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DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPOSICION PERINATAL AL DDT Y SUS METABOLITOS
A TRAVES DE SANGRE Y LECHE MATERNA EN COMUNIDADES ENDEMICAS DE PALUDISMO

RESUMEN

En México, el DDT fue ampliamente utilizado en la campafia contra el paludismo, sin
embargo su uso ha sido restringido en los ultimos afios (Castro, 1998). Debido a sus
caracteristicas de alta persistencia en el ambiente y a su capacidad de incorporarse
a la cadena alimenticia, en comunidades endémicas de paludismo aun existen
residuos del mismo (Albert, 1996). EI DDE, DDD y el DDE metil sulfonado
(DDE-MeSO;) son metabolitos estables y persistentes del DDT (ATSDR, 2001).
Existen reportes en la literatura donde se ha demostrado su capacidad de atravesar
la barrera placentaria (Hevndricky y col. 1969). Debido a sus propiedades lipofilicas
de éstos compuestos, se depositan en tejido adiposo y durante el periodo de
lactancia son excretados por leche materna (Rogan y col., 1986) (Kanja y col., 1992),
por consecuencia los nifios lactantes representan la poblacion mas expuesta y por

ende la de mayor riesgo de sufrir alguna alteracién biologica.

Se valido y estandariz6 el método analitico para determinar y cuantificar las
concentraciones de estos metabolitos en diferentes matrices biolégicas (plasma
materno, plasma de cordon umbilical y leche materna). Los resultados obtenidos
reflejan que éste fue preciso (el porcentaje de recobro para muestras fortificadas fue
de: DDT 101+11%, DDE 114+8%, y para el DDE-MeSO, del 98+20%), reproducible
(se obtuvo un porcentaje de coeficiente de variacion de: DDT 10%, DDE 5%, DDD
10% y DDE-MeSO;, 16%) y sensible (los limites de deteccion: DDT de 0.019 ugl/L,

DDE de 0.028 pg/L, y del DDE-MeSO, de 0.042 pg/L).
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Una vez validado el método analitico se obtuvieron muestras por conveniencia de
leche materna (n=51) y de sangre venosa (n=40), y se determinaron los niveles del
DDT y sus metabolitos de mujeres que viven en zonas endémicas de paludismo
(Sureste Mexicano y Huasteca Potosina) (Estudio I). Los niveles de exposicion
promedio de DDE-MeSO, DDT, DDE y DDD en plasma de las mujeres en las
diferentes comunidades fueron: Lacanja, Chis., 64 ng/g lipido, 1323 ng/g lipido, 3738
ng/g lipido, y 236 ng/g lipido; EI Ramonal, Q. Roo, 20 ng/g lipido, 748 ng/g lipido,
1271 ng/g lipido, y 162 ng/g lipido; La Ciguena, Chis., 66 ng/g lipido, 424 ng/g lipido,
y 1059 ng/g lipido, 144 ng/g lipido; y Ventanilla, Oax., 43 ng/g lipido, 335 ng/g lipido,
1362 ng/g lipido, y 145ng/g lipido; respectivamente. Las comunidades de Lacanja y
La Cigluefia presentaron los niveles mas altos de exposicion al DDE-MeSO, que
comparados con los reportes de Eslovaquia fueron 9 veces mayores (7.3 ng/g lipido)
(Hovander y col., 2004). Las concentraciones promedio de DDE-MeSO, DDT, DDE
y DDD en leche materna fueron: El Ramonal, Q. Roo, 2.8 ng/g lipido, 911 ng/g lipido,
3100 ng/g lipido, y 1.2 ng/g lipido; La Cigtefa, Chis., 1.2 ng/g lipido, 134 ng/g lipido,
764 ng/g lipido, y 0.2 ng/g lipido; Tapachula, Chis., 0.5 ng/g lipido, 17 ng/g lipido, 683
ng/g lipido, y 0.3 ng/g lipido; la Huasteca, SLP, 1.4 ng/g lipido, 46 ng/g lipido, 490
ng/g lipido, y 0.1 ng/g lipido; y Faja de Oro, Chis., 0.4 ng/g lipido, 18 ng/g lipido, 268
ng/g lipido, y 0.1 ng/g lipido; respectivamente. Las concentraciones de DDE-MeSO,
en El Ramonal fueron 7 veces mayores a las reportadas en Suecia en 1992 (0.4

ng/g lipido) (Noren y col., 1996).

En la segunda parte del estudio (Estudio Il) se determinacion de los niveles de

exposicion perinatal al DDT y sus metabolitos en muestras de sangre venosa, sangre




DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPOSICION PERINATAL AL DDT Y SUS METABOLITOS
A TRAVES DE SANGRE Y LECHE MATERNA EN COMUNIDADES ENDEMICAS DE PALUDISMO

de cordon umbilical y leche materna, en 32 mujeres residentes en la Huasteca
Potosina (Tampamolon de Corona y Axtla de Terrazas). Las muestras fueron
colectadas en diferentes dos clinicas rurales de la Zona Sur de la Huasteca Potosina
cuando estas mujeres asistieron para ser atendidas de parto (poblacion de alta
exposicion). También se colectaron muestras de sangre venosa, sangre de cordén
umbilical y leche materna de 20 mujeres provenientes de los alrededores de la
ciudad de San Luis Potosi (poblacion de baja exposicién) que fueron atendidas de
parto en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Las concentraciones de
DDE-MeSO,, DDT, DDE y DDD en plasma materno de las dos zonas de exposiciéon
fueron: en la Huasteca Potosina de 101 ng/g lipido, 319 ng/g lipido, 844 ng/g lipido y
3.8 ng/g lipido, respectivamente y en la poblacion de baja exposiciéon de
1.7 ng/g lipido, 130 ng/g lipido, 287 ng/g lipido y 10 ng/g lipido, respectivamente. Las
concentraciones de DDE-MeSO, en plasma de mujeres de la Huasteca Potosina,
fueron 2 veces mayores a las reportadas en el primer estudio y 59 veces mayores a
las cuantificadas en la poblacion de baja exposicion. Los niveles de exposicion al
DDE-MeSO, DDT, DDE y DDD en plasma de corddn umbilical fueron en la Huasteca
Potosina: 82 ng/g lipido, 255 ng/g lipido, 675 ng/g lipido y 3.6 ng/g lipido,
respectivamente. En la poblacidon de baja exposicion: 1.6 ng/g lipido, 125 ng/g lipido,
285 ng/g lipido y 10 ng/g lipido, respectivamente. Las concentraciones de
DDE-MeSO, y DDE fueron mayores en la Huasteca Potosina que en la poblacion de
baja exposicidon (p<0.001). Se encontré una correlacién negativa entre los niveles
de DDT, DDE y DDT total tanto en plasma materno como en plasma de corddn
umbilical y el numero de partos (p<0.005). Con respecto a la leche materna los

valores de DDE-MeSO, DDT, DDE y DDD fueron en la poblacion de la Huasteca de
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7 ng/g lipido, 126 ng/g lipido, 503 ng/g lipido y 19 ng/g lipido, respectivamente y en la
poblaciéon de baja exposicién de 0.1 ng/g lipido, 28 ng/g lipido, 54 ng/g lipido, 54
ng/g lipido y 6 ng/g lipido, respectivamente. Las concentraciones de los cuatro
compuestos en las mujeres Huastecas fueron mayores con respecto a la poblacién
de baja exposicion (p<0.001). Los niveles de DDE-MeSO; en la Huasteca Potosina
fueron 5 veces mayores a las reportadas en el Estudio | y 70 veces mayores a la
poblacién de baja exposicion. Se encontré una correlacién positiva entre los niveles
de DDE-MeSO; en leche materna y los niveles de DDT (r=0.71; p<0.001), de DDE

(r=0.72; p<0.001), y de DDT total (r=0.77; p<0.001).

En sintesis este estudio demostré que la poblacién que vive en zonas endémicas de
paludismo en nuestro pais sigue expuesta al DDT residual, aun cuando dicho
plaguicida se dejo de utilizar en el afio 2000. Al haber encontrado al DDT y sus
metabolitos en plasma de cordén umbilical y leche materna, indicdé que la madre es
una fuente de exposicion para el neonato durante la gestaciéon y posteriormente en la
lactancia. Sin embargo se encontré una correlacion inversa entre los niveles de DDT
y DDE en plasma materno, plasma de cordon umbilical y el numero de partos, pero
no asi para el DDE-MeSO.. Las concentraciones de DDE-MeSO, fueron menores a
las cuantificadas de DDT, DDE y DDD en leche materna, lo que indicé que
probablemente el metabolito sulfonado se esta almacenando en glandula adrenal.
Por el dafio adrenal (hiperplasia y necrosis) que causa dicho compuesto en modelos
animales, es importante continuar el estudio de éste metabolito en las poblaciones

mas susceptibles y de mayor riesgo como lo son los nifos.
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ANTECEDENTES

ElI DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano) es un insecticida sintético, cristalino
e insoluble en agua que pertenece a la familia de los compuestos organicos
halogenados (ATSDR, 2001). Mundialmente se us6 extensivamente para el control
del paludismo y otras enfermedades transmitidas por vectores (Wijeyaratne, 1993).
En México se utilizd ampliamente en la agricultura (Castro, 1998). Debido a la alta
persistencia en el ambiente (tiempo de vida media de 30 afios), a su estabilidad
quimica, a su resistencia a la radiacion UV y al oxigeno, y a los efectos en salud y en
la biota, a partir del afio 2000 su uso se restringié en nuestro pais (ATSDR, 2001)
(Aguirre y col., 2001). EI DDT puede transportarse a grandes distancias por la
atmosfera originandose lo que se conoce como “efecto saltamontes”, desplazandose
de las zonas calientes a las frias y quedando depositado en las mismas, lo que ha

provocado una importante contaminacion en el ecosistema (Tiernan, 2002).

Los metabolitos de este insecticida que se han detectado en mamiferos, son el
1,1-dicloro-2,2-bis(p-diclorodifenil)etileno (DDE), el 1,1-dicloro-2,2-bis(p-
clorofenil)etano (DDD) y el 3-metilsulfonil-2,2-bis(4-clorofenil)-1,1-dicloroetano
(DDE-MeSO;) (ATSDR, 2001). El metabolismo del éstos comuestos se realiza en el
higado. Otro metabolito identificado es el DDA (2,2-bis(diclorodifenil)acido acético),
el cual se forma en el rifidn y por tanto es excretado por la orina (ATSDR, 2001). Los
derivados del DDE tienen circulacion entero-hepatica, es decir, se excretan en la
bilis por la via del acido mercapturico, en el intestino, son modificados por la flora
intestinal y esto permite que se reabsorban por lo que son tomados como sustratos

para formar en el higado el DDE-MeSO; (Johansson, 1998). Una vez formado este
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metabolito se distribuye por todo el organismo pero se almacena en la corteza de la
glandula suprarrenal (Jonsson y col., 1991) (Jonsson y col., 1994); principalmente en

la zona fasciculada, probablemente por su alto contenido de vacuolas lipidicas.

El DDE-MeSO,, DDT, DDE y DDD tienen la capacidad de atravesar la barrera
placentaria (Hevndricky y col. 1969). Debido a sus propiedades lipofilicas, tanto el
DDT como sus metabolitos son almacenados principalmente en tejidos ricos en
grasa y subsecuentemente son transportados y excretados a través de la grasa de la
leche materna durante los periodos de lactancia (Rogan y col. 1986) (Kanja y col.,
1992). Por lo tanto, la leche materna es una via de eliminacién para la madre pero
una fuente importante de exposicion para el infante. Esto en las zonas rurales de
México cobra vital importancia en aquellas zonas en las cuales el periodo de
lactancia puede ser mayor a dos afios (Rogan y col.,, 1986), por lo que la
cuantificacién de los niveles de DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO,, en leche materna,
permitiria evaluar los niveles de exposicién en neonatos a dichos compuestos. A
pesar de esta problematica no es recomendable suspender la lactancia ya que la
leche materna es el principal, y en algunas areas, el unico alimento para los

neonatos.

El DDE-MeSO,, fue cuantificado por primera vez en grasa de focas del mar Baltico,
en un rango de 0.1 a 6 ug/g (Jensen y col., 1976). Posteriormente se encontrd en
aves, ratones y osos polares (Jonsson y col. 1991). En muestras humanas, el

DDE-MeSO, se ha encontrado en leche materna de mujeres suecas en
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concentraciones de hasta 5 ng/g lipido (Norén y col., 1996). También se ha
encontrado en otros tejidos como el adiposo (de 0.12 a 8.88 ng/g lipido) y el higado

(de 0.41 a 31.10 ng/g lipido) de biopsias humanas (Weistrand y col., 1997).

Los efectos téxicos reportados en humanos asociados con la exposicion al DDT y
sus metabolitos son dafos neurolégicos, genéticos, hepaticos y efectos
reproductivos (ATSDR, 2001). La exposicion aguda a este insecticida, se ha
asociado con sintomas neurolégicos como parestesias, convulsiones, temblores e
hiperexcitabilidad (ATSDR, 2001) (OMS, 1982). La probabilidad de que este
insecticida produzca cancer en humanos sigue en controversia por lo que aun se
sigue estudiando (ATSDR, 2001). Estudios recientes han demostrado que el
p’p-DDT, p'p-DDE y p’p-DDD inducen muerte celular programada (apoptosis) en
células mononucleares sanguineas periféricas de niflos expuestos a este insecticida
residentes del Sureste Mexicano (Pérez y col., 2003). Existen evidencias de que la
glandula adrenal es el 6rgano blanco del o,p’-DDD en humanos y del DDE-MeSO; en
modelos animales (ATSDR, 2001). Se ha reportado que en la mitocondria de ésta
glandula, y principalmente, en el citocromo p-4501131, el DDE-MeSO, presenta una
inhibicidn competitiva con la 11-deoxycorticosterona, que es la responsable de la
sintesis del cortisol (Jonsson y col., 1991). Al inhibirse la sintesis de éste, lo que
tiene como consecuencia es una capacidad limitada para acumular y movilizar
carbohidratos, proteinas, grasas y agua; ocasiona una debilidad extrema, la
respuesta inmune y al estrés estan alteradas y puede llegar a ocasionar una

hiperplasia de la corteza adrenal (Smith, 1993).
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En ratas, dependiendo de la dosis, el DDT en el higado puede ocasionar hipertrofia,
necrosis o hiperplasia del hepatocito (ATSDR, 2001) (Jonson y col., 1981); en
relacion a la exposicion cronica se ha reportado disminucion de la fertilidad y un
incremento en la mortalidad fetal en roedores (Deichmann y col. 1996) (ATSDR,
2001). ElI o,p’-DDT tiene un efecto estrogénico y el p,p’-DDE un efecto
antiandrogénico y antiestrogénico en roedores (Welch y col. 1969). Otros estudios
han mostrado que el DDT, DDE y el DDD inducen cancer de higado en animales

(ATSDR, 2001).

En nuestro pais se han detectado concentraciones importantes de DDT y sus
metabolitos en muestras ambientales (suelo y sedimento) debido a que durante la
campafna de paludismo se rociaba el insecticida sobre las paredes del interior vy
exterior de las viviendas, esto trajo como consecuencia que el suelo se contaminara,
convirtiéendose éste en una importante fuente de exposicion para los habitantes de
las viviendas (Yanez y col., 2002). Por el efecto de la lluvia y los huracanes el
insecticida ha sido “arrastrado” a cuerpos de agua, precipitdndose en los sedimentos
marinos, de rios y de manglares, por la gran cantidad de materia organica presente
en éstos. Los organismos que viven en estos habitats se alimentan del mismo y a su
vez éstos son ingeridos por peces mas grandes. De esta manera, el insecticida se
ha incorporado a la cadena alimenticia, presentando un efecto de bioacumulacion
(absorcion y retencion de un contaminante por un organismo respecto al medio en el
que vive) y biomagnificacion (incremento de la concentracion de un contaminante en
los tejidos de los organismos en sucesivos niveles troficos superiores) (Calow, 1993).

Estos fendmenos explican la presencia del DDT y sus metabolitos en invertebrados,
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peces, aves y humanos (Albert, 1996). Tomando en cuenta estas propiedades, la
ingesta de alimentos puede ser considerada una fuente de exposicion no solo para

las comunidades endémicas de paludismo sino para la poblacion en general.

