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DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA EL ANALISIS DE
PCBsSIMILARES A DIOXINAS Y PCDD/Fs EN MUESTRAS DE PEQUERNO
VOLUMEN DE SUERO SANGUINEO DE PACIENTES CON PROBLEMAS DE
FERTILIDAD.
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Introduccion

Desde hace algunos afos varios estudios han indicado que la calidad seminal humana y la
fecundidad han ido declinando durante las Gltimas décadas™™.Segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud se estima que el 8% de las parejas (50 a 80 millones de personas en el
mundo) padecen algun tipo de infertilidad™. Estos cambios en las muestras seminales parecen
ser recientesy podrian estar relacionados con el estilo de vida y/o con el incremento de la
concentracién de contaminantes y téxicos ambientales™™.

Actualmente hay un interés cientifico creciente en conocer la relacién entre la exposicion
ambiental y ocupacional a téxicos y/o contaminantes y la alteracion de la calidad espermética,
asi como la implicacién de éstos en la esterilidad masculina ** *Se ha sefialado que al menos
la mitad de los casos de esterilidad de etiologia desconocida del varén podrian atribuirse a
exposiciones profesionales y/o ambientales a diferentes compuestos. Especificamente
disruptores endocrinos quimicos como: pesticidas, herbicidas, bifenilospoliclorados (PCBs),
policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDDs) ypoliclorodibenzofuranos (PCDFs) entre otros.

Los bifenilospoliclorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas (PCDDs) y los policlorodibenzofuranos
(PCDFs) son 3 de los 12 compuestos organicos persistentes reconocidos por la UNEP', Estos
compuestos son lipofilicos, poseen una gran estabilidad térmica y quimica, por lo que una vez
introducidos en el medio ambiente pueden persistir en el medio ambiente durante décadas.
Estas caracteristicas confieren a estos compuestos una gran capacidad para biomagnificarse y
bioconcentrarse en determinadas condiciones medioambientales y alcanzar asi
concentraciones importantes desde el punto de vista toxicolégico.

Los efectos de la toxicidad de estos compuestos sobre el sistema reproductor masculino han
sido estudiados principalmente en animales donde se han descrito: alteracion de la secrecion
de la hormona luteinizante (LH), morfologia anormal de testiculos, decrecimiento de la
espermatogénesis y reduccion de la fertilidadlS.Aunque en el hombre los estudios son limitados
y contradictorios, distintos estudios han demostrado que estostoxicos podrian tener efectos
adversos en el sistema reproductivo masculino, bien por afectar a la funcion endocrina’® o a la
espermatogénesis, o que resulta en una calidad seminal disminuida®’.

El presente trabajo constituye la primera fase de un proyecto en el que se pretende obtener
una relacion entre la calidad seminal humana y la exposicién a PCDD/Fs y PCBs similares a
dioxinas. El objetivo de esta primera fase consiste en desarrollar un método analitico para el
andlisis de muestras de suero sanguineo de pequefio volumen (1 mL). El desarrollo del método
debe tener como pilares la minimizacion tanto del consumo de reactivos quimicos, como del
tiempo, con el objeto de reducir al maximo el coste del analisis, pero manteniéndose en todo
momento los criterios de calidad exigidos por el método de la EPA 1613 para el analisis de
PCDD/Fs. Esta optimizacion obedece a la necesidad de llevar a cabo un estudio
individualizado por paciente.



Materiales y Métodos
Materiales

Muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién venosa, se dejoé reposar la sangre,
posteriormente fue centrifugada y se separ6 el suero por decantacién, la fraccién de suero se
almacend en la oscuridad a -20°C hasta su andlisis.

Extraccion y Analisis instrumental

La extraccion, se llevo a cabo con hexano siguiendo el protocolo desarrollado por Mohry col.?
con algunas modificaciones.En un tubo de ensayo se adicion6 inicialmente 1 ml de la muestra
desuero sanguineo, seguido de la adicion de patrones de PCDD/Fs y PCBs similares a
dioxinas para posteriormente ser agitada durante 1 minuto en vortex.A continuacion, se
afiadieron 3ml de hexano y 2 ml de &cido sulfurico.La mezcla fue agitada nuevamente en
vortex y luego centrifugada (10 min a 2000 rpm). Posteriormente la fase de n-hexano fue
retirada con ayuda de una pipeta Pasteur y el contenido restante (suero+ acido) fue re-extraido
dos veces mascon 2 ml de n-hexano. En los tubos donde fueron colectados los extractos de n-
hexano se afiadieron 2 ml de acido sulfarico, y posteriormente fueron centrifugados. Por ultimo
la fase organica fue separada y transferida a un tubo colector para suevaporacion bajo
corriente de nitrégeno, y finalmente se afiadieron los patrones de recuperacion de PCDD/Fs y
PCBs similares a dioxinas.

