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RESUMEN

Se desarrollaron metodologias analiticas para la determinacién de los niveles de mercurio en muestras de
sangre completa y plasma de pacientes con leucemia registrados en el instituto Hematolégico de Occidente,
Maracaibo, evaluando la concentracion total de Hg y sus especies quimicas en muestras sanguineas de los
pacientes estudiados (n=34) y de sujetos controles (n=5), a través de HPLC-ICP-MS. El limite de deteccién
obtenido calculado para la determinacion de Hg en sangre completa y plasma fue de 1,39 ug HgL ' y el limite
de cuantificacion fue 1,39 ug HgL™?. Las concentraciones totales de mercurio en sangre y plasma fueron
16,89+8,76 ug HgL™ [8,22-45 ug HglL ]y 25,77+5,12 ug HgL* [10,6-40,87ug HgL ] respectivamente, mientras
gue para la poblacién control fueron de 25,36+11,4 [10,6-40,87 pug HgL'] y 74,46+16,09 [64,38-102,82 g
HgL?]. La media de Hg-S del grupo de los varones evaluado fue 16,08+7,85 ug HgL™! y en las hembras
18,68+10,05 pgL?, la media de Hg-S en las hembras fue significativamente superior (P<0,05) que la media
de Hg-S observada. Los limites de deteccion para las especies quimicas de Hg estudiadas en sangre
resultaron: CHsHg* (0,7 pg HgL), Hg*? (0,53 pug HgL™?). Las concentraciones encontradas de Hg*? y CHsHg*
en los pacientes de leucemia en sangre completa y plasma fueron 8,16+1,67 [6,96 — 10,97], 9,85+6,22 ug
Hg*2.L™* [6,04 — 20,74], y 11,47+4,33 pg Hg*2.L™* [7,28 — 18,63], 11,28+5,40 [6,24 — 18,63] respectivamente,
mientras que para la poblacion control fueron 10,04+3,84 pg Hg*2.L [5,41 — 15,86], 12,24+5,76 [6,00 — 21,37]
y 33,48+8,62 ug Hg*2.L* [27,59 — 48,36], 28,44+13,13 [18,25 — 50,23].

Palabras clave: leucemia, mercurio, sangre, plasma.
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In this work, analytical methodologies were developed for the determination of mercury levels in blood and
plasma samples of patients with leukemia registered at the Haematological Institute of the West, Maracaibo,
evaluating the total concentration of Hg and its chemical species in blood samples from the patients studied
(n = 34) and of control subjects (n =5), by the HPLC-ICP-MS. The calculated limit of detection found for the
determination of Hg in blood and plasma was 1.39 ug Hg/L and the limit of quantification was 1.39 ug Hg.L™.
The total mercury concentrations in blood and plasma of 16.89+8.76 ug Hg.L? [8.22-45 ug Hg.L™Y] and
25.77+5.12 ug Hg.L* [10.6-40.87ug Hg.L™Y] respectively and for the control population were 25.3637+11.4
[10.6-40.87 ug Hg.L'] and 74.46+16.09 [64.38-102.82 ug Hg.L']. The mean of Hg-S of the group of males
evaluated was 16.08+7.85 ug Hg.L™?, and in females were 18.68+10.05 ug.L?, the mean of Hg-S in the females
was significantly higher (P <0.05) than the mean Hg-S observed. The detection limits for the Hg chemical
species studied in blood are: Hg* (0,7 pg Hg.L ™), Hg*? (0,53 ug Hg.L™). The concentrations found for Hg*? and
CHsHg" in leukemia patients in blood and plasma were 8.16+1.67 [6.96-10.97], 9.85+6.22 ug Hg*2.L™* [6.04-
20.74], and 11.47+4.33 ug Hg*.L! [7.28-18.63], 11.28+5.40 [6.24-18.63] respectively, while for the control
population were 10.04+3.84 pg Hg*2.L* [5.41-15.86], 12.24+5.76 [6.00-21.37] and 33,48+8.62 ug Hg*2.L*
[27.59-48.36], 28.44+13.13 [18.25-50.23].

