rangs

basals dels metabolits i els valors limits de referéncia esmentats.
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6.2 Material i métodes

6.2.1 Material i reactius

Els reactius i les substancies de referéncia utilitzades estan descrites en

I’apartat de material i metodes del capitol 3.

6.2.2 Mostres analitzades

Es van quantificar els metabolits de DEHP en orines de dos tipus de
poblacions. La primera incloia 30 voluntatis sans que reflectien 'exposicié
comu per DEHP (grup control). Aquests voluntaris no havien rebut cap
transfusié de sang ni cap tractament medic que impliqués equipament de
plastic. Els voluntaris van ser seleccionats per la Unitat de Recerca Clinica de
I'IMIM-Hospital de Mar d’acord amb el protocol clinic aprovat pel comité
medic 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)
1 la distribucié 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 polipropilé

a -20°C.

El segon grup en el que es van quantificar els metabolits del DEHP
corresponia a esportistes. Es van analitzar un total de 464 mostres d’orina de
controls antidopatge oficials (principalment de natacio, ciclisme 1 atletisme).
En aquest cas, es van recollir orines puntuals en ampolles de vidre, que van

quedar emmagatzemades a -20°C fins a I’analisi.
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6.2.3 Preparaci6 de la mostra

El procediment seguit per a la preparacié de la mostra es detalla en ’apartat
p guit p prep p

3.2.4 del capitol 3.

6.2.4 Analisi instrumental

Les condicions d’analisi instrumental s’assenyalen en Ilapartat 3.2.5 del

capitol 3.

6.2.5 Calculs i analisi estadistic

Tots els resultats de concentracié van ser corregits per gravetat especifica

utilitzant la segiient férmula:

Concentraci6 ajustada = Concentracié - [(1.020 — 1) / (gravetat especifica de

la mostra — 1)]

Aquesta correccié matematica per gravetat especifica s’usa en les analisis de
control antidopatge per molts analits (WADA, 2004). El tractament estadistic
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 RetVal
(RefVal 4.11, Oslo, Norway) es va fer servir per a la determinacié dels limits
superiors de referéncia (LR) 1 la deteccié de valors extrems. Es va calcular el
fractil 99.9% dels limits de referéncia per estimacions parametriques

(Solberg, 1995).
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6.3 Resultats i discussio

6.3.1 Concentracions en orina de diferents tipus de

poblacions

Las de les transfusions de sang produeix un augment en les concentracions
dels metabolits del DEHP en orina (veure capitols 4 i 5). Per altra banda, el
DEHP esta present arreu i la poblacié general hi esta constantment
exposada. Per tal de tenir un criteri per sospitar d’una exposicié aguda al
DEHP (per exemple, una transfusié de sang) és necessari definir el rang
habitual de les concentracions dels metabolits del DEHP. Per aquest motiu,

es va quantificar els metabolits del DEHP en diferents grups de poblacions.

Tenint present les possibles diferéncies en les mostres d’orina degut al
diferent estat de dilucié d’aquestes, es va mesurar la gravetat especifica de les
mostres. Tots els resultats de concentracié es van corregir per gravetat
especifica, 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 especifica de tots els metabolits del
DEHP pels diferents grups estudiats es mostren a la taula 6.1. A la taula 6.1
es presenten els percentils de concentracié 10, 25, 50, 75 1 90 de cada un dels

metabolits.
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Taula 6.1. Distribucié de concentracions corregides per gravetat especifica dels

metabolits del DEHP en subjectes del grup control i en esportistes.

Concentracié (ng/ml)

Percentil
Grup Metabolit 10 25 50 75 90
MEHP 51 81 160 227 264
Control MEHHP 11.8 311 514 802 1127
n=30 MEOHP 91 202 382 651 1117

5cx-MEPP 174 332 550 109.2 143.1
2cx-MMHP 10.7 225 340 60.5 169.0

MEHP 25 35 55 94 153
Esportistes MEHHP 109 158 273 443  76.0
n=464 MEOHP 5.1 85 13.6 220 3938

5cx-MEPP 123 188 284 467 818
2cx-MMHP 84 128 21.1 338  606.2

Els nivells observats en el grup control pels cinc metabolits estan d’acord
amb els primers estudis publicats (Preuss et al, 2005). Si bé, les
concentracions sén 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 (Batr et al, 2003; Fromme et al, 2007; Wittassek et al, 2007,
Frederiksen et al, 2010).

La distribucié de les concentracions dels metabolits 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), pero 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 capitol 4, les concentracions de tots els metabolits
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en els atletes sén lleugerament més baixes a les del grup control. Aquesta
diferencia 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 metabolits dels ftalats en mostres d’orina de primera
hora del mati tendeixen a ser més elevades que les trobades en mostres
recollides durant el dia (Frederiksen et al, 2011). Per aquesta rad, és d’esperar
que les concentracions dels metabolits a les mostres puntuals recollides
durant el dia (esportistes) sén menors a les recollides durant 24 hores

(control).

6.3.2 Limits de referéncia per als metabolits del DEHP

A partir de les concentracions trobades en mostres d’esportistes es van
calcular els limits de referencia (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 especifica dels diferents
metabolits del DEHP en les mostres dels esportistes (n=464). No es va
poder proposar LR per al MEHP ja que la distribucié de les seves dades no
esdevenia Gaussiana fins i tot després d’aplicar una transformacié

logaritmica (Solberg, 1995).
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Taula 6.2. Limits de referencia (99.9% LR) proposats pels diferents metabolits del
DEHP en ng/ml.

Metabolit ng/ml
MEHHP 338.4
MEOHP 158.5
5cx-MEPP 331.1
2cx-MMHP 229.1

Els LR proposats poden ser aplicats en les analisis d’orina de metabolits del
DEHP per distingir una exposici6 normal duna exposicié elevada que
podtia ser sospitosa d’un procediment de transfusié. 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 esta d’acord amb el descrit per Solymos i
col laboradors (Solymos et al, 2011a), pero el 99.9% LR proposat per al
MEHHP en Pestudi previ (193.0 ng/ml) és menor que el valor obtingut amb
les nostres dades. Aquesta diferéncia pot ser deguda a I'origen diferent de les

mostres analitzades per ambdos grups.

Els LR es van avaluar utilitzant les concentracions detectades en 'experiment
de transfusié autologa de sang en 25 voluntatis presentat en els capitols 5.1 1
5.2. Les concentracions de MEOHP el dia de la reinfusié van ser més
elevades que el 99.9% LR per tots els subjectes de 'estudi; per al MEHPP 1
el 5cx-MEPP, el 92% 1 el 88% de les mostres, tespectivament, 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 transfusié les concentracions de tots els metabolits 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.

155



Capitol 6

Per tant, el MEHHP, el MEOHP i el 5cx-MEPP podrien ser usats com a
marcadors de Ids de transfusions de sang durant les primeres 24 hores
després de la transfusio, mentres que el 2cx-MMHP podria ser utilitzat per
sospitar més enlla 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 competicié i per aixo, la finestra de deteccié que
proporcionen els metabolits 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 metabolits publicades a la literatura i obtingudes
en mostres de pacients hospitalitzats subjectes a transfusions de sang (veure
capitol 4; Solymos et al, 2011a). Els LR proposats son adients per detectar
transfusions de sang en la majoria de les mostres recollides durant les
primeres 24 hores després de la transfusié (veure capitol 4; Solymos et al,
2011a) i també en algunes mostres recollides entre les 24 1 48 hores després

de la transfusi6 (veure capitol 4).

