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I. INTRODUCCION

En afios recientes se ha dado gran importancia a los efectos de los contaminantes
en los ecosistemas y su relacion con la salud del hombre. El tema de la
contaminacion se ha convertido en un problema vital para la humanidad debido a
la gravedad en sus efectos por causar importantes trastornos ambientales y dafios
a la salud.

El cromo es un elemento de transicion que puede existir en diferentes estados de
oxidacion, los mas comunes son (llI) y (VI). El Cr(lll) es la forma méas estable en
los sistemas biol6gicos, mientras que el Cr(VI) es un poderoso oxidante que
proviene de fuentes industriales, cuando se consume en pequefias cantidades es
reducido su forma trivalente, esto en el medio acido del jugo gastrico (1).

El cromo (lll) es un mineral considerado como nutriente traza indispensable en
humanos y en animales, con efectos reguladores en el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos a nivel molecular aumentando el efecto de la sefal de
insulina, amplificando sus efectos. Dentro de los suplementos alimenticios para
humanos destaca el uso del picolinato de cromo, al que se le han atribuido
propiedades en la reduccién de la masa grasa y aumento de la masa corporal, asi
como en el control de peso entre otros (2,3,4). Esto ha motivado su uso entre los
deportistas, se reporta que en el aflo 2000, en Estados Unidos se gastaron
aproximadamente 500 millones de délares en este tipo de productos. Sin
embargo, su eficacia no ha sido plenamente comprobada siendo motivo de un
intenso debate en la década actual (5).

Dada la problematica social en la que cada vez se estd mas expuesto ya sea por
la exposicion a actividades profesionales, industriales, ambientales, terapéuticas y
estéticas, se considera que el cromo puede ser una de las causas de la
disminucién de la calidad del esperma humano con efectos nocivos sobre la
fertilidad masculina (6).

En 1992, el British Medical Journal, publicé un articulo perturbador, un grupo de
investigadores daneses, dirigidos por la doctora Carlsen, aseguraban que en los
altimos 50 afios el recuento de espermatozoides en humanos se habia reducido a
la mitad, pasando de 113 a 66 millones por centimetro cubico. Los resultados se
basaban en estudio de datos provenientes de 60 publicaciones cientificas y que
correspondia al andlisis del semen de aproximadamente 15 mil hombres (7).

La toxicidad reproductiva por cromo habia sido subestimada, en 1993 el informe
del investigador Bonde et al, menciona gue la exposicion a niveles bajos de Cr(VI)
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no representa un riesgo que afecte a la espermatogénesis en soldadores de acero
inoxidable. Sin embargo, una serie de investigaciones de laboratorio utilizando
animales, han sefialado la toxicidad testicular del Cr(VI), de igual manera informes
recientes correlacionan la exposicidbn ocupacional cronica de este metal con la
calidad anormal del esperma en hombres (8).

El andlisis del cromo en los sistemas biolégicos es un desafio analitico debido a
los bajos niveles del cation (0.01 a 0.5 ug/L) y a la posible contaminacion de las
muestras. En el presente trabajo se desarroll6 el método analitico y las pruebas de
desempeiio para la cuantificacion de cromo en muestras de suero y liquido
seminal, en un grupo de hombres sanos a los que se les suministro picolinato de
cromo como complemento alimenticio. La cuantificacion de cromo se realizd
mediante la técnica de Espectroscopia de Absorciéon Atdmica Multielemento con
horno de grafito transversal y corrector de fondo Zeeman.

Todo esto responde a la inminente necesidad de determinar la respuesta del
organismo al ser expuesto a cromo y asi poder determinar sus efectos toxicos
sobre la calidad del semen humano, aunado a que la poblacion en general y en
mayor medida los atletas, cada vez consumen una mayor cantidad de
suplementos alimenticios a base de cromo principalmente en su forma de
picolinato de cromo como una alternativa para disminuir su masa corporal sin
conocer los posibles riesgos de su uso.
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ll. MARCO TEORICO

1. CROMO

El cromo es un elemento natural, con nimero atdmico 24, masa atémica relativa
51,996, ademas de ser considerado un elemento pirolitico por su alto punto de
ebullicion. ElI cromo forma compuestos en diferentes estados de oxidacion, los
mas comunes son cromo (0), cromo (lll) y cromo (VI). El cromo (lll) es un
elemento esencial, el cromo (VI) y el cromo (0) se producen generalmente en
procesos industriales. EI cromo metélico (cromo 0), se utiliza para la fabricacion de
acero, mientras que el cromo (VI) y cromo (lll) se utilizan para el cromado de
metales, elaboracion de tintes, pigmentos, curtido de pieles y madera, entre otros
(6,9).

El cromo es uno de los metales mas utilizados industrialmente. Se estima que
varios millones de trabajadores en todo el mundo, estdn expuestos a compuestos
de cromo. Por otra parte, es uno de los principales contaminantes en distintos
lugares del mundo, sin embargo, sigue habiendo muchas preguntas sin respuesta
sobre efectos nocivos en la salud humana (10).

Los estudios epidemioldgicos realizados en 2004 por Danadevi et al, mostraron
incidencia de cancer de pulmén en trabajadores expuestos en la produccién de
pigmentos a base de cromatos y dicromatos (Cr(VI)), existen pruebas de un riesgo
similar con las aleaciones de cromo. Estos hallazgos son la base de la decisién
de la Agencia Internacional para la Investigacion de Cancer (IARC) para clasificar
compuestos de cromo hexavalente, como agentes cancerigenos en humanos (11).

En varios estudios en ratas macho expuestas a cromo y a otros metales, se
encontré que éste causa un decremento del conteo espermético, asi como en la
movilidad del esperma, relacionando de esta forma la ingesta de cromo con
alteraciones en la calidad del esperma originando un incremento en los problemas
de infertilidad (12,13,14).
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1.1. Estado de oxidacion

Es de gran importancia conocer que los estados de oxidacion mas usuales para
este elemento; 3" y 6" tienen propiedades quimicas y bioldgicas diferentes. La
relacion entre los estados hexavalente y trivalente del cromo son descritos por la
siguiente ecuacion:

Cr,07% + 14H* + 6 electrones ———»  2Cr (lll) + 7 H20 +1.33 eV

El cromo (llIl) es soluble en soluciones &cidas, formando facilmente complejos
hexaédricos con ligandos apropiados, tales como oxalato y los iones sulfato (7,13).

En el estado de oxidacion 6%, el cromo forma cromatos y dicromatos, que tienen
un alto potencial oxidante. La diferencia de potencial eléctrico entre Cr(VI) y Cr(lll)
refleja el fuerte potencial de oxidacién del cromo hexavalente y la energia
(1,33eV), que se requiere para oxidar el cromo trivalente a su forma hexavalente
(4,8).

En contraste, la reduccion del Cr(VI) se produce espontaneamente en el
organismo a menos que se presente en una forma insoluble, por ejemplo, en la
sangre el Cr(VI), una vez que ha penetrado la membrana de los globulos rojos es
rapidamente reducido a Cr(lll) y se convierte en un constituyente celular que no
puede abandonar facilmente al eritrocito (6).

La forma trivalente de cromo, es la forma predominante del metal en los sistemas
biologicos, parece jugar un papel nutricional en el organismo ademas de ser
menos toxico que la forma hexavalente, al parecer debido a su escasa
permeabilidad en la membrana. Sin embargo estudios in vitro del cromo (lll), han
dado resultados positivos en mutagenicidad, tal vez implicado en el mecanismo
epigenético de la carcinogénesis, aunque no existen suficientes estudios
epidemioldgicos en trabajadores expuestos a cromo (V1) (15).

El Cr(VI) es mucho mas toxico que el Cr(lll), ya que atraviesa facilmente la
membrana celular y en Ultima instancia se reduce a Cr(lll). Para la forma
hexavalente en una prueba realizada con dicromato de sodio, éste fue
transportado a través de las membranas celulares de mamiferos por sistemas de
transporte como carboxilato, sulfato y fosfato (6,14).

La reduccion intracelular de Cr(VI) implica la generacion de especies de vida corta,
de cromo tetravalente y pentavalente con afinidades para constituyentes celulares
que puede diferir de Cr(lll), por lo tanto, la reduccion de Cr(VI) se considera como
un proceso de desintoxicacion (8).
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Marco Tedrico 13

La union inicial a macromoléculas celulares puede incluir a la forma pentavalente
del cromo, una vez absorbida y retenida en tejidos biolégicos, se produce Cr(lll).

El glutation y cisteina parecen ser los cofactores mas importantes para la
reduccion intracelular de la forma hexavalente (6).
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2. TRANSPORTE DE CROMO

Los mecanismos de absorcion y el transporte de cromo son adn inciertos, la
administracion in vivo de iones cromo a mamiferos, de manera oral o mediante
inyeccion intravenosa, provoca su aparicion en el organismo, de igual manera esto
ocurre con el transporte de hierro por la proteina transferrina. Esta proteina tiene
un peso molecular de 80.000 Da, esta presente en el suero sanguineo, se une a
dos equivalentes de hierro férrico en pH neutro y ligeramente basico, esta union
se mantiene solamente en un 30% con hierro en promedio del total de la proteina,
guedando libre aproximadamente el 70%, en consecuencia se ha propuesto como
potencial transportador de otros iones metalicos entre los que se incluye al Cr(lll)
(5,16,17).

Estudios in vitro con la adiciébn de cromo a sangre o plasma sanguineo resultan en
la union de transferrina con Cr(lll), aunque, bajo esas condiciones, la albumina y
algunos productos de degradacidon también se enlazan al cromo. La transferencia
de cromo por la transferrina a apo-cromodulina ha sido mostrada in vivo. Reportes
recientes sobre los efectos de la insulina en el transporte de hierro y la relacion
entre hemocromatosis, sobrecarga de hierro hepético y diabetes sugieren que la
transferrina puede ser el mayor transportador fisiol6gico de cromo (5,16,17).

Incrementos en la insulina resultan en la estimulacibn del movimiento de la
transferrina hacia las vesiculas de la membrana plasmatica. Los receptores en la
superficie de la célula pueden quedar saturados por el metal, esto al enlazarse a
transferrina, que posteriormente se someten a endocitosis con acompafiamiento
en la liberacién de metales y la acidificacién del pH, por la nueva formacion de
vesiculas. Basandose en estos datos se ha propuesto un mecanismo para el
transporte de cromo (Figura 1). El aumento en la concentracion insulina deberia
traducirse en un aumento de transporte de transferrina, incluida la parte que
contiene el cromo enlazado, culminando en el transporte de cromo sanguineo
hacia las células insulino sensitivas y finalmente a cromodulina. En adultos
diabéticos en los que la concentracién de cromo en sangre se reduce, aumenta la
pérdida de cromo en la orina (5,16,17,18).

Esto puede ser relacionado con los pacientes con inexplicable sobrecarga de
hierro hepatico (caracterizado por una asociacion con la diabetes).
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Figura 1. Mecanismo propuesto para el transporte de cromo (5).

En los dltimos cinco afios se ha producido un interés sobresaliente por
comprender la funcion potencial para cromo trivalente en el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos a nivel molecular en mamiferos. En contraste, los 35 afios
de estudio previo, a partir del esclarecimiento de una funcion esencial del cromo
(111 en mamiferos, ha dado como resultado numerosos estudios de la fisiologia de
la deficiencia de cromo y los efectos de la suplementacién del metal, pero no
sobre la estructura y modo de accion de la forma activa del metal (5,16,17).
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3. BIOQUIMICA DEL CROMO

Un avance en el establecimiento del mecanismo de accion del cromo a nivel
molecular aparece a partir de la década de los 80°s cuando los investigadores
Wada y Yamamoto, informaron sobre el aislamiento y la caracterizacion de un
anico oligopeptido cromo fijador denominado como Sustancia cromo enlazante de
Bajo Peso Molecular (Low-Molecular-Weight-Chromium-Binding-Substance
LMWCr) en sus siglas en ingles o cromodulina (5,16,18,19,20).

El oligopeptido posee un peso molecular de 1500 Da y se compone de solo cuatro
tipos de aminoacidos residuales, glicina, cisteina, glutamato y aspartato. A pesar
de su pequeiio peso molecular, enlaza a cuatro equivalentes de iones de cromo,
aparentemente en un acomodo tetra nuclear. Hasta la fecha, el oligopeptido ha
sido aislado y purificado del higado de conejo, rifion de porcino, higado de bovino,
calostro, higado de perro y también ha sido aislado de higado de rata y raton. Por
lo tanto, la cromodulina aparece ampliamente distribuida en los mamiferos
(5,18,19).

El atributo mas novedoso de la cromodulina es la capacidad para potenciar los
efectos de la insulina sobre la conversion de la glucosa en didxido de carbono o
lipidos aislados de los adipocitos. Esta estimulacion de la actividad de la insulina
se produce sin modificar la concentracion de la insulina necesaria para la actividad
media maxima, lo que sugiere que la cromodulina desempefia un papel intrinseco
en los adipocitos. La estimulacion es directamente dependiente del contenido de
cromo en la cromodulina. Ningun otro complejo que contenga especies de cromo
potencia la accion de la insulina de esta manera (5,18,19).

Estudios combinados de dosis-respuesta de la insulina, con una dieta de
suplementos de cromo sobre el transporte de glucosa en adipocitos de rata,
sugieren que el papel para el cromo como cromodulina esta implicado en la
transduccion de sefales. En los dltimos cinco afios, examenes sistematicos de la
activacion o inhibicion de la actividad de la fosfatasa y quinasa, en adipocitos de
rata, por cromodulina pone de manifiesto dos efectos, en primer lugar una
pequefia activacion de la membrana fosfotirosina fosfatasa y, mas
significativamente una estimulacién insulino sensitiva de la actividad de los
receptores de insulina tirosina quinasa. El sitio de activacion parece estar
localizado en o cerca del sitio activo de la quinasa, ademas la adicion de la
cromodulina a un fragmento de la subunidad B del receptor de insulina que
contiene el sitio activo (pero esto no requiere insulina para ser activada) resulta en
una estimulacién similar de la actividad de la quinasa (5,17,18,19).
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Otros metales de transicibn que son asociados comunmente con sistemas
biolégicos son ineficaces en la restauracion de la capacidad de apocrodulina para
estimular la actividad de la quinasa, indicando que la restauracion es especifica
para cromo. Recientemente, estos resultados, junto con los estudios de
homeostasis de cromo en la glucosa y la respuesta de insulina, se han
incorporado a una propuesta, de la modalidad de la accion de la cromodulina
como parte de un sistema de auto amplificacion para la sefializacion de insulina

(Figura 2).
/ T Cr-Tf
insulina ¥
I Cr
| ——— X
> IR — | > rR[1
E— [
} inactiva. ] activa
Apo-cromodulina Apo-cromodulina
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baja concentracion apo-cromodulina
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1
. e
.cromodulina IR | I —_— IR \|1
Km ~ cromodulina L
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receptor de insulina Cromodulina cargada con cromo

completamente cargado

Figura 2. Mecanismo propuesto para el transporte de cromo y mecanismo de accidén de la
cromodulina (5).

En respuesta al incremento de la concentracién de glucosa en sangre, la insulina
se libera rapidamente en el torrente sanguineo. La insulina se une a una
subunidad alfa externa de la proteina transmembranal del receptor a insulina,
provocando un cambio en la conformacion del receptor. La cromodulina se
almacena en su apo-forma en el citosol y el nucleo de las células sensibles a la
insulina. Los aumentos en las concentraciones de insulina plasmatica han dado
como resultado el transporte de cromo de la sangre a las células insulino-
dependientes. Esta transferencia es probablemente mediada por la proteina
transportadora de metales: transferrina (5,16,17).
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La apo-cromodulina posee una alta constante de enlace a iones de cromo (K 10?%)
de tal manera que debe secuestrar al cromo en respuesta a este flujo de iones. La
recién generada holocromodulina (es decir, CR4-cromodulina) puede obligar a la
insulina a estimular los receptores de insulina, ayudando a mantener su
conformacioén activa y logrando la amplificacion su sefiales de insulina. Una vez
qgue la concentracion de la insulina disminuye y la sefalizacion de sus receptores
termina, la cromodulina es eliminada de las células (5,18,19).
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4. INFERTILIDAD MASCULINA

Existe preocupacién por la creciente prevalencia de anomalias en el proceso
reproductivo en varones. Esto puede ser causado por diversos factores como
podrian ser el aumento de estrés, el estilo de vida y las alteraciones endocrinas
originadas por productos quimicos en el medio ambiente. En algunos casos las
actividades profesionales pueden suponer constante exposicion a agentes toxicos
y pueden tener un efecto perjudicial sobre la reproduccion humana (21).

Se ha denominado para fines estadisticos como factor masculino anormal
cualquier causa o causas de esterilidad que radiquen en el hombre; su incidencia
es de alrededor del 20 al 30% como factor Unico y 20 % mas formando casos de
patologia multiple simultdnea, por lo que, en un 50% de los casos, el hombre es
parcialmente responsable de la esterilidad en la pareja (22).