Key words: leukemia, mercury, blood, plasma.

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE MERCURIO NO SANGUE E
PLASMA DE PACIENTES COM LEUCEMIA

RESUMO

Neste trabalho; foram desenvolvidas metodologias analiticas para a determinagéo dos niveis de mercurio no
sangue total e em amostras de plasma de pacientes com leucemia cadastrados no Instituto Hematol4gico do
Oeste, Maracaibo, avaliando a concentragédo total de Hg e suas espécies quimicas em amostras de sangue
dos pacientes (n=34) e dos individuos controle (n=5), por HPLC-ICP-MS. O limite de detec¢do obtido
calculado para a determinac&o de Hg no sangue total e plasma foi de 1,39 ug Hg.L™ e o limite de quantificag&o
foi de 1,36 pg Hg.L. As concentragdes totais de mercurio no sangue e no plasma foram 16,89+8,76 ug Hg.L
1[8,22-45 ug Hg.LY] e 25,77+5,12 ug Hg.L™* [10,6-40,87 ug Hg.L], respectivamente, enquanto que para a
populagdo de controle foram 25,36+11,4 [10,6-40,87 ug Hg.L] e 74,46+16,09 [64,38-102,82 ug Hg.LY]. O
Hg-S médio do grupo de machos avaliados forami de 16,08+7,85 ug Hg.L™! e nas fémeas 18,68+10,05 ug.L
1, a média de Hg-S nas fémeas foi significativamente maior (P <0,05) do que a média de Hg-S observada. Os
limites de detecgéo das espécies quimicas de Hg estudadas no sangue foram: CHsHg* (0,7 ug Hg.L?), Hg*?
(0,53 ug Hg.L™Y). As concentracbes encontradas para Hg*? e CHsHg* em pacientes com leucemia no sangue
total e plasma foram 8,16+1,67 [6,96-10,97], 9,85+6,22 ug Hg*2.L?! [6.04-20.74] e 11.47+4.33 ug Hg*2.L1
[7.28-18.63], 11.28+5.40 [6.24-18.63] respectivamente, enquanto que para a populacdo de controle foram
10,04+3,84 ug Hg™.L?! [5,41-15,86], 12,24+5,76 [6,00-21,37] e 33,48+8,62 ug Hg™L?! [27,59-48,36],
28,44+13,13 [18,25-50,23].

Palavras-chave: leucemia, mercurio, sangue, plasma.

1. INTRODUCCION

Entre los metales pesados el mercurio se considera como uno de los contaminantes mas
peligrosos en el medio ambiente (Granadillo, 2009; Son, Lee, Paek & Lee, 2009;
Vesterberg, 1991; Gallignani, Bahsas, Brunetto, Burguera & Petit de Pefa, 1998;
Leermakers, Baeyens, Quevauviller & Horvat, 2005) no solo por la gravedad de las
enfermedades que causa sino por los efectos irreversibles que provoca en los seres
humanos (Bello et al., 2005). La toxicidad del mercurio depende de su forma quimica (Li et
al., 2008; Marcano &Troconis, 2001; Issaro, Abi-Ghanem & Bermond, 2009). Se puede
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encontrar en tres formas basicas: mercurio elemental (Hg®) conocido como mercurio
metalico (como en los termémetros y amalgamas y en las actividades mineras de oro)
(Vupputuri et al., 2005) mercurio inorganico (Ino-Hg), principalmente cloruro de mercurio
(como en los cosméticos, los laxantes y antisépticos) y mercurio organico, basicamente
metilmercurio (Met-Hg) o etilmercurio (Et-Hg) se produce a través del consumo de mariscos
y crustaceos, y de algunos peces de agua dulce contaminadas y las vacunas que contienen

timerosal respectivamente (Rodrigues et al., 2009).