L’elevacié puntual de les concentracions dels metabolits de DEHP en orina
deguda a una causa incontrolada no es pot descartar. Per aquesta rad, les
concentracions de tall proposades es van comparar amb les concentracions
obtingudes en estudis longitudinals en poblaci6 alemana al llarg de diferents
dies, reflectint la variabilitat intraindividual a I'exposicié del DEHP (Solymos
et al, 2011b). Les concentracions maximes detectades pel MEHHP 1 el
MEOHP al llarg d’una setmana d’estudi no eren supetiors als LR proposats
en el nostre estudi (Solymos et al, 2011b). Contrariament, Preau i
col 1aboradors van descriure maxims de concentracié supetiors a 338 ng/ml
per alguns voluntaris en un estudi amb una cohort americana (Preau et al,
2010). Les diferencies entre els dos estudis poden reflectir el diferent estil de

vida de les dues cohorts. Aixi doncs, sén encara necessaris més estudis que
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clarifiquin els origens dels increments d’exposici6 a DEHP observats en

alguns individus no subjectes a transfusions de sang.

6.3.3 Metabolits del DEHP com a marcadors de I’us

de transfusions; avantatges i inconvenients

La mesura dels metabolits del DEHP permet el cribatge de I'ds de
transfusions de sang en totes les mostres d’orina sotmeses a controls
antidopatge. A més, pot ser util tant per detectar les transfusions de sang
homologues com les autologues; per aquestes tltimes no es disposa encara
de cap teécnica per a la seva deteccié (Morkeberg et al, 2012). Si es compara
amb altres tests per a la deteccid6 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 rapida, barata i més facil d’aplicar perque empra la
cromatografia de liquids d’ultra precisi6é acoblada a espectrometria de masses

en tandem, técnica actualment disponible en tots els laboratoris antidopatge.

No obstant, no es poden excloure altres fonts puntuals d’exposici6 elevada a
DEHP, com per exemple les procedents de 'entorn ocupacional o la dieta
(Fromme et al, 2007; Preau et al, 2010). En aquest sentit, sén encara
necessaris estudis longitudinals per tal d’identificar les possibles causes
d’aquests augments inesperats. Els nivells basals d’aquests metabolits podrien
incorporar-se en el passaport biologic de 'esportista per tal de monitoritzar
possibles canvis sobtats en les concentracions en orina que permetrien

sospitar de I"ds d’una transfusio.
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El PVC amb el DEHP com a plastificant és el material emprat per
I’emmagatzematge de productes sanguinis. El fet que es comencin a analitzar
els metabolits 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 ’hora de
conservar els productes sanguinis en bones condicions. S’han estudiat altres
plastificants 1 polimers per a les bosses de sang, pero els temps
d’emmagatzematge d’eritrocits obtinguts sén menors, aixi que el DEHP no

sembla tenir un substitut imminent (Simmchen et al, 2012).

6.4 Conclusions

Les concentracions de metabolits de DEHP en subjectes exposats al DEHP
de manera normal (grup control) i en esportistes van ser baixes per tots els
metabolits. Les concentracions basals obtingudes en el grup d’esportistes es

van usar per establir limits de referéncia per quatre metabolits del DEHP.

El métode proposat és adequat com a metode de cribatge per ser aplicat a
totes les mostres d’orina rebudes en els laboratoris de control antidopatge

er sospitar de I’abus de tranfusions sanguinies a ’esport.
p p gu p
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CONCLUSIONS

Metodologia analitica:

1. Es va desenvolupar un meétode per a la quantificacié de cinc
metabolits de DEHP en orina humana que consisteix en una
hidrolisi enzimatica de la mostra, una extraccié liquid-liquid i analisi
per UPLC-EM/EM. Els metabolits estudiats van set: 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 (5¢cx-MEPP).

2. El metode es va validar d’acord amb els estandards de qualitat ISO
17025 vigents. Els rendiments d’extraccié van ser superiors al 90%
per a tots els analits, els limits de quantificacié van estar compresos
entre 1.21 2.6 ng/ml i els valors de precisi6 intraassaig i inter van ser
millors al 12%. Va ser necessari usar els compostos marcats
isotopicament com a patrons interns per controlar 'efecte matriu en

la quantificaci6é d’alguns dels metabolits.

Concentracié de metabolits 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 segiients a la
transfusié. També es van observar diferencies significatives entre les
concentracions dels metabolits en pacients transfosos 1 els pacients

hospitalitzats que no havien rebut transfusions (n=39).
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No es van trobar diferéncies estadisticament significatives entre les
concentracions de MEHP, MEHHP i MEOHP en pacients
sotmesos a tractaments meédics que van implicar 1"ds de materials

plastics, pero no de transfusions, 1 el grup control.

Concentracié de metabolits del DEHP en voluntaris sans després de

rebre una transfusié autologa d’eritrocits:

164

Les concentracions dels cinc metabolits de DEHP durant les 24 i
48h després de la transfusi6 van ser significativament superiors a les
dels nivells basals per a tots els voluntaris sotmesos a un experiment
de transfusié autologa després de 'emmagatzematge dels eritrocits
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 transfusié

continuaven sent elevades i diferents d’una situacié basal.

Les concentracions dels metabolits del DEHP en orina van ser més
altes quan més llarg va ser el temps d’emmagatzematge de la sang
abans de la reinfusié (14 dies vs 28 dies), encara que les diferencies

trobades no van ser estadisticament significatives.

En rtelaci6 a la variabilitat en les concentracions basals dels
metabolits de DEHP al llarg de diferents dies per als diferents
voluntaris, el promig de coeficients de variacié obtingut per a 25
voluntaris es va situar entre el 43.5 % i el 64.0% per a tots els

metabolits.
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Concentraci6 de metabolits del DEHP en un grup control i en

esportistes:

Les concentracions dels cinc metabolits de DEHP en mostres
d’orina de poblacié general (grup control, n=30) i en orina
d’esportistes (n=464) van ser baixes per a tots els metabolits en
ambdoés grups, indicant un grau d’exposicié compatible amb el

descrit a la literatura per a poblaci6 general.

Els limits de referéencia (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 limits de referéncia permetrien
diferenciar una exposici6 normal a DEHP d’una exposicio
anormalment elevada, que podria ser deguda a una transfusié de
sang 1 donarien una finestra de deteccié de 24 a 48h després de la

transfusio, en funcié del metabolit.

Conclusions generals:

10.

11.

12.

La mesura dels metabolits de DEHP en orina és una bona eina per
sospitar de I"ds de transfusions, tant autologues com homologues en
Pesport, que podria ser aplicada com a técnica de cribatge en totes

les mostres d’orina que reben els laboratoris de control antidopatge.