En afos recientes, se ha presentado un aumento progresivo en el deterioro de la
calidad del esperma en seres humanos. En 1995 Auger et al, en un estudio
realizado en Paris durante los ultimos 20 afios, encontraron una disminucion en la
concentracion y la movilidad del esperma, asi como disminucion del porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales en hombres fértiles. Se establece
que la concentracién de esperma decrece un 2.1 por ciento por afio, de 89 X 10°
por mililitro en 1973 a 60 X 10° por mililitro en 1992 durante el mismo periodo
ademas el porcentaje de movilidad y de espermas normales decrece de 0.6 por
ciento y 0.5 por ciento por afio respectivamente (23).

Al respecto, diversos estudios se han apoyado principalmente en el analisis basico
de semen aprobado por la Organizacibn Mundial de la Salud, donde los
parametros que se evallan son: aspecto, volumen, viscosidad, pH, concentracion,
vitalidad, movilidad, morfologia espermatica, tiempo de licuefaccion, aglutinacion y
la presencia de elementos celulares (24,25).

Andlisis epidemiolégicos en seres humanos expuestos a cromatos (Cr(VI)), asi
como estudios en animales y en cultivos celulares, han mostrado que la
exposicion a compuestos de cromo, esta fuertemente correlacionada con dafio en
el ADN en las células somaticas, acompafado de elevacion de las tasas de cancer
en seres humanos, estos estudios indican que C(VI), Cr(V), y Cr(IV) son fuertes
inductores de efectos genotoxicos, mientras que el cromo trivalente parece ser
sustancialmente mas inocuo (23).
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En 2003 Danadevi et al, monitorearon la calidad del semen de 57 trabajadores
expuestos a niquel y a cromo en la industria de la soldadura, asi como en 57
individuos no expuestos. Se cuantifico el niquel y cromo, el andlisis de semen se
realiz6 de acuerdo al método de la OMS. La concentracion de cromo en sangre
para trabajadores expuestos fue de 131.0 = 52.6 pg/L, mientras que la
concentracion en el grupo testigo fue de 17.4 + 8.9 ug/L. La concentracion de
espermatozoides presenta una correlacion negativa con la concentracion de
concentracion de cromo en sangre. Se encontraron diversas caracteristicas
anormales en el semen de los trabajadores expuestos, la concentracion de
espermatozoides en trabajadores expuestos fue de 14.5 £ 24.0 millones/mL, en
tanto en el grupo control fue de 62.8 + 43.7 millones/mL. La movilidad disminuy6
en los trabajadores expuestos en comparacion con los testigo (26).

En 2003 Hepburn et al, realizaron un estudio en D. melanogaster para probar in
vivo los posibles efectos nocivos del picolinato de cromo, una poblacién de estas
moscas fueron expuestas a una concentracion de 260 ug de Cr(lll) por kilogramo
de comida, se evaluaron los efectos del (Cr(Pic)s) en el desarrollo de la mosca
durante las diferentes etapas de su ciclo de vida y los posibles efectos en las
generaciones sucesivas, en los resultados se observé una disminucion en la
formacién, desarrollo y eclosion de las pupas, ademas el suplemento aumenté la
tasa de aparicion de mutaciones letales dominantes y esterilidad femenina (27).

Del mismo modo en 2003 Mukhopadhy exploré el potencial toxico de un afluente
de la industria de galvanizado de cromo en D. melanogaster, cultivadas con
alimentacion mixta que incluia 10 pg/mL de chapado de cromo proveniente de los
afluentes. Se examiné el patrén de aparicion de moscas adultas y su desempefio
reproductivo a fin de determinar si el afluente afectaba su desarrollo. Los
resultados mostraron que los afluentes son altamente téxicos para el desarrollo de
este organismo, en general, se presentd una reduccion importante de la
fecundidad y el desempefio reproductivo de las moscas adultas (28).

La absorcién de Cr(VI) por el testiculo y su posterior reduccion a cromo trivalente
son conocidos, en el 2005 Aruldhas et al, describen en la literatura, la acumulacion
de células germinales uni y multinucleadas en el lumen del epididimo de monos
tratados durante seis meses con agua que contenia Cr(VI), causando una
obstruccién ductal, lo cual se atribuye a la interrupcién de la espermatogénesis y al
dafio en la histoarquitectura testicular. En un intento por comprender el
mecanismo subyacente a la toxicidad testicular de cromo, también se estudio la
situacion de antioxidantes y pro-oxidantes en los testiculos de estos animales,
observando una disminucion en la concentracion de Vitamina A, Cy E (13).
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Asi mismo, en 2005 Kumar et al, describen la exposicion a cromo hexavalente
(Cr(VI)), como una causa de carcinoma pulmonar, dermatitis, hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad y gastrotoxicidad en humanos y animales de laboratorio. El estudio
sugiere un riesgo creciente para los testiculos en ratas expuestas a cromo
hexavalente durante su fase de desarrollo prepuberal y a su vez, puede alterar la
fisiologia testicular normal en la edad adulta. Del mismo modo otros estudios
llevados a cabo en ratas mostraron que el cromo provoca atrofia testicular y
reduce el recuento de esperma y la movilidad del mismo (29).

Se conoce la participacion de los metales pesados en el estrés oxidativo celular,
el mantener un equilibrio critico entre pro-oxidantes y antioxidantes es una
caracteristica fisiologica de la célula, para conservar su supervivencia. La
produccion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS Reactives
Species Oxigen), han reportado efectos negativos en la movilidad y viabilidad
espermatica (6,13,27).

En el pH fisiolégico, el Cr(VI) existe como oxianiébn cromato, que puede atravesar
las membranas celulares a través de la superficie del sistema de transporte de
aniones. Una vez captado, el Cr(VI) es reducido rapidamente a estados inferiores
de oxidacién (Cr(V), (IV), (1)) por los diferentes agentes reductores intracelulares.
Durante la reduccion intracelular del cromo VI son producidas una amplia variedad
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Como resultado de ello, el estrés
oxidativo puede ser generado en diversos sistemas, reflejando la participacion de
la peroxidacion lipidica y/o una reduccion en la actividad de enzimas antioxidantes,
tales como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatibn peroxidasa
(GPx), glutatiéon reductasa (GR) y a su vez heme oxigenasa (5,10,16).
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5. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

El estrés oxidativo ha provocado gran interés en los investigadores debido a que
se ha encontrado su relacion con diferentes estados patolégicos. En la actualidad
existe controversia si es la causa o consecuencia de diferentes enfermedades, y si
la terapia con compuestos que presenten actividad antioxidante pudiera prevenir
Su progresion (29).

Se conoce como estrés oxidativo al desbalance del estado redox de la célula es
decir, ésta se encuentra expuesta a un ambiente prooxidante y los mecanismos de
defensa antioxidante son sobrepasados de forma que afectan el balance redox.
Los ROS son agentes oxidantes altamente reactivos y forman parte de una clase
de moléculas conocidas como radicales libres (RL). Un RL es cualquier molécula
que contiene uno o mas electrones desapareados, tienen una vida media en el
rango de nanosegundos a milisegundos, son generados fisiologicamente por la
transferencia de un electron durante el metabolismo celular por ejemplo: en los
procesos que generan energia en la mitocondria, donde estas reacciones
solamente toman lugar en compartimientos especiales, o en el proceso oxidativo
de los leucocitos polimorfo nucleares durante el mecanismo de defensa fisioldgica
(22,31,32).

Bajo ciertas condiciones, el oxigeno inerte puede inicialmente reaccionar con
moléculas organicas a través de procesos bioquimicos originando a la formacion
de ROS, entre ellos los radicales libres, los cuales son especies altamente
reactivas, entre las que se encuentran: el superoxido (O®) radical hidroxilo (*OH) y
el 6xido nitrico, son altamente reactivos y reaccionan con moléculas en su entorno
mas directo. Se producen durante el metabolismo celular normal y en algunas
ocasiones, como respuesta a la exposicion a radiaciones ionizantes, rayos
ultravioleta, contaminacién ambiental, humo del cigarrillo, hipoxia, exceso de
ejercicio, reaccion inflamatoria, e isquemia. Los ROS, reaccionan muy
rapidamente con la mayoria de los compuestos organicos y comienzan una serie
de reacciones en cadena que modifican la estructura de algunas moléculas
bioldgicas, particularmente de aquellas que poseen un alto contenido de &cidos
grasos poliinsaturados (33,34).

Cada RL formado en el organismo puede iniciar una serie de reacciones en
cadena que contindan hasta que estos radicales son eliminados. Existen otras
moléculas que no son radicales libres como el peréxido de hidrogeno (H20,) pero
que actuan fisiolébgicamente como tal, tienen una vida media mas larga, pasan a
través de la membrana y no estan cargadas eléctricamente, el sistema
antioxidante protege a los tejidos de los efectos de los RL (31,34,35,36).
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6. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y FERTILIDAD HUMANA

Los ROS son radicales libres que juegan un papel significativo en muchos de los
procesos fisiolégicos del esperma entre los cuales destacan la capacitacion
espermética la hiperactivacion y la fusion del esperma con el ovocito sin embargo
algunos disparan muchos procesos patologicos en el sistema reproductivo
masculino, donde estos procesos estan estrechamente implicados en cancer de
vejiga y prostata, y por lo tanto en la fertilidad masculina (31,35,37).

Muchos estudios en el area de la infertilidad masculina se han centrado en el
estrés oxidativo relacionandolo con los mecanismos de dafios espermaticos. En
2004, Sikka menciona que el estudio de ciertos antioxidantes podrian ayudar a
comprender mejor los mecanismos de accion de estrés oxidativo sobre la
infertilidad (32).

El testiculo, epididimo, espermatozoides y el plasma seminal contienen enzimas
antioxidantes, que protegen al semen de los efectos nocivos de ROS. Se ha
registrado aumento en la concentracion de ROS y antioxidantes subnormales en el
plasma seminal de hombres estériles. Con base en esto se presume que la
exposicidbn crénica a cromo puede perturbar la espermatogénesis y la
histoarquitectura testicular mediante la induccién de estrés oxidativo (13).

Los espermatozoides humanos son capaces de la generacion controlada de ROS
en bajas cantidades, desempefian un papel importante en la induccion de
capacitacion espermatica, la reaccion acrosomal y la adquisicion de la capacidad
fertilizante del esperma (38).

Normalmente existe un equilibrio entre la generacién de radicales libres y los
sistemas de depuracion (Figura 3). Sin embargo, la alta generacién de ROS por
espermatozoides inmaduros y anormales, la contaminacion de los leucocitos,
espermatozoides tratados (por ejemplo, el exceso de centrifugacion, la crio-
preservacion/descongelacion), acompafiado de wuna baja concentracion de
antioxidantes y depuradores en suero, semen, y/o esperma de tratamiento inducen
un estado de estrés oxidativo (29,33,34).

Una alta concentracion de ROS (ponen en peligro la motilidad espermatica, la
viabilidad, y funcion de la membrana mediante una interaccion con los lipidos,
proteinas, y ADN nuclear y mitocondrial (39).
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Figura 3. Relacion existente entre la produccion de radicales libres y los sistemas
depuradores, como papel fundamental en la produccién de estrés oxidativo (32).

La posible explicacién de este proceso dafiino se basa en el hecho de que las
membranas de los espermatozoides de los mamiferos son ricas en &acidos grasos
polisaturados, que los hacen muy flexibles pero al mismo tiempo muy susceptibles
a la reaccion de los radicales libres en los dobles enlaces de las cadenas,
induciendo dafio peroxidativo, la flexibilidad de la membrana es necesaria para
apoyar su fusién en diferentes eventos asociados con una variedad de episodios
secretorios (29,32,34).

En 2005, Aruldhas et al, mencionan que después de suministrar a un grupo de
monos, agua contaminada con Cr(VI), se presenta una intoxicacién por cromo la
cual afecta a las células germinales, causando una interrupcion en la
espermatogénesis, la acumulacion de espermatocitos liberados prematuramente,
la aparicion de espermatides y células gigantes uni y multi nucleadas en el lumen
de los tubos seminiferos, esto en una gran extension del compartimiento
adluminal, sin afectar los de los compartimentos basales y la parte basal de las
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células de Sertoli, ofreciendo la posibilidad de recuperacion de la
espermatogénesis. La reversibilidad de los cambios histopatoldégicos cromo-
inducidos en los tubos seminiferos es claramente distinta a la histologia testicular
normal. En monos pertenecientes a grupos expuestos nuevamente
(retratamiento), se observo la aparicion de normozoospermia alrededor del sexto
mes del periodo de retiro lo cual comprueba la recuperacion de la
espermatogénesis normal en estos animales (13,36).

En resumen las principales implicaciones de ROS en la funcién espermatica son
las siguientes:

» El exceso de generacion de ROS en el semen, principalmente por los
neutréfilos asi como anomalias en los espermatozoides puede ser una
causa de infertilidad.

» Las altas concentraciones de peréxido de hidrégeno inducen Ila
peroxidacion lipidica, originando muerte celular.

» Un aumento en la produccion de ROS por espermatozoides se asocia con
una disminucién potencial de membrana mitocondrial (MMP). Pacientes
con los parametros anormales de semen presentan significativamente una
disminucion de MMP.

» Hombres no fértiles tienen un decremento en las variables espermaticas
inducidas por una alta concentracion de ROS. Existe una relacién positiva
entre el aumento de los dafios causados por ROS en el esperma y una alta
concentracion de citocromo, que indica apoptosis en los pacientes con
infertilidad por factor masculino.

» El exceso de radicales libres con frecuencia implica la generacion de un
error en la espermiogenesis, resultando en la liberacion de
espermatozoides con presencia de anormalidades de retencidon
citoplasmatica, del epitelio germinal.

» Las consecuencias del estrés oxidativo incluyen una pérdida de la
movilidad, potencial para la fertilizacion y la induccion de dafio del ADN en
el nucleo de los espermatozoides.
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» Originan una disminucién importante en la flexibilidad de la membrana

plasmética del espermatozoide debido a la peroxidacién de los &cidos
grasos no saturados presentes en la membrana, teniendo como
consecuencia perdida en la funcion de los espermatozoides.

El H,O, afecta directamente las funciones criticas de los espermatozoides
en el proceso de fecundacién. Bajas concentraciones mantienen la
capacitacion espermética, mientras que las altas concentraciones tienen
efectos nocivos, segun lo determinado en los puntos finales del proceso de
capacitacion. Estos efectos probablemente dependen de las alteraciones
en la membrana plasmatica y la homeostasis intracelular por el proceso
oxidativo (13,34,39,40).
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7. CROMO COMO SUPLEMENTO ALIMENTICIO

En 1988, Solorzano del Rio, menciona que estudios realizados en la década de
los 50°s describen al cromo, como un nutriente esencial para los seres humanos,
gue se puede ingerir de manera segura como complemento y que no tiene efectos
toxicos a dosis altas ni por largo tiempo (41).

El Nacional Research Council ha afirmado que el cromo dietético (Cr(lll)) no es
toxico y que cantidades de 200 ug diarios se consideran seguras. Sin embargo, se
ha mostrado en animales de laboratorio que la administracion prolongada o
excesiva de suplementos de cromo, en la forma de picolinato de cromo, provoca la
acumulacion del metal en el organismo alcanzando concentraciones que pueden
lesionar a los cromosomas (posible efecto cancerigeno) (42).

El interés en el cromo como una mejora nutricional para el metabolismo de la
glucosa se remontan a la década de los 50’s, cuando se sugirié que la levadura de
cerveza contenia un factor de tolerancia a la glucosa (GTF) que evit6 la diabetes
en animales de laboratorio. Este factor finalmente fue sugerido como una forma
biol6gicamente activa de cromo que podria disminuir de manera importante la
concentracion de glucosa en plasma en ratones diabéticos (30,43).

La administracién de cromo en pacientes con diabetes se incrementd en los 70’s,
donde se observo, que éste era realmente un nutriente esencial requerido para el
metabolismo normal de carbohidratos, estos estudios ademas, implicaron
fuertemente al cromo como un cofactor en la accién de la insulina. EI cromo
trivalente se encuentra en una amplia gama de alimentos, incluidos las yemas de
huevo, granos enteros, leguminosas verdes, brocoli, carne, levadura de cerveza,
algunas marcas de vino y cerveza. De igual manera esta presente en muchos
multivitaminicos/minerales, en algunos casos especificos como picolinato de
cromo (Cr(Pic)s) (30,43).

En 1999 Greenway et al. y en 2006 Gonzalez et al, presentaron estudios que
revelaron que los posibles efectos benéficos derivados de la alteracidon de la tasa
de internalizacion de la insulina y mejora, por tanto, de la accién de la enzima, que
se traduce en un incremento en la masa magra, una disminucién de la masa grasa
y el peso corporal inducidos por el uso de picolinato de cromo son minimos o
nulos e incluso se han detectado posibles repercusiones negativas como
consecuencia de la acumulacion de cromo en distintos 6rganos como higado y
riion, sugiriendo la posibilidad de mutagénesis y carcinogénesis (21,44).
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Las recomendaciones sobre requerimientos de vitaminas y minerales elaboradas
por el Comité de Alimentos y Nutricion, del Consejo de Investigacion Nacional de
la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos, proporcionan un estandar
para evaluar la ingesta dietética de una persona desde la infancia hasta la edad
adulta, esto incluye la Ingesta Diaria Segura y Adecuada de Vitaminas y Minerales
(ESADDI, por sus siglas en inglés), recomendando para el cromo de 50 a 200
Mg/dia (45).