En diferentes estudios se ha demostrado que la exposicion a altos niveles de metilmercurio
afecta negativamente la funcidon neuroldgica, renal, inmunes, sexuales, entre otras; pero
poco se sabe sobre el potencial de inducir a otros efectos adversos para la salud (Rodrigues
et al.,, 2009). Algunos informes en animales y humanos sugieren que la exposicion al
metilmercurio puede afectar a la variabilidad del ritmo del corazén, enfermedad cardiaca y
la presion arterial, sin embargo, los datos son limitados (Vupputuri et al., 2005). Sin
embargo, a pesar de la diferencia de toxicidad relacionada con la forma de mercurio, la
concentracion de mercurio total en la sangre es por lo general utilizada para estimar los

resultados clinicos después de la exposicion al mercurio.

Entre las técnicas analiticas para la determinaciébn de mercurio se encuentran la
espectrometria de absorcibn atébmica y atomizacién electrotérmica (ETAAS),
espectrometria de absorcién atébmica con vapor frio (CVAAS), (Gallignani et al., 1998;
Marcano & Troconis, 2001; Caldwell et al., 2009) cromatografia de gases combinada con
espectrometria de masas (CG-MS), el plasma acoplado inductivamente con espectrometria
de masas (ICP-MS) (Nixon, Burritt & Moyer, 1999; Rosen & Hieftje, 2004) entre otras.

Por otra parte, la proporcion entre las formas quimicas de mercurio en la sangre puede
variar entre los individuos. Esto hace que sea indispensable contar con métodos analiticos,
basados en el analisis de especiacion que puede diferenciar entre las formas quimicas en

la sangre para el diagnéstico de los riesgos (Rodrigues et al., 2009).

El andlisis de especiacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada a un
espectromero de masas resulta mas apropiada para la separacion de especies polares, lo
gue supone una ventaja en la especiacion de Hg inorganico y organico (Camara & Madrid,
2005). Ademas, proporciona convenientes avances, tanto en la sensibilidad asi como en la
selectividad, deteccién, y la alta capacidad de multi-isGtopos para el analisis de bajas
concentraciones del Hg en muestras ambientales y de sangre (Nash & McSheehy, 2007,
Monperrus et al., 2005; Fernandez 2017).
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1.1. Leucemia

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades que se distinguen por
infiltracion de la médula 6sea, sangre y otros tejidos, por células neoplasicas del sistema
hematopoyético. Son enfermedades neoplasicas que se deben a mutacion somatica de la
célula progenitora, segun su estirpe celular afectada, ya sea la linea mieloide o la linfoide.
Incluye a un grupo heterogéneo de neoplasias que difieren respecto a su agresividad, célula
de origen, caracteristicas clinicas y respuestas al tratamiento (Mckenzie, 2000; Ortega,
Osnaya & Rosas, 2007).

La enfermedad se clasifica en dos amplios grupos con base en la agresividad de la
enfermedad: 1) aguda, la cual si no se trata provoca rapidamente la muerte, en el transcurso
de meses, 2) crénica, una variante menos agresiva que si no se trata causa la muerte en
meses a afos. Estos dos grupos principales se clasifican en mieloides o linfoides de
acuerdo al origen de la célula progenitora leucémica. Si predominan células mielociticas u
otras células derivadas de la célula progenitora UFC-GEMM la enfermedad se llama
leucemia mielogena. Si predominan las células linfoides la enfermedad se llama leucemia
linfocitica. Por tanto, con el uso de estos dos sistemas de clasificaciébn que vinculan la
agresividad de la enfermedad y el origen de la célula, se reconocen cuatro tipos de
leucemia: leucemia mieloblastica aguda (LMA) (a veces conocida como leucemia no
linfocitica aguda), leucemia mielocitica crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y

leucemia linfocitica cronica (LLC) (Ortega et al., 2007).

1.2. Mercurio

El mercurio, no es un elemento esencial, es un inhibidor de las reacciones de enzimas
catalizadas y la sintesis de proteinas (Aschner & Aschner, 1990). El mercurio se encuentra
en forma elemental o formando parte de compuestos inorganicos y organicos; cada una de
estas formas posee sus propias cualidades toxicoldgicas. Los compuestos mas peligrosos
del mercurio son los alquilmercurio, entre los que predomina el metilmercurio (Florez, Armijo
& Mediavilla, 1997).