La variabilitat intraindividual deguda a lexistencia d’algunes fonts
d’exposicié a DEHP, diferents a les transfusions, fa necessaria la
realitzacié d’estudis longitudinals addicionals que aportin informacié

sobre aquestes fonts d’exposicio.

La metodologia proposada permet la possibilitat de detectar per

primera vegada el dopatge sanguini mitjancant Ids de transfusions
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autologues ja que, fins al moment, els laboratoris de control
antidopatge no disposen de cap metode per a la deteccié d’aquest

tipus de transfusions.
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Di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) is the most commonly used plasticizer for polyvinyl chloride,
which is found in a large variety of products, including most of the bags used for blood storage
because of its protective role on erythrocytes survival. DEHP metabolites have been recently pro-
posed as markers of the misuse of blood transfusion in athletes. In this study, a method to quantify
the main five DEHP metabolites in urine has been developed: mono-(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP),
mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)phthalate (MEHHP), mono-(2-ethyl-5-oxohexyl)phthalate (MEOHP),
mono-({2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalate (5cx-MEPP), and mono-(2-carboxymethylhexyl)phthalate
A2cx-MMHP). The method involved an enzymatic hydrolysis with B-glucuronidase from Escherichia coli
followed by an acidic extraction with ethyl acetate. The ,L]ydrolyscd extracts were analysed by ultraperfor-
mance liquid chromatography tandem mass spectrometry. Isotope labelled MEHP, MEOHP and 5¢cx-MEPP
were used as internal standards. Analysis of all the metabolites was achieved in a total run time of 10 min,
usinga Cyg column and a mobile phase containing deionized water and acetonitrile with formic acid, with
gradient elution at a flow-rate of 0.6 mL min . Detection of the compounds was performed by multiple
reaction monitoring, using electrospray ionization in positive and negative ion modes. The method was
validated for quantitative purposes. Extraction recoveries were greater than 90% and the limits of quan-
titation ranged from 1.2 to 2.6 ngmL . Intra-day precisions were better than 8% for all metabolites while
inter-assay precisions were better than/p%. Concentrations of DEHP metabolites were measured in a
control group (11= 30, subjects reflecting the common environmental DEHP exposure}, and in sportsmen
(11=464), to evaluate population distribution exposure to DEHP. Additionally, threshold concentrations
indicating outliers of common exposure for DEHP metabolites are proposed.

© 2012 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

and the possible effects of phthalates on the reproductive systems
in children are well documented [8,9]. Furthermore, DEHP is also

Di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) is one of the most widely
used plasticizers in polyvinyl chloride products to increase flexibil-
ity. Thus, DEHP is used in numerous household products, floor tiles,
furniture upholstery, and medical devices, among other products
[1,2]. Especially relevant is its presence in bags for blood storage
based onits properties to maintain erythrocytes stability [3,4]. Plas-
ticizers are not chemically bound to the polymer and they leach,
migrate or gas out into the atmosphere, into foodstuff or directly
into the body fluids, exposing the environment and people. Gen-
eral population is ubiquitously exposed to DEHP [5-7]. Exposure to
high concentrations of DEHP may produce a wide range of adverse
effects. DEHP is a known reproductive and developmental toxicant

* Correspondmgwuhm‘ at: Grup de Recerca en Bioanalisi i Serveis Analitics, Insti-
tut Hospital del Mar d’Investigacions Médiques, Dr. Aiguader, 88, 08003 Barcelona,
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1570-0232/$ - see front matter © 2012 Published by Elsevier B.V.
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a suspected human endocrine disruptor/modulator [10]. However,
direct links between the effects observed in animals and a decline
in human reproductive health have not yet been established [11].

The metabolic pattern of DEHP is complex and several metabo-
lites have been identified and gharacterized. Metabolism of DEHP
involves very rapid hydrolysis to mono-(2-ethylhexyl)phthalate
(MEHP) catalysed by unspecific lipases and formation of a
glucuronide conjugate. Additionally, MEHP can undergo oxida-
tions in the side chain to form several metabolites [12,13].
Nowadays, more than 15 metabolites of DEHP have been
identified in human urine [14]. Oxidized metabolites mono-
(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)phthalate (MEHHP) and mono-(2-ethyl-
5-oxohexyl)phthalate (MEOHP) along with two other recently
identified, mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalate (5cx-MEPP)
and mono-(2-carboxymethylhexyl)phthalate (2cx-MMHP), are the
major urinary DEHP metabolites in adult humans, excreted as
conjugates with glucuronic acid [15,16]. A simplified metabolic
pathway of DEHP is illustrated in Jig. 1.

Please cite this article in press as: N. Monfort, et al., |. Chromatogr. B (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.09.030
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Fig. 1. Simplified metabolic pathway of DEHP: MEHP, mono(2-ethylhexyl)phthalate; MEHHP, mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)phthalate; MEOHP, mono-(2-ethyl-5
oxohexyl)phthalate: 5cx-MEPP, mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalate; 2cx-MMHP, mono-(2-carboxymethylhexyljphthalate.

Secondary metabolites as well as the primary metabolite MEHP
have been used as markers to predict exposure to DEHP [17-19]. It
is known that adults and neonates who undergo a variety of serious
medical procedures involving plastic materials experience much
higher exposures to DEHP [20]. Workers from industries where
materials containing DEHP are used have also high concentrations
of DEHP metabolites in urine [21]. This has led to the development
of analytical methods to detect DEHP metabolites in recent years
addressed to the evaluation of exposure [22-26].

One of the processes leading to high and acute exposure to
DEHP is blood transfusion. The use of blood transfusion is pro-
hibited in sports by the World Anti-Doping Agency. Homologous
blood transfusion (donor and receptor are different subjects) can
be detected by the analysis of blood samples by flow gytometry
through the identification of double populations of erythrocytes
having different specific surface antigens [27,28]. However, autol-
ogous transfusion (donor and receptors are the same subject)
Anvalidates the possibility of using the same analytical approach
because all red blood cells bear the same surface antigens. Instead,
DEHPis released from blood bags [29] and urinary concentrations of
DEHP metabolites have demonstrated to be higher in patients sub-
jected to homologous blood transfusion and in moderately trained
volunteers who were subjected to a protocol of autologous blood
transfusion [30-32]. So, the detection of high concentrations of
DEHP metabolites in urine has been proposed as a marker of the
misuse of both homologous and autologous blood transfusions
in sports [33]. The ubiquitous exposure to DEHP of the general
population makes the definition of commonly exposed population
concentrations necessary. In recent works, common concentrations
of some of the metabolites have been described [30,34-36].

