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Abstract

Los Contaminantes Organicos Persistentes (COPs), en su mayoria son productos quimicos sintéticos, son altamente
téxicos, persistentes, viajan grandes distancias y se acumulan en los tejidos grasos. El objetivo del presente trabajo
es llevar a cabo la implementacién de un método analitico que permita evaluar el nivel de exposicién a este tipo de
contaminantes. El método implementado consiste en una extraccién, purificaciéon y posteriormente el andlisis de las
muestras por CG-MS. Se observa que todos los sujetos analizados se han encontrado expuestos a A-HCH, G-HCH,
HC, 2,4 DDD, aldrina 'y 2,4 DDT y a excepcién del sujeto C-002 todos presentaron también exposicion al 4,4 DDD,
por otro lado, los sujetos C-004 y C-005 fueron los Unicos en presentar valores detectables de 4,4 DDT. Los
coeficientes de correlaciéon presentan valores que van desde 0.9834 hasta 0.9998. Tomando en cuenta los
pardmetros analiticos y los datos obtenidos de las concentraciones de COPs en plasma, podemos concluir que el
método implementado en este trabajo puede ser usado para la evaluacion de la exposicién a este tipo de compuestos
en poblaciéon humana.
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INTRODUCCION

Los Contaminantes Organicos Persistentes
(COPs), en su mayoria son productos quimicos
sintéticos, de los cuales, algunos son usados
como pesticidas, otros son productos industriales o
subproductos no intencionados resultantes de la
combustion o de procesos industriales. [1]

Por definicion todos estos compuestos tienen las
siguientes propiedades: 1) son altamente toxicos,
2) son persistentes, es decir que permanecen
varios afios o décadas sin alterarse antes de
degradarse, 3) viajan grandes distancias a través
de aire y agua y 4) se acumulan en los tejidos
grasos de los organismos vivos incluyendo al ser
humano, ademés, una vez dentro de la cadena
trofica tienden a biomagnificarse. [2]

Los COPs pueden afectar la salud humana y el
ambiente. Los efectos de los COPs pueden ser
muy sutiles y desencadenarse a bajas
concentraciones, presentandose después de
varios afios de la exposicion y llegando en
ocasiones a presentarse en las subsecuentes
generaciones. Esto hace que su diagnéstico sea
dificil de realizar y dificulta la evaluacién de los
problemas potenciales de salud publica. Entre los
potenciales efectos nocivos de estos
contaminantes para la salud se encuentran:
cancer, alteraciones en el comportamiento
neuronal, donde se incluye desorden en el
aprendizaje, bajo desempefio mental y déficit de
atencion, alteraciones en el sistema inmune,
deficiencias reproductivas, reduccion del periodo
de lactancia en madres en edad de lactancia y
diabetes, entre otros. [3][4][5]

Como respuesta a la problematica ambiental que
representan los COPs en el mundo, en el 2001 fue
creado el Convenio de Estocolmo que tiene por
objeto proteger la salud humana y el ambiente
frente a las Sustancias Persistentes, Toxicas y
Bioacumulable. [6]

México ratific6 el convenio en el 2003
comprometiéndose a adoptar una serie de
medidas de control sobre la produccion,

importacion, disposicion, uso y eliminacion de este
tipo de compuestos. [6]

Los compuestos que se encuentran enlistados en
el Convenio de Estocolmo son los siguientes:
aldrina, alfa y beta hexaclorociclohexano (HCH),
beta-clordano, clordecona, dieldrina, endrina,
heptacloro (HC), hexabromobifenilo (HBB), éter de
hexabromodifenilo (EHXB) y éter de
heptabromodifenilo (EHPB), hexaclorobenceno
(HCB), lindano, mirex, pentaclorobenceno (PB),
bifenilos policlorados (PCB), éter de
tetrabromodifenilo (ETBD) y éter de
pentabromodifenilo (EPBD), toxafeno, DDT, acido
perfluorooctano sulfénico (APS),
dibenzoparadioxinas policloradas y dibenzofuranos
policlorados (PCDD/PCDF).[7]

El objetivo del presente trabajo es llevar a cabo la
implementacion de un método analitico que
permita evaluar el nivel de exposicién a este tipo
de contaminantes en poblacion humana.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Hexano, Alcohol Isopropilico y Eter Etilico grado
HPLC. Acetona, Acido Sulfarico concentrado.
Acido Férmico al 85 % y Cloruro de Potasio al 1%.
Para la preparaciéon de la curva de calibracion se
usoO el estandar Chlorinated Pesticides Mix (high)
25-260 pg'mL? en isocianato, marca SUPELCO®.
Como estandar interno se uso el 2,2,.3,4,5,5-Hexa
CB (PCB-141) (13C12,99%) 40 + 2 pgmL? en
nonano, de Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

Equipos y materiales

Se utilizd un Cromatégrafo de Gases Perkin Elmer
Claurus 500 acoplado a un espectrometro de
masas Perkin Elmer Claurus 560, la columna
utilizada es una Perkin EImer Elite 5-ms de 30 m
de longitud con un diametro interno de 0.32 mm y
un espesor de pelicula de 0.25 pm. Cartuchos
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para extraccion en fase solida (EFS) Supelclean™
LC-Florisil®, marca SUPELCO.