Los extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases de alta resolucion
(HRGC) y espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS).

Resultados y Discusién
Tras numerosas pruebas, el método desarrollado permite obtener para los distintos isémeros,

tanto de PCDD/Fs como de PCBs similares a dioxinas, recuperaciones comprendidas entre el
60% y el 75%. En la Figura 1 se muestra el perfil relativo de PCBs similares a dioxinas para
dos muestras de suero sanguineo analizadas.
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Figura 1. Perfil relativo de los 12 PCBs similares a dioxinas en dos muestras de suero.

Conclusiones

Se ha desarrollado un método que cumple los requisitos necesarios para llevar a cabo un
andlisis conjunto de PCDD/Fs y PCBs similares a dioxinas en muestras de pequefio volumen
de suero sanguineo minimizando el coste del analisis, pero respetando los criterios de calidad
exigidos por la EPA.

Agradecimientos
Generalitat Valenciana proyectos: PROMETEO/2009/043/FEDER y ACOMP2011/224.
Ministerio de Educacioén y Ciencia: CTQ2008-05520.



Referencias

1. Carlsen E, Giwercman A, Keiding N, Skakkebaek NE. British Medical Journal, 1992; 305:609-
13.

2. Auger J, Kunstmann JM, Czyglik F, Jouannet P.The New England Journal of Medicine, 1995;
332:281-5

3.Adamopoulus DA, Pappa A, Nicopoulou S, Andreou E, Karamertzanis M, Michopoulos J.
Human Reproduction, 1996; 9:1936-41.

4. Irvine S, Cawood E, Richardson D, Macdonald E, Aitken J.British Medical Journal,1996;
312:467-71.

5. Becker S, BerhaneK. Fertility and Sterility, 1997; 67:1103-8.

6.Swan SH, Elkin EP, FensterL. Environmental Health Perspectives, 2000; 108:961-6.

7. Aitken RJ, Koopman P, Lewis SE. Seeds of concern. Nature, 2004; 432:48-52.

8. Jargensen N, Asklund C, Carlsen E, Skakkebaek NE.International Journal of Andrology,
2006; 29:54-61.

9. Skakkebaek NE, Rajpert-De Meyts E, Main KM.Human Reproduction, 2001; 16:972-8.

10. Skakkebaek NE, Jgrgensen N, Main K, Rajpert-De Meyts E, Leffers H, Andersson AM,
International Journal of Andrology, 2006; 29:2-11.

11. HauserR. Seminars in Reproductive Medicine, 2006; 24:156-67.

12. Tracey J, Woodruff T J, Janssen S J, Environmental Impacts on Reproductive Health and
Fertility, 2010; Cambridge: Cambridge University Press: 1-262.

13. Swan SH. SeminReprod Med, 2006; 24:142-6.

14. Rubes J, Selevan SG, Evenson DP, Zudova D, Vozdova M, ZudovaZet.Human
Reproduction, 2005; 20:2776-83.

15. Ping-Chi Hsu, Yueliang Leon Guo, Mei-Hui Li. Chemosphere, 2004; 54.:611-618.

16. Mocarelli P, Gerthoux PM, Ferrari E, Patterson DG Jr, Needham LL.The Lancet,2000;
355:1858-1863.

17. Hauser, R., Singh, N.P., Chen, Z., Pothier, L., Altshul, L. Human Reproduction, 2003; 18:525
18. Cokismet, Donmez M, Stiroglu M h, Aydinuraz B, Henkelmann B, Shen H, Kotalik J, and
Schramm K W.Archives of Environmental Contamination Toxicology, 2008; 55:143-152.

19. Sharpe RM.International Journalof Andrology, 2003; 26:2-15.
20. Mohr S, Schwanz T G, Wagner R.QuimicaNova, 2011; 34: 444-449.
21.Kang, J.H, Park, H, Chang, Y, S, Choi, J.W.Chemosphere, 2008; 33:1625-1631.