In this study, a method to detect five DEHP metabolites in urine
(MEHP, MEOHP, MEHHP, 5¢x-MEPP and 2cx-MMHP) has been opti-
mized and validated. Compared to previous studies [30-32,34-36],
the methodology proposed allows the quantification of two
additional DEHP metabolites (5cx-MEPP and 2cx-MMHP). The
developed method has been used to investigate the concentra-
tions of these five metabolites in general population and in samples

from different sportive subjects in order to define basal population
ranges of the metabolites.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Standards of MEHP, MEHHP, MEOHP, 5cx-MEPP, 2cx-MMHP
and their 13Cy4 labelled (ring-1,2 13C; and dicarboxyl 13C;) ana-
logues, MEHP 17C,, MEOHP 1°Cy and Sex-MEPP 17Cy,which were
used as internal standards (ISTD), were obtained from Cambridge
Isotope Laboratories, inc. (Andover, MA, USA). Ethyl acetate
(HPLC grade), acetonitrile (LC gradient grade), formic acid (LC/MS
grade) and other reagents (analytical grade) were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Milli-Q water was obtained from a
Milli-Q purification system (Millipore Ibérica; Barcelona, Spain).
X%Glucm‘miidasv (Escherichia coli) was purchased from Roche
Biomedical (Mannheim, Germany).

2.2. Standards and solutions

Stock standard solutions of DEHP metabolites and isotopically
labelled ISTDs of 100 g mL ! were prepared in acetonitrile, Work-
ing standard solutions of 10 and 1pgmL~! were prepared by
appropriate dilutions with acetonitrile of the stock solutions. All
solutions were stored at -20°C.

2.3. Sample preparation

Aliquots of urine samples (1 mL) were added with a concen-
tration of 50 ngmL-" of each ISTD (MEHP 1°C4, MEOHP 17C4 and
A cx-MEPP 13C4). The pH was adjusted to 6.5 with ammonium
acetate buffer (250 wL) and, then, 30 uL of B-glucuronidase from
- coli were added. Samples were incubated at 55°C for 60 min.
After enzymatic hydrolysis, samples were acidified with phosphate
buffer pH 2 (2mL). The extraction was performed with 8 mL of
ethyl acetate by shaking at 40 rpm for 20 min. After centrifugation
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(3500 rpm, 5 min), organic layers were evaporated to dryness under
nitrogen stream in a water bath at 40 °C. The extracts were recon-
stituted with 200 pL of a mixture of deionized water:acetonitrile
(80:20,y/v,0.01% formic acid) and aliquots of 5 uL were gnalysed by
ultraperformance liquid chromatography tandem mass spectrom-
etry (UPLG;MS/MS).

2.4. Instrumental analysis

Chromatographic separations were carried out on a Waters
Acquity UPLC™ system using an Acquity BEH Cig column
(100mmy< 2.1 mm id., 1.7 pm particle size) (Waters Corporation,
Milford, MA). The column temperature was set to 45 °C. The mobile
phase consisted of fleionized water with 0.01% formic acid (solvent
A) and acetonitrile with 0.01% formic acid (solvent B). Separation
was performed at a flow-rate of 0.6 mL min ! with the following
gradient elution: from 0 to 3 min, 20%B; linear increase to 50%B in
2 min; linear increase to 95%B in 1 min; 95%B during 2 min, decrease
to 20%Bin0.2 min; and stabilization at initial conditions for 1.3 min.
The total run time was 9.5 min. The sample volume injected was
5ul.

HThe UPLC instrument was coupled to a Quattro Premier XE triple
quadrupole mass spectrometer (Micromass, Waters Corp.) with an
electrospray (Z-spray) ionization source working in positive and
negative ionization mode. Source conditions were set as follows:
capillary voltage, 3 and 2.5 kV for positive and negative ionization
mode, respectively; source temperature, 120 °C; desolvation tem-
perature, 450°C; cone gas flow-rate, 504 h~1 and desolvation gas
flow-rate, 1200 h 1, High-purity nitrogen was used as desolva-
tion gas and argon was used as collision gas. Electrospray ionization
(ESI) working parameters (ionization mode, precursor and product
ions, cone voltage and collision energies) were optimized for each
compound using direct infusion of individual standard solutions
of the compounds (10 pgmL ') at 10.Lmin T with mobile phase
(50:50, A:B) with a flow rate at 20011 min~!. Cone voltage was
optimized to obtain the maximum signal of the precursor ion and
the collision energy was adjusted to maximize the signal of the most
abundant product ion for each compound. Detection and quantita-
tion was performed in multiple reaction monitoring mode (MRM).
MRM conditions are described in Table 1. Two specific transitions
were monitored for each analyte. Data acquisition was performed
in two acquisition groups with dwell times of 50 ms, interchannel
delays of 5 ms and interscan times of 20 ms. All data were acquired
and processed using MassLynx 4.1 software (Waters Corporation,
Milford, MA).

2.5. Method validation

The following parameters were evaluated: linearity, limit of
detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), extraction recovery,
matrix effect and intra- and inter-assay precisions.

Due to the ubiquitous presence of DEHP metabolites in urines
from human population, the linearity of the method and the LOD
and LOQ were evaluated using a calibration curve prepared in arti-
ficial urine. For the rest of the validation assays, calibration curves
were prepared by using urines from healthy subjects with very low
levels of DEHP metabolites diluted with water.

The artificial urine was prepared based on a protocol described
elsewhere [37]: 0.1 g of lactic acid, 0.4 g of citric acid, 2.1 g of sodium
bicarbonate, 10g of urea, 0.07 g of uric acid, 0.8 g of creatinine,
0.37 g of calcium chloride-2H0, 5.2 g of sodium chloride, 0.0012 g
of iron Il sulphate-7H, 0, 0.49 g of magnesium sulphate-7H,0,3.2 g
of sodium sulphate-10H,0, 0.95 g of potassium dihydrogen phos-
phate, 1.2g of di-potassium hydrogen phosphate and 1.3g of
ammonjum chloride were dissolved in | L ultrapure water.

Six calibration levels were studied: 0, 5, 10, 50, 100 and
400ngmL . For the first validation assay, each calibration level
was prepared in quadruplicate. The peak area ratios of the selected
transitions of the analyte and the ISTD were plotted against con-
centrations. The ISTD used were: MEHP 19¢4 for the quantification
of MEHP; MEOHP 15¢4 for the quantification of MEHHP and
MEOHP; and gcx-MEPP ¥Cy for the quantification of 5cx-MEPP
and 2cx-MMHP. The Dixon test («=5%) was applied to detect
outliers in the replicates of the area ratios at cach concentration
level. The behaviour of the variance over the calibration range
(homo/heteroscedasticity) was evaluated by applying the Levene
Test (w=5%). To demonstrate the goodness for fit using the lin-
ear model, the F test (« =5%) was applied to compare the variance
attributable to lack of fit with that due to random error. Least-
square regression analysis weighted by the concentration was
applied to calculate the calibration curves and the coefficients of
determination, The LOD and LOQ were defined as 3.3 and 10 times
the value of the standard deviation of the noise, respectively. The
standard deviation of the estimated concentration values of a sam-
ple spiked with 1ngmL~! for each analyte (n=4) was used as a
measure of the noise.

The extraction recovery was calculated by the analysis of three
replicates of a blank urine spiked with 50 ngmL-! of the com-
pounds and three replicates of a blank sample spiked with the same
concentration of analytes after the extraction procedure. The ratio
of the peak areas between the analytes and the corresponding ISTD
obtained from the extracted spiked samples yvas compared with
ratios obtained for samples in which the analytes were added after
the extraction procedure (representing 100% of extraction recov-
ery).