Estudios realizados por el Departamento de Toxicologia Ambiental de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, han demostrado la
presencia de concentraciones de DDT total en peces (de 49 a 2237 ng/g lipido),
invertebrados (de 442 a 2336 ng/g lipido) y musculo de aves (de 1371 a 6064
ng/g lipido) del Sureste de México. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que el
alimento (el pescado y otros animales acuaticos alimenticios principalmente) sean
una fuente importante de exposicién a este insecticida y sus metabolitos. Si éste
esta biodisponible y se absorbe por via oral, es muy probable que se detecte al DDT
y sus metabolitos en circulacion general. En muestras sanguineas de nifios y de
mujeres de la misma zona en que se cuantificaron los peces, se detectaron
concentraciones en plasma de DDT superiores en nifios que en mujeres de 13.45 a
141.80 pg/L y de 2.15 a 54.8 pg/L, respectivamente (Payne y col., 2001) (Pérez y

col., 2003).

En nuestro pais el unico antecedente que se tiene del metabolito del DDT, el
DDE-MeSO.,, es un estudio realizado en 1998 en colaboracién con la Universidad de
Estocolmo y el Departamento de Toxicologia Ambiental de la Universidad Auténoma
de San Luis Potosi se cuantificaron 5 muestras de sangre de mujeres indigenas que
estaban expuestas al DDT, encontrandose un promedio de 140 ng/g lipido de

DDE-MeSO, (Bergman A., comunicacion personal) este resultado es de gran
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relevancia pues al compararlo con los datos de la literatura es 20 veces mayor

(Noren y col., 1996).

Debido a que en México el DDT fue utilizado hasta el aino 2000, el objetivo general
del presente trabajo fue cuantificar los niveles de exposicion perinatal en
comunidades endémicas contaminadas con DDT y sus metabolitos a través de
sangre de corddn umbilical, sangre periférica de la madre y leche materna; asi como
también demostrar la presencia del DDE-MeSO; en dichos fluidos biolégicos. Para
lograr dicho objetivo se validé un método instrumental y analitico para cuantificar al
DDT y sus metabolitos en las diferentes matrices bioldgicas y asi calcular la

magnitud del riesgo en la poblacién expuestas a dicho plaguicida.

Es importante mencionar que el DDE-MeSO, es el metabolito menos estudiado y por
los reportes en la literatura de su capacidad adrenotoxica (hiperplasia y necrosis) en
modelos animales, es de gran relevancia incluirlo en este estudio. Ademas de

demostrar que aun persiste un riesgo por la exposicion al DDT residual.
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METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd6 en dos etapas. En la primera etapa (Estudio |) el
objetivo fue validar el método analitico e identificar la presencia del DDE-MeSO..
Para ello durante el afio del 2004 se obtuvieron muestras por conveniencia de sangre
venosa y leche materna de mujeres del Sureste Mexicano residentes en
comunidades endémicas de paludismo (figura 1). En la segunda etapa (Estudio Il)
se realizé un estudio piloto durante el afo del 2006, cuyo objetivo fue evaluar la
exposicion perinatal al DDT y sus metabolitos a través de muestras de sangre
venosa, sangre de corddn umbilical y leche materna y asi establecer la relacion

madre/hijo.

Seleccién de la poblacion.

Primera Etapa (Estudio I): Se colectaron 40 muestras de sangre venosa de mujeres
que viven en las comunidades de El Ramonal, Quintana Roo; Ventanilla, Oaxaca;
Lacanja y La Ciguena, Chiapas. Ademas se colectaron 51 muestras de leche,
independientes de las muestras de sangre venosa, de madres residentes de las
comunidades de El Ramonal, Quintana Roo; La Ciguefia, Faja de Oro y Tapachula,
Chiapas; y de la Huasteca Potosina. El nivel socioeconbmico de las mujeres
participantes era similar, el 85% eran indigenas mexicanas y el tiempo de residencia

minimo fue 5 anos previos al estudio en sus respectivas comunidades.

Segunda Etapa (Estudio Il): se colectaron muestras sangre venosa, sangre de
cordon umbilical y leche materna de 32 mujeres que aceptaron participar en el

estudio y que eran residentes de los Municipios de Tampamolon de Corona y de
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Axtla de Terrazas, ambas comunidades pertenecientes a la Zona Huasteca Sur del
Estado de San Luis Potosi (poblacion de alta exposicion) (figura 2). Como poblacién
de menor exposicion se incluyeron 20 mujeres que aceptaron voluntariamente
participar en el estudio, se obtuvieron muestras de sangre venosa, sangre de cordén
umbilical y leche materna, las mujeres provenian de zonas suburbanas de alrededor
de la ciudad de San Luis Potosi y que llegaban al Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” a ser atendidas de parto. Todas ellas con un nivel socioeconémico

similar.

La poblacién de baja exposicion estuvo formada por mujeres que en su infancia
estuvieron expuestas al DDT debido a que vivieron en zonas agricolas donde se
aplico el insecticida o a través de sus madres que vivieron en zonas endémicas de

paludismo (informacién adquirida a través de los cuestionarios).

La muestra de sangre venosa de la madre se tomd6 durante el trabajo de parto y
después del nacimiento del neonato se colectd la muestra de sangre del corddn
umbilical. La muestra de leche materna se obtuvo durante el primer trimestre de
lactancia. Las muestras colectadas se conservaron en congelacion hasta su andlisis,
el cual se realizé en el Departamento de Toxicologia Ambiental de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. Se aplicé un cuestionario
a la madre para registrar informacion como: nombre y edad de la madre, domicilio,
nuamero de partos, antecedentes ginecoldgicos, tiempo de lactancia, habitos
alimenticios, antecedentes de exposicion a plaguicidas, alcoholismo y tabaquismo

entre otros (Anexo ).
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Determinacion Analitica.

La metodologia utilizada para el analisis de los diferentes compuestos fue una
modificacion del método reportado por Hovander y col., 2000 (Anexo |). En la figura
3 se muestra el esquema de la metodologia de extraccion del DDT y sus metabolitos.
Brevemente, a 5g de leche materna o plasma, se les adiciond isopropanol para
desnaturalizar las proteinas. Se determinaron los lipidos totales por gravimetria.
Posteriormente se realizd una extraccion liquido-liquido con dietil éter:hexano (1:1)
para obtener los diferentes analitos (DDE-MeSO, DDT, DDE y DDD). Posteriormente
se limpid la muestra con una columna de SiO,/H,SO4 conc. (2:1) y se eluyd con
diclorometano. Se realiz6 cambio de solvente a hexano y se evaporé la muestra a
1ml con una corriente de N, a 37°C. La cuantificacion de los diferentes compuestos
se realizd por cromatografia de gases con detector de captura de electrones

(CG-CE) (Anexo I).

La validacién del método instrumental se detalla en el Anexo Il. El método analitico
se llevé a cabo utilizando soluciones comerciales de DDT, DDE y DDD; el
DDE- MeSO;, fue donado por la Universidad de Estocolmo, Suecia. A partir de éstas
se prepararon estandares de diferentes concentraciones de cada analito en hexano.
La cuantificacion de los compuestos se realizé con el método de estandar interno
(CB-189 y MeSO.-1S) y la identificacion de los mismos se realizd con su tiempo de
retencion. La linealidad se determind por el analisis de regresién lineal de cinco
concentraciones diferentes versus area, a partir de las cuales se generaron las
curvas de calibracion de cada analito en plasma y leche. Para obtener el porcentaje

de recobro de cada compuesto, se fortificaron muestras blanco de plasma y leche
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(mujeres no expuestas) y se trataron de acuerdo al método descrito en el Anexo I.
Bajo estas condiciones los porcentaje de recobro en plasma y leche fueron: DDT
9448% y 101+11%; DDE 100+7% y 114+8%; DDD 103+14% y 90+8%; y
DDE-MeSO, 100+12% y 98+20%, respectivamente. Los porcentajes de los
coeficientes de variacién que se obtuvieron para la precision fueron de: DDT 17.1% y
4.0%; DDE 10.1% y 0.3%; DDD 3.1% y 17.1%; DDE-MeSO; 20.6% y 12.5%, para
plasma y leche, respectivamente. Los limites de deteccion para plasma y leche
fueron de: DDT 0.024 y 0.025 pg/L; DDE 0.035y 0.034 ug/L; DDD 0.040 y 0.045
ug/L; DDE-MeSO, de 0.051 y 0.049 ug/L, respectivamente. El rango lineal para
ambas matrices fue de 0.6 a 250 pg/L para el DDT, DDE y DDD; y para el

DDE-MeSO, de 0.6 a 10 pg/L.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis exploratorio de las variables para evaluar el tipo de distribucién
seguido de un analisis bivariado. Aquellas variables que no se ajustaron a una
distribucion normal fueron transformadas a logaritmo decimal. Posteriormente se
realizaron comparaciones de medias, para ello se aplicaron pruebas de t-Student.
Para evaluar la asociacion entre el DDT y sus metabolitos en las diferentes matrices
biologicas se obtuvieron los coeficientes de correlacién de Pearson. Todo el analisis

estadistico se realizd con el paquete estadistico STATISTICA V6.
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Finalmetne, se calculd la Ingesta Diaria Aceptable (ADI por sus siglas en inglés)
utilizando la féormula reportada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

(WHO/FAO, 1985).

ADI (ug /kg/dia) = [concentracién DDT + DDE (ug/L)] * [tasa de ingesta de leche (L/dia)] * [lipidos (ug)]

[peso corporal (kg)]

Donde:
Tasa de ingesta de leche = 0.8 L/dia

Peso corporal = 5 kg

15



DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPOSICION PERINATAL AL DDT Y SUS METABOLITOS
A TRAVES DE SANGRE Y LECHE MATERNA EN COMUNIDADES ENDEMICAS DE PALUDISMO

RESULTADOS

El desarrollo y validacion del método analitico e instrumental se detalla en el
Anexo Il. En la figura 4 se presenta el cromatograma obtenido de una mezcla de los
estandares de DDT, DDE, DDD vy el estandar interno CB-189. En la figura 5 se
muestra el cromatograma de una mezcla de DDE-MeSO; y MeSO.-IS (estandar
interno); a partir de ambos se puede conocer el tiempo de retencion de cada
compuesto, éste se emplea como el parametro de identificacion para cada uno de los
analitos. En la figura 6 se muestran las curvas de calibracion promedio de tres

repeticiones del DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO, en plasma y en leche materna.

Estudio I.

En relacién a las muestras de sangre venosa y leche para la primera etapa fueron
por conveniencia, de mujeres del Sureste Mexicano (Quintana Roo, Chiapas y
Oaxaca) y de San Luis Potosi (Huasteca), de las cuales solo se tiene el registro de la
edad y el numero de partos. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de la
poblacion participante con muestras de sangre venosa. La edad promedio de las
mujeres fue de 26 afos +8 y el numero de partos fue de 0 a 12. Con respecto a las
muestras de leche materna, las participantes tenian un promedio de edad de 25 afios

+7 y el numero de partos entre 1y 6 (tabla 2).

En la tabla 3 se muestran los valores de DDT, DDE, DDD Y DDE-MeSO, en plasma.
La comunidad de Lacanja present6 la mayor exposicion al DDT y al DDE (1323 y
3738 ng/g lipido, respectivamente), mientras que la comunidad de Ventanilla obtuvo

la menor concentracion de DDT (335 ng/g lipido) y La Ciguena de DDE (1059
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ng/g lipido). Los valores de DDE-MeSO, en plasma, en las cuatro comunidades,
fueron de 11 a 191 ng/g lipido. Las comunidades de Lacanja y la Ciguefa, fueron las
de mayor exposicion con una concentracion promedio de 64 y 66 ng/g lipido,

respectivamente.

Los resultados de las muestras de leche materna se muestran en la tabla 4. La
comunidad de El Ramonal presento los niveles de mayor exposicion al DDT y al DDE
(911 y 3100 ng/g lipido, respectivamente) y la comunidad de menor exposicion fue
Faja de Oro (18 y 268 ng/g lipido, respectivamente). Como se esperaba, en el 100%
de las muestras se identificaron las concentraciones de DDE-MeSO; los valores
variaron de 0.02 a 38 ng/g lipido. Las concentraciones mas altas de dicho metabolito

se encontraron en mujeres de El Ramonal 2.8 ng/g lipido (de 0.2 a 9.3 ng/g lipido).

Se calculo la ADI promedio para cada comunidad, los resultados obtenidos fueron los
siguientes: EI Ramonal de 141 ug/kg/dia, La Ciguena 55 de ug/kg/dia, Tapachula de
51 ug/kg/dia, la Huasteca de 40 ug/kg/dia y Faja de Oro de 19 ug/kg/dia (tabla 10).
Todas las ADIs (a excepcion de Faja de Oro) estuvieron por arriba del valor de

referencia establecido por la OMS de 20 ug/kg/dia (WHO/FAO, 1985).

Estudio Il.
En la tabla 5 se presentan las caracteristicas de las mujeres participantes de la
Huasteca Potosina, las cuales tenian una edad promedio de 25 afos +5, el numero

de partos fue 1 a 9 y un periodo de lactancia de 33 dias +25. Con respecto a la
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poblacién de baja exposicion, la edad promedio fue de 24 afos +6, el numero de

partos fue de 1 a 6 y tenian un periodo de lactancia de 49 dias +12.

En la tabla 6 se muestran las concentraciones del DDT y sus metabolitos en plasma
de las mujeres de las dos poblaciones estudiadas. En la Huasteca Potosina se
detectaron concentraciones muy superiores en plasma de DDE (844 ng/g lipido),
DDT total (1339 ng/g lipido) (sumatoria de las concentraciones de DDT, DDE y DDD)
y DDE-MeSO; (101 ng/g lipido) a las obtenidas en la poblacién de baja exposicion
(287, 539 y 1.7 ng/g lipido, respectivamente) (p<0.001). Para el DDT no se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de la
Huasteca Potosina (319 ng/g lipido) y las concentraciones de la poblaciéon de baja
exposicion (130 ng/g lipido), asi como tampoco hubo diferencias entre ambas
poblaciones en los niveles de DDD (3.8 ng/g lipido Huasteca Potosina contra

10 ng/g lipido poblacién de baja exposicion).

Los niveles de exposicion al DDT y sus metabolitos en plasma de cordon umbilical se
presentan en la tabla 7. De acuerdo con estos resultados los hijos de las mujeres
Huastecas conforman la poblacion de mayor exposicion al DDE, DDT total y
DDE-MeSO; en comparacién con los hijos de las madres de la zona de baja
exposicion (p<0.001). En relacion a la concentracion promedio obtenida de DDE en
plasma de cordon umbilical en las mujeres Huastecas fue de 675 ng/g lipido (de 75 a
3903 ng/g lipido); de DDT total fue de 1072 ng/g lipido (de 76 a 4412 ng/g lipido);
mientras que de DDE-MeSO, se cuantificd un nivel promedio de 82 ng/g lipido (de

1.2 a 451 ng/g lipido). Con respecto al DDT y al DDD no se observaron diferencias
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estadisticas entre ambas poblaciones. Los niveles promedio de DDT para la
Huasteca Potosina fueron de 255 ng/g lipido y de 125 ng/g lipido para la poblacion
de baja exposicidon; mientras que los niveles de DDD fueron de 3.6 ng/g lipido y de

10 ng/g lipido, respectivamente.

En la tabla 8 se presentan los coeficientes de correlacion entre las concentraciones
de DDT en plasma materno y plasma de corddén umbilical (r=0.93, p=0.001), para el
DDE (r=0.88, p=0.0005), para el DDD (r=0.74, p=0.0003), para el DDT total (r=0.84,
p=0.001) y para el DDE-MeSO; (r=0.92, p=0.0009) en la Huasteca Potosina. Con
respecto a la zona de baja exposicion los resultados fueron: DDT (r=0.93, p=0.001),
DDE (r=0.92, p=0.0005), DDD (r=0.80, p=0.0003), DDT total (r=0.84, p=0.001) y

DDE-MeSO, (r=0.93, p=0.0009).

Se analizd la relacion entre las concentraciones de DDTs (DDT, DDE, DDD vy
DDE-MeSO;) en plasma materno y plasma de corddn umbilical incluyendo las
variables obtenidas del cuestionario (edad de la madre, numero de partos,
antecedentes ginecoldgicos, tiempo de lactancia y habitos alimenticios, entre otros).
Los resultados obtenidos indicaron que solamente el numero de partos mostré una
relacion inversa estadisticamente significativa en el grupo de mujeres de la Huasteca
Potosina (p<0.005) (figura 7). Los coeficientes de correlacién fueron para el DDT
(r=-0.54, p=0.004), para el DDE (r=-0.49, p=0.003) y para el DDT total (r=-0.53,
p=0.005). En plasma de corddn umbilical las correlaciones entre las concentraciones
de los analitos en esta matriz y el numero de partos fueron para el DDT (r=-0.43,

p=0.004), para el DDE (r=-0.40, p=0.003) y para el DDT total (r=—0.42, p=0.005)
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(figura 8). No se encontré una correlacion estadistica entre las concentraciones del
DDD y el DDE-MeSO; en plasma de la madre, plasma de cordon umbilical y el
numero de partos. Tampoco se encontré una correlacion entre los niveles de DDT,

DDE, DDD y DDT total y los niveles de DDE-MeSO; en las mismas matrices.