Tedricamente, los suplementos que contienen picolinato de cromo, benefician a
los deportistas de alto rendimiento, ya que mejoran la sensibilidad a la insulina y el
metabolismo de los hidratos de carbono durante el ejercicio. Asimismo, se le
atribuyen beneficios ocasionados por el aumento anabolizante de la insulina, lo
gue origina un aumento en la capacitacion de los aminoacidos por el musculo e
incremento en la masa muscular y reduccion de la grasa corporal. Dado el
potencial de aplicacion comercial de esta tedrica posibilidad para los deportistas y
la poblacion en general, la mayoria de las investigaciones realizadas hasta la
fecha se han centrado en el efecto de los suplementos de cromo sobre la
composicién del organismo, utilizando en la mayoria de los estudios picolinato de
cromo (42).

La ingesta de suplementos con picolinato de cromo no es recomendada para
personas con trastornos del comportamiento, ya que el propio picolinato pude
provocar efectos adversos al actuar sobre diferentes neurotransmisores en el
sistema nervioso central (42).

Aln se especula como es que el cromo trabaja en la estimulacion de la actividad
de la insulina, de lo que resultaria en una mejora corporal en el metabolismo de la
glucosa, el metabolismo exacto en la actividad de la insulina es poco claro. Se ha
sugerido gque el cromo trabaja en el incremento en la sensitividad de los receptores
de insulina (46).

La forma mas popular de cromo en suplementos dietéticos, es el picolinato de
cromo (Cr(Pic)3) (Figura 4), es un compuesto con peso molecular de 418,30 es
notablemente estable en jugo gastrico sintético y permanece intacto durante varias
horas aunque su vida media es menor de 24 horas (47,48).

El complejo de picolinato de cromo parece pasar libremente a través del yeyuno,
probablemente migra y es incorporado a las células en su forma original. Los
ligandos del picolinato cambian el potencial redox del cromocentro del complejo
para que pueda ser reducido por los agentes reductores biolégicos como es el
caso del ascorbato y los tioles. El complejo de cromo resultante puede interactuar
con oxigeno, generando radicales hidroxilo. En estudios in vitro se usan
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concentraciones de (Cr(Pic)3), que se estima corresponden a la cantidad presente
en las células de los individuos que han ingerido el suplemento durante largos
periodos de tiempo, con lo cual se determina de igual modo las concentraciones
celulares tipicas de ascorbato, con lo cual se podria comprobar que el
rompimiento de la molécula de ADN resulta de la generacion de radicales hidroxilo
(5,16,49).
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Figura 4. Estructura quimica del picolinato de cromo [Cr(CgH4sNO,);] (50,51).

Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad y el
sobrepeso han alcanzado caracteres de epidemia mundial, mas de mil millones de
personas adultas tienen sobrepeso y de ellas al menos 300 millones son obesos.
La obesidad aumenta significativamente el riesgo de desarrollo de la diabetes tipo
2, hipertension, y enfermedades cardiovasculares. Varios estudios han evaluado
los efectos de la suplementacion con cromo y sus posibles efectos en el peso
corporal en los individuos sanos que padecen diabetes. Un estudio realizado en
pacientes con diabetes a los cuales se les suministré picolinato de cromo, no
indico efectos significativos sobre el peso corporal, mientras que otro en sujetos
ancianos con intolerancia a la glucosa mostré reducciones significativas en el
indice de Masa Corporal (IMC) (18).

Recientes meta analisis sugieren que el picolinato de cromo posee un efecto
positivo en la pérdida de peso, al observarse un efecto pequefio pero
estadisticamente significativo de entre 0,08 a 0,2 kilos por semana. Para muchos
autores, el uso de este producto es seguro, aunque para otros su eficacia es
similar a la de un placebo. Se debe de tener en cuenta, que la ingestién de este
tipo de sustancia podria conllevar a la produccion de radicales libres, asi mismo la
ingestion de mas de 1000 microgramos diarios de picolinato de cromo puede
producir fallo renal (52).
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8. CUANTIFICACION DEL CROMO

La cuantificacion del cromo total en fluidos y tejidos biolégicos (sangre,
componentes sanguineos, hueso, y orina entre otros), es de suma importancia. La
determinacidn analitica exacta y precisa de cromo total en materiales biolégicos es
extremadamente dificil de lograr debido a la baja concentracion de este elemento
(<5 pg/L) y a la matriz compleja que acompafia al cromo tanto en sangre como en
orina (53).

La funcién esencial de cromo para el mantenimiento de la tolerancia a la glucosa
normal en ratas fue postulada desde 1959, donde se hizo necesario cuantificar la
concentracion de cromo en orina, los métodos colorimétricos existentes no eran lo
suficientemente sensibles para poder cuantificar los valores de concentracion
bajos de este elemento en los fluidos biolégicos. En ese entonces la
espectroscopia de absorcién atdbmica se introdujo en los laboratorios como una
técnica analitica para la cuantificacion de elementos metalicos, sin diferenciar
estado de oxidacién, en sus inicios el método con llama empez6 a sustituir los
antiguos métodos analiticos gravimétricos y calorimétricos. Sin embargo el limite
de deteccion y cuantificacion (mg/mL, ppm) no eran los adecuados para los
valores de concentracion de cromo presente tanto en orina como en sangre (ug/L,
ppb). Con la llegada de los espectrofotometros de absorcion atdbmica que utilizan
como sistema de introduccion de la muestra el tubo de grafito con calentamiento
electrotérmico (horno de grafito), fue posible la cuantificacibn de metales en el
rango de pg/L (ppb), posterior a los primeros hornos de grafito se disefiaron
importantes modificaciones, teniendo como objetivo obtener valores de
cuantificacion y deteccion cada vez mas pequefios. Actualmente con el uso de
correctores de fondo eficientes, modificadores de matriz y lamparas de mayor
intensidad se ha llegado a limites de cuantificacion menores a 1 ug/L.

Para la cuantificacibn de cromo se describe en la literatura rangos variables
dependiendo del procedimiento analitico empleado llegando a una estabilizacién
de los valores entre 1 a 10 pg/L, estos valores han sido confirmados por métodos
alternos como la espectrometria de masas) (53).

Estas concentraciones tan bajas exigen en el proceso analitico, un estricto control
de la contaminaciéon de la muestra desde la toma hasta el procesamiento y
obtencion de la lectura de absorbancia en el espectrofotometro. Se requieren
reactivos libres de metales (ultrapuros), habitaciones ultra limpias, control de la
calidad de las sustancias de referencia asi como la limpieza de los materiales de
uso comun. Con estas precauciones, el analisis de cromo en los materiales
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bioldgicos es ahora una rutina en algunos laboratorios especializados. Los valores
analiticos para la concentracion de cromo en fluidos biolégicos descritos en la
literatura antes de 1980 deben ser tomados con ciertas precauciones, los
comunicados mas recientes solo se deben aceptar si van acompafiados con los
datos que garanticen un buen control de calidad a través del uso de sustancias de
referencia certificadas y la validacion del proceso analitico (53).

Se ha sefialado en la literatura que la determinacion de cromo por horno de grafito
puede ser susceptible a la atenuacion de interferencias espectrales mediante el
uso de corrector de fondo, sobre todo cuando se desea analizar matrices
complejas (49).

La determinacién del cromo por Absorcién Atdmica por horno de grafito demanda
ciertas exigencias y precauciones en cada paso del andlisis, debido principalmente
a que el cromo es un metal ubicuo en el ambiente, y por tanto la contaminacién
por el mismo surge facilmente. En este sentido, cabe sefialar que el cromo se
utiliza en la sociedad industrial moderna para la fabricacion de acero inoxidable, el
cromado y la produccion de pigmentos, por lo tanto, la contaminacion por el uso
de aguja de acero inoxidable de una jeringa, o de tapones de goma con color de
los tubos de vidrio utilizados para la colecta de sangre, deberian ser considerados
(54), algunos autores recomiendan que no debe usarse una aguja de acero
inoxidable en la toma de muestras por puncién, de este modo se hace obligatorio
el uso de una canula de polipropeno ademas el lavado de los tubos de plastico
gue van a ser utilizados para colocar la muestra de sangre deben ser lavados con
acido (HNO3 al 5% en agua desionizada) (18,55). En consecuencia, debe tenerse
el mayor cuidado para desarrollar una metodologia precisa, exacta, y libre de
interferencias para el andlisis de cromo proporcionando asi una completa
confianza analitica, en la obtencion de datos en estudios clinicos de este metal
(54,56).

El cromo es un elemento refractario (mp ~1857 + 20 °C, bp, 2672 °C). Dos ideas
principales pueden extraerse de este hecho, en primer lugar, el uso de isoformas
para la estabilizacién del cromo en el andlisis térmico en horno de grafito resultan
ser innecesarias. En segundo lugar, la pirolisis a altas temperaturas (> ~1500 °C)
se puede aplicar a un horno para la eliminacion eficaz de la matriz, sin la pérdida
significativa de cromo en la volatilizacion. Como consecuencia, los efectos de
interferencia de fondo, producidas en el horno por matrices complejas, se
disminuyen con el desarrollo de un programa optimo de temperatura (3,51,54).

La Absorcion Atomica en horno de grafito con correccion de fondo se utiliza en
muestras bioldgicas para las mediciones de elementos metalicos a bajas
concentraciones (ppb), teniendo como principal objetivo la eliminacion de la
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interferencia por matriz. La correccion de fondo Zeeman resulta ser muy
apropiada, siendo asi este método el ideal para la cuantificacion de cromo en los
eritrocitos y deméas componentes sanguineos (56).

El principal problema analitico en la determinacion de cromo (metal traza), en
fluidos bioldgicos, ademas de la baja concentracidon presente (ug/L), es la matriz
compleja, por ejemplo para la cuantificacion de cromo se prefiere el suero por
presentar una matriz menos compleja que la sangre total. Hay pruebas que
sugieren, sin embargo, que el cromo, por ejemplo, se acumula en los glébulos
rojos, aumentando asi la necesidad de métodos confiables de andlisis en sangre
total (56,57).

Las concentraciones reportadas para valores basales de cromo son muy diversas
y dependen principalmente de la matriz, técnica analitica usada tal y como se
muestra en la Tabla 1, donde se describen los valores reportados por los
investigadores a lo largo del tiempo.

Tabla 1.Valores de cromo descritos en la literatura a lo largo del tiempo.

ARG Concentracion Matriz Método Referencia
de Cr (ug/L) biologica analitico
1971 28 plasr,na A.A con llama Schroeder et al (58).
sanguineo
1978 0.14 Suero | AAconhomode | oo qorick 3. Kayne et al (56).
grafito
1988 0.19 Suero AA Venkatesh lyengar et al (59).
5.90+6.01 sangre total
A.A I .
1999 3.66 4 2.27 orina con llama Heon KIMI et al (35)
2001 0.5-0.15 plasma AA J. O Flaterty, et al (60).
sanguineo
Espectroscopia
2001 0.22 sangre total | Inductiva C. Patrick Case et al (57).
Acoplada a
Plasma
2002 0.416 Suero | AAconhomode | po i Rolla Nunes et al (61).
grafito
2005 22.8+17.7 sangre total AA Sunil Kumar et al (29).

A.A. Absorciéon Atémica
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Asi mismo se ha hecho evidente la necesidad del uso de tritobn X-100, el cual se
anade a la sangre para reducir la viscosidad de la muestra. Resulta evidente que
la forma enddgena de los metales en la sangre se comporta de manera diferente a

los estandares, tanto acuosos como los adicionados con estandar, tratando asi de
disminuir dichas diferencias (55).
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9. ESPECTROSCOPIA ATOMICA

Dentro de las técnicas analiticas modernas de Espectroscopia Atdémica para la
cuantificacion de elementos metalicos traza, destacan:

» Espectroscopia de Absorcion Atdmica (AA) de flama y horno de grafito.

» Espectroscopia de Emisiéon Atémica en plasma acoplado inductivamente
(ICP-AES; Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy).

Espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS; Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (62).

El limite de cuantificacion puede ir desde partes por millon (ppm; mg/L, pg/mL) o
partes por billon (ppb,ug/L,ng/mL), las técnicas de espectroscopia atomica son
altamente especificas y casi libres de interferencia (63).

9.1. Absorcién Atémica

Con la técnica de Espectrofotometria de Absorciobn Atomica es posible la
determinacion cuantitativa de 64 elementos metalicos presentes en una gran
variedad de muestras. Este proceso que ocurre cuando un atomo en estado basal,
libre y neutro absorbe energia a una determinada longitud de onda, lo que origina
gue un electron sea transferido a otro orbital originando un estado excitado. El
electron promovido retorna espontaneamente a su orbital original con emision de
energia, lo que constituye la Espectrofotometria de Emision Atémica, util para
cuantificar los elementos alcalinos (62).

El a4tomo de cualquier elemento estd formado por un ndcleo rodeado por
electrones en un numero determinado por su nimero atébmico, estos electrones se
encuentran distribuidos en los orbitales atémicos de acuerdo a la configuracion
electrénica, (1s? 2s? 2p® etc.). La energia mas baja corresponde a la
configuracion electronica mas estable, en la cual los electrones estan en los
orbitales que les corresponde y se conoce como "estado basal", cuando el atomo
absorbe energia, un electron de algun orbital puede ser promovido a un orbital
mas alejado del nucleo y pasar al "estado excitado", este estado es de alta
energia, es inestable y el electron retorna espontaneamente a su orbital original o
"estado basal", con emisién de energia. Se hace notar que la energia absorbida
involucra la espectroscopia de absorcion y el paso de decaimiento o retorno al
estado basal involucra la Espectroscopia de Emision (64,65).
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9.1.1. Instrumentacion
Los instrumentos de absorcidon atbmica constan de:

Fuente de radiacion

Sistema de atomizacion

Monocromador

Detector

Componentes electronicos para procesar la sefial de datos
Visualizacion de datos (sistema de computo)

YV VVVVY

9.1.2. Fuente de radiacién

La fuente de radiacibn mas comun es la lampara de catodo hueco (HCL), y en
menor proporcion lampara de descarga sin electrodos (EDL). Las ldmparas son
especificas para cada elemento, el catodo esta fabricado del elemento para el que
esta construida la lampara. En general, cada elemento se cuantifica con su
lampara especifica para este (63).

La lampara de catodo hueco consiste en un anodo de tungsteno y un catodo
hueco fabricado con el metal del analito, todo el sistema esta dentro de un tubo de
vidrio sellado, contiene gas inerte, usualmente argon, a una presion de 1-5 torr
(63).

La aplicacion de la corriente eléctrica modulada causa la ionizacién del argon, los
cationes de argon llegan al catodo con la energia necesaria para desalojar
algunos atomos del metal y asi producir una nube atémica, a esto se le llama
sputtering (desalojo), los atomos del metal desalojados se excitan y emiten
energia a sus longitudes de onda caracteristica (Figura 5) (63).

e <\ _Ventana Desalojo Excitacion Emision
| AANNNNNNNT A NNANNNNN A NANNNNNNY
A | § Art § Art §
:\ I'l %"i:mo S MO~ e S M* —=M%+ %
Catodo S Aaaw Naaw Nt

CATODO

Figura 5. Emisiéon de energia desde una lampara de catodo hueco (HCL) (63).
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9.1.3. Lampara de descarga sin electrodos (EDL)

Este tipo de lampara consiste de un pequefio bulbo de cuarzo sellado que
contiene una pequefia cantidad del elemento para el cual esta fabricada la
lampara, este bulbo se encuentra lleno de gas inerte a baja presion entre 0.1 a 5
Torr y rodeado por un cilindro de cerdmica y éste a su vez, rodeado por una
bobina de radiofrecuencia, cuando se le aplica energia a la bobina, los atomos
dentro del bulbo se vaporizan y excitan, cuando retornan al estado basal emiten el
espectro caracteristico (63).

9.1.4. Sistema de atomizacién

Este sistema tienen dos objetivos, uno de ellos es convertir las muestras poli-
atomicas en atomos libres en su estado basal y el otro es mantener la
concentracion de atomos constante, el tiempo suficiente para detectar y registrar
el valor de la radiacion absorbida por estos atomos (66).

9.2. Atomizacion Electrotérmica

Los atomizadores electrotérmicos que aparecieron por primera vez en el comercio
aproximadamente en 1970, proporcionaban generalmente una alta sensitividad,
siendo posible cuantificar concentraciones en el orden de los ppb (ug/L), en este
sistema la muestra completa se atomiza en un periodo corto, el tiempo de
permanencia de los atomos en el camino éptico es de un segundo o més (66).