La elevada toxicidad del mercurio se debe a su gran afinidad con los grupos —SH presentes
en las proteinas del organismo; de este modo se fijja a membranas e inactiva mdltiples
enzimas de los seres vivos. La estructura molecular de cada compuesto de mercurio, su
estabilidad en el organismo y sus vias de eliminacién conforman sus propiedades

toxicologicas, especificas para cada compuesto (Florez et al, 1997; OMS, 2013).
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1.3. Andlisis de especiacion

El andlisis de especiacion de muestras clinicas cada vez es mas ampliamente aceptado
para la nutricion y/o efectos toxicolégicos. Segun la unién internacional de Quimica Pura
Aplicada (IUPAC son las siglas en inglés de: International Union of Pure and Applied
Chemistry), el andlisis de especiacion se define como el proceso de andlisis de
identificacion y/o cantidades de medida de uno o mas formas quimicas individuales en una
muestra, y la especiacion de un elemento se define como la distribucién de un elemento

entre las especies quimicas definidas en un sistema (Rodrigues et al., 2009).

Recientemente, la especiacion de mercurio se estableci6 mediante el acoplamiento de
HPLC con espectrometria de absorcion atdmica (AAS son las siglas en ingles de: Atomic
Absortion Spectrometry), espectrometria de emision con plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES son las siglas en ingles de: Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectrometer), plasma inducido por microondas con flujo de argdén (MIP son las siglas en
ingles de: Microwave Induced Plasma) e ICP-MS. Aunque los detectores de la ICP-OES,
MIP e ICP-MS tienen capacidades analiticas Unicas para la especiacion, la instrumentacion,
y los costos de las mediciones analiticas les dificulta el ser adaptados como los detectores
comunes de cromatografia (Gallignani et al., 1998; Castilhos et al., 2006).

Rodrigues et al. (2009) utilizaron un método simple para la determinacion de Met-Hg y Hg
inorganico en sangre usando cromatografia liquida con espectrometria con plasma
acoplado inductivamente (LC-ICP-MS) y un procedimiento rapido para la preparacion de la
muestra. La extraccion de las especies de mercurio se realiz6 usando una columna
cromatografica C18 de fase reversa empleando como fase movil mercaptoetanol al 0,05%,
L-cisteina 0,4%, acetato de amonio 0,06 M y metanol al 5%. Los limites de deteccion del
método fueron 0,25 ug.L' y 0,1 ug.L* para el mercurio inorganico y el metilmercurio,

respectivamente.

En el presente trabajo, se realizé la determinacién analitica de los niveles de mercurio, asi
como sus especies quimicas (Hg?*y CHs-Hg*) en sangre completa y plasma de pacientes
afectados por la leucemia e individuos sanos utilizando la cromatografia acoplada a la

espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo
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La recoleccion de muestras de sangre se realizo a través de un muestreo aleatorio con 5
personas controles y 34 pacientes de leucemia del Instituto Hematolégico de Occidente de
Maracaibo, Venezuela, provenientes la gran mayoria de la ciudad de Barquisimeto. Se
seleccionaron 5 personas controles que no estaban en contacto con este metal y asi
establecer el grado de exposicion e intoxicacion con el mercurio en los individuos
expuestos. A cada individuo control se le extrajo 6 mL de sangre via venosa, se tomaron
con jeringas desechables y se colocaron en tubos de polipropileno con tapas a presion, que
contenian 0,13 mL de EDTA al 10% para las determinaciones de mercurio. Las muestras
de sangre completa se centrifugaron a aproximadamente 5500 rpm durante 15 min para
obtener el plasma y las células sanguineas. Las muestras colectadas fueron refrigeradas a

4 °C hasta el momento de su analisis.