En la tabla 9 se muestran los resultados de los niveles de DDT y sus metabolitos en
leche materna, entre las mujeres de la Huasteca Potosina y las de la zona de baja
exposicion. Las concentraciones de todos los analitos fueron estadisticamente
superiores en las mujeres Huastecas (p <0.001). Las concentraciones en la
Huasteca Potosina fueron: de DDT 126 ng/g lipido (de 19 a 5661 ng/g lipido), de
DDE 503 ng/g lipido (de 37 a 4423 ng/g lipido), de DDD 19 ng/g lipido (de 0.1 a 559
ng/g lipido), de DDT total 745 ng/g lipido (de 69 a 6912 ng/g lipido) y de DDE-MeSO,
7 ng/g lipido (de 0.15 a 176 ng/ lipido). Con respecto a las concentraciones en leche
materna de las mujeres de la zona de baja exposicién, los resultados fueron: DDT
28 ng/g lipido (de 13 a 121 ng/g lipido), DDE 54 ng/g lipido (de 20 a 312 ng/g lipido),
DDD 6 ng/g lipido (de 0.1 a 34 ng/g lipido), DDT total 99 ng/g lipido (de 33 a

433 ng/g lipido) y DDE-MeSO, 0.1 ng/g lipido (de 0.1 a 0.8 ng/g lipido).

Debido a que las concentraciones de DDTs en leche materna tuvieron un
comportamiento unimodal, se realizdé el analisis estadistico considerando a ambas
poblaciones (Huasteca Potosina y baja exposicion) como un solo grupo. No se
encontré ninguna correlacién estadistica entre los niveles de DDTs y las variables
como edad de la madre, numero de partos y tiempo de lactancia, entre otras. Sin

embargo se encontro una alta correlacion entre las concentraciones de DDT (r=0.71,
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p<0.001), DDE (r=0.72, p<0.001), DDT total (r=0.77, p<0.001) y las concentraciones

de DDE-MeSO; en leche materna (figura 9).

Debido a que se encontrd una correlacion entre los niveles de los DDTs en plasma
materno y plasma de cordén umbilical (tabla 8), se explor6 la posibilidad de que
existiera una asociacion entre las concentraciones de DDTs en estas matrices y en
leche materna. Tanto para la poblacién Huasteca como para la de baja exposicién,
se observd una correlacion estadisticamente significativa (p<0.001) en las
concentraciones de DDE entre plasma de la madre y leche materna (r=0.50 y 0.49,
respectivamente); entre plasma de cordon umbilical y leche materna (r=0.42 y 0.39,
respectivamente). Para el caso del DDT total la correlacion fue estadisticamente
significativa (p<0.001) entre plasma materno y leche materna (r= 0.49 y 0.50,
respectivamente) y entre plasma de cordon umbilical y leche materna (r= 0.38 y 0.39,

respectivamente).

La ADI promedio calculada para la Huasteca Potosina fue de 31 ug/kg/dia (de 2 a
157 pg/kg/dia) y para la zona de baja exposicién de 2 pg/kg/dia (de 1 a 5 pg/kg/dia)

(tabla 10).
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DISCUSION

Estudio .

Como era de esperarse las concentraciones de DDT (de 335 a 1323 ng/g lipido) y
DDE (de 1059 a 3738 ng/g lipido) en plasma cuantificadas en esta primera seccién
del proyecto concuerdan con los datos reportados por Yanez y col., en el 2002 de
mujeres provenientes de Chiapas y Oaxaca (1118 ng de DDT/g lipido y 2500 ng de
DDE/g lipido). Y con los reportados en el 2002 por Waliszewski y col., de madres
residentes de una zona paludica de Veracruz (1200 ng de DDT/g lipido y 1050 ng de
DDE/g lipido). Estos hallazgos reflejan que a pesar de que transcurrieron 4 anos a
partir de la ultima aplicacion del plaguicida en dichas zonas, aun existe una
exposicion al DDT residual en estas comunidades, esto debido a que dicho
compuesto tarda hasta 30 afos en degradarse en el ambiente y 6 anos en eliminarse
del organismo, por lo tanto la poblacién que vive en estas zonas, también presenta
una exposicion cronica al DDT y sus metabolitos. Con respecto al DDE-MeSO; los
valores encontrados en la comunidad de Lacanja (64 ng/g lipido) y La Ciglefia (66
ng/g lipido) son 9 veces mayores a los reportados en el 2004 por Hovander y col.
(7.3 ng/g lipido), este estudio lo realiz6 con residentes de Eslovaquia. Otros estudios
reportados, en los cuales midieron los niveles de este metabolito en muestras de
biopsias humanas de higado y de tejido adiposo (Chu y col., 2003), encontraron
concentraciones de 1.15 ng/g lipido y 4.69 ng/g lipido, respectivamente, que al
compararlos con los resultados obtenidos en nuestro estudio, las mujeres del Sureste
Mexicano tuvieron concentraciones entre 15 y 60 veces mas. Esto es de gran

relevancia toxicologica si tomamos en cuenta que existen reportes en la literatura en
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los cuales se han observado dafios adrenales (hiperplasia y necrosis de la zona
fasciculada) en focas y osos polares a concentraciones sanguineas de 0.7 a 100
ng/g lipido (Letcher, 1996). Por lo que los valores obtenidos en plasma en nuestra
poblacion (de 11 a 158 ng/g lipido), podrian representar un riesgo de presentar un

efecto en salud (hiperplasia y/o necrosis de la glandula adrenal).

Se pudo observar que en la comunidad de Lacanja se determinaron las mayores
concentraciones en plasma para los cuatro compuestos, sin embargo, para el resto
de las comunidades analizadas, no presentaron la misma tendencia, es decir, que en
una misma comunidad se encontraran los mayores niveles de exposicion al DDT vy
sus metabolitos y en otra comunidad los menores. Por ejemplo, de las cuatro
comunidades, en Ventanilla se determinaron los menores niveles de DDT (335
ng/g lipido), pero ocup6 el segundo lugar en concentraciones de DDE (1362
ng/g lipido) y el tercer lugar en concentraciones de DDE-MeSO; (43 ng/g lipido).
Estas discrepancias en las concentraciones de DDT y DDE se pueden explicar
debido a que existe una considerable diferencia de una persona a otra en los niveles
de las enzimas encargadas de la biotransformacion del DDT (superfamilia de
enzimas citocromo P450 participantes en la fase | del metabolismo del DDT, en la
que la reaccion catalizadora es la deshalogenacion) (Lucas y col.,, 2001). La
expresion y actividad de dichas enzimas son influenciadas por diversos factores
como la edad, sexo, dieta, tejido y estado hormonal (Coon y col., 1992). Los diversos
individuos responden en distinta forma a la exposicion a contaminantes, lo que se
debe a un diferente contenido de cada isoforma CYP. Una de las causas de esta

variacion seria la existencia de un polimorfismo genético, lo que produce variantes
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genéticas que difieren en su capacidad individual para metabolizar los téxicos (Hong
y col., 1997). Con respecto a las diferencias de las concentraciones determinadas en
las cuatro comunidades del DDE-MeSO,, se pueden explicar debido a que éste
compuesto se origina de las biotransformaciones de fase Il que sufre el DDE y que
consisten en reacciones de conjugacion con el glutation (Johansson, 1998), que son
catalizadas por la gutation-S-transferasa y la glutation metilasa, por lo tanto la
formacién del metabolito conjugado esta limitado a la presencia de dichas enzimas

(Jonsson y col., 1991).

Con respecto al estudio realizado en leche materna, los resultados muestran que el
DDT y el DDE en la comunidad de ElI Ramonal (911 y 3100 ng/g lipido,
respectivamente) son similares a los reportados en el 2002 por Waliszewski y col., en
el cual se incluyeron mujeres de diferentes regiones de México (510 ng de
DDT/g lipido y 3230 ng de DDE/g lipido). Los niveles promedio de DDE-MeSO,
cuantificados, indican que la comunidad de mayor exposiciéon fue EI Ramonal
(2.8 ng/g lipido), este valor es siete veces mayor que el reportado en un estudio

realizado en 1992 en leche de mujeres Suecas (0.4 ng/g lipido) (Noren y col., 1996).

Con respecto a la ADI para el DDT mas el DDE, estimado a partir de las
concentraciones encontradas de éstos, el valor promedio se excedié entre 1.4 a 20
veces al recomendado por la OMS (20 pg/kg/dia). Particularmente en la comunidad
de El Ramonal el 100% de los infantes estdn expuestos a dosis mayores de

20 pg/kg/dia, lo que implica que para los neonatos puede ser un riesgo potencial en
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salud por la exposicién al DDT y sus metabolitos (aumento en la estimulacion de las

enzimas microsomales, dafio hepatico) (WHO/FAO, 1985).

Estudio Il.

Las concentraciones promedio cuantificadas de DDT (319 ng/g lipido) y de DDE (844
ng/g lipido) en plasma de mujeres que viven en la Huasteca Potosina son menores a
las detectadas en mujeres del Sureste Mexicano (Estudio ) (707 y 1857 ng/g lipido,
respectivamente) (Lépez y col., 2006); y a las reportadas por Waliszewski en
mujeres habitantes del Sureste Mexicano (780 y 4450 ng/g lipido, respectivamente)
(Waliszewski y col., 2000). Este resultado se explica debido a que probablemente
las cantidades de DDT rociadas en la zona Huasteca fueron menores a las aplicadas
en el Sureste Mexicano, ya que esta zona tuvo menor incidencia de paludismo
(Yanez y col., 2002). Los datos que se obtuvieron demuestran que aun persiste la
exposicion al DDT y a sus metabolitos a pesar de que se aplico por ultima ocasion en
el afo 2000. Los niveles de dichos contaminantes en plasma materno de la
Huasteca Potosina fueron de 2.4 a 2.9 veces mayores (319 ng de DDT/g lipido y
844 ng de DDE/g lipido) a los encontrados en la poblacion de baja exposicion

(130 ng de DDT/g lipido y 287 ng de DDE/ g lipido).

Los niveles de DDT (880 ng/g lipido) y de DDE (4700 ng/g lipido) reportados en
plasma de cordon umbilical del Sureste de nuestro pais (Waliszewski y col., 2000)
son de 2 a 8 veces mayores a los encontrados en el presente estudio (255 ng/g lipido
y 675 ng/g lipido, respectivamente). Sin embargo los resultados de los coeficientes

de correlacion entre plasma de la madre y plasma de cordén umbilical de la zona
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Huasteca (0.93 para DDT, 0.88 para DDE y 0.84 para DDT total) (tabla 8) coinciden
con los observados en el estudio de Waliszewski (0.93 para DDT, 0.85 para DDE y
0.87 DDT total) (Waliszewski y col. 2000), es decir, la alta asociacién encontrada
podria explicarse por el proceso de redistribucion que sufren moléculas lipofilicas
como los son los DDTs durante el embarazo, permitiendo una rapida difusién de
dichos compuestos, de la madre al hijo mediante el transporte de lipoproteinas y
lipidos a través de la sangre de corddn umbilical y la placenta (Russell y col., 1999).
Con respecto a la poblacion de baja exposicion, la asociacion de las concentraciones
de DDTs entre plasma materno y plasma de cordon umbilical, fueron similares a las
obtenidas en la Huasteca Potosina, lo que indicé que dicha asociaciéon se mantiene

tanto a altas concentraciones como a bajas concentraciones (tabla 8).

Este comportamiento de difusion de compuestos téxicos como el DDT, a traves del
cordén umbilical es critico si consideramos que el feto tiene un metabolismo lento
debido a su pobre actividad enzimatica que esta en desarrollo, y por lo tanto esta en
riesgo de sufrir cualquiera de los efectos toxicos reportados en la literatura asociados
a la exposicion al DDT y/o a sus metabolitos. Por ejemplo, nuestro grupo de
investigacion reporté apoptosis en células mononucleares sanguineas periféricas de
nifos con concentraciones de 50 ng de DDE/mI de plasma (Pérez y col., 2003), que
si se compara con los niveles encontrados en este estudio (160 ng de DDE/mI de
plasma de cordon umbilical) la probabilidad de que el feto pueda estar en riesgo de

sufrir el mismo efecto toxico es muy alta.
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Los niveles de DDT, DDE y DDT total en plasma de la madre y plasma de cordon
umbilical de la Huasteca Potosina fueron influidos por el numero de partos (figuras 7
y 8). Del analisis estadistico bivariado, se obtuvo una correlacion negativa
estadisticamente significativa (p<0.005), es decir, las concentraciones de DDT, DDE
Y DDT total, tanto en plasma materno, como en plasma de corddn umbilical
disminuyeron entre el 25y el 29 % (r* por= 0.29, r* ppe= 0.25 Y 1? poT 10ta= 0.27, €N

plasma materno y plasma de corddén umbilical) al ir aumentando el numero de partos.

Como se esperaba, en el 100% de las muestras de plasma materno se detecto al
DDE-MeSO,, la concentracién promedio fue de 118 ng/g lipido, en las mujeres de las
Huasteca Potosina, que comparado, con el estudio anterior (Estudio I) es 2 veces
mayor al reportado en las comunidades de Lacanja y La Ciguena (64 y 66 ng/g lipido,
respectivamente). Ademas este valor concuerda con el Unico antecedente que se
tiene en nuestro pais, en el afio de 1998 se cuantificd este metabolito en plasma de
mujeres indigenas expuestas al DDT, obteniéndose un promedio de 140 ng/g lipido,
estos analisis fueron realizados en la Universidad de Estocolmo (Bergman A.,
comunicacion personal). Ademas, dicho nivel promedio del metabolito sulfonado en
la Huasteca Potosina fue 51 veces mayor al cuantificado en la poblacion de baja
exposicion (1.6 ng/g lipido). Existen reportes en la literatura donde se ha
cuantificado al DDE-MeSO, en biopsias humanas de higado (1.15 ng/g lipido) y de
tejido adiposo (4.69 ng/g lipido). Los niveles encontrados en el presente estudio en
plasma materno fueron de 25 a 100 veces mayores, si se comparan éstos con los
niveles reportados en focas y osos polares que van de 0.7 a 100 ng/g lipido y que

ademas estan asociados a dafo adrenal (hiperplasia y necrosis de la zona
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fasciculada), la probabilidad de que las mujeres que viven en la Huasteca Potosina
con niveles de 1.5 a 564 ng/g lipido presenten un riesgo similar es muy grande. El
escenario es aun mas critico en los neonatos ya que la concentracion promedio de
DDE-MeSO;, que se cuantificd en plasma de corddn umbilical fue de 94 ng/g lipido;
ademas se observo que dicho metabolito no disminuy6 al aumentar el numero de
partos, lo que implica que probablemente el metabolito sulfonado se esta
almacenando en glandula adrenal. Esta hipdtesis surge debido a que se ha
reportado que el DDE-MeSO. tiene afinidad hacia la zona fasciculata de tejido
humano de la glandula adrenal (Lindhe y col., 2005). Una vez que el DDE-MeSO,
llega a dicho tejido es bioactivado a través del citocromo p-45011B1, es decir,
produce especies quimicas muy reactivas (compuestos electrofilicos) con gran
afinidad por los nucledfilos (el ADN, las proteinas y los lipidos son nucléofilos), por lo
tanto genera productos de aduccion de ADN vy proteinas que traen como
consecuencia la degeneracion mitocondrial, vacuaolizacion, inflamacién (hiperplasia)
y finalmente la muerte celular (necrosis) de la zona fasciculata de la glandula adrenal
(Jonsson, 1993) (Lindhe y col., 2005). Al disminuir la actividad del citocromo
p-4501131, disminuye la sintesis de cortisol, por lo tanto se altera el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, asi como también ocurre una hipoglucemia y una

respuesta al estrés e inmune alteradas (Smith, 1992).