La precision relativa de los métodos electrotérmicos por lo comun se ubica en el
intervalo de 5-10% en comparacion con el 1% o menos que se puede esperar de
la atomizacion de llama o plasma. En los atomizadores de tipo electrotérmico
usualmente de 10 a 30 microlitros de la muestra se depositan dentro del tubo de
grafito con un automuestreador (66).

Con la absorcion atomica por horno de grafito (GFAA), la llama se sustituye por
una corriente eléctrica alta, que al ser aplicada al tubo de grafito, y este al ser un
material no conductor se eleva su temperatura permitiendo la implementacion de
diferentes pasos en el analisis del analito.

> Deshidratacion o Secado
» Calcinacion (Mineralizacion)
> Atomizacion
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Durante el primero la muestra se evapora a temperatura relativamente baja 110°C,
seguido de un aumento en la temperatura de entre 300-1200°C, en este proceso
la materia organica es convertida en cenizas. Después de este paso la
temperatura se incrementa con rapidez entre 2000-3000°C, lo que provoca que la
muestra se vaporice y atomice, formando &tomos libres y neutros dicha
atomizacion ocurre en milisegundos a segundos (67).

Los atomos libres y neutros asi formados, efectian el proceso de absorcién de
energia desde la radiacion que proviene de la lampara de catodo hueco y que
pasa a lo largo del tubo (Figura 6). Como resultado de ello, la sensibilidad y los
limites de deteccion son significativamente mayores (63).

El rendimiento o6ptimo del GFAA requiere de un sistema O6ptico que debe
proporcionar un maximo rendimiento de salida de luz, las superficies interiores
incandescentes deben contar con un sistema de calentamiento y enfriamiento
eficientes (66,67).

El instrumento electronico debe ser capaz de responder con precision a las
sefales generadas por el horno, las cuales son rapidas y transitorias y ser capaz
de corregir las menores variaciones en la sefal de la linea basal. Ademas debe
ser disefiado para proporcionar condiciones O0ptimas de andlisis. La muestra debe
ser atomizada en forma controlada para que producir un proceso térmicamente
estable y asi evitar posibles interferencias y errores analiticos (66,67).

Tubo de Grafito

Flujo de Gas Interno
Horno de Grafito
N |
Yentana “Ventana
' Luz de la
- Lampara

Hacia &l I
Espectrofotometro '+|'
u

[ ] . = (]
Anillo Anillo

e
- ]
(a) Flujo de Gas
" Externo

Tubo de Grafito

(o)

Plataforma

Figura 6. Estructura interna de un Horno de Grafito Longitudinal (a). Tubo de
Grafito Longitudinal (b) (68).
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9.2.1. Plataformade L'Vov

La plataforma de L'Vov, es de grafito y se encuentra debajo del orificio de entrada
de la muestra, en ésta la muestra es evaporada y calcinada, la funcién de la
plataforma es retrasar la vaporizacion y la atomizacion de la muestra hasta que la
atmosfera del horno ha alcanzado condiciones de equilibrio térmico (Figura 7),
obteniendo asi sefiales con una mayor reproducibilidad (62,66,68).

Se ha demostrado empiricamente que reduciendo la porosidad natural del tubo de
grafito, se pueden mitigar algunos de los efectos de la matriz en la que esta
contenida la muestra y la reproducibilidad. Durante una atomizacion, parte del
analito y de la matriz difunden aparentemente en el tubo, lo que hace mas lento el
proceso de atomizacion, obteniéndose asi sefiales mas bajas del analito. Para
evitar este efecto la mayoria de las superficies de grafito se recubren con una
delgada capa de carbono pirolitico, que permite sellar los poros del tubo de grafito.

El grafito pirolitico es un tipo de grafito que se ha depositado capa a capa en un
medio altamente homogéneo, lo que se consigue pasando una mezcla de gas
inerte y un hidrocarburo como metano a través del tubo mientras se mantiene a
una temperara elevada y baja presion (63).

Temperatura del tubo

En el tubo En la plataforma

Temperatura

Tiempo

Figura 7. Grafica que muestra la diferencia de calentamiento que existe entre
la plataforma de L'Vov y las paredes del tubo (67).
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9.2.2. Atomizador Transversal de Grafito con plataforma de L'Vov

Durante los ultimos 20 afios se ha tratado de mejorar el horno de grafito
originalmente descrito por Massmann. Este disefio ha sido mejorado de forma
continua sin embargo, se sabe que existen varias limitaciones fundamentales de
este disefio, por ejemplo la distribucion de temperatura a lo largo del tubo de
grafito en un horno longitudinal no es uniforme. El uso de la plataforma L'vov en la
atomizacion y el pre-enfriamiento tiene la finalidad mejorar la distribucién de la
temperatura, reduciendo o retrasando su distribucion a lo largo de la plataforma.

El disefio del tubo transversal en el horno de grafito, proporciona una distribucion
uniforme de la temperatura en toda la longitud del mismo. Esto significa que los
extremos del tubo y el centro llegan a la misma temperatura, en la Figura 8 se
representa los tipos de horno de grafito y la distribucién de la temperatura en
ambos casos.

(@) | (b)

-~
Temp. : ™~ ‘ Temp.
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e e 7> - Lusoc _p
@\\3 0)
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Calentamiento/Corriente

Calentamiento/Corriente

Figura 8. Distribucién de la temperatura a lo largo de un tubo de grafito, tubo longitudinal
(a), tubo transversal (b) (67).

El mejor medio para lograr la uniformidad térmica, y un entorno estable es a través
del uso de una aplicacién transversal, con un maximo poder de calentamiento y
con plataforma de L'Vov (Figura 9). En estas condiciones, resulta oOptima la
formacion de atomos libres, y la recombinacion de los atomos de moléculas,
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evitando asi que puedan producirse efectos de memoria. Ademas al ser todos los
componentes del horno de grafito inertes, de larga vida, de alta calidad y pureza
se garantiza a largo plazo su reproducibilidad (62,66,67,69).

Figura 9. Diagrama de un horno de grafito transversal, en el cual se muestra el
calentamiento transversal del tubo, mostrando la distribucién de la temperatura alo
largo del tubo (62).

9.2.3. Tubo de grafito transversal

El tamafio y la forma del tubo transversal de grafito, han sido establecidos
después de un largo programa de desarrollo con el fin de lograr una distribucién
uniforme de la temperatura sobre la longitud del tubo. La incorporacion de la
plataforma de L'Vov en los tubos, se realiza mediante un proceso mecanizado a
partir de una pieza de alta densidad espectral antes de ser recubierto con una fina
capa de grafito pirolitico. Esta superficie impide la difusion de la fase gaseosa
durante la atomizacion.

La mayoria de las matrices provocan menos interferencia en los tubos recubiertos
con grafito pirolitico, porque no son retenidos entre las capas de grafito durante la
pirolisis de la muestra, ademas los tubos recubiertos con grafito pirolitico tienen
una vida util mayor debido a su superficie relativamente impermeable. Los tubos
de grafito tienen vida util de 50 a varios cientos de determinaciones, dependiendo
del tiempo de atomizacién, temperatura, flujo de gas y el tipo de muestra (67,69).
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9.2.4. Corrector de fondo Zeeman para GFAA

Cuando una radiacion (linea de resonancia) es expuesta a un intenso campo
magneético (~10KG), se produce un desdoblamiento de los niveles de energia
electronicos de los atomos, lo que conduce a la formacion de diversas lineas de
absorcion para cada transicion electronica. Estas lineas estan separadas unas de
otras en unos 0.01 nm. Siendo la suma de las absorbancias de estas lineas
exactamente igual a la de la linea de procedencia. Este fenOmeno comun para
todos los espectros atdbmicos, se denomina efecto Zeeman (66,67,68,69).

En funcion del tipo de transicién electrénica implicado en el proceso de absorcion
existen diversos modelos de desdoblamiento. EI modelo mas sencillo que se
observa con transiciones de singulete, conduce a una linea central o linea Ty a
dos lineas satélite o igualmente espaciadas. La linea central que coincide con la
longitud de onda original, tiene una absorbancia del doble que la correspondiente
a la linea 0. En transiciones mas complejas, se producen desdoblamientos
adicionales de las lineas My o (66,67,68).

La aplicacion del efecto Zeeman en los instrumentos de Absorcion Atémica se
basa en la distinta respuesta a la radiacion polarizada de los dos tipos de picos de
absorcién. El pico m absorbe solamente la radiacion que esta polarizada en un
plano paralelo a un campo magnético externo; por el contario los picos o solo
absorben la radiacion polarizada a 90° respecto al campo (Figura 10) (66).

Los instrumentos con efecto Zeeman permiten una correccion mas exacta del
fondo, haciéndolos especialmente utiles en atomizadores electrotérmicos donde
permiten la determinacion directa de elementos en muestras como orina y sangre.
En estas muestras la descomposicién de la materia organica conduce a grandes
correcciones de fondo y por consiguiente, a la posibilidad de errores significativos
(67,69,70,71).
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Figura 10. Efecto de correccion de fondo mediante el uso de corrector Zeeman (67).

En un sistema modulado Zeeman, la combinacién atémica y la absorcion de fondo
se mediran primero, mientras que el campo magnético estd apagado. Cuando el
campo magnético esta activado, el detector mide exclusivamente el fondo de
absorcion, y el componente 1 no es detectado. La diferencia entre las dos sefales
de absorcién atdbmica es corregida por el efecto Zeeman (69,70).

El campo magnético puede ser aplicado a vapor atdbmico ya sea transversal
(perpendicular) o longitudinal (es decir, paralelo) al eje 6ptico. Una gran ventaja
del corrector de fondo Zeeman longitudinal es que no es necesario un polarizador
para la eliminacion del componente 11, proporcionando asi mayor rendimiento de
luz y la mejora del rendimiento analitico (67,69).
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9.2.5. Interferencias en Absorcion Atémica Electrotérmica

Una interferencia se presenta cuando existe alguna alteraciéon en el proceso
dentro del tubo de grafito o en la llama que origine una disminucion de la poblacién
de atomos libres y neutros durante la atomizacién. La Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica con sus diferentes métodos es una técnica analitica que
permite control de las interferencias lo que la hace una técnica analitica casi libre
de interferencias.

Las interferencias pueden ser de dos clases:

» Quimicas
» Fisicas

Interferencia quimica

Esta interferencia se presenta cuando la respuesta debida al analito se ve
afectada por la presencia de diversos componentes en la muestra, originando
ausencia o nula absorcidbn de energia por parte del analito. Este tipo de
interferencia se puede presentar cuando la temperatura de atomizacion no sea
suficientemente alta para disociar las moléculas o cuando el &tomo disociado se
oxida de inmediato, dando un compuesto que no se disocia a la temperatura de la
llama. Esta interferencia puede reducirse o eliminarse con modificaciones en el
programa de calentamiento y con el empleo de modificadores de matriz que
favorecen la formacion de compuestos volatiles por reaccién con algunos
componentes de la matriz o por la formacién de compuestos estables con el
analito permitiendo el uso de temperaturas altas en el proceso de atomizacion
(63).

Interferencias fisicas

Las interferencias fisicas se presentan cuando la presencia de otros componentes
en la soluciobn muestra afecta las propiedades fisicoquimicas de la solucién
(viscosidad, tensién superficial, etc.), entre las cuales se han considerado:

» Interferencia espectral
» Interferencia por matriz
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9.2.6. Interferencia espectral

Esta interferencia sucede cuando dos lineas de resonancia para dos diferentes
elementos tienen valores muy parecidos. Las lineas de absorcidbn o emision
atomica tienen un grosor de 0.001 nm, estadn perfectamente definidas por una
longitud de onda, sin embargo a pesar que existen algunos casos de absorcion o
emision atdbmica muy similar cada una de ellas tiene diferente sensitividad. Los
casos de interferencia entre las lineas de resonancia de diferentes elementos son
conocidas (Anexo 1) (63).

Las interferencias espectrales también se producen debido a la presencia de
productos de combustion, que poseen sefiales de absorcibn anchas que
interfieren con la linea de resonancia principal en la cuantificacion del analito (63).

9.2.7. Interferencia por matriz

La interferencia por matriz se presenta cuando la absorbancia registrada por la
muestra y por la preparacion de referencia no se correlaciona por efecto de la
concentracion de sales o moléculas presentes en la solucién problema (71).

El primer evento ocurre cuando la muestra es mas viscosa o tiene una diferente
tensidon superficial respecto a las soluciones patrén, al momento de introducir la
muestra al sistema, donde los eventos de la medicion de los volumenes de
muestra, modificador de matriz y disolvente quedan sujetos a una interferencia
fisica. En fluidos biologicos esta interferencia se disminuye notablemente con el
empleo de sustancias tensoactivas como es el caso del triton X100, favoreciendo
la medicién de los componentes liquidos y la introduccion de la muestra al tubo de
grafito. Hace algun tiempo, el problema de la interferencia de matriz en la
atomizacion electrotérmica era importante. Actualmente, con los recientes
progresos en la tecnologia de la plataforma, los nuevos materiales de grafito de
alta calidad, la instrumentacion fotométrica rapida y la correccion de fondo
Zeeman se consigue reducir este tipo de interferencias al nivel que se encuentra
en las llamas (63,71).
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9.3. Modificadores de matriz

Este método emplea compuestos quimicos conocidos como modificadores de
matriz, tiene gran aplicacion en Espectrofotometria Electrotérmica para la
cuantificacion de metales traza (ppb,ng/mL), ya que contribuyen a eliminar algunas
interferencias (67,72).

El modificador de matriz es una sustancia afiadida para lograr diversos efectos,
tales como mejorar la sensitividad y la repetitividad, con las consecuentes mejoras
en el método analitico (67).

Los efectos de los modificadores de matriz son los siguientes:
1. Eliminacién de componentes de interferencia

Alternativamente, el modificador de matriz puede reaccionar con diversos
compuestos presentes en la matriz para volverlos mas volatiles y asi promover su
eliminacién antes de la atomizacion (72).

2. Disminuir la vaporizacion de determinados elementos

Cuando el analito forma compuestos estables con el modificador lo hace mas
estable, disminuye su volatilidad e impide su pérdida durante el pre tratamiento
térmico, asi el analito permaneceré en la plataforma hasta el paso de atomizacion,
ésto permite una mayor aproximacion a las condiciones isotérmicas. Este efecto
es especialmente importante para los elementos con un bajo punto de fusion,
como As, Cd, o Ph. Ya que al ser elementos con un bajo punto de fusion son
facilmente vaporizados, un ajuste alto de temperatura en la pirolisis reduce la
sensibilidad y dificulta la reproducibilidad. Por el contrario, un ajuste de
temperatura bajo es suficiente para evitar la vaporizacion de los elementos
medidos pero resulta insuficiente para eliminar por completo la interferencia de los
componentes, de manera que la interferencia se produce durante la atomizacién
(67,72).

Absorcion de fondo

La absorcion de fondo es una interferencia comun en Absorcion Atémica y que no
es compensada por los métodos descritos anteriormente, puede tener diferentes
origenes, tales como:

» La presencia de moléculas en la muestra que pasan a la llama y afectan el
haz de radiacion, pudiendo ser corregida, la absorcion de fondo, al
momento de ajustar correctamente el instrumento.
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» Cuando esta presente gran cantidad de sales en la muestra, mismas que
llegan a la llama y que pueden producir absorcién de fondo, a consecuencia
de la luz dispersa o por absorcion molecular.

» Cuando se emplean atomizadores electrotérmicos (horno de grafito)
durante la fase de atomizacion, donde algun material organico puede ser
desprendido, causando humo y una severa atenuacion del haz de luz
(67,72,73).

9.4. Optimizacion del programa para el horno de grafito

Muchas soluciones acuosas pueden ser analizadas utilizando la pirolisis y
atomizacion a temperaturas recomendadas por el fabricante. Las muestras mas
complejas pueden requerir ajustes, ademas se debe tener cuidado para evitar
perder el analito durante la etapa de pirolisis. Por lo tanto existen procedimientos
para optimizar cada paso en el programa del horno (63,67,69).

9.4.1. Secado

La finalidad de este paso es evaporar el disolvente de la muestra sin salpicaduras,
ya que esto puede provocar picos irregulares o dobles que conducen a los errores.
El secado (desolvatacién) es una parte importante en la secuencia de cualquier
programa de horno de grafito y tiene una gran influencia en la determinacion de la
precision y la vida util del tubo. Cuando se introduce la muestra, no debe haber
salpicaduras o chisporroteo. Si se producen salpicaduras o chisporroteo, el horno
estd demasiado caliente. Esto podria ocurrir si el agua de refrigeracién esta
demasiado caliente o si el tiempo de andlisis de una muestra a otra es demasiado
corto (67,68,69).