Due to the impossibility to obtain true blank urine samples, the
matrix effect was evaluated by standard additions. The concen-
trations levels of the analytes in 7 urine samples were calculated
by both external calibration and standard addition calibration. For
external calibration, a calibration curve was prepared in artificial
urine. Five calibration levels were prepared in duplicate at the fol-
lowing levels: 0, 5, 10, 50, and 100ngmL ', External calibration
concentrations were calculated for each sample. Standard additions
were carried out in every sample by addition of four concentra-
tion levels in duplicate (0, 5, 10, and 50 ng mL~1). The matrix effect
was calculated for each analyte as the ratio between the external
calibration concentration and standard addition concentration.

The intra- and inter-assay precisions were estimated by using
two quality control samples with low and high concentrations of
DEHP metabolites. These quality control samples were actual sam-
ples obtained from subjects moderately exposed to DEHP (low
control, concentrations around a range of 1445 ngmlL 1 for the
different metabolites) and from patients subjected to blood trans-
fusion highly exposed to DEHP (high control, concentrations range
around 545278 ng mL~1). Intra-assay precision was calculated by
the analysis of three replicates of the two control samples on
the same day. Inter-assay precision was calculated after analy-
sis of these two samples in eleven different days. Precisions were
expressed as the relative standard deviation (RSD) of the concen-
trations measured.

2.6. Subjects

In order to evaluate basal concentrations of DEHP metabolites,
urines from two different populations groups were quantified. The
first group (control group) included 30 healthy subjects reflect-
ing common environmental DEHP exposure. They were volunteers
that did not receive any blood transfusion or any medical proce-
dure involving plastic equipment. The volunteers were selected
by the IMIM-Hospital de Mar Clinical Research Unit according to
a clinical protocol approved by the ethical committee CEIC-IMAS
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Table 1

Monitoring conditions in the UPLCK MS/MS system for DEHP metabolites, Transitions used for quantitation are underlined.
Compound MM RT® (min) £S1 mode< VA (V) CE® (eV) Jon transitions (m/z)
MEHP 278.15 6.11 pos 15 15,5 279:=149, 279> 167
MEOHP 29213 5.01 pos 10 10 293=127

neg 30 15 291>143

MEHHP 294.15 494 pos 12 7,7 295 = 167, 295> 129
5cx-MEPP 308.13 483 pos 10 55 309 309> 161
2cx-MMHP 308.13 5.09 pos 10 55 143, 309> 161
MEHP 3¢y 282.15 6.11 pos 15 10,10 153,283>171
MEOHP 3¢y 296.13 5.01 pos 10 510 127,297>109
5¢x-MEPP 3¢y 31213 4.83 pos 10 5,8 313>143,313> 161

2 MM, monoisotopic giass.

b RT, retention fime.

© ESI, electrospray ionization: pos, positive; neg, pegative,
4 ¢V, cone yoltage,

¢ CE, collision energy.

(IMIM-Hospital del Mar, Barcelona, Spain, protocol 2006/2456/1).
The average age was 23.67 +2.34 years (range: 21,31 years), and
the gender distribution was 50% females and 50% of males. 24h
urine samples were collected and stored at-20°Cin polypropylene
bottles until analysis.

In the second group (sportsmen group), a total of 464 official
doping control urine samples covering different sports disciplines
(mainly aquatics, athletics, cycling) were analysed. Spot urine sam-
ples were collected and stored at -20°C in glass bottles until
analysis.

Urine samples used as quality control samples were also
obtained within the clinical protocol 2006/2456/1. The low qual-
ity control was a sample belonging to a volunteer of the “control
group” described above. The high quality control was a urine sam-
ple collected from a hospitalized patient subjected to homologous
blood transfusion [30].

2.7. Statistical analysis and calculations

All results of concentration were corrected by specific gravity,
using the following formula:
Adjusted concentration

1.020—1
specific gravity of the sample — 1

= goncentration

This mathematical correction by specific gravity is usually
carried out in doping control analyses for some analytes [38]. Sta-
tistical analysis was performed on the logarithmic transformed
concentrations with computer software SPSS 12.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL). The program RefVal (RefVal 4.11, Oslo, Norway) was
used for the determination of the upper reference limits (RL)
and the detection of outliers. The 99.9% fractile of reference lim-
its by parametric estimation was assessed [39]. Outlier detection
occurred with Horn's algorithm. The outliers were removed from
the statistics.

3. Results and discussion
3.1. Method development and validation

Different sample preparation protocols and different detection
conditions were studied toﬂmaly‘;c DEHP metabolites in urine, as
per the data previously published [22-26]. A sample preparation
based on a liquid; liquid extraction at pH 2 was finally selected to
quantify DEHP metabolites in urine. A hydrolysis step to cleave the
glucuronide conjugates was needed. 3-Glucuronidase from [. coli

was used; other preparations, such as B-glucuronidase from Helix
pomatia, were not adequate due to its hydrolytic activity on phtha-
lates to convert them to their monoesters [25]. The extraction was
performed at pH 2 to obtain the protonated compounds. Thereafter,
the samples were analysed by UPLC-MS/MS.

Regarding the LG-MS/MS optimization, mobile phases contain-
ing water, acetonitrile or methanol acidified with formic acid or
acetic acid were studied. The mobile phases were evaluated taking
into account chromatographic behaviour of the analytes and signal
in ESI. Best results were obtained using a mobile phase with water
and acetonitrile acidified with formic acid. The chromatographic
separation was achieved with a total running time of 10 min, with
all the compounds eluting between 4.8 and 6.1 min (Table 1).

ESIworking parameters were optimized for each DEHP metabo-
lite. Positive and negative ion modes were tested. In our conditions,
positive ion mode was selected because higher signal was obtained.
Protonated molecular ions [M+H]* were obtained for all the com-
pounds formed by protonation of one of the carbonyl groups. No
formation of adduct ions was observed. The cone voltage was opti-
mized to maximize the signal of the protonated molecular ion and
collision energy was adjusted to optimize the signal of the most
abundant product ions, The optimal conditions for each metabo-
lite are presented in Table 1. The product ion mass spectra of all
metabolites and isotopically labelled internal standards at one of
the optimal collision energies are presented in fig. 2.

Pseudomolecular ions [M+H]" of DEHP metabolites showed a
characteristic collision induced dissociation pattern. Ions result-
ing from the loss of water molecules were only observed at low
collision energies (mfz 277 and 291, for MEHHP and 5cx MEPP,
respectively). For all the compounds, except MEOHP and its isotopic
labelled analogue, ions at m/z 167 (protonated phthalic acid) and at
m/z 149 (protonated phthalic anhydride) were observed. The equiv-
alent ions at m/z 171 and 153 were observed in the corresponding
isotopic labelled analogues. Ions resulting from the protonated lat-
eral chain were observed for all metabolites: m/z 113 for MEHP
and MEHP *C4, m/z 127 for MEOHP and MEOHP *C4, m/z 129 for
MEHHP, and at m/z 143 for 5cx MEPP, 2cx MMHP and 5cx MEPP
13¢4. A subsequent loss of a water molecule was observed for most
of them (ions at m/z 109 for MEOHP and MEQHP '*C4, mjz 111 for
MEHHP, and m/z 125 for 5cx MEPP, 2cx MMHP and 5¢x MEPP 13Cy),
For compounds with an additional carboxylic acid function in the
lateral chain (5cx MEPP, 2cx MMHP and 5¢x MEPP 13Cy), additional
ions resulting from the protonation of this group and including the
lateral chain were also observed at m/z 161. The ions selected for
quantitative purposes are indicated in Table 1.