Otra manera de relacionar los niveles de DDT y sus metabolitos entre la madre y su
hijo, es analizando las concentraciones de éstos en leche materna. Las
concentraciones encontradas en la zona Huasteca fueron hasta 9 veces mayores a

las determinadas en la zona de baja exposicién. Las mujeres Huastecas presentaron
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niveles mayores de DDT total (745 ng/g lipido) a las reportadas en la misma zona del
Estudio | (536 ng/g lipido) (1.3 veces mas) (Lépez y col., 2006) y a los cuantificados
en la poblacion de baja exposicion (99 ng/g lipido) (7.5 veces mas). A pesar de que
se encontraron concentraciones menores en la leche materna de DDT y DDE en la
zona Huasteca (126 y 503 ng/g lipido, respectivamente), en comparacion al Sureste
Mexicano (348 y 1517 ng/g lipido, respectivamente) (Estudio |), se encontraron
valores hasta 9 veces mayores de DDE-MeSO; (1.3 ng/g lipido en el Sureste y
7 ng/g lipido en la Huasteca Potosina), 70 veces mayores a los determinados en la
poblacion de baja exposicion (0.1 ng/g lipido) y 22 veces mayores al reportado por
Noren y col.,, en un estudio realizado en 1996 (0.4 ng/g lipido). Por lo tanto el
neonato esta ingiriendo una carga importante de este compuesto, y no solo a través
de sangre de corddn umbilical, sino también a través de leche, esto potencia aun

mas el riesgo de que el neonato presente un efecto adrenotoxico.

La transferencia del DDT y sus metabolitos a la leche materna depende de su
concentracion en plasma materno y sus propiedades lipofilicas (Noren y col., 1983).
Estos compuestos atraviesan las membranas de la barrera entre la sangre y las
células de las glandulas mamarias, fluidificando la bicapa lipidica y debilitando las
fuerzas hidrofébicas y electrostaticas que establecen un equilibrio entre las
concentraciones existentes en ambos lados de la membrana celular (Batten y col.,
1995). En el presente estudio se encontrd una correlacién entre las concentraciones
de DDE en plasma materno y DDE en leche materna de la zona Huasteca (r=0.50,
=25, p<0.001), es decir, el 25% del DDE que se encontr6 en la leche provienen del

plasma materno (tabla 8). De la misma manera el 18% del DDE en la leche materna
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proviene del plasma de corddn umbilical (r=0.42, r’= 0.18, p<0.001). Estas

asociaciones, también fueron similares en la zona de baja exposicion.

El DDT y sus metabolitos almacenados en tejido adiposo son removidos durante el
embarazo y el periodo de lactancia, siendo éstos eliminados a través de la leche
materna. La cantidad de estos compuestos que se elimina por leche es modificada
por la edad de la madre y por el numero de partos, entre mayor sea el numero de
partos, menor sera la cantidad eliminada (Czaja y col., 1998). La concentracion de
DDTs que se elimina por leche también es modificada por el tiempo de lactancia. Es
decir, la leche derivada del primer embarazo tiene una mayor concentracion de DDT
y sus metabolitos que la generada en los embarazos subsecuentes, por lo que, el
nivel de exposicidon de los hijos primerizos es mayor que el registrado en sus
hermanos (Czaja y col., 1997). En nuestro estudio no se encontro esta correlacion
entre la edad de la madre, el numero de partos, el tiempo de lactancia y los niveles
de DDT y sus metabolitos. Esto se puede explicar a que la poblacion seleccionada
en la zona Huasteca estd expuesta cronicamente al DDT residual y a que las

muestras de leche materna que se obtuvieron fueron solamente del ultimo neonato.

Los ultimos estudios que se tienen registrados en la literatura sobre los niveles de
DDE-MeSO;, en leche materna son los reportados en mujeres suecas en 1992
(Noren y col.,, 1996), en este estudio se encontraron niveles promedio de
0.4 ng/g lipido. Los detectados en el presente trabajo van de 20 a 64 ng/g lipido en
el Estudio | y de 1.5 a 564 ng/g lipido en el Estudio Il. Se ha reportado una

correlacion entre las concentraciones del DDE-MeSO; y las concentraciones del
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DDE, tanto en biopsias de higado humano (r=0.69) como en biopsias de tejido
adiposo humano (r=0.67) (Chu y col., 2003). Esta asociacién solo se observo en
leche materna del Estudio Il entre el DDE-MeSO, y el DDT (r=0.77), entre el
DDE-MeSO; y el DDE (r=0.72) y entre el DDE-MeSO, y el DDT total (r=0.77), todos
con una p<0.001. Es decir, de un 50 a un 59% las concentraciones de DDE-MeSO,
provienen de las concentraciones de DDT, DDE y DDT total sanguineos (r?=0.50,

r’= 0.52 y r’= 0.59; respectivamente) (p<0.001) (figura 9).

El ADI promedio de la poblacion Huasteca fue de 32 ug/kg/dia, de ésta, el 40%
supero el valor reportado por la OMS que es de 20 ug/kg/dia (WHO/FAO, 1985). Por
lo tanto los neonatos que estan ingiriendo dosis mayores a las recomendadas, tienen
una mayor probabilidad de presentar dafio hepatico (activacion de las enzimas
microsomales), ya que el ADI fue estimado para este efecto toxico (WHO/FAO,
1985). No asi para la poblacion de baja exposicion, la cual obtuvo un valor promedio

de 2 ug/kg/dia.

Si bien es cierto que no es valido hacer comparaciones entre estudios realizados en
modelos animales y en humanos, es de llamar la atencion los niveles encontrados
tanto de DDT como de sus metabolitos en las diferentes matrices estudiadas (plasma
materno, plasma de cordén umbilical y leche materna) en mujeres del Sureste
Mexicano y de la Huasteca Potosina, ya que éstos son muy superiores a los
reportados en animales. En el caso particular del DDE-MeSO; las concentraciones

detectadas, en focas y osos polares, estan asociadas con dafo adrenotoxico.
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CONCLUSIONES

Con los resultados que se obtuvieron se demostré6 que la poblacion que vive en
zonas endémicas de malaria en México esta expuesta cronicamente al DDT residual
y a sus metabolitos, aun cuando dicho plaguicida se dejo de utilizar en el afo 2000.
Esto debido a sus propiedades lipofilicas y a su alta permanencia en el ambiente.
Por ser compuestos que se bioacumulan y biomagnifican, las rutas de exposicion
han cambiado, con este estudio se demostro que ademas de las ya reportadas
(suelo y sedimento), se tiene que considerar de manera importante a la leche

materna.

El haber cuantificado niveles importantes de DDT y sus metabolitos en plasma
materno implica que podria existir un riesgo a la salud de la madre, pero lo mas
importante es que ésta se convierte en una fuente de exposicion para el lactante. Se
comprobd que el neonato esta expuesto a dichos contaminantes desde la gestacion,
ya que se detectaron niveles importantes de DDTs en plasma de cordén umbilical de
los mismos. Los niveles cuantificados en leche materna de DDT y sus metabolitos,
reflejan que estos se eliminan a través de ésta, convirtiéndose en la principal fuente

de exposicidon del neonato durante sus primeros meses de vida.

Los plaguicidas organoclorados y sus metabolitos se enlazan para su transporte
sanguineo a las estructuras quimicas lipofilicas mas complejas, como proteinas,
lipoproteinas, fosfolipidos, albuminas y quilomicrones, formando un complejo

miscible en agua. De esta forma los plaguicidas organoclorados, se distribuyen en el
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organismo a través del torrente circulatorio alcanzando los sitios de almacenamiento,
donde se depositan debido a sus propiedades fisico-quimicas de los compuestos, al
proceso de particion entre los componentes transportadores del suero y los lipidos de
la membrana celular. Del tejido adiposo, los plaguicidas organoclorados se liberan
al suero de acuerdo con el coeficiente de particion (Kp) (Haddad y col, 2000), siendo
distribuidos uniformemente por todo el organismo. El Kp para el DDT total es igual a
0.85, es decir por cada unidad de DDT total que se tiene en tejido adiposo hay 0.85
en plasma, por lo tanto la concentracién de DDT total en plasma es un buen
biomarcador para estimar los niveles de éstos en tejido adiposo (Waliszewski y col.,

2000).

Los niveles de DDT y sus metabolitos tanto en plasma de la madre como en plasma
de cordon umbilical no fueron significativamente diferentes, esto implica que los
compuestos estan en circulacion y/o depositados en tejidos, es decir se encuentran
en equilibrio segun su coeficiente de particion (Kp igual a 0.94 entre plasma materno

y plasma de cordén umbilical) (Kurtz y col., 1976).

Los niveles de DDE-MeSO, en plasma de las madres de la zona de alta exposicion
(Huasteca) fueron 14 veces mayores a los encontrados en leche materna. En
cambio las concentraciones en leche materna de DDE-MeSO, fueron
significativamente menores a las concentraciones de DDT y DDE en la misma matriz,
probablemente porque el DDE-MeSO, se esta quedando depositado en la glandula

adrenal. Si esto fuese cierto, la probabilidad de que estas mujeres presenten un
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efecto toéxico como lo es la hiperplasia y la necrosis de la glandula adrenal (reportado

en modelos animales) seria muy grande.

El neonato estuvo expuesto a una carga importante de DDTs desde la gestacion
(por las concentraciones encontradas en plasma de cordén umbilical) y ahora su
principal fuente de exposicion es la leche materna (concentraciones promedio de 745
ng de DDT Total/g lipido), tomando en cuenta la toxicidad de dichos compuestos, es
importante disefar un programa de reduccién de riesgo en los infantes, sobre todo
porque la leche es el primer alimento y el unico durante los dos primeros afios de

vida en este tipo de comunidades.

Con este estudio se demostroé la presencia del DDE- MeSO, en plasma materno, en
plasma de cordén umbilical y en leche materna de mujeres Mexicanas. En modelos
animales en concentraciones menores a las aqui reportadas se han registrado
efectos adrenotéxicos, por lo tanto, es de vital importancia continuar estudiando a la
poblacion mas susceptible que son los nifios y evaluar la presencia o no de este

efecto.
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Tabla 1. Caracteristicas de edad y numero de partos de la poblacion participante con

muestras de sangre venosa en el Estudio |

Edad (afios) Numero de Partos
Media + DE Media
Chiapas
Lacanja 23 + 11 2
(n=9) (15 -50) (0-7)
La Ciguena 25 + 8 2
(n=9) (17 - 38) (0-5)
Quintana Roo
El Ramonal 31 £ 8 4
(n=10) (20 - 48) (2-12)
Oaxaca
Ventanilla 25 =5 2
(n=12) (17 - 33) (1-95)

Muestras colectadas por conveniencia de mujeres del Sureste Mexicano (Lacanja, Chis., La Ciglefa, Chis., EI Ramonal Q. Roo
y Ventanilla, Oax.). La colecta fue realizada durante el 2004. n = ndmero de muestras. DE = desviacién estandar. Entre
paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo.
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Tabla 2. Caracteristicas de edad y numero de partos de la poblacion participante con

muestras de leche materna en el Estudio |

Edad (afios) Numero de Partos
Media + DE Media
Quintana Roo
El Ramonal 25 + 3 4
(n=7) (23 - 29) (2-6)
Chiapas
La Ciguena 23 £ 7 3
(n=11) (15 - 34) (1-5)
Tapachula 26 £+ 7 2
(n=11) (17 - 37) (1-4)
Faja de Oro 24 + 8 3
(n=12) (16 - 39) (1-7)
San Luis Potosi
Huasteca 25 £ 8 2
(n=10) (18 - 39) (1-5)

Muestras colectadas por conveniencia de mujeres del Sureste Mexicano (El Ramonal, Q Roo, La Cigliefia, Chis., Tapachula,
Chis. y Faja de Oro, Chis.) y de San Luis Potosi (Huasteca). Las muestras fueron colectadas durante el 2004. n = numero de
muestras. DE = desviacion estandar. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo.
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Tabla 3. Concentraciones de DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO; en plasma de mujeres

del Sureste Mexicano

Lacanja, Chis.

El Ramonal, Q Roo

La Ciguiena, Chis.

Ventanilla, Oax.

(n=9) (n=10) (n=9) (n=12)
Mediana Mediana Mediana Mediana
DDT 1323 748 424 335
(551-7433) (158-3222) (322-851) (145-1111)
DDE 3738 1271 1059 1362
(1291-18080) (204-6636) (0.4-1795) (195-5351)
DDD 236 162 144 145
(174-688) (81-391) (0.4-164) (112-248)
5273 2259 1596 1861
DDT total
(2062-26201) (472-10249) (327-2646) (452-6666)
DDE- 64 20 66 43
MeSO, (13-158) (11-48) (19-191) (12-139)

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. Muestras colectadas por conveniencia de mujeres del Sureste Mexicano.
n = numero de muestras. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo. DDT total es la suma de las

concentraciones de DDT, DDE y DDD.
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Tabla 4. Concentraciones de DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO; en leche materna de

mujeres del Sureste Mexicano y de la Huasteca Potosina

El Ramonal, La Cigiiena, Tapachula, Huasteca, Faja de Oro,
Q Roo Chis. Chis. SLP Chis.
(n=7) (n=11) (n=11) (n=10) (n=12)
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
911 134 17 46 18
DDT
(323-2071) (5-470)  (0.04-950)  (7-889)  (0.04-137)
3100
764 683 490 268
DDE (1153-15875)
(121-3128)  (26-3003) (101-2735)  (40-1371)
bDD 1.2 0.19 0.3 0.09 0.09
(0.05-3831)  (0.03-92)  (0.06-135) (0.03-0.20) (0.04-2.85)
4287 926 778 536 300
DDT total
(1508-20834) (126-3500)  (27-3953) (110-3624)  (44-1489)
2.8 1.2 0.5 14 0.4
DDE-MeSO,
(0.2-9.0) (0.5-4.2) (0.06-38)  (0.3-3.2)  (0.02-7.8)

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. Muestras colectadas por conveniencia de mujeres del Sureste Mexicano y de la
Huasteca Potosina. n = nUmero de muestras. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo. DDT total es la suma

de las concentraciones de DDT, DDE y DDD.
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Tabla 5. Caracteristicas de las mujeres participantes en el Estudio Il

Huasteca Potosina Ciudad de San Luis Potosi

(Alta exposicion) (Baja Exposicion)
(n=32) (n=20)
Media + DE Media + DE
25 £ 5 24 + 6
Edad (afios)
(16 — 36) (17 - 39)
32 22
Numero de Partos
(1-9) (1-6)
33 = 25 49 + 12
Tiempo de lactancia (dias) (1-94) (2 - 56)

Muestras colectadas para la evaluacion de la exposicion perinatal al DDT y sus metabolitos en la Huasteca Potosina (poblacién
de alta exposicién, mujeres de la zona sur de la Huasteca Potosina, de las comunidades de Tampamolén de Corona y Axtla de
Terrazas) y en una poblacién de baja exposicion (mujeres provenientes de los alrededores de la ciudad de San Luis Potosi)
durante el 2006. n = numero de muestras. DE = desviacion estandar. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo.
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Tabla 6. Comparacion de los niveles de DDT y sus metabolitos en plasma de
mujeres de la Huasteca Potosina y de los alrededores de la ciudad de

San Luis Potosi

Huasteca Potosina Ciudad de San Luis Potosi
(Alta exposicion) (Baja Exposicion)
(n=32) (n=20)
Media® + EE Media® + EE
319 + 66 130 + 33
DDT
(0.4 -1778) (0.9 -632)
844* + 190 287 + 46
DDE
(94 — 4879) (81 —884)
3.8 + 27 10 + 13
DDD
(0.6 — 640) (0.8 -172)
1339* + 236 539 + 61
DDT total
(95 - 5514) (177 — 1331)
101* £ 20 1.7 + 0.3
DDE-MeSO,
(1.5 -564) (0.6 — 6)

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. Muestras colectadas para la evaluacién de la exposicién perinatal al DDT y sus
metabolitos en la Huasteca Potosina (poblacién de alta exposicién, mujeres provenientes de la zona sur de la Huasteca
Potosina, de las comunidades de Tampamolén de Corona y Axtla de Terrazas) y en mujeres provenientes de los alrededores de
la ciudad de San Luis Potosi (poblacion de baja exposicion). DDT total es la suma de las concentraciones de DDT, DDE y
DDD. ® Media geométrica. EE = error estandar. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo. *p < 0.001.
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Tabla 7. Comparacion de los niveles de DDT y sus metabolitos en plasma de cordén
umbilical de la zona Huasteca y de los alrededores de la ciudad de

San Luis Potosi

Huasteca Potosina Ciudad de San Luis Potosi
(Alta exposicion) (Baja Exposicion)
(n=32) (n=20)
Media® + EE Media® + EE
255 + 53 125 + 25
DDT
(0.3 -1422) (2-373)
675* + 152 285 + 44
DDE
(75 - 3903) (95 - 814)
3.6 + 21 10 + 17
DDD
(0.6 -512) (0.8 — 254)
1072* + 189 517 + 62
DDT total
(76 — 4412) (152 — 1383)
82* + 16 16 £ 0.2
DDE-MeSO,
(1.2 —461) (0.7 -5)