La temperatura de secado es tipicamente de 20°C a 40°C por encima del punto de
ebullicion del disolvente. El tiempo de rampa debera ser lo suficientemente largo
para evitar un aumento rapido de temperatura que puede provocar salpicaduras,
de 1 a 5 segundos resulta suficiente. Con el horno de grafito transversal se
recomienda un procedimiento de secado en dos etapas. El secado secuencial no
debe tener mas tiempo que el Unico paso sugerido anteriormente para hornos
equipados con plataformas, pero a partir de la experiencia se han encontrado
condiciones de secado mas reproducibles (67,68,69).

20 uL de muestra acuosa puede ser secada con una secuencia de 110°C con una
rampa de 5°C/seg y un tiempo sostenido de 20 segundos, seguido de un
incremento de temperatura a 130°C con un tiempo sostenido de 30 seg en este
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procedimiento se calienta inicialmente la plataforma, en el punto de ebullicién del
disolvente, seguido de un aumento a 130°C, eliminandolo rapidamente del sistema
de vapor (67,68,69).

Si el instrumento esta equipado con un sistema de extraccion, es aconsejable la
iniciacién y optimizacion de la secuencia de secado sin utilizar el sistema de
extraccion. Esto le permite comprobar el proceso de secado y total eliminacién de
vapor de disolvente del horno mirando la condensaciéon del vapor de disolvente en
un pequefio espejo, colocado en un angulo entre los polos magnéticos. Se debe
tomar en cuenta que cuando se utilizan grandes volimenes de muestra, habra un
aumento en la cantidad de matriz depositada en el horno. Esto probablemente
aumenta la sefial de fondo (67,68,69).

9.4.2. Pirolisis o calcinacién

El objetivo del paso de pirolisis térmica es la eliminacion de la mayor cantidad de
matriz tanto como sea posible antes de la atomizacion. Esto disminuye la
posibilidad de interferencia quimica y reduce la magnitud de la sefial de fondo
(67,68,69).

Para muchos de los elementos, el uso de un modificador de matriz mejora el
andlisis. El modificador se afiade a la muestra en altas concentraciones,
transformando al analito en un compuesto mas estable. Esto hace la pirolisis
térmica mas previsible y reproducible para una gran variedad de matrices
(67,68,69).

Las sales de cloruro son relativamente volatiles mientras que, los nitratos y
sulfatos soportan temperaturas mas altas antes de la volatilizacién. El uso de un
modificador de la matriz convierte el analito a una especie comun pudiendo
eliminar el tipo de problema con picos multiples (67,68,69).

Para muchas soluciones acuosas, la temperatura Optima de pirolisis es la
recomendada para cada elemento por el fabricante. Un tiempo de espera de 30
segundos suele ser suficiente, aunque algunas matrices densas pueden requerir
un mayor tiempo. Para matrices complejas, la temperatura 6ptima de pirolisis debe
ser determinada empiricamente integrando la absorbancia contra la temperatura
(67,68,69).

El tiempo de rampa desde el secado a la pirolisis, de 5 a 10 segundos es
suficiente. Sin embargo, la matriz puede contener diferentes componentes que
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requieren una ampliacion en los requisitos de temperatura de descomposicion
térmica (67,68,69).

Si la temperatura de pirolisis sube en un paso, los componentes de la matriz
pueden disociarse o hervir tan rdpidamente que pueden causar salpicaduras de la
muestra las cuales pueden causar irregularidades o picos multiples. En tales
casos, se requiere una rampa relativamente larga de aproximadamente 15
segundos (67,68,69).

Gas alternativo, algunas matrices organicas son mejor removidas por pirolisis con
un gas alternativo como el aire o el oxigeno. Es aconsejable purgar el tubo de
grafito con el paso de argdn antes de incrementar mas la temperatura (67,68,69).

9.4.3. Atomizacion

La temperatura seleccionada para atomizacion debe ser suficientemente elevada
para garantizar la completa volatilizaciéon del analito. La temperatura 6ptima
depende de las propiedades del compuesto formado por el analito (67,68,69).

Se debe establecer previamente el programa del horno, con el tiempo de secado y
la temperatura. Utilizando una constante de tiempo de pirdlisis y la temperatura a
partir de las condiciones recomendadas o previamente determinadas. Variar la
temperatura por encima de la atomizacion y por debajo de la temperatura
recomendada, se sugiere hacerlo utilizando incrementos de 100°C o 200°C
(67,68,69).

Cabe sefialar que, debido a la distribucion uniforme de la temperatura en el horno,
las temperaturas en fase de gas son mas altas y, en consecuencia, la eficiencia de
atomizacion. Por esta razén, no son necesarias altas temperaturas de
atomizacion, de este modo rara vez es necesaria una temperatura mayor a
2500°C (67,68,69).

La potencia maxima de tasa de calentamiento (tiempo rampa cero) es
seleccionado para el paso de atomizacion. Seguida de la supresiéon de gas, con el
fin de mantener los atomos volatilizados en el camino de la radiacion durante el
mayor tiempo posible, la purga de gas se fija en cero mL/min para el paso de
atomizacion. Ademas, detener el flujo de gas permite un enfoque mas cercano al
equilibrio térmico (67,68,69).
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9.4.4. Limpieza

Se recomienda una limpieza de salida de 2400°C a 2500°C durante 3 segundos
normalmente. Si el paso de limpieza es demasiado corto o demasiado frio algunas
muestras residuales podran continuar en el tubo e interferir con la consiguiente
atomizacion. La presencia de cualquier residuo de muestra se puede comprobar
ejecutando una atomizacion en blanco, después del paso de limpieza. Tomando
en cuenta que una limpieza superior a 2550°C durante largos periodos de tiempo
(> 5 segundos) puede disminuir la vida del tubo de grafito (67,68,69).
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10. PRUEBAS DE DESEMPENO EN METODOS ANALITICOS

Cuando se tiene interés en medir un componente en una muestra, es necesario
contar con una metodologia de medicion cuyo limite de cuantificacion sea el
adecuado (método analitico). Por ello las empresas de transformacién requieren
de este tipo de metodologias, dedicando tiempo para su desarrollo, partiendo del
hecho de que deben cumplir el atributo de confiabilidad, para alcanzar este
atributo, es necesario llevar a cabo en la mayoria de las ocasiones estudios
experimentales que permitan demostrar la confiabilidad de lo que se esta
midiendo. Un proceso que permite cumplir este fin es el de la validacion (74).

La validacion determina lo apropiado de un analisis para proveer la informacion
deseada. La validacidon puede aplicarse a muestras y metodologias, la validacion
de muestras tiene como fin aceptar a las muestras como miembros de la poblacién
en estudio, admitir las muestras para las medidas, establecer la autenticidad de
las muestras y decidir si es hecesario un nuevo muestreo (63).

Hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos
proporcionan resultados confiables y adecuados para la finalidad y propdsito para
el que ha sido disefiado, ya que muchas de las decisiones que se toman, estan
basadas en la informacion que estos datos proporcionan (63).

La validacién de la metodologia analitica, junto a otras actividades englobadas en
el control del aseguramiento de la calidad, permite demostrar a los laboratorios
que sus métodos analiticos proporcionan resultados fiables (63).
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11. PARAMETROS DE LA VALIDACION

Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor
de referencia.

Limite de Cuantificaciébn: Concentracibn minima del analito que puede ser
detectada con precisibn y exactitud, bajo las condiciones de operacion
establecidas.

Limite de Deteccién: Concentracién minima del analito en una muestra, que puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Linealidad: Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o
por medio de una transformacién matematica definida, son proporcionales a la
concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

Método analitico: Descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales
y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un
componente especifico de la muestra.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto o de una referencia.

Repetibilidad: Precisién de un método analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista,
usando los mismos instrumentos y método (74).
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12. CRITERIOS DE ACEPTACION
Métodos espectrofotométricos

» Precision del sistema
CV < 3%.

» Linealidad del sistema

r>>0.93.
IC(B1), no debe incluir el cero.

» Exactitud y repetibilidad
IC(B1), debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del 1% de recobro se
incluya en el intervalo de 97-103%.
CV del porcentaje de recobro: no debe ser mayor de 3%.
» Linealidad del método
Cantidad adicionada vs cantidad recuperada
r*20.98.
IC(B1), no debe incluir el cero.
IC(B1), no debe incluir la unidad.
El CV xy del porcentaje de recobro, no debe ser mayor de 3%.

Porcentaje de recobro

El IC(n) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del 1%de recobro se
incluya en el intervalo: 97-103%. EI CV no debe ser mayor de 3%.

» Precision del método
CV £ 3%.
> Limite de deteccion

Con base a la sefial ruido
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r? 20.98.

El limite de deteccion debe ser menor a la especificacion de la prueba de
impurezas limite.

» Limite de cuantificacion

Con base a la curva de calibracion y la desviacion estandar de la regresion:
2
r-=0.98.

IC(B1), no debe incluir el cero.

El limite de deteccion debe ser menor a la especificacion de la prueba de
impurezas limite (74).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al crecimiento poblacional y la interaccion cada vez mas comun de las
zonas urbanas con las industriales, asi como el uso de suplementos alimenticos a
base de compuestos de cromo para el consumo humano, se debe implementar un
meétodo por el cual se pueda vigilar la concentracién de este metal en el organismo
humanao.

El picolinato de cromo, una sustancia que, supuestamente, reduce la grasa
corporal y que forma parte de muchos suplementos que toman algunos deportistas
para aumentar su masa muscular se ha mostrado en cultivos de laboratorio que el
picolinato de cromo es capaz de penetrar en las células, dafar el ADN y provocar
mutaciones cancerigenas.

El picolinato de cromo tiene gran aceptacion porque parece reducir los sintomas
de enfermedades cardiovasculares y de la diabetes. Aunque, de momento, estos
resultados no se han observado en animales, se recomienda precaucion a la hora
de consumir productos que lleven este elemento, ya que aun se desconocen las
consecuencias que podria tener si se consume en periodos prolongados.

En el desarrollo experimental de este trabajo se pretendié optimizar y validar un
método que sea exacto, preciso y reproducible, con el cual sea posible determinar
la concentracion de cromo presente en el suero y semen humano. La técnica se
enfoca a la determinacion de cromo de muestras de suero y semen provenientes
de voluntarios sanos (hombres universitarios), los cuales consumieron picolinato
de cromo como suplemento alimenticio, los resultados de estas determinaciones
serdn contrastados finalmente con los valores de concentracibn normales de
cromo, evaluadas antes de la ingestion el suplemento por los voluntarios.

La técnica de Absorcién Atémica por horno de grafito (GFAA) establece los limites
de deteccion y cuantificacion en el orden de ug/L y pg/mL ademas de ser una
técnica de alta especificidad para un grupo de alrededor de 60 a 70 elementos.

Dado que los limites de deteccion y cuantificacion dependen de la sensibilidad del
instrumento y a cada elemento en particular, la determinacion experimental y la
validacion del método analitico se vuelven de vital importancia.
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V.

1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atémica por horno
de grafito (GFAA) el método que permita cuantificar los niveles de concentracion
de cromo, presentes en semen humano, asi como comprobar por medio del
desarrollo y validacién estadistica, que el método cumple con los lineamientos
estipulados para los que fue disefiado.

2.

Objetivos particulares

Establecer los limites de deteccion a nivel traza (ppb,ug/L) en el método
analitico utilizando el instrumento de Absorcion Atomica con horno de
grafito y corrector de fondo Zeeman Perkin EImer Sima A 6000.

Establecer un programa 6ptimo de analisis para este instrumento.

Desarrollar los pardmetros estipulados para las pruebas de desempefio
para el método analitico (Limite de deteccion y cuantificacion, Linealidad y
precision del sistema, Linealidad y precision del método para suero y
semen asi como la reproducibilidad) mediante el uso de modelos
estadisticos.

Establecer la concentracién promedio de cromo en las muestras de plasma
seminal empleando la técnica de Espectroscopia de Absorcién Atémica por
horno de grafito (GFAA) para muestras reales de los voluntarios del estudio.

Determinar si existe diferencia significativa entre los valores de
concentracion promedio y los obtenidos en los voluntarios sometidos a la
ingesta de picolinato de cromo durante el estudio.
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V. HIPOTESIS

El desarrollo y la implementacién de los parametros de validacion de métodos
analiticos para el método de Espectroscopia de Absorcion Atdémica por horno de
grafito (GFAA), garantiza la confiabilidad de las determinaciones a realizar en
suero y semen humano.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de los individuos

Se reclutaron varones jovenes entre 21 y 27 afios de edad, a los cuales se les
ingreso en el ensayo con base en los datos de la historia clinica y el analisis previo
de muestras de semen que indicaron que son individuos sanos. Los varones se
dividieron en dos grupos al azar, grupo 1 que ingirié dosis de 200 pg de picolinato
de cromo y grupo 2 que ingirié dosis de 200 ug de L-carnitina como placebo. En
ambos grupos la ingesta fue cada tercer dia, durante 21 dias.

2. Toma de muestras de semen

Se tuvo un periodo de abstinencia sexual de 3 a 4 dias entre cada muestra de
semen (OMS, 1999). Las muestras se obtuvieron por masturbacion directamente
en un envase de plastico estéril. De cada individuo se conto con muestras antes
durante y después de la ingesta del complemento alimenticio o del placebo.

3. Especificaciones del método analitico

Con el fin de garantizar la confiabilidad y representatividad de los datos obtenidos
en el estudio, éste se realiz6 considerando las siguientes especificaciones:

3.1. Condiciones instrumentales

Modelo del instrumento: Perkin-Elmer SIMAA 6000 GFAA.

Tubo de grafito transversal recubierto con carbén pirolitico Perkin-Elmer.
Plataforma de L'Vov integrada al tubo de grafito.

Corrector de fondo Zeeman.

Lampara de catodo hueco Perkin Elmer Lumina para cromo.

Linea de resonacia: 357.9 nm.

VVVVYY
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3.2. Reactivos

Acido nitrico suprapuro (65%) Merck.

Agua bidestilada.

Nitrato de Magnesio (solucion 1%) Perkin Elmer.

Solucion de referencia de cromo (1000 ug/mL) Perkin Elmer.
Triton X-100 grado laboratorio, Sigma-Aldrich.

Dextran.

YVVVVVY

3.3. Especificaciones de analisis

Volumen de inyeccion total: 40 pL.

Volumen de la muestra: 20 pL.

Modificador de matriz: Nitrato de magnesio.

Volumen del modificador de Matriz: 10 pL.

Volumen de &cido nitrico al 5% como diluyente: 10 L.

Ecuacion de calibracion: Lineal con intercepto en el cero.

Secuencia de Pipeteado: modificador de matriz+ muestra/estandar+
diluente.

VVVYVYVYYYY

3.4. Validacion del método analitico
3.4.1. Precision del sistema

Se prepararon por sextuplicado, soluciones a una concentracion de 1 ug/L por el
método de dilucibn a partir de una Solucion de Referencia de 1000 pg/mL,
posteriormente se midio la respuesta analitica bajo las condiciones establecidas
anteriormente para el horno de grafito.

Se realiz6 el célculo de, S y CV con las férmulas correspondientes (Anexo 3) y
tomando en cuenta los criterios de aceptacion.

3.4.2. Linealidad del sistema

Se prepararon por triplicado 5 niveles de concentracion (0.25, 0.5, 1,1.5, 2 ug/mL)
por el método de diluciones a partir de una Solucion de Referencia de 1000 pg/mL,
posteriormente se midio la respuesta analitica bajo las condiciones establecidas
anteriormente para el horno de grafito, se establecieron estos niveles de
concentracion esperando variaciones significativas en la concentracion de cromo
en las matrices biolégicas.
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Se realizé el calculo del valor de la pendiente (b;), la ordenada al origen (bo), el
coeficiente de determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(by)), con las férmulas correspondientes (Anexo 3)

3.4.3. Exactitud del método analitico

Como los componentes de las matrices a analizar no eran conocidos y por ende
no era posible preparar un placebo analitico con la misma composicion de las
muestras, se procedié a determinar con el método analitico la concentracion de
cromo presente en una muestra de la matriz biolégica, una vez conocida la
concentracion se prepararon 6 muestras adicionadas del analito con una solucion
con concentracién de 1ug/mL, finalmente se realizo el analisis de las muestras
adicionadas y se determino la cantidad recuperada del analito tomando como
referencia la cantidad adicionada.

Se calcul6 el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) del
porcentaje de recobro, con las férmulas correspondientes (Anexo 3) ,se puede
observar los calculos especificados en el Anexo 2.

3.4.4. Linealidad del método analitico

Se analiz6 la muestra para determinar la concentracion del analito presente en la
misma, se prepararon tres niveles de concentracion con muestras adicionadas por
triplicado (0.5,1,1.5 ug/mL), las muestras fueron analizadas por el mismo analista,
posteriormente se determind la cantidad recuperada del analito.

Se reporta la relacion de cantidad adicionada vs cantidad recuperada, se calculé el
valor de la pendiente (b;), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de
determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)), el intervalo
de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variacion de
regresion (CV yy), se calcul el porcentaje de recobro de cada muestra adicionada,
y asi se calculdo el promedio aritmético (y), la desviacidon estandar (S), el
coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional
IC(u)del porcentaje de recobro. Con las formulas correspondientes (Anexo 3) y
tomando en cuenta los calculos especificados (Anexo 2), ademas de realizar la
respectiva grafica para los datos obtenidos.