Examples of chromatograms of urine samples from subjects
with low and high exposure to DEHP (low and high quality control
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Fig. 2. Product ion mass spectra arising from the protonated molecular ions of MEHP (mfz 279), MEOHP (/2 293), MEHHP (imfz 295), 5cx-MEPP (m/z 309), 2cx-MMHP (m/z
309), MEHP Cy (mjz 283), MEOHP PCa (mf2 297) and gex-MEPD ©Cq (mfz 313) (CE, collision energy).

samples, respectively) are given in fig. 3. As it can be observed,
there is a great difference in intensities between both samples for
all metabolites.

The method developed was linear in the range of concentrations
studied. Coefficients of determination were always greater than
0.99.The Ftest for comparing variances was not significant, indicat-
ing adequate adjustment of the data to the proposed linear model
over the calibration range. Extraction recoveries and LOQ are listed

in Table 2. Extraction recoveries greater than 90% were obtained
for all metabolites, and LOQ ranged from 1.2 to 2.6 ngmL ',

Regarding specificity of the method, no peaks at the retention
time of the analytes and ISTDs were observed after analysis of arti-
ficial urine samples indicating no contamination due to reagents.
In actual urine samples, low basal levels of the analytes were
detectable in most of the samples due to ubiquitous exposition to
DEHP.
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Fig. 3. Chromatograms of the selected transitions of DEHP metabolites and ISTDs. Left, low quality control sample; right, high quality control sample.

The intra- and inter-assay precisions obtained for the low and provides adequate precision for the quantitation of the five DEHP
high concentration quality control samples are shown in Table 3. metabolites in urine samples.
Intra-assay precision was always better than 8%, while inter-assay The matrix effect was found to be not significant for MEHP, 5¢x-
precision was better than 12%. The data indicates that the method MEPP and 2cx-MMHP. For MEHHP and MEOHP, the ratios between
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Table 2
Validation data: Extraction recoveries (ER) calculated at 50 ngmL-! and limits of
quantitation (LOQ) for the different DEHP metabolites.

Compound ER (%), mean +SD LOQ (ngmL-1)
(ngmL~")

MEHP 971 £33 2.6

MEHHP 1020 + 1.1 1.9

MEOHP 948 £ 12 12

5cx-MEPP 938 £ 05 24

2cx-MMHP 90.2 £ 5.1 18

XD, standard gleviation.

the concentrations calculated from the external calibration and the
standard addition were 1.2 and 1.6, respectively, with a standard
deviation for both of approximately 20% (=7 samples), showing
a reproducible matrix enhancement effect especially for MEOHP.
In order to correct the matrix effect isotopically labelled standards
were used.

For MEHP, MEHHP and MEOHP, the developed methodol-
ogy demonstrated sensitivity and reliability similar to previously
described methods [34]. In addition, it offers the possibility of
quantification of two additional DEHP metabolites (5cx-MEPP and
2cx-MMHP), which is important to have the largest number of
potential markers.

3.2. Concentrations in urine samples from different population
groups

The use of blood transfusions produces a huge increase in the
concentration of all DEHP metabolites in urine [30-35]. However,
as DEHP is ubiquitously present, all population is exposed to some
extent. In order to have a criterion to suspect of an acute exposure to
DEHP (e.g., blood transfusion), it is necessary to define the common

Table 3

range of metabolites concentrations. In this regards, the quantita-
tion of the DEHP metabolites in urine from different population
groups was performed.

Taking into account the possible differences of the urine sam-
ples regarding dilution status or variations due to sampling,
specific gravity of the samples was measured. Concentrations
were corrected by specific gravity, as it is usually performed
in doping control laboratories to minimize the variations of the
different dilution status of the samples [38]. The results of the
specific gravity adjusted concentrations for all five DEHP metabo-
lites in samples from the control group are shown in Table 4.
Concentrations corresponding to percentiles 10th, 25th, 50th,
75th, and 90th are presented. The levels observed in the con-
trol group for the five DEHP metabolites are similar to first
studies published [16]. However, they are slightly higher than
the concentrations published in the literature in recent years
probably due to the 24-h urine samples gnalysed in our work
[7,17,40,41].

Distribution of the concentrations of the DEHP metabolites in
the sports related samples js also described in Table 4. The lev-
els observed in the sportsmen group for MEHP, MEHHP, MEOHP,
and 5cx-MEPP are in accordance with published data [7,34,40-42].
Regarding 2cx-MMHP, the median concentration agrees with that
described by Guo et al. [43], however it is greater the reported by
other groups [7,40]. As it was previously described, all the con-
centrations of the athletes’ samples were lower than those of the
control group [30], and it could be due to the difference in the
sample collection (spot urine samples ys. 24 h). Concentrations
of phthalates in the first morning urine are known to be higher
than those found in samples collected during the day [44]. For
this reason, it may be expected than concentrations in spot urines
collected during the day will be lower than those in 24 h urine
samples.

Validation dala:}\e-sulls of intra- and inter-assay precision for the low and high quality control samples (LC and HC, respectively).

Compound }\‘unr:. Intra-assay precision (N=3) Inter-assay precision (N=11)
Estimated {onc. Precision Estimated fonc. Precision
(mean iSI))S (ngmL-1) (RSD%) (mean=SD) (ngmL-1} (RSD%)
MEHP LC 14.9 + 0.8 5.6 1534 1.1 6.9
HC 131.2 £ 35 27 129.0 + 2.7 2.1
MEHHP LC 354+ 1.6 46 36.0+ 3.6 10.0
Hc 1484 £ 1.3 0.9 137.8 £ 124 9.0
MEOHP LC 292 + 1.9 6.6 27.8 + 1.3 45
HC 159.0 + 6.6 4.2 150.3 + 4.4 2.9
5cx-MEPP LC 44.9 £ 2.2 5.0 44.2 1 1.8 4.0
HC 2715 +£ 8.1 29 2725+ 64 24
2cx-MMHP LC 184+ 15 8.0 185+ 2.2 12.0
HC 57.0 + 0.8 1.4 535 +53 9.8
k‘ onc., concentration; 5D, standard deviati inn:,{{S D, relative standard Alﬁvmur .
Table 4
Distribution of concentrations of DEHP metabolites in the subjects of the control group and sportsmen, corrected for specific gravity.
Concentration (ng mL-)
Group Compound Rerceatile
10th 25th 50th 90th
k‘nmml (n-30) MEHP 5.1 8.1 16.0 264
MEHHP 11.8 311 51.4 112.7
MEOHP 81 20.2. 382 1117
5cx-MEPP 174 33.2 55.0 143.1
2cx-MMHP 107 225 34.0 169.0
MEHP 2.5 35 55 153
;‘;pummrn (n-464) MEHHP 109 15.8 27.3 76.0
MEOHP 5.1 85 13.6 39.8
5cx-MEPP 12.3 18.8 28.4 81.8
2cx-MMHP 8.4 128 21.1 66.2
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Table 5
Threshold concentrations (99.9% reference limit) for the different DEHP metabolites
in ngmL! corresponding to common exposure to DEHP among sportive subjects.