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. Muestras colectadas para la evaluacién de la exposicién perinatal al DDT y sus
metabolitos en la Huasteca Potosina (poblacion de alta exposicion, mujeres de la zona sur de la Huasteca Potosina, de las
comunidades de Tampamolén de Corona y Axtla de Terrazas) y en mujeres provenientes de los alrededores de la ciudad de
San Luis Potosi (poblacion de baja exposicion). DDT total es la suma de las concentraciones de DDT, DDE y DDD.
n = nimero de muestras. ° Media geométrica. EE = error estandar. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo.
*p < 0.001.
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Tabla 8. Coeficientes de correlacion entre las concentraciones de los DDTs en las

diferentes matrices bioldgicas

Huasteca Potosina Ciudad de San Luis Potosi
(Alta exposicion) (Baja Exposicion)
(n=32) (n=20)
DDT pm — DDT pcu 0.93* 0.93*
DDT pm — DDT Lm 0.24 0.29
DDT pcu — DDT m 0.22 0.28
DDE pm — DDE pcu 0.88* 0.92*
DDE pm — DDE v 0.50* 0.49*
DDE pcu — DDE m 0.42* 0.39*
DDD pm — DDD pcu 0.74* 0.80*
DDD pm — DDD m 0.002 0.002
DDD pcu — DDD m 0.002 0.002
DDT Tot pm— DDT total pcu 0.84* 0.84*
DDT Tot pm — DDT total Lm 0.49* 0.50*
DDT Tot rcu — DDT total m 0.38* 0.39*
DDE-MeSO;prm — DDE-MeSO; pcu 0.92* 0.93*
DDE-MeSO;prm — DDE-MeSO; 1 0.005 0.004
DDE-MeSO; rcu — DDE-MeSO; 0.005 0.005

Las concentraciones (ng/g lipido) fueron transformadas a logaritmo antes del andlisis estadistico. Huasteca Potosina (poblacién
de alta exposicién, mujeres provenientes de Tampamolén de Corona y Axtla de Terrazas). Ciudad de San Luis Potosi
(poblacion de baja exposicién, mujeres provenientes de los alrededores de la ciudad). DDT total es la suma de las
concentraciones de DDT, DDE y DDD. Plasma Materno (PM), Plasma de Cordén Umbilical (PCU) y Leche Materna (LM).
*p<0.001.
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Tabla 9. Comparacién de los niveles de DDT y sus metabolitos en leche materna
entre las mujeres de la Huasteca Potosina y las mujeres de la ciudad de

San Luis Potosi

Huasteca Potosina Ciudad de San Luis Potosi
(Alta exposicion) (Baja Exposicion)
(n=32) (n=20)
Media® + EE Media® + EE
126* + 178 28 + 5
DDT
(19 — 5661) (13-121)
503* + 168 54 + 14
DDE
(837 — 4423) (20 -312)
19* + 19 6 + 2
DDD
(0.1 - 559) (0.1 - 34)
745* + 280 99 + 19
DDT total
(69 — 6912) (33 -433)
7+ 5 0.1 + 0.05
DDE-MeSO,
(0.15-176) (0.1-0.8)

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. Muestras colectadas para la evaluacién de la exposicién perinatal al DDT y sus
metabolitos en la Huasteca Potosina (poblacion de alta exposicion, mujeres de la zona sur de la Huasteca, de las comunidades
de Tampamoldn de Corona y Axtla de Terrazas) y en mujeres provenientes de los alrededores de la ciudad de San Luis Potosi
(poblacion de baja exposicion). DDT total es la suma de las concentraciones de DDT, DDE y DDD. n = niumero de muestras.
® Media geométrica. EE = error estandar. Entre paréntesis se presenta el valor minimo y el maximo. *p < 0.001.
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Tabla 10. Ingesta Diaria Aceptable (ADI) ug/kg/dia de DDT mas DDE

en leche materna

Mediana Intervalo %>20 ug/kg/dia*

El Ramonal 141 28 - 414 100
La Cigtena 55 4-147 70
Tapachula 51 1-165 64
Huasteca Potosina (2004) 40 5 _ 124 40
Faja de Oro 19 2. 57 o5
Huasteca Potosina (2006) 31 2-157 40
Ciudad de San Luis Potosi 2 1-5 0

* Valor de referencia de la ADI (Ingesta Diaria Aceptable, por sus siglas en inglés) establecido por la OMS, 1985. Estudio | (El
Ramonal, Q Roo, La Ciglefa, Chis., Tapachula, Chis., Huasteca, SLP, y Faja de Oro, Chis.). Estudio Il (Huasteca Potosina:
Tampamoldén de Corona y Axtla de Terrazas, poblacion de alta exposicién; ciudad de San Luis Potosi: poblacién de baja
exposicion). ADI (ug /kg/dia) = [concentracion DDT + DDE (ug/L)] * [tasa de ingesta de leche (L/dia)] * [lipidos (ug)]

[peso corporal (kg)]
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Huasteca,
San Luis Potosi

Ventanilla,
Oaxaca.

Figura 1. Zonas de estudio de la Primera Etapa (Estudio I).

El Ramonal,
Quintana Roo

Lacanja, Faja de Oro,
Tapachulay La
Ciguena, Chiapas.

Ubicacién de las diferentes comunidades del Estudio |, Sureste Mexicano (Oaxaca, Chiapas y
Quintana Roo) y en la Huasteca (San Luis Potosi). Las muestras de sangre venosa y leche materna

fueron colectadas durante el afio 2004.
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NUEVO LEON
ZACATECAS 4

TAMAULIPAS Tampamolén
de Corona

Axtla de
Terrazas

ZACATECAS

Ciudad de San Luis
Potosi

GUANAJUATOD

Figura 2. Zonas de estudio de la Segunda Etapa (Estudio Il).

Ubicacién de las comunidades donde se evalué la exposicion perinatal al DDT y sus metabolitos.
Poblacién de alto riesgo (Tampamolén de Corona y Axtla de Terrazas, Huasteca Potosina). Poblacion
de bajo riesgo (ciudad de San Luis Potosi). Las muestras de sangre venosa, sangre de cordén
umbilical y leche materna fueron colectadas durante el 2006.
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Leche/Plasma

l

Desproteinizaciéon
Extraccion lipidos

l

Fraccion DMSO

v v

DDE-MeSO: DDTs
v v
Columna de Tratamiento
SiOleQH/HzSO4 con H2S04
CG-CE Columna de
Si02/H2S04
CG-CE

Figura 3. Esquema de la metodologia de extraccién del DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO,
CG-CE: Cromatografia de Gases con Captura de Electrones.
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Figura 4. Cromatograma de una mezcla de DDT, DDE, DDD y CB-189.
Tiempos de retencion: DDE 11.97 min., DDD 13.62 min., DDT 14.79 min., y CB-189 19.91 min.

(estandar interno).
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Figura 5. Cromatograma de una mezcla de DDE-MeSO, y MeSO,-IS.

Tiempos de retencion: DDE-MeSO, 29.11 min., y MeSO,-IS 37.93 min. (estandar interno).
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Figura 6. Curvas de Calibracion para el DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO,,
Las curvas de calibracion en plasma y leche materna son el promedio de tres replicas. Las
concentraciones para el DDT, DDE y DDD fueron de 0.6, 2.7, 12.5, 55 y 250 ppb. Las
concentraciones para el DDE-MeSO, fueron de 0.6, 1.2, 2.5, 5y 10 ppb.
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No. de Partos vs Log DDE-MeSO2
log DDE-MeSO2 = 1.8925 + .04017 * No. Partos

Correlation: r = 0.14765, p=0.42
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Figura 7. Correlaciones entre el logaritmo de la concentraciéon de los DDTs en plasma materno y el

numero de partos en la poblacién Huasteca.

Muestras colectadas para la evaluacion de la exposicion perinatal al DDT y sus metabolitos. Mujeres
provenientes de la zona sur de la Huasteca Potosina, de las comunidades de Tampamolén de Corona
y Axtla de Terrazas (poblacion de alta exposicion) (n=32).
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No. de Partos vs Log DDE-MeSO2
log DDE-MeS02 ng/glip = 1.8047 + .03905 * No. Partos

Correlation: r = .14762, p=0.42

log DDE-MeS02 (ng/g lipido)
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Figura 8. Correlaciones entre el logaritmo de la concentracién de los DDTs en plasma de cordén
umbilical y el numero de partos en la poblacion Huasteca.
Muestras colectadas para la evaluacion de la expogsicion perinatal al DDT y sus metabolitos. Mujeres
provenientes de la zona sur de la Huasteca Potosina, de las comunidades de Tampamolén de Corona
y Axtla de Terrazas (poblacién de alta exposicion) (n=32).
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Log DDE-MeS0O2 vs Log DDT
log DDT ng/glip = -2.034 + 1.2143 * log DDE-MeS02

Correlation: r =0 .7106%0.001

Log DDE-MeSO2 vs Log DDE
log DDE ng/glip = -2.280 + 1.0687 * log DDE-MeSO2

Correlation: r =0 .72782,0.001
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Figura 9. Correlacion en leche materna entre la concentracion del DDT, DDE, DDD y DDT total y la
concentracion del DDE-MeSO,.

Por su distribucién unimodal, para esta correlacion se considerd un solo grupo n=52; 32 mujeres de la
poblacion de alta exposicion (mujeres provenientes de la zona sur de la Huasteca Potosina, de las
comunidades de Tampamoldn de Corona y Axtla de Terrazas) y 20 mujeres de la poblacion de baja
exposicién (mujeres provenientes de los alrededores de la ciudad de San Luis Potosi).
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Reactivos

Hexano, dietil éter, isopropanol, metil tert-butil éter y diclorometano (Burdick &
Jackson grado HPLC). Acido clorhidrico, acido férmico, acido sulfurico, cloruro de
potasio e hidroxido de potasio (J. T. Baker). Silica gel y dimetil sulféxido (DMSO)
grado biologia molecular (SIGMA). 4-4’-DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano]
(ULTRA Scientific, 99.4%), 4-4’-DDE [1,1-dicloro-2,2-bis(p-diclorodifenil)etileno]
(ULTRA Scientific, 99.8%) y 4,4’-DDD [1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano] (CHEM
SERVICE, 99.3%). EI DDE-MeSO; [3-metilsulfonil-2,2-bis(4-clorofenil)-1,1-
dicloroetano] (95%) vy los estandares internos CB-189 (2,3,3',4,4°,5,5-
heptaclorobifenilo) (97.9%) y MeSO,-PCB-IS (3-metilsulfonil.4-metil-2’,3’,4’,5,5'-
pentaclorobifenilo) (98.9%) fueron donados por el Departamento de Quimica

Analitica de la Universidad de Estocolmo, Suecia.

Colecta de las muestras bioldgicas

1. Sangre Venosa.

Se etiquetd el tubo vacutainer con heparina con los datos necesarios para su
posterior identificacion. Con una torunda humedecida con alcohol, se limpié la zona
donde se hizo la puncién. Se tomaron 15 ml de sangre venosa. Se mezclo
suavemente hasta que la heparina se incorporara a la muestra de sangre, para evitar
que ésta se coagulara. Posteriormente se separd el plasma del paquete globular

centrifugando a 2500 rpm durante 20 min y se colocé en un tubo de vidrio con tapén
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previamente codificado. La muestra de plasma se almacené en congelacion hasta
su analisis y el paquete globular se desechd, siguiendo la norma establecida para

ello.

2. Sangre de cordén umbilical.

Después de haber cortado el corddon umbilical entre el neonato y la madre, se
colectaron 15 ml de sangre de corddn umbilical (sangre venosa o arterial) del
segmento proximal al neonato. Los tubos se mezclaron suavemente hasta que la
heparina se incorporé a la muestra de sangre, para evitar que se coagulara. Se
separo el plasma del paquete globular centrifugando a 2500 rpm durante 20 min y se
colocd en un tubo de vidrio con tapdn previamente codificado. La muestra se

almacend en congelacion hasta su analisis.

3. Leche materna.

La colecta se realizé de forma manual pidiéndole a la madre que se aseara con agua
el area del pezon. Se recibié la muestra de leche materna directamente en un frasco
de vidrio ambar previamente codificado. La colecta se realizé por tiempos en un
mismo dia; es decir, después de alimentar al bebé se colectd un poco, se guardo la
muestra de leche en el refrigerador; y se sigui6 colectando después de la siguiente
toma y asi sucesivamente, hasta obtener 10 ml aproximadamente. Una vez que se
colectd toda la muestra, se cubrio la boca del frasco con aluminio y posteriormente

con la tapa de rosca. Se conservo el frasco en congelacion hasta su analisis.
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Método analitico para cuantificar al DDT y sus metabolitos a partir de muestras

de plasma

La extraccion del DDT y sus metabolitos del plasma materno y del plasma de cordén
umbilical se basé en el método desarrollado y validado por Hovander y col., 2000, el
cual se divide en tres etapas:

1. Extraccion de los lipidos de la muestra biolégica.

2. Extraccion de los analitos de los lipidos.

3. Limpieza de la muestra.

1. Extraccion de los lipidos.

En un primer tubo (TUBO 1) se pesaron 5 g de plasma y se adicionaron los
estandares internos (CB-189 y MeSO,-IS), se agitd en vortex por un minuto, se
mezclé por inversion durante 2h, y se dejé reposar 24h en refrigeracion.
Posteriormente se realiz6 la desnaturalizacion de proteinas con 6 ml de isopropanol y
1 ml de HCI 6M, se mezclé en vortex durante 20s Después se llevo a cabo una
extraccion liquido-liquido con 6 ml de una mezcla de metilterbutiléter-hexano (1:1), se
mezclo por inversion durante 5 min. y se centrifugdé a 3000 rpm durante 5 min. Los
analitos obtenidos en la fase organica se transfirieron a un segundo tubo (TUBO 2) al
cual se le habian adicionado 4 ml de KCI 1%, se mezcld por inversion 5 min y se
centrifugd a 3000 rpm durante 5 min. Del TUBO 2 se removio y deseché la fase
acuosa con ayuda de una pipeta Pasteur de punta larga. Nuevamente se agregaron
4 ml de KCI 1% al TUBO 2, se invirtidé por inversién 5 min. y se centrifugé 5 min a

3000 rpm. La fase organica se transfirid a un tercer tubo (TUBO 3), el cual fue
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previamente pesado, la capa inferior de éste se extrajo nuevamente con 3 ml de
hexano (se mezclé por inversion 5 min., y se centrifugd a 3000 rpm 5 min.) y
nuevamente la fase organica se transfiriéo al TUBO 3, las fases organicas colectadas
en el TUBO 3 se evaporaron con flujo de nitrégeno a 50°C hasta llegar a peso
constante y se determind por gravimetria el contenido de lipidos presentes en la

muestra.

2. Extraccion de los analitos de los lipidos.

Los lipidos obtenidos en el TUBO 3 se disolvieron con 4 ml de hexano y 0.5 ml de
DMSO, se mezclé por inversion durante 10 min. y se centrifugé a 3000 rpm por
5 min. El DDE- MeSO, se disuelve con el DMSO, por lo tanto dicho compuesto se
quedo en la fase acuosa. La fase organica que contiene al DDT, DDE y DDD, se
transfiri6 a un cuarto tubo (TUBO 4). La fase organica se extrajo nuevamente del

TUBO 3 con 3 ml de hexano y se coloco en el TUBO 4.

Las fases organicas colectadas en el TUBO 4, se hidrolizaron con 1 ml de H,SO4
conc., se mezcld por inversion 5 min. y se centrifugé a 3000 rpm durante 5 min. La
fase organica se transfirid a un quinto tubo (TUBO 5). Se reextrajo la capa inferior
del TUBO 4 con 2 ml de hexano se transfirié la fase organica al TUBO 5, la muestra
se concentro a 0.5 ml con corriente suave de nitrégeno a 37°C para posteriormente

realizar la limpieza.
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ElI DDE- MeSO, se extrajo de la fase acuosa del TUBO 3 con 0.5 ml de H,0y 3 ml
de hexano, se mezclo por inversiéon 5 min. y centrifugé a 3000 rpom durante 5 min.
La fase organica se coloco en un TUBO 6. Se reextrajo la fase inferior del TUBO 3
con 3 ml de hexano, se mezcld y se centrifugd. Una vez que se tuvieron las dos
fases organicas en el TUBO 6, se concentraron a 0.5 ml con flujo de nitrégeno a

37°C para posteriormente realizar el proceso de limpieza.