3.2. Materiales y Equipos

Todas las medidas se realizaron con un ICP-MS Agilent modelo 7500 equipado con un
muestreador automatico modelo ASX-500 Series para la determinacion de Hg total y la
especiacion. Para el tratamiento de las muestras se utilizd un Agitador Vortez—Genre
modelo K500 — G (Fisher Scientific) y una Centrifugadora DINAC marca Clay Adams
modelo 101. Para la especiacion se utiliz6 un HPLC modelo Agilent 1200 con una columna
de fase reversa (XDB-C18, 5um, 150mm x 4,6 mm, Zorbax Eclipse Columns Agilent, USA).
Centrifugadora marca Labnet para la extraccion de las muestras. En la Tabla 1 se muestran

las condiciones iniciales de operacion del HPLC-ICP-MS.
3.3. Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Las soluciones stock de Hg*? (ca. 1000 mg.L-
1) y CHsHg" (ca. 1000 mg.L?) se prepararon gravimétricamente a partir de cloruro de
mercurio (Merck) y cloruro de metilmercurio (Riedel de Haen, Seelze, Germany) disolviendo
0,125 g en 10 mL de HNOs al 10% (v/v). Se prepar6 acido nitrico (Merck) al 2% usado para
los patrones de la curva de calibrado. Para aforar las muestras mineralizadas se utilizé agua

desionizada grado | ASTM con valores de resistencia eléctrica >16.6 MQcm? a 25°C.

Los reactivos adicionales para el estudio de especiacion fueron: acido
etilendiaminotetracetico (EDTA) Riedel-de Haen (Alemania), metanol de grado HPLC
(99,8% v/v), 2- mercaptoetanol Merck (99%), Acetato de amonio Merck (98%).

Se aplico el test estadistico de la t de student para la comparacion de concentraciones en

diferentes partes de ese estudio.
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Tabla 1. Condiciones de trabajo empleadas en HPLC-ICP-MS para la separacién y cuantificacion de
algunas especies de mercurio en sangre competa y plasma.

Parametros de ICP-MS Datos
Potencia (Rf) 1400W
Nebulizador Concéntrico
Velocidad de la bomba del nebulizador (rpm) 0,4
Flujo del plasma (L.min%) 14,5
Flujo de gas de arrastre (L.min™) 0,9
Flujo de gas de enfriamiento (L.min?) 0,17
Is6topo monitoreado 202Hg
Método de adquisicion de la data Spectrum
Parametros de HPLC
Columna Cis
o 2-Mercaptoetanol, acetato de amonio, EDTA,

Fase Movil

metanol
Composicion de la fase movil 0,1%, 0,06M, 2mM, 3%
Caudal de flujo 1 mL.min*?
Modo de elucién Isocrético
Volumen de inyeccion 50 pL

Metodo de adquisicion de la data Analisis de tiempo de resolucion

3.4. Determinacién de mercurio total en sangre

Para la determinacion de Hg total en sangre se realizo la digestion en medio basico de 0,5
mL de sangre con dos gotas de octanol, 2 mL de hidréxido de amonio 1M, 4 mL de peroxido
de hidrogeno (H202) en un bafio con hielo, este Ultimo es un agente oxidante que acelera
la digestion de las muestras organicas elevando la temperatura. Este procedimiento
produce soluciones claras de las muestras sin particulas disueltas o capas grasosas. Luego
se aforaron a 10 mL con agua desionizada en balones y se analizaron utilizando ICP-MS
por triplicado. En la determinacién de mercurio total se monitoreo el is6topo mas abundante,
estable y libre de interferencia como ?%?Hg. Este procedimiento es rapido y por lo tanto
susceptible para la preparaciéon de muestras en las que se analizan elementos volatiles

tales como el Pb y el Hg.
3.5. Determinacion de mercurio total en plasma

Para la determinacioén de Hg total en plasma se realizé la digestién en medio basico de 0,1
mL de sangre con 400 pL de hidroxido de amonio 1 M, 800 uL de perdxido de hidrégeno
(H202) y 2 gotas de octanol en un bafio con hielo. Luego se transfirieron a balones de 10
mL y se aforaron con agua desionizada. Se analizaron por ICP-MS por triplicado. En la
determinacion de mercurio total se monitoreo el is6topo mas abundante, estable y libre de

interferencia como 2%?Hg.