3.4.5. Limite de deteccion

Se determiné mediante la técnica de curva de calibracion y la desviacion estandar
de los blancos preparando 3 concentraciones del analito por medio de diluciones
(0.25, 0.5, 1.0 yg/mL) y se prepararon 5 blancos a los cuales se les midi6 la
respuesta analitica, posteriormente los datos obtenidos fueron verificados
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empleando el método de sefial ruido, se calculo el valor de la pendiente (b,), el
coeficiente de determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(b1)). Con las formulas correspondientes (Anexo 3) y tomando en cuenta los
calculos especificados (Anexo 2).

3.4.6. Limite de cuantificacién

Se determin6é mediante la técnica de curva de calibracion y la desviacion estandar
de los blancos preparando 3 concentraciones del analito por medio de diluciones
(0.25,0.5,1.0 ug/mL) y se prepararon 5 blancos a los cuales se les midio la
respuesta analitica posteriormente los datos obtenidos fueron verificados
empleando el método de sefial ruido, se calculé el valor de la pendiente (b,), el
coeficiente de determinacion (r%), la desviacion estandar de la regresion (Syy) y el
intervalo de confianza para la pendiente (IC(b1)). Con las formulas
correspondientes (Anexo 3) y tomando en cuenta los calculos especificados
(Anexo 2).

3.4.7. Precisién intermedia o reproducibilidad

Se analiz6 por triplicado en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes un
nivel de concentracién (1 pg/mL). Utilizando el mismo equipo (Perkin-Elmer
SIMAA 6000 GFAA), con los mismas sustancias de referencia y las mismas
condiciones del horno, se reporté el contenido del analito en todas las muestras y
se calculd la media aritmética (y), la desviacion estandar (S), el coeficiente de
variacion (CV). Con las férmulas correspondientes (Anexo 3) y tomando en cuenta
los calculos especificados (Anexo 2)

4. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + e.e.m. y se analizaron mediante el empleo
del paquete estadistico GraphPad Insat 3, con el que se realizé una comparacion
de los datos entre los grupos de estudio (voluntarios testigo vs voluntarios con
tratamiento de L-carnitina y voluntarios sometidos al tratamiento con picolinato de
cromo) de las fases de estudio que comprendieron antes, durante y después del
estudio con el suplemento alimenticio por medio de la prueba de U de Mann
Whittney. Se consider6 como estadisticamente significativo aquellas diferencias
cuya probabilidad fue menor o igual al 0.05.
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VIl.  RESULTADOS

1. Programa de calentamiento

Debido a que el cromo es un elemento refractario fue necesario establecer
experimentalmente un programa de calentamiento con el fin de optimizar el
meétodo de cuantificacion de cromo en muestras de semen y de suero sanguineo,
este programa es una modificacion de las condiciones recomendadas por el
fabricante del instrumento (Perkin-Elmer), donde solo se consideran muestras en
solucion acuosa con una matriz simple, sin embargo cuando se trata de fluidos
biolégicos la matriz es compleja con una gran cantidad de moléculas organicas. La
cuantificacion de cromo (entre otros elementos traza) en semen y suero
representa un verdadero reto analitico, debido a la baja concentracion y a la
complejidad de la matriz,

Especificaciones del programa de andlisis experimental para el horno de grafito
(Tabla 2) establecido en las determinaciones de cromo.

Tabla 2. Condiciones experimentales para la cuantificacion de cromo en horno de

grafito.
Etapa | Temp. Tiempo de tiempo de gas Tipo de | Lectura
(°C) Rampa (seg) | seguridad(seg) | interno gas
1 130 8 40 250 normal )
2 400 15 30 250 normal )
3 1300 15 20 250 normal )
4 20 1 10 250 normal _
5 2450 0 5 0 normal X
6 2600 2 3 250 normal _
Temperatura de Inyeccion (°C) 20

X. Lectura de la muestra en el paso de atomizacion.
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En la Figura 11 se presentan graficamente los pasos del programa establecido
para las determinaciones de cromo en suero y semen humano.

PROGRAMA DE TEMPERATURA PARA EL HORNO

3000 - LIMPIEZA
——t—

2500 - Agomizacion A
o TS (G
= 2000 -
5 pirolisis
E 1500 7 [ . 1
3
E 1000 - secado /
|_

500 4 BAJA DE TEMPERATURA

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

tiempo (segundos)

Figura 11. Etapas del programa de calentamiento para la cuantificacion de cromo en semen
y suero por horno de grafito.

Secado

Esta etapa fue dividida en dos pasos caracterizados por un incremento de
temperatura con el fin de evaporar los elementos mas volatiles de la matriz
bioldgica, de forma paulatina, evitando asi que la misma se proyecte o chisporrote
dentro del tubo generando posibles variaciones.

Pirolisis o calcinacién

En este punto se ha asegurado la evaporacion total de el/los solventes presentes
en la matriz asi como de los compuestos volatiles, la muestra es calcinada a una
tempera de 1300°C, eliminando asi la materia organica presente en la muestra.

Disminucion de temperatura a 20°C (baja de temperatura).

En este punto la temperatura desciende a 20°C con el paso de Argén con la
finalidad de eliminar cualquier tipo de interferencia producida por el
desprendimiento de gases o vapores producidos durante la pirolisis, quedando en
este punto la muestra lista para la atomizacion.

Atomizacion

En este punto las muestras fueron calentadas a 2450°C, dicha temperatura resultd
ser la Optima, con la cual se asegura la atomizacion del metal y la obtencion de la
lectura de absorbancia.
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Limpieza

La temperatura de limpieza se estableci6 en 2600°C, el incremento de
temperatura en este punto es crucial pues se debe asegurar la completa remocion
de el analito evitando posibles lecturas erroneas por memoria fisica, esto sin llegar
a condiciones extremas de temperatura que pudiesen deteriorar el tubo de grafito.

Correccion de fondo mediante el efecto Zeeman

Mediante el empleo de un corrector de fondo Zeeman se logra la eliminacion de la
absorcion de fondo, debido principalmente a restos de los componentes organicos
e inorganicos presentes en la matriz, en al analisis de las muestras, tanto acuosas
como biolodgicas, este efecto se observa claramente en la Figura 12.

0.06 |
Replicate
(AA)

0.04 |

g Replicate

£ 0

5 0.02 1

0

Figura 12. Correccion de fondo utilizando el efecto Zeeman.

En el cual se observa la resta automatica que realiza el instrumento, de la sefal de
ruido (BG) con respecto a la respuesta del analito logrando obtener solo la
respuesta y cuantificacion del analito.
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2. Contenido de cromo en muestras de semen

El contenido de cromo se determiné mediante la técnica de absorcion atomica por
horno de grafito utilizando un corrector de fondo con efecto Zeeman, ademas se
utilizé Mg(NO3z) como modificador de matriz tanto para la inyeccion de los
estandares como para la inyeccién de las muestras en el instrumento, cada
muestra fue analizada por duplicado.

En la Tabla 3, se observan los resultados obtenidos para los grupos de L-carnitina
y el grupo de individuos con tratamiento de picolinato de cromo, agrupados de
acuerdo a las fechas en que fueron colectadas las muestras.
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Tabla 3. Valores de concentracion de Cr (ug/L) obtenidos en el semen de cada voluntario en las diferentes fechas

del estudio

TRAA'r'dew?f E)ﬁl'zr%) (11 | DURANTE EL TRATAMIENTO (21 dias) | 1RaTaMiENTO @ dias)
07/04/2008 | 18/04/2008 | 21/04/2008 | 28/04/2008 | 05/05/2008 | 07/05/2008 | 12/05/2008 | 16/05/2008
TIPO DE TRATAMIENTO VOLUNTARIO dia 1 dia 8 dia 3 dia 10 dia 19 dia 21 dia 3 dia7
L-Carnitina 4 0.213 0.195 0.212 0.179 0.192 0.205 0.196 0.208
PLACEBO
L-Carnitina 8 0.2 0.2 0.199 0.197 0.201 0.2 0.196 0.193
Cr(Pic)3 3 0.205 0.211 0.373 0.992 1.054 0.977 0.427 0.297
Cr(Pic)3 5 0.175 0.2 0.381 0.411 0.433 2.513 0.681 0.614
Cr(Pic)s 9 0.195 0.198 0.771 1.321 1.578 2.018 0.549 0.403
E Cr(Pic)3 10 0.155 0.224 0.698 1.094 1.343 1.411 0.638 0.457
E Cr(Pic)3 13 0.193 0.205 0.259 0.49 0.516 0.614 0.226 0.223
|<§£ Cr(Pic)3 17 0.164 0.176 0.395 1.382 1.594 1.524 1.159 0.655
é Cr(Pic)s 18 0.276 0.224 0.708 0.921 0.986 0.842 0.639 0.476
= Cr(Pic)3 19 0.18 0.214 0.515 0.922 1.053 1.069 0.684 0.575
Cr(Pic)s 20 0.257 0.28 1.042 1.382 5.308 3.044 0.481 0.205
Cr(Pic)s 21 0.183 0.219 0.448 1.142 1.306 1.086 0.653 0.448
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En la Figura 13 observamos los datos de la tabla representados por un diagrama
de dispersion en el cual podemos observar la variabilidad de la concentracion de
cromo en el semen de cada uno de los individuos sometidos al tratamiento, esto
atribuible que cada organismo responde de manera diferente a la estimulacion y
almacenamiento del metal, durante el estudio no se llevd a cabo una dieta
rigurosa, por lo que las diferencias en alimentacion entre los individuos puede
jugar un papel fundamental en dicha variabilidad.

6 - — — ==g==\/0luntario 3
Concentracion de Cr Voluntarios vs fecha
e=fil==\/0luntario 5
5 .
==fe==\/0luntario 9
- emp@m\/oluntario
2 41 10
9 ANTES DEL DURANTE EL DESPUES DEL = \oluntario
E TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO 13
S 3 - ==@==\/oluntario
£ 17
3 Voluntario
§ 5 | 18
Voluntario
P 19
/ ; b Voluntario
1 I 2
pe o Voluntario
, v
, éféédc‘b&%ﬁ 21
; (——\/ .
0 T T T T T T T T ) Testigo
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
FECHAS DEL ESTUDIO

Figura 13. Gréfica de dispersién para los valores individuales en las diferentes fechas de ingesta de
200 pg del suplemento.

En la Tabla 4, se muestran las medias poblacionales por fecha para los dos
grupos de estudio pudiéndose observar de forma consistente los cambios en las
concentraciones de cromo en los individuos con tratamiento en contraste con los
valores testigo asi como los voluntarios expuesto a L-carnitina.
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Tabla 4. Valores de concentracién (m £ e.e.m) poblacional de cromo en el semen de testigos y voluntarios sometidos a la
ingesta de 200 pg/dia/21 dias de picolinato de cromo y L-carnitina.

NIVELES DE CONCENTRACION DE CROMO EN SEMEN (ug/L).

SIN
TRATAMIENTO | TRATAMIENTO DESPUES DEL
(TESTIGO) CON: DURANTE EL TRATAMIENTO TRATAMIENTO
L'Ci[”'z“”a 0.206 + 0.006 | 0.188 + 0.009 | 0.197 +.005 | 0.203 +.003 | 0.196 +.001 | 0.201 + .007
0.204 + 0.006
n=24
Cr(Pic)3
e 0.559 +0.076 | 1.006 + 0.108 | 1.517 + 0.439 | 1.510 % 0.248 | 0.614 + 0.076 | 0.435 + 0.049

n = NUumero de muestra
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De igual modo se presentan en la Figura 14, los datos de la tabla anterior
mediante el uso de un grafico de barras, en el cual se observan incrementos de
concentracion del metal en la poblacion en estudio sometida al tratamiento con
picolinato de cromo teniendo un maximo de concentracion en el en el dia 18 del
periodo de tratamiento con picolinato de cromo con una concentracién de 1.517 +
0.248 pg/L y un posterior decremento de las concentraciones donde se observa
qgue existe diferencia significativa entre los valores de concentracion testigo y las
fechas posteriores a la suspension del tratamiento, asi mismo se aprecia que no
existe diferencia significativa entre los valores testigo con los correspondientes a la
L-carnitina.

TESTIGOS VS TRATAMIENTOS

H testigo
M L-carnitina

M picolinato de cromo

= i R

DURANTE EL TRATAMIENTO DESPUES DEL TRATMIENTO

— )

Concentraci(’)n'&pg/L)

o
wv
1

*Cr(Pic)s p <0.05 vs Testigo y L-carnitina correspondiente.

Figura 14. Comparacién de los testigos con los valores poblacionales de concentracién de
cromo en semen para ambos grupos de estudio en las diferentes fechas de anélisis.

En la grafica de barras (Figura 15) los datos estan agrupados en los tres periodos
en los que se dividio el estudio, mediante el uso del promedio de medias de los
testigos vs los voluntarios sometidos al tratamiento, ademas se hizo uso de la
representacion grafica del error tipico, para ambas poblaciones en estudio.

En este se observa claramente el contraste entre ambos grupos entre testigo y los
que ingirieron el placebo de L-carnitina no se aprecia diferencia significativa en las
concentraciones de cromo, mientras que entre los voluntarios que ingirieron
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picolinato de cromo comparado con L-carnitina se observa diferencia significativa
tanto durante el tratamiento como una vez suspendida la ingesta del mismo.

COMPARACION DE TESTIGO VS TRATAMIENTOS DURANTE EL ESTUDIO

' H Testigo

H L-Carnitina
) H Pic(Cr)
) J

N
= N >
1 1 ]

Concentracion (pg/L)
o
o]

06 -
04 -
02 -

ANTES DEL ““DURANTE EL DESPUES DEL

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO

*Cr(Pic)s p <0.05 vs Testigo y L-carnitina correspondiente.

Figura 15. Diagrama de barras para los valores poblacionales de los tres periodos de
estudio (antes, durante y después del tratamiento), donde se observan los
errores tipicos para cada periodo.

Asi mismo en la Figura 16 podemos observar la distribucion y dispersion de los
datos concernientes a los valores testigo y los obtenidos para picolinato de cromo
en las distintas fechas del estudio mediante el uso de diagramas de caja y bigote,
en los cuales se exhibe una gran variabilidad en las concentraciones de cromo en
semen del grupo de picolinato de cromo con respecto al testigo asi como los
valores por fecha entre si, esto por la diversidad de respuesta correspondiente
para cada organismo, ademas de la falta de control en la dieta de los individuos
sometidos al estudio.
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Testigo vs Picolinato de Cromo
L]
1.Testigo
2.T1 Pic{(Cr)
3.12 Pic(Cr)
4.T3 Pic(Cr)
5.T4 Pic(Cr)
—— 6.0T1 Pic(Cr)
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. o —
o L ] |
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Figura 16. Diagrama de caja y bigote donde se observa la tendencia y distribucion de los
datos para los valores testigo vs tratamiento con picolinato de cromo.

Presumiblemente estos cambios en la concentracion del cromo de los sujetos
sometidos al estudio se debe a la absorcion y almacenamiento del metal en
semen y aunque se presenta un proceso de recuperacion, caracterizado por la
disminucion paulatina de las concentraciones del metal nunca llega este a los
valores iniciales, con los resultados obtenidos nos damos cuenta que hicieron falta
probablemente uno o dos muestreos posteriores a la interrupcion de la toma para
asi poder evaluar si efectivamente existe una recuperacion del organismo o se
trata de una mejora parcial a la exposicion del metal.
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3. Validacion del método analitico

3.1. Precisién del sistema

Se realizo el analisis de la preparacion de un sextuplicado de soluciones por el
método de dilucidn obteniendo para cada una de ellas una concentracion final de
1ug/L.

Después de realizar el andlisis de los datos obtenidos (Tabla 5) podemos observar
que cumple con el criterio de aceptacion, pues el valor obtenido para el coeficiente
de variacion (C.V) fue de 0.982%, el cual esta dentro de la especificacién cuyo
limite es de un C.V<3 con lo cual podemos aseverar que el método es preciso, es
decir que existe concordancia entre las lecturas obtenidas individualmente.

Tabla 5. Datos de absorbancia obtenidos parala precisiéon del sistema.

Concentracion (ug/L) Absorbancia
1.0 0.0519
1.0 0.0531
1.0 0.0522
1.0 0.0521
1.0 0.0531
1.0 0.0525

CV=0.982
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3.2. Linealidad del sistema

Los datos obtenidos después de analizar cinco niveles de concentracion por
triplicado, estan agrupados por concentracion y sus respectivas replicas con el fin
de facilitar su manejo (Tabla 6). Al realizar el andlisis de los datos se constata que
el sistema presenta linealidad pues cumple con los criterios de aceptacion, con
una r* de 0.990, ademas el intervalo de confianza (IC) para la pendiente no incluye
el cero (Tabla 12), demostrando asi la proporcionalidad de las concentraciones en
el rango establecido para la curva, del mismo modo se presenta la curva de
linealidad (Figural6) con las concentraciones utilizadas.