Obtencidn de la muestra

Se tomaron muestras sanguineas, de 6 individuos,
recolectadas por puncion venosa en tubos de 6 mL
con heparina, los individuos C-001, C-002, C-003 y
C-004 pertenecen a un grupo control, mientras que
C-005 y C-006 son trabajadores que se
encuentran frecuentemente expuestos a este tipo
de contaminantes.

Pretratamiento

Una vez en el laboratorio las muestras fueron
centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min para
separar el plasma. El plasma fue recuperado en
tubos de vidrio con tapa y se le agregaron 25 ppb
de estandar interno, los tubos fueron mezclados
con ayuda de un Vortex y se dejaron reposar
durante dos horas a temperatura ambiente para
finalmente ser almacenados a -20 °C durante 24
horas antes de la extraccion.

Extraccion

Una vez pasadas las 24 horas, el suero se
descongelo a temperatura ambiente y se le
afiadieron 0.5 mL de acido férmico y 3 mL de
alcohol isopropilico, se agito el tubo en Vortex
durante 3 minutos, se afadieron 3 mL de una
mezcla de éter etilico: hexano 1:1, se mezclaron
durante 3 min por inversion y se centrifugaron a
3000 rpm por 3 min. Se recupero la fase superior y
se le agregaron 2 mL de KCI al 1% mezclando por
inversion durante 3 min, una vez mas se
centrifugaron los tubos y se recuperd la fase
superior. El proceso completo se repitid dos veces
mas y las tres extracciones se recuperaron en un
tubo cénico de vidrio, previamente pesado, para
después llevar a sequedad bajo una suave
corriente de nitrégeno a 38 °C y pesar nuevamente
los tubos. El residuo se disolvi6 en 3 mL de
hexano y se pasé a un tubo de vidrio con tapa
para posteriormente afiadir 2 mL de &cido sulfurico
concentrado, se mezclaron por inversién durante 2

min y después se centrifugaron a 3000 rpm por 3
min, se recolect6 la fase superior y a la fase
inferior se le realizaron dos extracciones mas
agregando 3 mL de hexano y siguiendo el
procedimiento anterior. Las tres extracciones se
recolectaron en un tubo coénico de vidrio y se
evaporaron a 38 °C bajo corriente de nitrégeno
hasta un volumen de 2 mL.

Con la finalidad de eliminar impurezas se realizo
una EFS usando cartuchos SupelcleanTM LC-
Florisil®, previamente acondicionados. Para el
acondicionamiento de los cartuchos se
adicionaron 3 mL de acetona y después de tres
minutos se dejaron bajar por gravedad cuidando
gue no se secara, después se afiadieron 3 mL de
hexano y después de tres minutos se dejaron bajar
por gravedad evitando que se secara. Una vez
acondicionado el cartucho se le agregaron los 2
mL del concentrado y 3 mL de hexano, se dejé
bajar por gravedad y se recuperé la elucién en un
tubo conico de vidrio. La elucién se concentr6 a 38
°C bajo corriente de nitrégeno hasta un volumen
de 0.2 mL para después ser llevado a viales. El
método de extraccién estd basado en el descrito
por Trejo Acevedo et. A. en 2009, con algunas
modificaciones. [8]

En la Tabla 1 se describe el método
cromatégrafico usado para el analisis de las
muestras.