3.6. Tratamiento de las muestras para el analisis de especiacion
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Para la extraccion del mercurio que contienen las muestras se tomaron 250 pL de sangre y
se colocé en tubos de polipropileno con 4,75 mL de una solucion que contenia: L-cisteina
al 0,05%, HCl al 0,1%, 2-mercaptoetanol al 0,1% y fue sonificada en un bafio de ultrasonido
por 15 min. Las soluciones resultantes fueron centrifugadas a aproximadamente 5000 rpm
durante 15 min y filtradas. La extraccion de la muestra se realizo por triplicado y los blancos

de la extraccion fueron preparados de la misma manera.
3.7. Determinacion de las especies de mercurio

Se utilizé una fase movil propuesta en el método descrito por Colina, Gardiner, Rivas &
Troncone (2011), utilizando acetato de amonio 0,06M, 2- mercaptoetanol al 0,1%, metanol
al 3% y EDTA 0,002 M como eluente. La identificacion y cuantificacién de las especies de
Hg se logré mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS.

Ambos métodos fueron validados y optimizados a través de la medicién de los parametros
analiticos: exactitud, precision, interferencias, limites de deteccion y cuantificacion,

sensibilidad instrumental y aplicabilidad, entre otros.

Para evaluar la precision del método, se inyecto al sistema una muestra (3 réplicas) las
cuales se midieron por triplicado y de esta forma la desviacion estandar relativa de las
medidas se tom6 como la precision. Por su parte para la exactitud se prepararon
disoluciones de concentracion conocida y se inyectaron en el sistema cromatografico para
asi obtener el porcentaje de recuperacion. Se utilizo la prueba estadistica t de student para

la comparacion de medias

4. RESULTADOS
4.1. Parametros analiticos para la determinacion de mercurio total:

La curva de calibracion para la determinacion de mercurio total tuvo un coeficiente de
correlacion aceptable para la determinacion: y= 2046,3 — 2592,9X; (R?=0,997). Estos
resultados permitieron la determinacion analitica del Hg total en las diferentes muestras
clinicas empleadas usando ICP-MS con buenos limites de deteccion y de sensibilidad. El
limite de deteccion calculado por Miller & Miller (2002) encontrado para la determinacion de
Hg en sangre completa y plasma fue de 1,39 pug Hg.L* y el limite de cuantificacion de 1,39
ug Hg.L™* con una sensibilidad instrumental 88,94.

4.1.1 Exactitud y precision del método
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En la Figura 1 se presentan la curva de calibracion y las de adicion estdndar para cada
muestra. Se observd paralelismo entre las pendientes obtenidas para Hg tanto en las
curvas de calibracion como en la adicion estandar, lo que indicé la ausencia de
interferencias no espectrales en las determinaciones de mercurio en las muestras de
sangre. Al comparar las pendientes de la curva de calibracion y adicion estandar obtenidas
para mercurio se obtuvieron porcentajes de error menores al 5%, lo cual evidencia la

ausencia de interferencias no espectrales.

Los estudios de recuperacion se realizaron en muestras reales de sangre a las cuales se le
agregaron cantidades conocidas de patron, donde se obtuvo una recuperacion entre 91 y
97% del analito.
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Figura 1. Gréfica del estudio de interferencias por adicion estandar.

El estudio de precision del método desarrollado para la determinacion de Hg en sangre
completa y plasma sanguineo de pacientes con leucemia, se realizO en muestras reales
diluidas, los valores de precision, como desviacion estandar y desviacion estandar relativa,
obtenidos en la corrida y entre corrida para la determinacion de mercurio en sangre
completa. Para este estudio se utilizaron 3 muestras de sangre preparadas por triplicado.
Los resultados muestran una buena precision, con una desviacion estandar relativa
promedio para muestras de sangre de 4,39%, entre corrida y 0,22% en la corrida,
respectivamente. EI método propuesto estuvo libre de interferencias, es confiable,
reproducible y puede ser utilizado para la determinaciéon del mercurio en muestras de

sangre completa.