3. Limpieza de la muestra.

a) Activacion de la silica gel.
La silica gel se activd en una estufa a 280°C durante 24h, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se transfirid a un frasco de vidrio ambar, éste se coloco en
un desecador para conservar la silica activada. Esta debe usarse por un periodo de

no mas de 7 dias.

b) Preparacién de las columnas.
Para el DDT, DDE y DDD se prepararon las columnas de la siguiente manera: en
una pipeta Pasteur de punta larga se coloco un tapon de lana de vidrio silanizada, se
agrego 0.1 g de silica gel activada, 1 g de una mezcla recién preparada de

SiOqact:H,SO4 conc. (2:1) y 0.1 g de sulfato de sodio anhidro.

Para el DDE-MeSO, las columnas se prepararon en una pipeta Pasteur de punta

larga para ello se le coloco un tapdn de lana de vidrio silanizada, se agregé 0.1 g de
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silica gel activada, 0.2 g de una mezcla recién preparada de SiOjact:KOH 1M (2:1),

0.4 g de SiOact:H,SO4 conc (2:1) y 0.1g de sulfato de sodio anhidro.

c) Limpieza del DDT, DDE Y DDD.
La columna de SiOact:H»,SO4 conc. fué acondicionada con 6 ml de una mezcla de
DCM (dicloro metano) : hexano (1:1). Se adicioné el extracto obtenido del TUBO 5y
los analitos se eluyeron con 10 ml de una mezcla de DCM:hexano (1:1). Se realizo
un cambio de solvente de DCM a hexano por medio de una corriente suave de
nitrégeno a 37°C y la muestra se concentré a 1 ml, la cual se transfirié a un vial para

su posterior analisis cromatografico.

d) Limpieza del DDE-MeSO,,
La columna de SiOjact:KOH:H,SO4 conc. fué acondicionada con 6 ml de DCM. Se
adicion¢ el extracto del TUBO 6 y el analito se eluyé con 10 ml de DCM. Se realiz6
un cambio de solvente de DCM a hexano por medio de una corriente suave de
nitrégeno a 37°C y la muestra se concentré a 1 ml, la cual se transfirié a un vial para

su posterior analisis cromatografico.

Analisis Cromatografico.

La cuantificaciéon de los diferentes compuestos se realizd en un cromatografo de
gases (Agilent 6890 Series GC System) con automuestreador, utilizando como
detector un captura de electrones. Se utilizdé una columna DB-608 (J&W Scientific)

especial para plaguicidas clorados, de polaridad intermedia, con una longitud de
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30 m, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de pelicula de fase
estacionaria, se utilizd helio como gas acarreador y nitrbgeno como gas
compensador (make up). La temperatura del inyector fue de 210 °C en el modo
splitless manteniendo la valvula cerrada por un tiempo de 0.75 min. La temperatura
de trabajo del detector fue de 300 °C. Para la determinaciéon del DDT, DDE y DDD
se trabajé con una temperatura inicial del horno de 150°C (1 min.) y una final de
285°C (rampa: 20°C/min hasta llegar a 285°C). Con respecto a la determinacién del
DDE-MeSO0O; se trabajé con una temperatura inicial del horno de 150°C (1 min), y una
final de 270°C (rampa: 20°C/min, hasta llegar a 270°C, 10°C/min hasta llegar a

285°C). El volumen de inyeccidon de la muestra fue de 1 pl.

Método analitico para cuantificar al DDT y sus metabolitos a partir de muestras

de leche materna

Para la extraccion del DDT y sus metabolitos de las muestras de leche se siguio el
mismo procedimiento que el empleado en el método de plasma pero con algunas
modificaciones. En el proceso de extraccion de lipidos el HCI 6M fue reemplazado
por acido féormico concentrado y la extraccion liquido-liquido se realiz6 con una

mezcla de éter:hexano (1:1).

Los procesos de extraccion de los analitos de los lipidos, la limpieza de la muestra y
el analisis cromatografico sigui6 el mismo protocolo que el empleado con las

muestras de plasma.
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ANEXO Ii
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Para confirmar y documentar la confiabilidad del los resultados obtenidos de los
niveles de DDT y sus metabolitos en las diferentes matrices, se realiz6 la validacion y

estandarizacion del método instrumental y analitico.

1. Validacion del Método Instrumental

1.1SELECTIVIDAD
La selectividad de un método se refiere a la capacidad de éste para identificar a un
analito en particular que se encuentra en una mezcla. Cuando un método es
selectivo para un analito o un grupo de analitos se dice que es especifico (Eurachem

Guide, 1998).

Se trabajé con dos programas de temperaturas de analisis, uno para el DDT, DDE vy
DDD; y el segundo para el DDE-MeSO,. Dado que estos dos grupos de compuestos
tienen propiedades cromatograficas diferentes, se inyectaron estandares de
concentracion conocida de cada uno de los compuestos de manera individual y
posteriormente en mezcla para determinar la capacidad del detector de identificar el
mismo analito cuando se encuentra solo y/o en mezcla. Con este ensayo se
obtuvieron los tiempos de retenciéon de cada compuesto los cuales se muestran en la

siguiente tabla:
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Tabla 1. Tiempos de retencion del DDT y sus metabolitos y

los estandares internos empleados

Tiempo de retencién (min)
DDE 12.05
DDD 13.69
DDT 14.87
CB-189 19.91
DDE-MeSO, 29.18
MeSO.-IS 37.97

Para la determinacion del DDT, DDE y DDD se trabajo con una temperatura inicial del horno de 150 °C (1 min.) y una final de
285 °C (rampa: 20 °C/min hasta llegar a 285 °C). Para la determinacion del DDE-MeSO; se trabaj6é con una temperatura inicial
del horno de 150°C (1 min), y una final de 270°C (rampa: 20°C/min, hasta llegar a 270°C, 10°C/min hasta llegar a 285°C).

Con los datos obtenidos se pudo confirmar que la respuesta a la mediciéon es
atribuida a cada metabolito, ya que presentaron los mismos tiempos de retencion

cuando se inyectaron de forma individual o en una mezcla de éstos (figura 4 y 5).

1.2 LINEALIDAD
Para el DDT, el DDE y el DDD se realizaron tres curvas de calibracion en hexano
por triplicado, durante tres dias diferentes. Las concentraciones de los estandares
fueron de 0.6, 2.7, 12.5, 55 y 250 ppb, con 101.7 ppb de CB-189 como estandar
interno. Las condiciones cromatograficas fueron las mismas descritas en el Anexo |.
En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de: coeficiente correlacion

(r), pendiente (m) e intercepto al origen (b).
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Tabla 2. Linealidad del método instrumental para el DDT, DDE Y DDD

DDT DDE DDD
Curva r m b r m b r m b
1 0.9999  0.8320  0.0179 | 0.9999 1.1600 0.0302 | 0.9995  0.5960  0.0257
2 0.9999  0.8860  0.0182 | 0.9999 1.2000 0.0185 | 0.9999  0.6200  0.0175
Dia 1
3 0.9995  0.8580  0.0354 | 0.9999 1.1800 0.0194 | 0.9995  0.6020  0.0302
4 0.9999  0.7990  0.0106 | 0.9999 1.1900 0.0181 0.9995  0.5670  0.0222
5 0.9999  0.8140  0.0130 | 0.9999 1.1400 0.0136 | 0.9999  0.5610  0.0150
Dia 2
6 0.9990  0.8080  0.0378 | 0.9999 1.1500 0.0201 0.9990  0.5480  0.0296
7 0.9995  0.8030  0.0140 | 0.9999 1.1100 0.0129 | 0.9995  0.5400  0.0239
8 0.9999  0.8120  0.0199 | 0.9999 1.1000 0.0143 | 0.9999  0.5470  0.0168
Dia 3
9 0.9990  0.8100  0.0402 | 0.9999 1.1100 0.0141 0.9995  0.5460  0.0281
Media 0.9997  0.8250  0.0230 | 0.9999 1.1500 0.0179 | 0.9996  0.5670  0.0232
DE 0.0004  0.0292  0.0115 0 0.0370 0.0053 | 0.0003  0.0291 0.0057
% CV 0.03 3 50 0 3 30 0.03 5 25

Con respecto al DDE-MeSO, se prepararon estandares en hexano de 0.6 ppb, 1.2

ppb, 2.6 ppb, 5 ppb y 10 ppb; con 1.4 ppb de MeSO,-IS como estandar interno. Cada

curva se hizo por triplicado, durante tres dias diferentes. En la tabla 3 se muestran

los resultados.
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Tabla 3. Linealidad del método instrumental para el DDE-MeSO,

Curva r m b
1 0.9960 1.236 0.0038
2 0.9985 0.812 0.0748
Dia 1
3 0.9975 1.034 0.0365
4 0.9960 1.120 -0.0299
5 0.9985 1.160 -0.0175
Dia 2
6 0.9975 0.913 -0.0287
7 0.9980 1.116 -0.0208
8 0.9985 1.098 -0.0466
Dia 3
9 0.9980 1.103 -0.0269
Media 0.9976 1.066 -0.0061
DE 0.010 0.1297 0.0387
% CV 0.1 12 629

De acuerdo a la EURACHEM (Europa Analytical Chemistry) para determinar la
linealidad de un método analitico, el analisis debe realizarse por triplicado con 5 a 8
concentraciones diferentes del analito, preparados a partir de una misma solucion
patron. Los criterios de linealidad son: el coeficiente de correlacion > 0.99; la
pendiente es especifica para cada compuesto pues la respuesta del detector es de
acuerdo a la estructura quimica del analito; y el intercepto al origen lo mas cercano a

cero.
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Las curvas de calibracion para el DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO, fueron lineales ya
que todos los coeficientes de correlacion fueron > 0.99, y los rangos del intercepto
fueron para el DDT de 0.0150 a 0.0302, para el DDE de 0.0136 a 0.0302, para el

DDD de 0.0150 a 0.0302 y para el DDE-MeSO, de —0.0466 a 0.0748.

1.3 PRECISION

1.3.1 PRECISION DEL INSTRUMENTO

La EURACHEM indica que, para la precision del equipo, el analisis debe realizarse
por sextuplicado de una misma solucion de referencia, con un criterio de aceptacion
de CV < 1.5%. Este parametro nos indica la precision que tiene tanto el
automuestreador al inyectar un mismo estandar o muestra, como el detector de
captura de electrones para identificar al analito en cuestion. Se empled una solucion
estandar de 2.6 ppb de DDE-MeSO,. Los resultados se muestran en la siguiente

tabla:
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Tabla 4. Precision del instrumento

Inyeccién Area
1 0.582

2 0.585

3 0.582

4 0.583

5 0.583

6 0.582
Media 0.583
DE 0.001

% CV 0.020

Observando los datos, indican que la inyeccion automatica del equipo tuvo una baja
dispersién de las lecturas de un mismo estandar, por lo que es preciso ya que el

porcentaje del coeficiente de variaciéon fue menor al establecido que es de 1.5%

1.3.2 REPETIBILIDAD

El criterio para la repetibilidad de un método analitico es que el % CV de la respuesta
de cada estandar en el instrumento debe tener una variacion entre el 16 y el 23%

(Howirtz, 1981).

Para cada uno de los compuestos, se analizd la repetibilidad observando la
variabilidad de la respuesta de cada uno de éstos. El analisis se realiz por triplicado

en tres dias diferentes. Los resultados se presentan en las tablas 5, 6, 7 y 8.
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Tabla 5. Repetibilidad del método instrumental para el DDT

Area
Estandar Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ppb) Media % CV Media % CV Media % CV
0.6 0.011 3.670 0.010 5.330 0.010 3.331
2.7 0.034 8.812 0.032 5.781 0.033 7.466
12.5 0.129 3.230 0.116 4.679 0.120 5.095
55 0.495 3.536 0.454 1.337 0.467 2.278
250 2.133 3171 2.004 1.350 2.010 1.288
Tabla 6. Repetibilidad del método instrumental para el DDE
Area
Estandar Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ppb) Media % CV Media % CV Media % CV
0.6 0.019 19.488 0.014 10.914 0.013 3.999
2.7 0.0507 3.899 0.045 5.358 0.042 7.528
12.5 0.174 2.592 0.162 3.537 0.154 2.211
55 0.670 1.099 0.657 3.063 0.616 0.896
250 2.918 1472 2.864 1.957 0.732 0.732
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Tabla 7. Repetibilidad del método instrumental para el DDD

Area
Estandar Dia1 Dia 2 Dia 3
(ppb) Media % CV Media % CV Media % CV
0.6 0.010 18.417 0.009 13.524 0.009 14.610
27 0.030 4.907 0.027 8.604 0.028 9.797
12.5 0.110 3.285 0.099 1.915 0.101 3.812
55 0.258 2.603 0.242 2.657 0.234 1.900
250 1.508 1.919 1.390 1.478 1.356 0.826

Tabla 8. Repetibilidad del método instrumental del DDE-MeSO,

Area
Estandar Dia 1 Dia 2 Dia 3

(ppb) Media % CV Media % CV Media % CV
0.6 0.242 5.815 0.257 3.122 0.294 1.363
1.2 0.635 10.976 0.567 3.725 0.582 0.852
2.6 1.321 11.550 1.302 3.513 1.475 0.961

5 2.147 6.276 2.260 2414 2.813 0.308

10 5.082 10.023 4.920 0.674 6.513 0.280

De acuerdo a los porcentajes del coeficiente de variacién obtenidos, se concluye
que el método instrumental fue reproducible ya que este parametro estuvo dentro del

intervalo de aceptacion (16 a 23%).
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1.3.3 REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad del método, se realizd con el analisis de las pendientes.

El

coeficiente de variacién de ésta debe ser entre el 16 y el 23% (Horwitz, 1981). Los

resultados de reproducibilidad para cada uno de los compuestos se muestran en las

siguientes tablas (9, 10, 11y 12):

Tabla 9. Reproducibilidad del método instrumental para el DDT

Pendiente
Curva Media mismo dia
(m)
1 0.832 )

i Media = 0.859
Dia 1 0.886

% CV = 3.145
0.858
0.799

Dia 2 Media = 0.807
0.814

%CV =0.935
0.808

0.803 ]

Dia 3 Media = 0.808
0.812

%CV = 0.585
0.810
Media diferentes dias 0.825
% CV 3.541
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Tabla 10. Reproducibilidad del método instrumental para el DDE

Pendiente o
Curva Media mismo dia
(m)
1 1.160 Media  1.180
, edia=1.
Dia 1 2 1.200
%CV = 1.695
1.180
1190 Media = 1.160
. edia = 1.
Dia 2 5 1.140
%CV = 2.281
1.150
1110 Media = 1.107
. edia="1.
Dia 3 8 1.100
%CV = 0.522
1.110
Media diferentes dias 1.145
% CV 3.211

Tabla 11. Reproducibilidad del método instrumental para el DDD

Pendiente

Curva Media mismo dia
(m)
1 0.596 ]
. Media = 0.606
Dia 1 2 0.620
%CV = 2.061
0.602
0.567
, Media = 0.559
Dia 2 5 0.561
%CV =1.738
0.548
0.540
, Media = 0.544
Dia 3 8 0.547
%CV = 0.695
0.546
Media diferente dias 0.570

% CV 5.110
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Tabla 12. Reproducibilidad del método instrumental para el DDE-MeSO,

Pendiente

Curva Media mismo dia
(m)
1 0.685
, Media = 0.657
Dia 1 2 0.632
%CV =4.575
3 0.635
4 0.687 ]
, Media = 0.682
Dia 2 5 0.681
%CV =0.610
6 0.679
7 0.8060 )
, Media = 0.802
Dia 3 8 0.798
%CV = 0.504
0.803
Media diferentes dias 0.712
% CV 9.965

Con los resultados obtenidos para cada uno de los compuestos, se concluye que
el método instrumental fue reproducible ya que el porcentaje del coeficiente de

variacion estuvo dentro del intervalo de aceptacion (16-23%).

1.4 PRUEBA DE VERIFICACION.
Se prepararon estandares en solvente de concentracion baja, media y alta de cada
uno de los compuestos, empleando un disefio a “simple ciego”, las concentraciones
fueron diferentes a los puntos con que se construyd la curva de calibracion. El
objetivo de esta prueba fue verificar que la Ley de Lambert y Beer se cumpliera, es
decir, asegurar que la respuesta fuera proporcional a la concentracion de cada

compuesto dentro del intervalo lineal. El criterio de aceptacion para esta prueba fue
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que el porcentaje de coeficiente de variacion de cada concentracion debia estar entre

el 16 y el 23 % (Horwitz, 1981).