Tabla 6. Datos de absorbancia obtenidos para la linealidad del sistema.

Concentracion (pg/L) Absorbancia
0.25 0.0151
0.25 0.0133
0.25 0.0125
0.5 0.0261
0.5 0.0210
0.5 0.0297
1.0 0.0552
1.0 0.0531
1.0 0.0522
15 0.0854
15 0.0884
15 0.0817
2.0 0.1080
2.0 0.1096
2.0 0.1014

r’=0.991, LIC= 0.0513, LISC= 0.057
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Figura 17. Gréafica para la linealidad del sistema.
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3.3. Limite de deteccion y cuantificacion

Tanto el limite de deteccion como el limite de cuantificacion fueron determinados
con el método de curva estandar, utilizando los valores de los blancos (Tabla 7) y
posteriormente verificados por el método de sefial ruido, ambas determinaciones
estan por debajo del valor minimo utilizado en la curva estandar disefiada para el
desarrollo del estudio, esto refleja la alta sensibilidad del instrumento ademas de
verificar la fiabilidad de los datos pues ambos estan lejos de los criterios de
rechazo.

Tabla 7. Valores de los blancos utilizados para el calculo de limite de deteccién y
cuantificacion.

BLANCOS Y
1 0.0016
2 0.0014
3 0.0011
4 0.0012
5 0.0013

Limite de deteccién= 0.0036

Limite de cuantificacion=0.012
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3.4. Parametros de validacién para el método en suero

Exactitud del método

Se realiz6 un sextuplicados de muestras biologicas adicionadas con una
concentracion de estandar de 1 ug/mL (Tabla 8), los resultados muestran que
existe concordancia entre los datos obtenidos ademas se cumplen los criterios de
aceptacion ya que el CV (Tabla 13) es menor al establecido por su especificacion
por lo tanto se concluye que no existe interferencia en las determinaciones por
parte de la matriz bioldgica.

Tabla 8. Valores obtenidos para la exactitud del método en, la que se observan los

porcentajes de recobro obtenidos.

CANTIDAD CANTIDAD
MUESTRA ADICIONADA RECUPERADA % RECOBRO (Y)
(ng/L) (ng/L)
1 1.0 0.998 99.80
2 1.0 0.993 99.30
3 1.0 1.022 102.20
4 1.0 1.001 100.10
5 1.0 1.023 102.30
6 1.0 1.021 102.10
y= 100.967
CV=1.363%
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Linealidad del método

Para cantidad adicionada vs cantidad recuperada en la Tabla 9 se presentan los
resultados obtenidos de cromo en las muestras de suero, donde el coeficiente de
determinacion es superior a 0.98, el IC(B1) incluye la unidad, el IC(Bo) incluye el
cero y el CV es menor a 3, de igual manera se observa que para el porcentaje de
recobro el promedio aritmético de los datos se encuentra dentro del IC
establecido, ademas su CV es menor a 3, como se muestra en la Tabla 12.

Estos criterios de aceptacion son para un método espectrofotométrico, por lo tanto
no existe interaccion de la matriz con las determinaciones realizadas, teniendo asi
un método lineal el cual demuestra que las concentraciones obtenidas son
proporcionales dentro del intervalo de interés en que son analizadas las muestras.

Tabla 9. Resultados de la linealidad del método para suero donde se observan,
los porcentajes de recobro obtenidos para las determinaciones.

Placebo | Adicionado Recuperado Recobro(z)
(ug/L) (Mg/L) %
1 0.5 0.512 102.40
2 0.5 0.515 103.00
3 0.5 0.509 101.80
4 1.0 1.023 102.30
5 1.0 1.011 101.10
6 1.0 1.037 103.70
7 15 1.509 100.60
8 15 1.534 102.27
9 15 1.525 101.67

Adicionado vs Recuperado:
r’20.999

Cv=1.020

% Recobro:

Y % recopro= 102.092
CVv=10.9198
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Figura 18. Gréfica paralalinealidad del método para suero
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3.5. Parametros de validacién para el método en semen

Exactitud del método

Se realiz6 un sextuplicado de muestras biolégicas adicionadas con una
concentracion de estandar de 1 ug/mL (Tabla 9), los resultados muestran que
existe concordancia entre los datos obtenidos por lo tanto presenta exactitud ya
que el CV es menor al establecido por la especificacion por lo tanto se concluye
que no existe interferencia en las determinaciones por parte de la matriz bioldgica

(Tabla 12).

Tabla 10. Valores de concentracién y % de recobro obtenidos para la exactitud del

meétodo.
Placebo Adicionado Recuperado Recobro
Mg/l Mg/l %

1 1.0 1.053 105.30

2 1.0 1.070 107.00

3 1.0 1.065 106.50

4 1.0 1.061 106.10

5 1.0 1.057 105.70

6 1.0 1.077 107.70
y= 106.383
CV=10.825
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Linealidad del método para semen

En la Tabla 11 se presentan la cantidad adicionada vs cantidad recuperada el
coeficiente de determinacion es superior a 0.98, el IC(B;) incluye la unidad, el
IC(Bo) incluye el cero y el CV es menor a 3, de igual manera se observa que para
el porcentaje de recobro el promedio aritmético de los datos se encuentra dentro
del IC establecido, ademéas su CV es menor a 3, de igual modo se presenta la
gréfica correspondiente para estos datos (Figura 19).

Todos estos criterios de aceptacion son para un método espectrofotométrico, por
lo tanto no existe interaccion de la matriz con las determinaciones realizadas,
teniendo asi un método lineal el cual demuestra que las concentraciones
obtenidas son proporcionales dentro del intervalo de interés en que son analizadas
las muestras.

Tabla 11. Resultados obtenidos en la las determinaciones para la linealidad del

meétodo
Placebo Adicionado Recuperado Recobro(z)
(Hg/L) (Mg/L) %
1 0.5 0.501 100.20
2 0.5 0.520 104.00
3 0.5 0.514 102.80
4 1.0 1.034 103.40
5 1.0 1.023 102.30
6 1.0 1.019 101.90
7 15 1.501 100.07
8 15 1.503 100.20
9 15 1.510 100.67

Adicionado vs Recuperado:
r2=0.999

Cv=1.145

% Recobro:

Y% recobro= 101.725
CV=1.475
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LINEALIDAD DEL METODO PARA SEMEN
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Figura 19. Grafica correspondiente para la linealidad del método para semen.

3.6. Precision intermedia o reproducibilidad

Los resultados obtenidos por el analisis muestran la existencia de concordancia
entre los datos individuales (Tabla 11), no importando el dia o el analista, con base
en el CV menor a 3% se demuestra (Tabla 12) que se trata de un método
ampliamente reproducible y en el cual no existe interferencia significativa ni
variaciones por parte del analista.

Tabla 12. Valores obtenidos para reproducibilidad para 2 analistas en 2 dias diferentes
(ng/L)

Analista
1 2

0.998 0.993

q 1.012 1.011

1.034 1.004
N1
a

0.996 0.995

5 1.007 0.998

1.012 1.002

Cv=1.127
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Resultados de la validacion

Tabla 13. Resultados obtenidos para la validacién del método analitico.

PARAMETRO VALOR EXPERIMENTAL CRITERIO DE ACEPTACION
LIMITE DE DETECCION 0.0036
LIMITE DE CUANTIFICACION 0.012
PRECISION DEL SISTEMA CV=0.982% CV<3%
r’= 0.991 r’> 0.98
LINEALIDAD DEL SISTEMA
LIC=0.0513 | LISC=0.0576 IC(B1) No debe incluir el 0
PRECISION DEL METODO V= 100.967 V= dentro del |C(u) (99.406-102.512)
PARA SUERO
CV=1.363% CV<3%

LINEALIDAD DEL METODO
PARA SUERO

Adicionado vs Recuperado

Adicionado vs Recuperado

r’ >0.999 r’>0.98
LIC=0.99 LSIC=1.031 IC(B,) Debe incluir la unidad
LIC=-0.012 LSIC=0.023 IC(Bo) Debe incluir el cero
Cv=1.020 CV % de recobro <3%

% Recobro

% Recobro

V% recobro= 102.092

Y9 rec= dentro del IC(u)(101.370-102.814)

CV=0.9198 CV % de recobro <3%
PRECISION DEL METODO V= 106.383 \7=dentro del |C(Ll) (105.389-107.318)
PARA SEMEN CV=0.825 CV <3%

LINEALIDAD DEL METODO
PARA SEMEN

Adicionado vs Recuperado

Adicionado vs Recuperado

r’=0.999 r’>0.98
LIC=0.971 LSIC=1.015 IC(B;) Debe incluir la unidad
LIC=-0.003 LSIC=0.045 IC(Bo) Debe incluir el cero

Cv=1.145 CV % de recobro < 3%

% Recobro

% Recobro

§% rec= 101.725

Yo rec= dentro del 1C(u)(100.57-102.88)

Cv=1.475

CV<3%

REPRODUCIBILIDAD

Cv=1.127

CV<3%
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

En el afio de 1993, Mertz et al describen las dificultades existentes para la
cuantificacion de cromo y lo define como un elemento de dificil cuantificacion por
los métodos analiticos no especificos, como es el caso de métodos colorimétricos
empleados anteriormente (53).

En 1994, Granadillo et al, coinciden con Mertz et al, en cuanto a la dificultad de
cuantificar cromo en los valores de concentracion presentes en los sistemas
bioldgicos, sobre la facilidad de contaminacion, que puede presentarse a través
del ambiente, durante la colecta de muestras, por el uso de material lavado
inapropiadamente, por el uso de tapones de plastico con color para tubos de
vidrio hechos a base de compuestos de cromo, asi como el uso de agujas de
acero inoxidable las cuales podrian contener cromo debido al proceso de
elaboracion del metal, de ahi la complejidad para lograr determinaciones
confiables del metal cuya concentracién en sistemas biolégicos estd presente en
cantidades menores a 5 pg/L (54).

Lo anterior se ve reflejado en los diversos valores de concentracion descritos
como valores basales de cromo, estos dependen principalmente de la matriz y la
técnica analitica usada para el andlisis tal y como puede observarse en la Tabla 1
donde en 1971 Schroeder et al, utilizando un andlisis de Espectrofotometria de
Absorcion Atdmica en llama reporta valores de concentracién basales de cromo de
28 ug/L, esto podria deberse a un control deficiente de la contaminacién de las
muestras y el empleo de un método de analisis optimé para la cuantificacion de
este elemento, sin embargo como puede observarse en la tabla, a pesar del paso
del tiempo y el avance tecnoldgico aun sigue siendo dificil determinar las
condiciones y el método de analisis Optimos para obtener con precision y
confiablidad el nivel de concentracion basal para cromo en diversas matrices
biolégicas.

Segun Kayne et al en 1978 y Granadillo et al en 1994 el uso de la absorcién
atomica con horno de grafito y la correccion de fondo Zeeman resultan ser ideales
para la cuantificacion de cromo en eritrocitos y demas componentes sanguineos.
La Espectrofotometria de Absorcion Atdmica con horno de grafito es una de las
técnicas especificas para la cuantificacion de elementos traza con un amplio grado
de precision y confiabilidad (54,56).

Debido a que las muestras provenientes de fluidos biologicos, pueden
contaminarse facilmente, con cromo presente en el ambiente, se implemento un
riguroso control en el manejo de las muestras de suero y semen para su posterior
analisis.
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En primer lugar la toma de muestra para suero y semen se efectud, en frascos de
polipropileno con tapones sin color, posteriormente el material destinado para la
manipulacion de las muestras bioldgicas, fue lavado y se dej6é reposando en una
solucion de acido nitrico suprapuro al 5 % durante 24 horas con la finalidad de
eliminar la presencia de cromo en el material. Garantizando de esta manera la
confiabilidad de las muestras, para su posterior analisis por la técnica de
Absorcion Atomica Electrotérmica, la cual resulta ser especifica y altamente
sensible para la cuantificacién de cromo.

En el desarrollo del presente estudio se realizaron diversas pruebas para
determinar las condiciones de analisis optimas para el método analitico, con base
en los resultados obtenidos se decidid modificar las condiciones de temperatura y
los tiempos de rampa, sugeridos por la guia de operacion del instrumento y por el
programa de andlisis propuesto por el fabricante, ya que éstos sélo estan
contemplados para soluciones acuosas, esto fundamentado en que la guia de
operacion, recomienda que en caso de ser necesario se deben optimizar las
condiciones de analisis basandose en las caracteristicas del analito (cromo) con el
fin de obtener un método analitico que presente mayor eficiencia y precision (67).

En primer instancia se decidié el uso del calentamiento paulatino antes de la
pirolisis para lograr un secado eficiente y evitar que la matriz se proyectase en las
paredes del tubo, posteriormente se establecié una temperatura de pirolisis de
1300°C menor a la preestablecida (1500°C), esto responde a la necesidad de
disminuir bruscamente la temperatura a 20°C antes de la atomizacién, ya que al
disminuir la temperatura a condiciones ambientales, se permite la eliminacion de
componentes volatiles (generacién de vapor o humo) que pudiesen interferir con la
lectura disminuyendo la precision y confiabilidad de las determinaciones.

El uso de una temperatura de atomizacion alta (2450°C) con respecto a la
establecida por el fabricante (2300°C), se debe a que el cromo es un elemento
refractario que necesita una alta temperatura de atomizacion para poder asi
alcanzar su estado basal. En publicaciones hechas por Burguera et al y Granadillo
describen al cromo como un elemento extremadamente estable a altas
temperaturas por lo tanto es considerado como refractario con un punto de fusion
de 1903°C, y un punto de ebullicion de 2672°C lo que origina el uso de una
temperatura alta en la atomizacién (3,54).

Segun lo publicado por Cornelis en 1995, en el caso de las muestras bioldgicas el
uso del tritbn X-100 responde a la necesidad de reducir la viscosidad de la
muestra, la sangre y demas fluidos biol6gicos se comportan de manera diferente a
las soluciones de referencia acuosos y a las adicionadas con estandar (55). En el
presente estudio se uso el triton X-100 con la finalidad de minimizar la tension
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superficial y la viscosidad de las muestras, igualando de esta forma las
condiciones de la matriz a las soluciones de referencia acuosas utilizadas para la
calibracion, ademés favoreci6 la correcta inyeccion de la muestra por el capilar del
automuestreador del instrumento, evitando posibles variaciones en el volumen de
inyeccién y por lo tanto en las determinaciones del analito.

En las publicaciones de Mertz en 1993 y la Compaiiia Varian en 2002, mencionan
que los instrumentos con efecto Zeeman permiten una correccion de fondo mas
exacta, haciéndolos especialmente utiles en atomizadores electrotérmicos donde
permiten la determinacion directa de elementos en muestras biolégicas como orina
y sangre. En estas muestras la descomposicion de la materia organica conduce al
requerimiento de grandes correcciones de fondo y por consiguiente, a la
posibilidad de disminuir errores significativos (53,70).

En 2001 Case et al, plantean que la correccidon de fondo Zeeman resulta ser muy
apropiada, siendo asi este método el ideal para la cuantificaciéon de cromo en los
eritrocitos y demas componentes sanguineos (57). De este modo el uso del
corrector de fondo con efecto Zeeman elimina por completo las interferencias
espectrales que pudiesen presentarse durante el analisis de cromo en fluidos
biologicos, como es el caso del analisis de suero y semen.

El uso del modificador de matriz Mg(NOs),, estd ampliamente recomendado para
favorecer la eliminacion de matrices biologicas y estabilizar los analitos de interés
evitando la perdida de los mismos durante los distintos pasos de tratamiento en el
horno, segun lo publicado por la Compafia Perkin Elmer y Lagalante, los cuales
coinciden en que el uso de modificadores de matriz es un complemento
indispensable en la Absorcion Atomica Electrotérmica, ya que con este se logra
obtener condiciones de analisis eficientes (67,72,73).

Burguera et al. publica que el uso correcto del modificador de matriz promueve la
formacion de elementos méas estables de cromo como es el caso del oxido de
cromo (Cr,03) el cual resulta ser un elemento mas estable con un punto de fusiéon
de 2435°C y un punto de ebullicion de hasta 3000°C por tanto la muestra podria
ser atomizada directamente después de la pirolisis sin correr riesgo de perder
parte del analito (3,51).En este estudio el uso de un modificador de matriz tiene
como principal objetivo estabilizar el analito logrando asi la eliminacion de los
demas componentes de una matriz tan compleja como lo es el suero y el semen
con la formacion de un elemento altamente estable a temperaturas elevadas como
lo es el Cr,03 del cual se liberara el cromo en el paso de atomizacion.
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Skoog et al. mencionan en su publicacién que la validacién tiene la funcién de
determinar si un analisis es apropiado para proveer de manera confiable la
informacion deseada, esto se aplica a muestras, metodologias y datos, teniendo
como fin aceptar a las muestras como miembros de la poblacion en estudio,
admitir las muestras para las medidas, establecer la autenticidad de las muestras
y decidir si es necesario un nuevo muestreo (63).