4.1.2. Optimizacion de la digestion en medio basico de las muestras de sangre

completa
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Se evalué la digestion en medio basico de las muestras de sangre con diferentes volimenes
y concentraciones de hidroxido de amonio y peroxido de hidrogeno. Se dejo constante la
cantidad de sangre y de octanol afiadida, 0,5 mL y dos gotas, respectivamente. Se observo

gue con 2 mL de NH40OH y 4 mL de H20: se obtuvieron los mejores resultados (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos en la optimizacion de la digestién para la determinacién de mercurio total en
sangre.

Concentracion Concentracién de H
Volumen (ml) de g

NH,OH (ug.L ™
(mol.L Y (NH,OH/ H02) X * DE
2/4 64,97 +1,6
L 44 55,36 + 2,5
2/6 56,68 + 4,0
4/6 53,07 + 3,3
214 57,83+2,1
5 44 58,53 +1,9
2/6 55,34 + 3,6
4/6 53,24 26

El octanol se afiadio antes de la adicion del oxidante para evitar la formacion de espuma.
La produccion de oxigeno gaseoso y de las especies de CO2 durante la oxidacién de la
muestra podria explicar la formacion de espuma. Ademas de combatir la espuma este
alcohol reduce la tension superficial de esta solucion (Biasino, Dominguez & Alvarado,
2007).

4.2. Concentraciones de mercurio en sangre y plasma de los pacientes con leucemia

y los individuos controles

La Tabla 3 muestra las concentraciones de mercurio total en pacientes con leucemia e
individuos controles. Para los pacientes con leucemia se encontré0 una concentracion
promedio de mercurio en sangre de 16,889 + 8,759 ug Hg.L* [8,22 - 45 ug Hg.L'] y 25,36
+ 11,41 pg Hg.L* [10,6 — 40,87ug Hg.L?Y] para la poblacién control. No existen diferencias
significativas (P<0,05) entre la concentracién de mercurio en sangre de los pacientes con
leucemia y la poblacién control, lo cual nos indica que el Hg podria no tener relacion con la

aparicion de la enfermedad.

Al comparar los resultados encontrados de sangre completa con los descritos por Granadillo
(2009), se encontré que existen diferencias significativas (P<0,05), lo cual se deduce que

estos individuos controles estuvieron mas expuestos a este metal. Se debe tomar en cuenta
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que las muestras analizadas en este estudio provinieron de la ciudad de Barquisimeto y las

evaluadas por Granadillo (2009) fueron pacientes y controles de la ciudad de Maracaibo.

Tabla 3. Comparacién entre la concentracion de mercurio en sangre completa y plasma de pacientes con
leucemia e individuos controles.

Tipo de muestra Pacientes con Individuos Controles
leucemia (n=34) (n=5)
pg Hg.L? pg Hg.L?
Sangre completa 16,89 + 8,76 25,36 +11,41
Plasma 25,77 £5,12 74,46 £ 16,09

Granadillo (2009) encontré que el nivel de mercurio promedio en sangre era de 13,5 + 3,0
ug.L? (intervalo experimental 9,5-17,3 pg.Lt) para 32 pacientes con leucemia. Este fue el
Unico estudio encontrado en pacientes con leucemia. Araragi et al. (2003), determino en un
estudio con 380 dentistas que la concentracion promedio era de 8,5 pug.L ! y el 7,4% de la
poblacion estudiada presentaba niveles superiores a 15 pg.L™. En este estudio el 91% de
la poblacion estudiada presenté niveles superiores a 10 ppb en sangre y plasma indicando
gue se encuentran bajo riesgo toxicoldgico. En la ciudad de Maracaibo estuvo establecida

por mas de 30 afios una planta de Clorosoda que utilizaba mercurio en sus celdas.