Las concentraciones de los estandares fueron de 1.5, 50 y 200 ppb para el DDT,

DDE y DDD, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 13. Prueba de verificacion del método instrumental para el DDT, DDE y DDD

1.5 ppb 50 ppb 200 ppb

Media %CV Media %CV Media %CV

DDT 1.448 1.2 52.587 1.0 205.702 6.4
DDE 1.439 1.1 48.778 1.9 187.084 4.8
DDD 1.450 20 49.301 0.7 203.239 4.0

Para el DDE-MeSO; se utilizaron las siguientes concentraciones: 0.8, 3y 7 ppb. Los

resultados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Prueba de verificacion del método instrumental para el DDE-MeSO,

0.8 ppb 3 ppb 7 ppb

Media %CV Media %CV Media %CV

0.869 1.7 3.511 5.2 7.094 3.4
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Al observar los datos obtenidos se concluye que la prueba de verificacion fue

superada ya que los porcentajes del coeficiente de variacion fueron menores al 23%.

1.5 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION
a) Limite de deteccion (LD): minima concentracion de los analitos que puede ser
detectada por el instrumento, pero no necesariamente cuantificada (Eurachem
Guide, 1998).
b) Limite de cuantificaciéon (LC): la menor concentracion de los analitos en una
muestra que puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptable bajo las

condiciones de operacién establecidas (Eurachem Guide, 1998).

Para estos parametros se realizaron tres curvas en hexano por triplicado durante tres
dias diferentes con los siguientes concentraciones: 0.15, 0.30, 0.60, 0.90 y 5 ppb
para el DDT, el DDE y el DDD. De igual manera se realizé para el DDE-MeSO; pero
con las siguientes concentraciones: 0.31, 0.41, 0.6 y 2.5 ppb. Los calculos se
realizaron por el método geométrico descrito por Miller (Miller y Miller, 2000). Los

resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 15. Limite de deteccion y cuantificacion del método instrumental

LD LC

(ppb) (ppb)
DDT 0.019 0.065
DDE 0.028 0.094
DDD 0.031 0.104
DDE-MeSO, 0.042 0.069
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2. Validacion del Método Analitico

Cuando se trabaja con muestras biolégicas es comun tener interferencias en el
analisis del compuesto de interés, debido a la presencia de los diferentes
componentes de la matriz. Este efecto se contrarresté con el empleo de las

columnas de silica gel.

Para validar el método analitico (de extraccion) se obtuvieron muestras de plasma vy
leche materna de mujeres no expuestas al DDT y se analizaron bajo el mismo
esquema descrito en el Anexo |I. Se determinaron los siguientes parametros
analiticos: linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, porcentaje de recobro, limite de
deteccion y limite de cuantificacion para cada matriz biolégica (plasma y leche
materna). Para que un método sea aceptado o se considere validado debe cumplir
con los criterios establecidos por la EURACHEM (Eurachem Guide, 1998), y la FDA

(Food and Drug Administration, 1981) (Horwitz, 1981).

2.1 Linealidad.
Para el DDT, el DDE, el DDD y el DDE-MeSO, se realizaron tres curvas de
calibracion por triplicado en plasma y tres mas en leche materna. El rango lineal fue
de 0.6 ppb a 250 ppb, empleando 101.7 ppb de CB-189 como estandar interno. Con
respecto al DDE-MeSO; el rango lineal fue de 0.6 ppb a 10 ppb empleando 1.4 ppb
de MeSO2-IS como estandar interno. En la siguiente tabla se muestran los
resultados obtenidos de: coeficiente correlacion (r), pendiente (m) e intercepto al

origen (b) de las diferentes matrices bioldgicas.
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Tabla 16. Linealidad del método analitico para el DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO,

en plasma y leche materna

Compuesto/Curva Plasma Leche Materna
r m b r m b
DDT
1 0.9986 0.6847 -0.0933 0.9995 0.6520 0.0221
2 0.9980 0.5174 -0.0029 0.9999 0.6890 0.0362
3 0.9970 0.6500 -0.0246 0.9970 0.7060 0.0157
Media| 0.9979 0.6174 -0.0403 0.9988 0.6823 0.0247
DE| 0.0008 0.0883 0.0472 0.0016 0.0277 0.0105
% CV 0.01 14 117 0.15 4 42
DDE
1 0.9988 1.0967 -0.0087 0.9944 0.9040 0.0359
2 0.9996 0.8954 0.0063 0.9999 0.9600 0.0462
3 0.9991 0.9959 0.0029 0.9995 0.9580 0.0102
Media| 0.9992 0.9960 0.0002 0.9980 0.9407 0.0308
DE| 0.0004 0.1006 0.0008 0.0031 0.0318 0.0185
% CV 0.04 10 472 0.31 4 60
DDD
1 0.9972 0.4152 -0.0016 0.9985 0.4700 0.0110
2 0.9999 0.4426 -0.0053 0.9990 0.4210 0.0540
3 0.9911 0.4293 -0.0070 0.9995 0.4580 0.0198
Media| 0.9961 0.4290 -0.0046 0.9990 0.4500 0.0283
DE| 0.0045 0.0137 0.0028 0.0005 0.0255 0.0227
% CV 0.45 3 60 0.05 6 80
DDE-MeSO,
1 0.9990 0.6850 -0.0325 0.9975 0.6870 0.0666
2 0.9986 0.6320 -0.0077 0.9999 0.6810 0.0115
3 0.9997 0.6350 -0.0256 0.9955 0.6790 0.0577
Media| 0.9991 0.6507 -0.0219 0.9976 0.6823 0.0453
DE| 0.0005 0.0298 0.0128 0.0022 0.0042 0.0295
%CV 0.05 5 58 0.22 0.6 65

De acuerdo a la EURACHEM los criterios de linealidad son: el coeficiente de

correlacion > 0.99; la pendiente es especifica para cada compuesto y el intercepto al

origen lo mas cercano a cero.
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Las curvas de calibracion para el DDT, el DDE, el DDD y el DDE-MeSO; en plasma y
leche materna fueron lineales ya que todos los coeficientes de correlacién fueron

>0.99, y los interceptos no fueron estadisticamente diferentes a cero.

En las figuras 1, 2, 3 y 4 se muestra el efecto de matriz de cada uno de los
compuestos. Se comprobd que los diferentes componentes de las matrices tuvieron
interferencias en el proceso de analisis de los DDTs. No se presentaron diferencias

entre las curvas de calibracidén de plasma y en leche materna.

Curva de Calibracion del DDT
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=

0 50 100 150 200 250 300
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\—O—Solvente ——Plasma --A-- Leche\

Figura 1. Efecto de matriz del método analitico para el DDT
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Curva de Calibracion del DDE
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Figura 2. Efecto de matriz del método analitico para el DDE
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Figura 3. Efecto de matriz del método analitico para el DDD
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Curva de Calibracion del DDE-MeSO,
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Figura 4. Efecto de matriz del método analitico para el DDE-MeSO,

2.2 Precision

2.2.1. REPETIBILIDAD

Para cada uno de los compuestos se analizé la repetibilidad, determinando la
variabilidad de cada uno de los estandares adicionados por triplicado en
concentraciones conocidas en las diferentes matrices biolégicas. Las
concentraciones de los estandares para el DDT, DDE y DDD fueron de 0.6, 2.7, 12.5,
55 y 250 ppb, con 101.7 ppb de CB-189 como estandar interno. Con respecto al
DDE-MeSO; se prepararon estandares de 0.6, 1.2, 2.5, 5y 10 ppb con 1.4 ppb de
MeSO,-IS como estandar interno. Los resultados que se muestran en las tablas 17 y
18, son el porcentaje de coeficiente de variacion del area de cada estandar analizado

por triplicado.
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Tabla 17. Repetibilidad del método analitico para el DDT, DDE y DDD

en plasma y leche materna

Estandar DDT DDE DDD
(ppb) (%CV area) (%CV area) (%CV area)
Plasma Leche Plasma Leche Plasma Leche
0.6 13.98 13.46 13.31 11.26 6.27 14.80
2.7 7.61 2.85 6.63 21.11 9.86 4.57
12.5 6.80 4.84 4.46 24.05 18.57 17.64
55 3.12 11.65 9.96 11.39 11.62 11.16
250 3.14 4.97 9.07 5.43 2.04 20.05

Tabla 18. Repetibilidad del método analitico para el DDE-MeSO;

en plasma y leche materna

Estandar % CV area
(ppb) Plasma Leche
0.6 7.52 5.21
1.2 5.09 1.99
25 3.89 15.62
5 3.34 9.94
10 2.27 3.48

El criterio para que un método analitico sea repetible es que el porcentaje de

coeficiente de variacion del area no sea mayor al 23% (Howirtz, 1981). Por lo tanto
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el método analitico en las matrices bioldgica fue repetible para los 4 analitos, ya que

los %CV fueron menores al 23%.

2.2.2. REPRODUCIBILIDAD

El método analitico para plasma y leche materna fue reproducible ya que el
coeficiente de variacidn de cada una de las pendientes (m) fue menor al 23%, valor
establecido por Horwirtz en 1981. Se realizaron 3 curvas de calibracion en cada
matriz, la concentracion de cada uno de los estandares se describié en el apartado

anterior y fueron tratadas como se detalla en el Anexo |I.

Tabla 19. Reproducibilidad del método analitico para el DDT, DDE, DDD y

DDE-MeSO; en plasma y leche materna

DDT DDE DDD DDE-MeSO,

Curva (m) (m) (m) (m)

Plasma Leche Plasma Leche Plasma Leche Plasma Leche

1 0.68 0.65 1.10 0.90 0.41 0.47 1.23 1.12
2 0.52 0.69 0.90 0.96 0.44 0.42 0.81 1.16
3 0.65 0.70 0.99 0.96 0.43 0.46 1.03 0.91
Media 0.61 0.68 1.00 0.94 0.43 0.45 1.02 1.06
% CV 17.06 4.04 10.11 0.29 3.14 17.06 20.63 12.45

2.3 Porcentaje de Recobro

Se fortificaron por triplicado muestras blanco de plasma y leche materna,
adicionando estandares en hexano de concentracion baja (1.5 ppb), media (50 ppb) y

alta (200 ppb) de una mezcla de DDT, DDE y DDD, empleando 101.7 ppb de CB-189
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como estandar interno; se agitaron en vortex por un minuto, se mezclaron por
inversion durante 2h, y se dejaron reposar 24h. El analisis de las mismas se realiz6
de acuerdo a la metodologia descrita en el Anexo |. Para el DDE-MeSO, las
concentraciones fueron de 0.8 ppb, 3 ppb y 7 ppb, empleando 1.4 ppb de MeSO,-IS
como estandar interno. El método de extraccion es aceptado si el porcentaje de
recobro esta entre el 80% y 120% establecido por Howirtz y col., 1981. Los

resultados que se muestran en la tabla 20 son la media de los triplicados.

Tabla 20. Porcentaje de recobro del método analitico para el DDT, DDE, DDD y

DDE-MeSO; en plasma y leche materna

DDT DDE DDD DDE-MeSO,
Estandar
Plasma Leche Plasma Leche Plasma Leche Plasma Leche
Bajo 95.6 94.9 93.7 94.1 94.0 95.1 97.1 98.4
Medio 92.8 90.5 95.6 98.1 98.6 98.4 97.3 97.1
Alto 96.9 99.6 92.1 92.6 96.6 100.4 95 96.6

Concentracion baja = 1.5 ppb, media = 50 ppb y alta = 200 ppb, para el DDT, DDE y DDD. Concentracion baja = 0.8 ppb,
media = 3 ppb y alta =7 ppb para el DDE-MeSO,.

2.4 Limite de deteccion y cuantificacion

Para estos parametros se realizé una curva de calibracion para el DDT, DDE y DDD
en plasma y otra en leche materna. Las concentraciones empleadas fueron: 0.15,
0.30, 0.60, 0.90 y 5 ppb para la mezcla de DDT, DDE y DDD, empleando 2 ppb de

CB-189 como estandar interno. Para el DDE-MeSO; la curva se prepard con las
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siguientes concentraciones: 0.31, 0.41, 0.6 y 2.5 ppb, empleando 1 ppb de MeSO,-IS
como estandar interno. Los calculos se realizaron utilizando el método geométrico de

Miller y Miller. Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 21. Limite de deteccion y cuantificacion en plasma y leche materna

Limite de Deteccién (ppb) Limite de Cuantificaciéon (ppb)

Plasma Leche Plasma Leche
DDT 0.024 0.025 0.081 0.079
DDE 0.035 0.034 0.171 0.169
DDD 0.040 0.045 0.180 0.189
DDE-MeSO, 0.051 0.049 0.172 0.163

2.5 Control de Calidad
Al no contar con un estandar certificado en plasma y en leche materna para cada uno
de los analitos, se prepararon estandares de concentracidn conocida, pero de
diferentes concentraciones a los estandares con los que se construyeron las curvas
de calibracion y diferentes a los utilizados en el calculo de porcentaje de recobro. A
estos estandares se les nombréo “estandares de control de calidad”. Para los
compuestos DDT, DDE y DDE se fortificaron muestras blanco de plasma y de leche
con estandares preparados en hexano de 100 ppb; y para el DDE-MeSO, de 7 ppb,
empleando un disefio a “simple ciego”. Estos estandares controles se procesaron

bajo el mismo esquema que las muestras (Anexo |). Por cada lote de 12 muestras
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problema, se incluyd un estandar control. Los resultados de porcentaje de recobro

para cada uno de los compuestos se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Porcentaje de recobro del DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO;, de los

estandares de control de calidad en plasma y en leche materna

Punto DDT DDE DDD DDE-MeSO,
Control Plasma Leche | Plasma Leche | Plasma Leche |Plasma Leche
1 85 96 98 106 92 80 98 78
2 102 101 105 109 86 86 106 99
3 93 100 98 116 104 90 89 84
4 86 120 92 128 108 115 119 134
5 103 89 109 113 123 80 90 96
Media 93.8 101.2 100.4 114.4 102.6 90.2 100.4 98.2
+2 DE 17 23 13.2 17 28.8 29 25 43.4

Construccion de las graficas de control de calidad: éstas se elaboran a partir de la
media de la concentracion 2 desviaciones estandar obtenidas del analisis por
triplicado del punto control, el objetivo de las mismas es vigilar la variabilidad
(precisién) a lo largo del analisis de las muestras problema. Las graficas se

muestran en las figuras de la 5 ala 12.
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Por cada lote de 12 muestras problema se incluyé un “punto control”, de tal manera
que si en una corrida el punto control no esta dentro de especificaciones (x2 DE), el
lote de muestras que se procesO debe repetirse ya que el resultado no seria
confiable. Es importante hacer mencion que todos los puntos control estuvieron
dentro de especificaciones como se muestra en las figuras de la 5 a la 12, por lo que
las concentraciones que se cuantificaron de DDT, DDE, DDD y DDE-MeSO; en las

diferentes muestras biolodgicas de las poblaciones estudiadas son confiables.

Se puede concluir que existid un efecto de matriz en el método analitico, tanto para
plasma como para leche, pero éste se corrigid al construir curvas de calibracion en
cada una de las matrices y a partir de éstas se calcul6 la concentracion de cada

analito de las muestras problema.

97



DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPOSICION PERINATAL AL DDT Y SUS METABOLITOS
A TRAVES DE SANGRE Y LECHE MATERNA EN COMUNIDADES ENDEMICAS DE PALUDISMO

ANEXO I
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA AMBIENTAL

DATOS GENERALES:

1. Nombre del entrevistador

2. Fecha de la entrevista Fecha Nacimiento del Neonato

3. Nombre del paciente

Nombre Apellido paterno Apellido materno
4. Edad de la madre
5. Direccion
Calle Num. Colonia
Ejido (puntos de referencia)
Municipio o Ciudad Estado Teléfono

6. Tiempo de Residencia
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7. Si en la direccion anterior ha vivido por MENOS DE 5 ANOS, por favor anote su
direccion anterior y el tiempo de residencia en la misma:

Direccién
Calle Num. Colonia
Ejido (puntos de referencia)
Municipio o Ciudad Estado

8. Tiempo de residencia

DATOS GINECOLOGICOS:

9. Menarca

10.Ritmo

11.NUmero de embarazos

12.Numero de partos eutdcicos

cesarea

13.Numero de abortos

14.El embarazo ha sido: unico

multiple
15. ¢ Ha empleado anticonceptivos?
Si ——————  jcuales?

No

16. Antecedentes de malformaciones congénitas

17. Antecedentes de dbitos fetales
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DATOS DEL RECIEN NACIDO:

18.Fecha de Nacimiento

19.Edad

20.Peso

21.Talla

22.Perimetro cefalico (PC)

23.Perimetro toraxico (PT)

24.Perimetro abdominal (PA)

25.Pie

26. ¢ Hubo complicaciones durante el parto?

27. ¢ El neonato nacié sano?

28. s Tuvo alguna complicacién el bebé durante su estancia en el Hospital?