Metabolite ngmL!
MEHHP 338.8
MEOHP 158.5
5ex-MEPP 3311
2cx- MMHP 2291

3.3. Threshold determination of phthalate metabolites

Taking into account the concentrations found in the sports
related samples, threshold concentrations at 1:1000 risk for false
positives (99.9% reference limit) were calculated for MEOHP,
MEHHP, 5cx MEPP and 2cx MMHP (Table 5). The log-transformed
values of the specific gravity adjusted concentrations of the DEHP
metabolites obtained in samples from sportsmen (n=464) were
used to establish the reference limit values. For MEHP, the distri-
bution of concentrations was not Gaussian, even after logarithmic
transformation of the data, and the reference limits could not,
therefore, be calculated [39]. The reference limits can be used as
threshold concentrations to determine whether a high result may
be suspicious for a transfusion process. The reference limits range
from 158.5 to 338.8 ng mL ! for arisk of 1:1000, The reference limit
for MEOHP is in accordance with the value proposed by Solymos
etal. [34]. However, for MEHHP the value proposed in the previous
study (193.0ngmL") is lower than the value obtained with our
data. This difference can be probably due to the different origin of
the samples analysed in both studies.

The reference limits were evaluated using the concentrations
detected in an experiment of autologous blood transfusion in 25
subjects performed by our group [31]. Concentrations of MEOHP
the day of the reinfusion were higher than the reference limit
in all subjects; for MEHHP and 5cx-MEPP, 92% and 88% of the
samples, respectively, showed concentrations greater than their
reference limit; and for 2cx-MMHP, only 32% of the subjects had
concentrations greater than its reference limits. One day after blood
reinfusion all metabolites were below the reference limit proposed,
except 2cx-MMHP where 12% of the samples exceeded the refer-
ence limit. Therefore, MEHHP, MEOHP, and 5¢cx-MEPP can be used
as markers of blood transfusion misuse during the first hours after
the transfusion, while 2cx-MMHP could also be used to suspect
beyond 24h in some subjects. Substantial anecdotal information
indicates that most athletes use transfusion for doping purposes
just short time before competition and, in this situation, the detec-
tion window provided by DEHP metabolites measurement will be
appropriate to suspect for blood doping.

The reference limits proposed for MEHHP and MEOHP were
also compared with concentrations of these metabolites published
in the literature obtained in samples from hospitalized patients
subjected to blood transfusion [30,34]. The reference limits were
appropriate to detect blood transfusion in most of the reported
samples collected during the first 24 h after the transfusion [30,34]
and also in some samples collected during 24,48 hafter transfusion
[30].

The possibility of reaching higher values of DEHP metabolites
due to an uncontrolled exposure cannot be ruled out. For this
reason, the threshold concentrations proposed were compared
with concentrations of the metabolites obtained after longitudi-
nal studies of individuals from a German cohort without special
occupational exposure with a follow-up of several days [36]. The
maximum concentrations detected for MEHHP and MEOHP along
one week study were not higher than the reference limits proposed.
However, maximum MEHHP concentrations described by Preau
et al. in a study performed with an American cohort were higher

than 338 ngmL-! in some of the volunteers [45]. The difference
may reflect a different lifestyle between the cohorts studied. For
this reason, further investigations are still needed to clarify the ori-
gin of the increased DEHP exposures observed in some individuals
not subjected to blood transfusion.

4. Conclusions

A methodology for the quantitation of five DEHP metabolites in
urine has been developed and validated. The protocol developed is
effective and it requires short time analysis due to its simple sample
preparation and the use of UPLC as chromatographic separation
technique which provides short total running times. The reliability
of the method proposed makes it adequate as screening test to be
applied in all urine samples in the antidoping control laboratories
to suspect for blood transfusion practices.

Concentrations of DEHP metabolites in different population
groups have been measured to obtain data that reflect the common
environmental exposure. The concentrations found in normally
exposed subjects (control group) and in sportsmen are usually low
for all metabolites. Moreover, the basal concentrations obtained in
the sportsmen group were used to establish threshold concentra-
tions for four DEHP metabolites after common exposure.
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Abstract

Humans are exposed to di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), a plasticizer used in polyvinyl
chloride (PVC) products. DEHP is also present in bags used in blood transfusions,
subsequently patients submitted to blood transfusions for medical reasons or athletes using
blood doping are exposed to this chemical, for which some toxic effects are known.

DEHP is metabolized and its metabolites are excreted in urine, and the metabolites have been
used as markers of DEHP exposure. In the first step of this study, an analytical methodology
to measure three DEHP metabolites in urine has been developed.

In a second step, the concentration of DEHP metabolites were evaluated in different
population groups: healthy volunteers, patients receiving blood transfusions, hospitalized
patients receiving medical care involving plastic materials, and, athletes.

The results indicated significantly higher concentrations of DEHP metabolites in subjects
submitted to blood transfusion in comparison to the other population groups. These
differences suggest that DEHP metabolites could be selective markers of the blood
transfusion misuse. This selective and rapid methodology could be applied as screening test in

urine in the antidoping control laboratories to suspect those prohibited practices.

Introduction

The use of blood transfusion in sports is widely used and it is forbidden by the World
Antidoping Agency. Nevertheless, the detection of these practices is limited by the need of
blood sampling and the limitations of present methodologies. Thus, no method is available at
present for the laboratory detection of the autologous blood transfusion [1,2].

Phthalates are used as plasticizers in polyvinyl chloride (PVC) plastic materials and humans
can be exposed to DEHP through different products [3,4]. The blood bags used to store blood
for transfusion contain this plasticizer; therefore transfused subjects are additionally exposed

to it [5].
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DEHP is metabolized to mono-(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP), mono-(2-ethyl-5-hydroxy-
hexyl)phthalate (OH-MEHP), and mono-(2-ethyl-5-oxo-hexyl)phthalate (OXO-MEHP), and
those metabolites are excreted in urine as glucoronide conjugates [6,7].

In this paper, the use of DEHP metabolites as markers of blood transfusion misuse has been

evaluated.

Experimental

Subjects

Urinary concentrations of DEHP metabolites were evaluated in different populations groups:
healthy subjects (Group 1, n=30, reflecting common environmental DEHP exposure),
hospitalized patients exposed to different medical treatments involving plastic materials but
not subjected to blood transfusions (Group 2, n=39); and hospitalized transfused subjects
(Group 3, n=25). In groups 2 and 3, samples were collected for the periods from 0 to 24h and
from 24 to 48h after the last exposition. Stored urine samples from actual doping control
programs were also tested (Group 4, n=127).

Measurement of DEHP metabolites

Quantitative determination of MEHP, OH-MEHP, and OXO-MEHP in urine was performed
by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).