La Guia de Validacion del Colegio de QFB menciona que cuando se tiene interés
en medir un componente en una muestra, €S necesario contar con una
metodologia de medicion cuyo limite de cuantificacion sea el adecuado (65). De
este modo hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos
analiticos proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad y
propésito perseguido (63).

Dada la diversidad de valores de concentracion para cromo reportados por
diferentes autores y la complejidad del andlisis para este metal por sus
caracteristicas quimicas y fisicas, se deben establecer las condiciones de andlisis
asi como un adecuado programa analitico para las muestras biolégicas de suero y
semen humano por el método de Absorcién Atomica Electrotérmica con corrector
Zeeman (ZGFAA), ademas se debe corroborar la confiabilidad y especificidad de
dicho método y de este modo la confiabilidad de los datos obtenidos de este
analisis, es ahi donde la validacion del método analitico juega un papel
fundamental.

Por tales motivos se decidiod realizar la determinacion de los parametros tipicos de
la validacién tanto para el sistema como para el método de analisis de cromo en
suero y semen humano por ZGFAA, eliminando asi por completo especulaciones
sobre los valores de concentracion obtenidos para el semen.

Para la determinacion de cromo se encontré que el limite de deteccion fue de
0.0036 pg/L, esto resulta ser de gran importancia ya que describe la capacidad del
instrumento y proporciona una forma de estimar la concentracion minima
detectada del analito, diferencidndola asi de las variaciones instrumentales. Para
el método analitico se determind un valor limite de cuantificacion de 0.012 ug/L
utilizado para definir el rango minimo para el método seleccionado, indicando de
esta forma la minima cantidad que puede ser cuantificada con precision, en este
caso el valor estad por debajo de la concentracion de cromo determinada por el
instrumento para el analito, de este modo se asegura que las muestras fueron
analizadas en un rango de concentracion superior al limite de cuantificacion,
logrando asi la confiabilidad de las mismas.
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El sistema resulto ser lineal y preciso con base en los resultados estan dentro de
los criterios de aceptacion establecidos para un método espectrofotométrico,
ademas se observa que existe concordancia entre los resultados analiticos
individuales y que los datos obtenidos tienen un comportamiento lineal dentro del
rango establecido para la curva de calibracion (0.25-2 ug/L).

Para la validacion del método en suero se obtuvieron valores para la precision de
CV= 1.363% y y= 100.967 (99.406-102.512) y para semen se obtuvieron valores
de CV=0.825y y= 106.383 (105.389-107.318), por este motivo se observa que
los coeficientes de variacion para ambos casos estan dentro del limite de
especificacion, asi como el promedio aritmético de los datos esta dentro del
intervalo de confianza establecido para ambos métodos, evidenciando asi que se
trata de un método preciso para ambas matrices biologicas.

De igual modo para la linealidad del método para suero y semen se obtuvieron
valores que estan dentro de los intervalos de confianza con lo cual se concluye
gue los datos presentan linealidad dentro del rango analitico establecido de (0.5 a
1.5ug/L) y que bajo las condiciones de analisis establecidas, la matriz biol6gica no
ejerce interaccion con las determinaciones.

Los valores obtenidos para la reproducibilidad (CV=1.127) indica la capacidad del
método para ser realizado varias veces y por diferentes analistas sin comprometer
los datos por variaciones de los mismos siempre y cuando se lleve a cabo bajo las
condiciones de analisis anteriormente establecidas.

Datos publicados por Bray et al y Gonzalez et al, muestran que el uso de
picolinato de cromo esta en aumento por la poblacién en general que trata de
eliminar grasa mediante el consumo de este suplemento alimenticio sin conocer
sus posibles efectos secundarios. Donde los posibles efectos benéficos buscados
por los consumidores del suplemento de Cr(Pic); son minimos o nulos en la
mayoria de los casos y que en contraste se presenta la acumulacion del metal en
distintos 6rganos como es el caso del higado y rifion (21,44).

El organismo al ser expuesto a la ingesta de picolinato de cromo tiene un
comportamiento caracterizado por un rapido incremento de la concentracion del
metal en el semen, estos resultados son muy similares a los expuestos por
Nacional Research donde se afirma que el consumo de pequefias cantidades de
cromo no es toxico sin embargo una sobreexposicion del metal provoca una
acumulacion del mismo que podria tener efectos toxicos para el organismo (42).
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En la Tabla 4 se muestra que no existe diferencia significativa entre los valores
testigo (antes de iniciar el tratamiento) con respecto a los obtenidos para los
voluntarios que ingirieron L-carnitina, por lo tanto su ingesta no ejerce efectos
sobre la concentracion de cromo en el semen. Ya que los valores testigo
corresponden a todos los individuos antes de iniciar el tratamiento con alguno de
los suplementos alimenticios, son de mayor representatividad que los obtenidos
para L-carnitina, por lo tanto se usaron como referencia para el analisis
estadistico.

En el presente estudio se observa un rapido incremento de la concentracion de
cromo en las muestras de semen para los voluntarios tratados con picolinato de
cromo, a partir de la primera muestra analizada dentro del periodo de tratamiento y
se alcanza una concentracion maxima en el dia 18 del periodo de tratamiento con
picolinato de cromo con una concentracion de 1.517 + 0.248 pg/L, mostrando un
posterior decremento en la concentracion de cromo en el semen una vez
suspendida la ingesta del suplemento, esto podria deberse a la presencia de un
periodo de recuperacién caracterizado por la eliminacion de metal por el
organismo, sin embargo no se alcanza el valor de concentracion testigo,
presumiblemente hizo falta el analisis de por lo menos dos fechas mas después de
suspender la ingesta del picolinato de cromo.

Del mismo modo en la Figura 15 podemos observar la representacion grafica de
los valores poblacionales durante las tres etapas del estudio (antes de la toma,
durante el tratamiento, después del tratamiento) donde queda nuevamente de
manifiesto que no existe diferencia significativa entre los valores testigos vs L-
carnitina, en contraste los datos de los voluntarios sujetos al tratamiento con
picolinato de cromo que presentan una gran variabilidad entre si caracterizados
por el error tipico, asi como una diferencia significativa con respecto a los valores
de concentracion testigo.

En el 2001 y 2004 Taylor y Suresh et al respectivamente encontraron que las
membranas de los espermatozoides de los mamiferos son ricos en &cidos grasos
polinsaturados, que los hacen muy flexibles, pero al mismo tiempo muy
susceptibles a los radicales libres induciendo dafio peroxidativo, disminuyendo la
flexibilidad membranal (29,32,34).

En estudios realizados en el 2005 por Aruldhas en monos expuestos a agua
contaminada con Cr(VI), se observd que la intoxicacion por cromo afecta a las
células germinales en gran extension del compartimiento adluminal, caracterizada
por la disminucién de la calidad espermatica, de este modo los valores seminales
normales en estos animales se observaron alrededor de los seis meses después
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de haber sido suspendida la exposicion, lo cual podria ser un indicio de
recuperacion (13,36).

En los datos publicados por Rosas en el 2009, analiza los parametros seminales
de las muestras biologicas utilizadas en el presente estudio y determina que la
ingesta de picolinato de cromo no causa alteraciones en los volumenes de
eyaculado, sin embargo afecta dramaticamente los parametros seminales de
movilidad, ya que disminuyé por debajo de un 50%, la morfologia espermética
también resultd afectada caracterizada por el incrementé de formas anormales
con defectos de cabeza, pieza media y cola, de igual modo, se reporta un
decremento en la cantidad de espermatozoides vivos durante la exposicion al
suplemento de cromo y una posible recuperacion posterior a la interrupcion del
tratamiento (75). De este modo queda de manifiesto la relaciébn de ingesta de
cromo vs decremento en la calidad espermética, resultados que son apoyados por
los obtenidos en el presente trabajo al mostrar el incremento en la concentracion
de cromo en las muestras de semen de los individuos sometidos a la ingesta de
picolinato de cromo, causando un decremento en la calidad espermatica lo cual se
atribuye al fuerte potencial oxidante del cromo en las células lipidicas de los
espermatozoides.

Los resultados obtenidos son de gran importancia ya que miles de personas se
ven expuestas al cromo ya sea por una exposicion ocupacional o por la ingesta de
suplementos alimenticios que contienen picolinato de cromo u otro compuesto de
este metal, sin tener conocimiento que esta exposicion se caracteriza por un
incremento en la concentracibn de cromo en el semen humano y que esta
acumulacion se correlaciona con dafio en la calidad espermética.

Asi mismo el disefio e implementacion de un método de analitico éptimo es crucial
para cualquier estudio, pues en €l se soporta la confiabilidad de los resultados
obtenidos, tal es el caso del analisis por Espectroscopia de Absorcion Atdbmica con
horno de grafito y corrector Zeeman, el cual comprob6 mediante la validacién que
cumple con los lineamientos estipulados para los que se disefio, garantizando asi
la confiabilidad de las determinaciones realizadas en las muestras de semen
humanao.
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IX.

CONCLUSIONES

El método analitico de Absorcion Atomica Electrotérmica por horno de
grafito y el uso de un corrector de fondo Zeeman (ZGFAA), junto con un
optimo programa de atomizacion garantizan la confiabilidad de las
determinaciones del analito (cromo) y disminuyen posibles interacciones
espectrales.

El método analitico de absorcién Atdmica por horno de Grafito con corrector
de fondo Zeeman (ZGFAA) es altamente especifico para el andlisis de
cromo.

El uso del corrector de fondo Zeeman elimina por completo las posibles
interferencias espectrales.

Mediante el uso del Mg(NO3), como modificador de matriz se eliminan las
posibles interferencias de matriz.

Los resultados de la validacion demuestran la confiabilidad del método
analitico para las determinaciones de suero y plasma seminal humano.

La suplementacion con picolinato de cromo durante 21 dias a individuos
sanos en edad reproductiva ocasiona un incremento de las concentraciones
normales del metal en semen lo que se correlaciona con la disminucion de
los diferentes parametros seminales, viéndose afectada la calidad
espermatica.
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X.

>

PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Cuantificar la concentracion de cromo y los parametros seminales en una
poblacién de varones expuestos cronicamente al suplemento alimenticio,
los cuales pueden ser deportistas que han ingerido el suplemento durante
meses e incluso afos, esto con el fin de evaluar la repuesta y la posible
recuperacion a niveles normales de concentracion del Cr en el organismo
asi como los valores seminales normales, esto en caso de que existiese tal
recuperacion.

» Se recomienda realizar el estudio en pacientes que presenten Diabetes

Mellitus y poder contrastar los resultados con los de este estudio con el fin
de establecer las diferencias en la absorcion e impacto en los parametros
seminales de personas con una patologia crénica degenerativa.
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XlIl. ANEXOS

1. Interferencias espectrales de algunos elementos

Li?ea de la Emision Analito Absorcion nm | Separaciéon nm
uente nm
Aluminio 308.215 Vanadio 308.211 0.004
Antimonio 217.023 Plomo 216.999 0.024
Antimonio 217.919 Cobre 217.894 0.024
Antimonio 231.147 Niquel 231.095 0.052
Antimonio 323.252 Litio 323.261 0.009
Arsénico 228.812 Cadmio 228.802 0.010
Cobre 324.754 Europio 324.753 0.001
Galio 403.298 Manganeso 403.307 0.009
Germanio 422.657 Calcio 422.673 0.016
lodo 206.163 Bismuto 207.170 0.007
Fierro 271.903 Platino 291.904 0.001
Fierro 297.470 Manganeso 279.482 0.012
Fierro 285.213 Magnesio 285.213 0.001
Fierro 287.417 Galio 287.424 0.007
Fierro 342.728 Cobre 342.754 0.026
Fierro 327.445 Cobre 327.396 0.049
Fierro 338.241 Plata 338.289 0.048
Fierro 352.424 Niguel 352.454 0.030
Fierro 396.114 Aluminio 396.153 0.093
Fierro 460.765 Estroncio 460.733 0.032
Plomo 241.173 Cobalto 241.162 0.011
Plomo 247.638 Paladio 247.643 0.005
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Manganeso 403.307 Galio 403.298 0.009
Mercurio 253.652 Cobalto 253.649 0.003
Mercurio 285.242 Magnesio 285.213 0.029
Mercurio 359.348 Cromo 359.349 0.001
Nedn 359.352 Cromo 359.349 0.003
Silicio 250.690 Vanadio 250.690 0.001
Zinc 213.856 Fierro 213.859 0.003
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2. Célculos realizados para los parametros de la validacion

Limite de deteccién y cuantificacion

Sy 0.0066

e 0.00001

N 5

Sb 0.00019
LD(pg/L) 0.012
LC(ug/L) 0.03524965

Precisién del sistema

2Y 0.052
Sy? 0.017
Media aritmética (y) 0.052
Desviacion estandar (S) 0.001
CV(%) 0.982
Linealidad del sistema
> X 15.75
>y 0.852
X 22.687
Sy° 0.0668
> Xy 1.230
N 15
pendiente (b;) 0.0545
ordenada al origen (bo) -0.0004
() 0.991
Sxry 0.004
Sh1 0.001
t0.975,n-2 2.160
1C(B1) 0.0513 | 0.0576
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Parametros de validacion para el método en suero

Exactitud del método

Sy 605.800
e 61175.080
N 6.000
\% 100.967
S 1.376
CV (%) 1.363
t0.975’ n-2 2776
LIC(p) 99.406
LSC(u) 102.512

Linealidad del método

CANTIDAD ADICIONADA VS

% DE RECOBRO

>z 918.833

7> |93813.1322
Y 102.092
S 0.9390
cVv 0.9198
to.075 2.3060
LIC(u) | 101.370
LSIC(u) | 102.814

RECUPARADA

2X 9
Ty 9.175

>X° 10.5

Ty” 10.886
Xy 10.691

n 9
by 1.010
bo 0.008
r° 0.999
Syix 0.010
Sb1 0.008
to.975, N-2 2.364
LIC(B1) 0.990
LSIC(B1) 1.030

X 1
Sho 0.008
to.975, N-2 2.364
LIC(Bo) -0.012
LSIC(Bo) 0.029
y 1.019
CVxv(%) 1.020
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Parametros de validacion para el método en semen

Exactitud del método

Sy 638.30
e 67908.33
n 6
Y 106.383
S 0.877
CV(%) 0.825
t0.975, n-2 2.776
LIC(u) 105.389
LSC() 107.318

Linealidad del método

Cantidad adicionada vs

% DE RECOBRO

¥, 915.53
¥/ 93151.50
101.725

S 1.500

cVv 1.475

to.075 2.306

LIC(n) 100.57

LSIC(u) 102.88

recuperada

2X 9

2y 9.125
>x? 10.5

Sy? 10.732
2 XY 10.615

N 9
b1 0.993
bo 0.0209
r2 0.999
Syix 0.012
Sh1 0.009
t0.975, n-2 2.365
LIC(B1) 0.971
LSIC(B1) 1.015
X 1.000
Sho 0.010
t0.975, n-2 2.365
LIC(Bo) -0.003
LSIC(Bo) 0.045
Y 1.014
CVxiv(%) 1.145
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Reproducibilidad

Sy 12.062
Sy 12.126
n 12
v 1.005
S 0.011
CcV 1.127
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3. Formulas empleadas para la validacion

Precisiéon del sistema

Media aritmética

2y

V=7

Desviacion estandar

S n(2y?) — (Jy)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion

Linealidad del sistema
Pendiente

, _ nlxy—2xXy
nYx2- (3x)2

Ordenada al origen

2y —bi2x

b
0 n

Coeficiente de determinacion

sl (@xy) - GO Ey)
(@D~ (2)D0MEYD) - (y)D)

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1)= bi%to.975n-2Sp1

= /;
Sbl— Sy/x ZXZ _@
n
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_ |[Zy2-b1Zxy—boZy
Suy= n—2

Exactitud y respetabilidad del método

Media aritmética

2y

V=7

Desviacion estandar

S n(2y?) — (Jy)?
B nn—1)

Coeficiente de variacién
S
CV=—-%100
y
Intervalo de confianza para la media poblacional
IC(u)= ¥ *tog75n1 é

Linealidad del método

Pendiente

;  nixy— ExXy
T n¥x2- (Ix)2

Ordenada al origen
_Zy—bIx
¢ TL
Coeficiente de determinacion

_ () - @)
(T (2D @EyD) - (29))

-
&

s

Intervalo de confianza para la pendiente

IC(B1)= bi%to 975 n-2Sp1
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Shi= Sy/x

Zy?—by Exy—by Ev
Sx/y— n—2

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

e
2t (T

n

Sy, =S

—
X="==
n

Coeficiente de variacion de la regresion

s
CV,=2%%100
oy

Reproducibilidad

Media aritmética

Ey

n

V=

Desviacion estandar

n(Zy?) - (Zy)?

‘\Il n(n—1)

Coeficiente de variacion
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