ANTECEDENTES CLINICOS:

29. Tuberculosis

30.Diabetes

31.Hipertension

32.Presenta desnutricion (en que grado)

33.Presenta parasitosis en la fecha en que se colectd la muestra (en caso afirmativo,

describa de que tipo)

34.;Cuando se le tomé la muestra tenia gripe?

35. Otras patologias
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36. ¢ Esta tomando algun medicamento? (ejem. Antibiéticos o medicina tradicional)
(incluir solo los tres ultimos meses)
No
Si

¢ Cual?

¢, Cuando empez6?

¢, Cuanto tiempo durara el tratamiento?

HABITOS ALIMENTICIOS:

26.; Consume pescado, cangrejos, ostiones, atun?

No Si Frecuencia/dia/semana Especie

37.¢Consume carne de aves?

No Si  Frecuencia/dia/semana Especie

28. Ocupacion del esposo

29. ¢ Cuanto tiempo tienen en esta actividad?

30. Ocupacion de la madre

31. ¢ Cuanto tiempo tienen en esta actividad?
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32. Fuma

el esposo si_—  ¢;cuantos cigarrillos al dia?
no

la esposa si — ;cuantos cigarrillos al dia?
no

33. Antecedentes de alcoholismo
el esposo Si no

la esposa Si no

34. LA ENTREVISTADA ¢ ha estado en contacto con plaguicidas? (venenos):
no—

si___ ;cuales?

¢cuando fue la ultima vez?

¢los aplica en el campo?

¢los aplica en su casa?

35. Su casa fue fumigada con DDT, para control del paludismo? (personal de la
Secretaria de Salud se presenta con una mochila en la espalda que contiene la
suspension, la cual es rociada sobre las paredes de la vivienda, por dentro y por
fuera [principalmente cocina y recamaras]).

No Si

Si su respuesta a la pregunta anterior es afirmativa:

36. ¢ Con qué frecuencia fumigaron?

37.¢,Cuando fue la ultima vez que fumigaron?
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38. ¢ Usted o algun miembro de la familia permaneci6é dentro de la vivienda mientas

fumigaban?
Si ¢quién?
No ¢cuanto tiempo después de que fumigaron entro ud. a la casa?

39.

¢ Estaba usted embarazada cuando fumigaron su casa?
No

Si ¢cuantos meses de gestacion tenia?

40. Cuando se han empleado plaguicidas para el paludismo, el dengue o usted en su
casa, ¢algun miembro de la familia o usted han presentado uno o mas de los
siguientes sintomas?

diarrea

cefalea

nauseas

vomito

mareo

vision borrosa

dolor estomacal (en la boca del estbmago)
astenia y/o adinamia (pérdida de fuerza en brazos y piernas)

nerviosismo

sialorrea (salivacion)

diaforesis (sudoracion profusa)
disnea (dificultad para respirar)

pérdida de apetito (anorexia)
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¢ irritacion de conjuntivas oculares (lagrimeo o ardor de 0jos)

e agrietamiento o despellejamiento de la piel

e presencia de ronchas, granos o manchas en la piel

COMENTARIOS
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ANEXO IV
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RESUMEN. Dania Lopez Guzman, Leticia Yafez Estrada, Maria Athanasiadou, Ake Bergman, Crispin Herrera, y Fernando Diaz-
Barriga. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE DDT, DDE Y DDE- MeSO, EN LECHE MATERNA Y SANGRE DE POBLA-
CIONES CONTAMINADAS POR DDT EN MEXICO. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (Suplemento): 34-36. Se determinaron
los niveles de DDE-MeSO2, DDT y DDE en 51 muestras de leche materna y en 40 muestras de sangre venosa de mujeres que
viven en zonas donde el DDT se aplico para el control de la malaria. Las concentraciones de los tres compuestos en leche mater-
na en las diferentes comunidades fueron: El Ramonal 2.8 ng/glipido, 911 ng/glipido, 3100 ng/glipido; La Cigiiefia 1.2 ng/glipido,
134 ng/glipido, 764 ng/glipido; Tapachula 0.5 ng/glipido, 17 ng/glipido, 683 ng/glipido; la Huasteca 1.4 ng/glipido, 46 ng/glipido,
490 ng/glipido; y Faja de Oro 0.4 ng/glipido, 18 ng/glipido, 268 ng/glipido. Las concentraciones encontradas de DDE-MeSO2 en
El Ramonal son siete veces mayores a las reportadas en Suecia en 1992 (0.4 ng/glipido). Los niveles de exposicién a los 3 com-
puestos en sangre venosa fueron: Lacanja 64 ng/glipido, 1323 ng/glipido, 3738 ng/glipido; EI Ramonal 20 ng/glipido, 748
ng/glipido, 1271 ng/glipido; La Cigtiefia 66 ng/glipido, 424 ng/glipido, 1059 ng/glipido; y Ventanilla 43 ng/glipido, 335 ng/glipido,
1362 ng/glipido; de DDE-MeSO2, DDT y DDE respectivamente. Las comunidades de Lacanja y La Cigiiefia presentaron los may-
ores niveles de exposicion al DDE-MeSO», que comparados con los reportes de Eslovaquia son nueve veces mayor (7.3 ng/glipido).

ABSTRACT. Dania Lépez Guzman, Leticia Yafiez Estrada, Maria Athanasiadou, Ake Bergman, Crispin Herrera, y Fernando
Diaz-Barriga. DDT, DDE AND DDE-MeSO, LEVELS IN MATERNAL MILK AND BLOOD SERUM FROM DDT EXPOSED
POPULATIONS IN MEXICO. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (Suplemento): 34-36. The levels of the DDE-MeSO2, DDT and
DDE were determined in 51 breast milk samples and in 40 blood samples from women living in endemic areas of malaria. The
concentrations of the three compounds in maternal milk were: El Ramonal 2.8 ng/glipid, 911 ng/glipid, 3100 ng/glipid; La
Cigueia 1.2 ng/glipid, 134 ng/glipid, 764 ng/glipid; Tapachula 0.5 ng/glipid, 17 ng/glipid, 683 ng/glipid; Huasteca 1.4 ng/glipid,
46 ng/glipid, 490 ng/glipid; and Faja de Oro 0.4 ng/glipid, 18 ng/glipid, 268 ng/glipid. The concentrations of DDE-MeSO2 found
in EI Ramonal were seven times higher than those reported in Sweden in 1992 (0.4 ng/glipid). In blood the levels of the three
compounds were: Lacanja 64 ng/glipid, 1323 ng/glipid, 3738 ng/glipid; EI Ramonal 20 ng/glipid, 748 ng/glipid, 1271 ng/glipid,;
La Ciguefia 66 ng/glipid, 424 ng/glipid, 1059 ng/glipid; and Ventanilla 43 ng/glipid, 335 ng/glipid, 1362 ng/glipid. The concen-
trations of DDE-MeSO, in Lacanja and La Ciguefia were nine times than those reported in Slovakia (7.3 ng/glipid).

Palabras clave: DDE-MeSO,, leche materna, sangre venosa.
Key words: DDE-MeSO5, maternal milk, blood serum.
Palabras chaves: DDE-MeSO,, leite materno, soro de sangue.

INTRODUCCION

El DDT (diclorodifeniltricloroetano) es un insectici-
da persistente que fue usado en todo el mundo en
la agricultura y en programas de control de
Malaria. A pesar de su lenta degradacién en el
ambiente, el DDT es biotransformado a metaboli-
tos lipofilicos y también persistentes como el
DDD, el DDE y el DDE metil sulfonado (DDE-
MeSO2) que son capaces de atravesar barrera
placentaria y eliminarse a través de la leche mater-
na (1,2). Dichos compuestos son encontrados en
tejidos humanos, animales y en invertebrados (3).
El DDE-MeSO2 fue cuantificado por primera vez
en grasa de focas del mar Baltico (4).
Posteriormente se encontrd en aves, ratones y
0sos polares (5, 6). Con respecto a muestras
humanas, este metabolito se ha encontrado en
leche materna (7), sangre (8), tejido adiposo y en
higado (9). Existen reportes de su habilidad para
unirse irreversiblemente en la zona fascicular de la
glandula adrenal de ratones y en biopsias de
humanos (10).

Considerando que en México el DDT fue utilizado
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hasta el afio 2000, decidimos estudiar la concen-
tracion del DDT y sus metabolitos en leche huma-
na y sangre de mujeres como reflejo de la exposi-
cién a este insecticida en zonas endémicas de
Malaria. Es importante mencionar que este traba-
jo es el primer reporte sobre DDE-MeSO2 en
poblaciones altamente expuestas.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién. Las muestras de leche materna se
colectaron de 51 madres residentes de las comu-
nidades de El Ramonal, La Cigliefia, Faja de Oro y
Tapachula en el Estado de Chiapas y la Huasteca
en el Estado de San Luis Potosi. Con respecto a
las muestras de sangre venosa, 40 mujeres que
viven en comunidades del Sureste de México (El
Ramonal, Ventanilla, Lacanja y La Ciglefia) fueron
reclutadas para informarles sobre el estudio y
obtener su participacion voluntariamente. Las
muestras de leche se colectaron en mujeres dife-
rentes a las que donaron sangre. Todas las patrtici-
pantes tenian un nivel socioecondmico similar
(indigenas mexicanas) y tenian viviendo en la



comunidad por lo menos los Ultimos cinco afios
previos al estudio.

Analisis. La metodologia utilizada para el analisis
fue modificada a la desarrollada por Hovander et
al (11). En 5g de leche materna o de plasma, se
desnaturalizaron las proteinas con isopropanol. Se
realizod una extraccion liquido-liquido para obtener
los diferentes analitos (DDE-MeSO,, DDT y DDE).
Se determinaron los lipidos totales por gravime-
tria. Posteriormente se limpi6é la muestra con una
columna de SiO5/H2SO,4 conc. (2:1) y se eluyo
con diclorometano. Se realizd cambio de solvente
a hexano y se evaporé la muestra a 1ml con una
corriente de N a 37°C. La muestra se analizé por
cromatografia de gases con detector de captura
de electrones.

Se fortificaron muestras blanco de leche y sangre
con los diferentes analitos, y se determinaron los
porcientos de recobro, los cuales fueron: DDT
101% (+11%), DDE 114% (+8%), y para el DDE-
MeSO2 del 98% (+20%). Los limites de deteccion
fueron: DDT de 0.019 pg/L, DDE de 0.028 ug/L, y
del DDE-MeSO, de 0.042 ug/L.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones
obtenidas en leche materna. La comunidad de El
Ramonal presentd los mayores niveles al DDT y
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DDE (911 y 3100 ng/g lipidos, respectivamente) y
la de menor exposicion fue Faja de Oro (18 y 268
ng/g lipido, respectivamente). Como se esperaba,
se encontrd en el 100% de las muestras el DDE-
MeSO2, en concentraciones de 0.02 a 38 ng/g
lipido. Los mayores niveles de dicho metabolito se
encontraron en mujeres de EI Ramonal (0.2-9.3
ng/g lipido).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la ingesta diaria aceptable (ADI) de DDT y
DDE en leche materna es de 20 pg/kg/dia (12). Se
calcularon los ADIs para cada comunidad, asu-
miendo que el infante pesa 5 kg e ingiere 0.8 L de
leche materna. Los resultados del ADI fueron: El
Ramonal 141 ug/kg/dia, La Ciguiefia 55 pg/kg/dia,
Tapachula 51 pg/kg/dia, la Huasteca 40 ug/kg/dia
y Faja de Oro 19 pg/kg/dia. (Tabla 1)

Con respecto al estudio realizado en sangre veno-
sa de mujeres del Sureste Mexicano, los valores
encontrados de DDT, DDE y DDE-MeSO, se
muestran en la Tabla 2. La comunidad de Lacanja
present6 la mayor exposicién al DDT y DDE (1323
ng/g lipido y 3738 ng/g lipido, respectivamente),
mientras que la comunidad de Ventanilla obtuvo la
menor concentracién de DDT (335 ng/g lipido) y
La Cigiefia de DDE (1059 ng/g lipido). Los valores
encontrados de DDE-MeSO, en sangre venosa
fueron de 11 a 191 ng/g lipido. Los mayores nive-

El Ramonal La Cigliena | Tapachula | Huasteca Faja de Oro
Compuesto Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Intervalo) (Intervalo) (Intervalo) | (Intervalo) | (Intervalo)
DDT 911 134 17 46 18
(323-2071) (6-470) (0.04-950) | (7-889) (0.04-136)
DDE 3100 764 683 490 268
(1153-15875) | (120-3128) (26-3003) (101-2735) | (40-1372)
2.8 1.2 0.5 1.4 0.4
DDE-MeSO, | 4, g 3) (0.5-4.2) (0.07-38) | (03-32) | (0.02-7.8)

Tabla 1. Concentracion de DDT, DDE y DDE-MeSO, en leche materna de mujeres que viven en comunidades endémicas de Malaria

en México.

Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. La edad de las mujeres de la comunidad de El Ramonal es de 23-29 (n=7), La Ciglefa
de 17-34 (n=11), Tapachula de 17-35 (n=11), la Huasteca de 18-36 (n=10) y Faja de Oro de 16-36 afios (n=12).

Lacanja El Ramonal La Cigliena Ventanilla
Compuesto Mediana Mediana Mediana Mediana
(Intervalo) (Intervalo) (Intervalo) Intervalo)
DDT 1323 748 424 335
(651-7433) (158-3222) (322-851) (145-1111)
DDE 3738 1271 1059 1362
(1291-18080) (204-6636) (0.4-1795) (195-5351)
64 20 66 43
DDE-MeSO, | {3 15g (11-48) (19-191) (12-139)

Tabla 2. Concentraciones de DDT, DDE y DDE-MeSO, en sangre venosa de mujeres que viven en el Sureste Mexicano.
Las concentraciones se reportan en ng/g lipido. La edad de las mujeres de la comunidad de Lacanja es de 15-50 (n=9), EI Ramonal
de 20-48 (n=10), La Ciguefa de 17-38 (n=9), y Ventanilla de 17-33 afios (n=12).
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les de exposicion a dicho compuesto se obtuvie-
ron en las comunidades de Lacanja y La Ciguefa
(64 y 66 ng/g lipido, respectivamente) (Tabla 2)

DISCUSION

Los resultados encontrados de DDT y DDE en
nuestro estudio de leche materna, muestran que
los valores en la comunidad de EI Ramonal (911
ng/g lipido y 3100 ng/g lipido, respectivamente)
son similares a los reportados por Waliszewski et
al en el afio de 2002 en México (510 ng/g lipido y
3230 ng/g lipido, respectivamente) (13). Para el
DDE-MeS02, la comunidad de mayor exposicién
fue El Ramonal (2.8 ng/g lipido), y las concentra-
ciones en esta comunidad resultaron ser siete
veces mayores a las reportadas en leche de muje-
res Suecas en el afio de 1992 (0.4 ng/g lipido) (7).
EI DDT y el DDE exceden el ADI recomendado por
la OMS de 1.4 a 20 veces y particularmente en la
comunidad de El Ramonal el 100% de los infantes
estan expuestos a dosis mayores que el ADI.

En el estudio realizado en sangre venosa, encon-
tramos que nuestros resultados de DDT (335-1323
ng/g lipido) y DDE (1059-3738 ng/g lipido), son
también similares a los reportados en el 2002 por
Waliszewski et al. en nuestro pais (1200 ng/g lipi-
do y 1050 ng/g lipido, respectivamente) (13). En la
comunidad de Lacanja (64 ng/g lipido) y La
Ciguefia (66 ng/g lipido) los valores encontrados
de DDE-MeSO2 son 9 veces mayores a los repor-
tados en el 2004 por Hovander et al. (7.3 ng/g lipi-
do) en personas que viven en Eslovaquia (8). Si
continuamos comparando los niveles de dicho
compuesto con reportes de biopsias humanas en
higado (1.15 ng/g lipido) y en tejido adiposo (4.69
ng/g lipido) (9), encontramos que en el presente
estudio, los resultados son de 15 a 60 veces
mayores. Ademas existen reportes donde se han
observado dafios adrenales en focas y 0sos pola-
res a concentraciones sanguineas de 0.7 a 100
ng/g lipido (6), los valores obtenidos en sangre
venosa en nuestra poblacion (11-158 ng/g lipido),
representan entonces un riesgo en la salud.

CONCLUSION

Con los resultados que obtuvimos demostramos
que la poblacién que vive en zonas endémicas de
Malaria en México sigue expuesta al DDT y sus
metabolitos, aun cuando dicho plaguicida se dejo
de utilizar en el afio 2000. Ademés, tomando en
cuenta la toxicidad de dichos compuestos, es
importante proponer un programa de reduccion
de riesgos en los infantes, ya que la leche mater-
na es el primer alimento del recién nacido.
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