To 1 mL of urine samples, the internal standards (MEHPC, and OXO-MEHP“C,,
Cambridge Isotope Laboratories, Inc. Andover, MA, USA) were spiked, and the pH was
adjusted to 6.5 with ammonium acetate buffer (250uL). After enzymatic hydrolysis with beta-
glucuronidase, samples were acidified with 0.67 M phosphate buffer pH 2 (2 mL) and
extracted with 8 mL of ethyl acetate for 20 min. The organic layers were evaporated to
dryness under nitrogen stream and finally, the extracts were reconstituted with 100 pL of a
mixture of deionized water:acetonitrile (80:20,v/v) and aliquots of 5 pL were analyzed by
UPLC-MS/MS.

Chromatographic separation was carried out on a Waters Acquity UPLC system using an
Acquity BEH Cg column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm particle size) (Waters Corporation,
Milford, MA) with a mobile phase consisted of a mixture of water and acetonitrile with
0.01% formic and a gradient elution. The UPLC system was coupled to a Quattro Premier XE
triple quadrupole mass spectrometer (Micromass, Waters Corp.) with an electrospray
ionization source working in positive ionization mode and using argon and nitrogen gas as
collision and desolvation gas, respectively. The following selective precursor and product ion

transitions were monitored: 279>149, 293>127, 295>167, 283>153, and 297>127 for MEHP,



Annexes

OXO-MEHP, OH-MEHP, MEHP“C, and MEOHP”C, respectively. The mass
spectrometric parameters cone voltage and collision energy, were optimized for each

compound to maximize the signal detected.

Results

The method developed was validated. The extraction recoveries were all higher than 80% and
the limits of quantitation were less than 5ng/mL for all the metabolites. A good linearity was
obtained for the method. The intra-day and intermediate precision were estimated by using
two quality control samples at two concentration levels (a low and a high control). The intra-
day precision (expressed as the relative standard deviation,RSD, of three replicates) was less
than 10 and 25% for the high and low control, respectively. The RSD obtained for the
intermediate precision was less than 25% for all the metabolites.

To evaluate the exposition of the general population, samples of Group 1 were analyzed. The
samples of Group 2 and 3 were tested to determine the DEHP metabolites concentrations after
different medical treatments. Concentration of DEHP metabolites in samples of Groups 1, 2
and 3 are shown in the Figure 1. Samples corresponding to Group 1 had concentration below
50 ng/mL but an important increase of these levels was observed in urine samples of
transfused subjects, Group 3, with concentrations around 200 ng/mL. In the case of samples
of Group 2, the concentrations were statistically different from those of transfused patients
(p<0.001) but not from the samples of healthy subjects (p>0.001). The concentration of
MEHP in urine samples of Group 3 collected up to 2 days after blood transfusion showed
remarkable differences as compared to samples of Group 1 and 2. In the case of OH-MEHP
and OXO-MEHP significant higher concentrations have been detected in transfused subjects
in samples collected from 0 to 24 h after the transfusion. Consequently, the accumulation of
DEHP metabolites in the urine of transfused subjects was significantly higher than in the
other groups. In Figure 2 typical chromatograms obtained are presented and the different
concentration of DEHP metabolites in samples of non-transfused and transfused subjects can
be observed.

The results of the analysies of athlete’s samples indicate similar DEHP metabolites
concentrations to those of the Group 1 and 2 samples, except for four samples (A,B,C,D in

Figure 3) which appear as far-oultiers in the boxplot figure.
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Discussion

The work shows the potential use of DEHP metabolites as markers of DEHP exposure as a
consequence of a blood transfusion process because high levels of DEHP metabolites appear
in urine after this kind of invasive treatment. The athletes samples analyzed corroborate low
levels of DEHP metabolites in urine of that characteristic population. When high
concentrations are observed in an athlete’s samples after the analysis here proposed (for
example, subjects A,B,C,D in Figure 3) they could be regarded as a consequence of a
potential blood transfusion process and a follow up of the case would be needed by more
specific methods.

In conclusion, this approach opens the door to a suitable easy tool to suspect blood transfusion
either autologous or homologous in athletes, using a cheap and simple sample preparation and
analysis. This screening methodology may be applied to all urine samples submitted to doping
control in any accredited laboratory.

Given that DEHP is widely used worldwide as plasticizer and different sources of DEHP
exposure could increase the DEHP metabolites in urine [8,9], it could be useful to incorporate
the basal concentrations of urinary DEHP metabolites into the individual athlete biological

passport in order to detect sudden and unexplained increases of DEHP metabolites.
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Figure 1. Concentration of DEHP metabolites in urine samples: 1 (healthy subjects), 2A
(hospitalized but not transfissed subjects, 0 to 24 hours), 2B (hospitalized but not transfused
subjects, 24 to 48 hours), 3A ( transfised subjects, 0 to 24 hours), 3B (transfused subjects, 24
to 48 hours). High concentrations in one subject corresponding to 3535 ng/ml, 5174 ng/mL
and 2362 ng/mL (MEHP, OH-MEHP and OXO-MEHP, respectively) and one value of
another subject (1972 ng/mL for OH-MEHP) are not shown in 34 and 3B respectively.
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Figure 2. Chromatograms of a blank sample corresponding to a healthy subject (left) and

chromatograms of a typical urine sample of a tran:
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Figure 3. Concentrations of DEHP metabolites in urine samples of athletes compared with
healthy subjects (Group 1). Four subjects (A,B, C and D) in the athletes group presented
outlier results in rewspect the full sportive population studied.
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The development of methodologies able to detect blood doping in athletes is one of the current main challenges of the

antidoping control laboratories. Different approaches and the more recent strategies based in the measurement of mar-
kers in blood and urine are reviewed.
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Annex I1

World Anti-doping Agency. The world anti-doping code. The 2012
prohibited list international standard. [monografia a Internet].
2012 [accés 19 de febrer de 2013]. Disponible a: http://www.
wada-ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-
Prohibited-list/2012/WADA_Prohibited_List 2012 EN.pdf
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Annex III

Part d’aquest treball ha estat guardonat amb el XIII Premio Nacional de

Investigaciéon en Medicina del Deporte 2010 atorgat per la Universitat

d’Oviedo.
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DE OVIEDO

Tlene el honor de conceder el

) EL RECTOR DE LA UNIVERSIDAD (

PRIMER PREMIO NACIONAL

Q’ DE INVESTIGACION EN MEDICINA <‘
“‘ DEL DEPORTE 2010 ’.’..
(‘.'.) al trabajo de investiqacién titulado: «Metabolitos de plastificantes en orina, ("‘"’
claves para la deteccion de transfusiones».
Autores:
q‘g‘o i et &‘.
\. DNA. NURIA MONFORT MERCADER ,'
}” DNA. PETRA PLATEN “‘
" . TIMO IINRICIIS

‘ DNA, KLARA BRIXIUS ‘
D. WILHELM SCHANZER
D. MARIO THEVIS
. HANS GEYER
Por tanto, expido el presente DIPLOMA que asi lo acredita, en Oviedo, a 18 de marzo
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