Tabla 1: Condiciones del método cromatégrafico

Aumento de | Temperatura .
) Tiempo

Etapa temperatura final .

o q min

Cmin-1 C
Inicio --- 100 2
Rampa 20 200 0
Rampa 7 270 0

2

Ra?pa 18 310 6

--- La temperatura se mantiene constante
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Como gas portador se utilizé helio con un flujo de
1.5 mL'min?, la temperatura de inyecciéon fue de
275 °C, la de la linea de transferencia de 300 °C y
la temperatura del detector de 225 °C. El volumen
de inyeccion fue de 1 pL y el Split de 30 mL-min-t,

Analisis de las muestras

Los compuestos analizados fueron: heptacloro
epoxido, alfa, beta y gamma
hexaclorociclohexano, heptacloro, 2,4 DDT, 4,4
DDT, 2,4 DDD, 4,4 DDD, 4,4 DDE, aldrina,
dieldrina y endrina y el método usado para el
andlisis de las muestras es una modificacién de
Ruiz-Suérez et. al. 2014. Los datos obtenidos
fueron corregidos usando el estandar interno y la
cantidad de lipidos en cada muestra [9]

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los tiempos de
retencibn (TR), asi como los valores de la
pendiente (m) vy la ordenada al origen (OR) de las
curvas de calibracion para los compuestos
analizados, con respecto a los coeficientes de
correlacion se observan valores que van desde
0.9834 hasta 0.9998, indicando una muy buena
correlacion entre los datos.

En la Tabla 3 se muestran los datos de las
concentraciones de los diferentes compuestos
analizados para los seis participantes, se observa
que todos los sujetos se han encontrado
expuestos a a-HCH, y-HCH, HC, 2,4 DDD, aldrina
y 2,4 DDT y a excepcion del sujeto C-004 todos
presentaron también exposicién al 4,4 DDD, por
otro lado, los sujetos C-005 y C-006 fueron los
Unicos en presentar valores detectables de 4,4
DDT. Se puede observar que los valores
detectados para los sujetos C-005 y C-006 son
superiores a los encontrados a los sujetos del
grupo control, esto  debido a la constante
exposicion a este tipo de contaminantes.

Tabla 2: Parametros analiticos de curvas de calibracion

cops | 't OR R
HCE | 9.77 | 2.6611 | -0.53005 | 0.9998
B-HCH | 7.416 |0.304803 | -1.39495 | 0.9834
a-HCH | 7.115 | 1.65668 | -1.15539 | 0.9930
v-HCH | 7.539 | 1.13127 | -1.75276 | 0.9929
HC | 8.531 |0.934706 | -1.23826 | 0.9947
2,4DDD |11.719| 3.8718 | -5.5717 | 0.9996
4,4 DDE |10.865| 9.32151 | 4.6196 | 0.9995
Aldrina | 9.122 | 4.93371 | -0.900409 | 0.9954
Dieldrina | 10.961 | 5.44385 | 2.50612 | 0.9968
Endrina | 11.365|0.245432 | ) (o | 0.9922
4,4DDD |12.537 | 3.05302 | -11.0112 | 0.9922
2,4 DDT |11.776| 8.27936 | -10.2023 | 0.9987
4,4 DDT |10.998| 9.50813 | -14.8241 | 0.9985

Tabla 3: Concentracion de COPs en plasma humano

COPs C-001 Co002 Co003 Co004 Co005 C-006
HCE ND ND ND ND ND ND
B-HCH ND ND ND ND ND ND
a-HCH 82 17 61 109 303 171
y-HCH 169 35 164 291 773 430
HC 580 128 300 643 1703 725
2,4 DDD 111 26 122 209 486 293
4,4 DDE | ND ND ND ND ND ND
Aldrina 55 10 40 81 248 126
Dieldrina ND ND ND ND ND ND
Endrina ND ND ND ND ND ND
4,4DDD | 286 63 301 ND 1242 | 739
2,4 DDT 95 22 104 178 414 249
4,4DDT| ND ND ND ND 532 317

Las concentraciones estan reportadas en ng g* de lipidos
ND No detectado.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruiz-Su%26%23x000e1%3Brez%20LE%5Bauth%5D

La presencia de COPs en los sujetos control
puede deberse a la exposicidon a remanentes que
aun se encuentren en el ambiente, entre los
sujetos control de observa que el sujeto C-002 es
el que presenta una mayor concentraciones y el
Unico que no presenta niveles detectables de 4,4
DDD, la diferencia podria deberse a el lugar de
residencia de los sujetos, ya que este sujeto radica
en el estado de Durango mientras que los otros
tres lo hacen en el estado de Guanajuato.
Actualmente existen en Meéxico articulos que
evallan la exposicion de varias poblaciones a
COPs, sin embargo la ultima observacién sobre el
lugar de residencia de los sujetos de estudio deja
de manifiesto la importancia de realizar estudios
complementarios que destaquen zonas de riesgo
de exposicién a estos contaminantes en nuestro
pais.

CONCLUSIONES

Tomando en cuenta los parametros analiticos y los
datos obtenidos de las concentraciones de COPs
en plasma, podemos concluir que el método
implementado en este trabajo puede ser usado
para la evaluacion de la exposicién a este tipo de
compuestos en poblacion humana.
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