Estudios realizados por Chen et al. (2005) encontraron un alto contenido de Hg en personas
laboralmente expuestas y habitantes de una zona de alta polucion en la Republica Popular
China. Estos investigadores sefialaron valores 60 veces mas altos en el grupo expuesto
(60,8 + 70,2 pug Hg.L) en comparacién al grupo control (0,91 + 0,28 ug Hg.L?). De igual
manera, Silva et al. (2004) observé un promedio de 31 ug de Hg.L* (4-130 ug Hg.L!) en

buscadores de oro del rio Amazonas brasilefio.

Los limites normales marcados por la OMS, los valores de referencia de mercurio en
individuos no expuestos son inferiores a 8 pug.L! en sangre total (Morales & Reyes, 2003)
y para personas sin consumo de pescado con altas concentraciones de mercurio, es del
orden de 5 a 10 pg.L™. Las diferencias encontradas en los niveles de mercurio sanguineo
parecen ser que la poblacién control trabajé en laboratorios de quimica y también se
encontr6 que la mayoria de estos tenian amalgamas. El mercurio presente en las
amalgamas dentales se encuentra en su forma metélica que es poco toxica. Sin embargo,

este metal se evapora a 25 °C, presentandose como vapor de mercurio que es muy toxico.
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Considerando que, al tomar bebidas calientes como café, té o chocolate, las temperaturas
en la boca pueden llegar a 40 y 60 °C, puede esperarse la liberacion del vapor de mercurio
cada cierto tiempo, exponiendo al paciente a una exposicién cronica, este hecho fue
evaluado experimentalmente y se comprobé que existia un aumento de la tasa de

evaporacion (Hursh et al., 1976).

Estudios realizados por Morales & Reyes (2003), revelaron que existe una fuerte correlacion
entre los valores de mercurio en plasma, sangre total, orina y el nUmero de amalgamas
presentes en la cavidad bucal de 244 personas que trabajan en una unidad odontolégica.
En Brasil se encontrd una concentracion de mercurio en la sangre promedio de la poblacion
control (N=17) de 26,8 ug.L*.

Las concentraciones de Hg promedios encontrados en plasma de los pacientes de leucemia
fue 25,77 + 5,12 pg Hg.L? [17,52 — 32,48 ug Hg.L] y para los controles 74,46 + 16,09
[64,38 — 102,82 ug Hg.Lt]. Al comparar estas medias experimentales se encontré que
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) lo que nos indica que la

poblaciéon control esta expuesto en mayor grado al téxico que los pacientes con leucemia.

En este trabajo no se encontrd contribucion de la aparicion de la leucemia con el aumento
de los niveles de Hg total en sangre y plasma encontrados en los pacientes con leucemia,
al igual que lo encontré Granadillo (2009), quien no encontr¢é diferencias significativas entre
los niveles de Hg en los pacientes con leucemia y los individuos controles por lo que no se
encontrd ninguna relacion con la enfermedad. Sin embargo, los resultados obtenidos son

de importancia y deben ser tomados en cuenta para estudios posteriores.

Wilhelm et al. (1996), encontraron valores en mercurio total sanguineo 1,5 veces mas
elevados en mujeres que en hombres, ademas encontraron una mayor concentracion de
mercurio en sangre en la poblacién de 15 hombres que en las mujeres (N=28). En todo
caso, los datos son contradictorios, atribuyen la diferencia que se encuentran entre los
hombres y mujeres al mayor consumo de pescado por parte de los hombres en su grupo
de trabajo. La distribucién de la poblacion estudiada, segun los valores de total Hg-S (Hg-
Sangre) y Hg-P (Hg-Plasma) de acuerdo al sexo se registra en la Tabla 4. La media de Hg-
S del grupo de los varones evaluado fue (16,08 = 7,85), y en las hembras (18,68 + 10,05)
ug.L1, la media de Hg-S en los hembras fue significativamente superior (P<0,05) que la

media de Hg-S observada en las varones.
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Tabla 4. Distribucion de los pacientes con leucemia estudiados segun los valores de Hg-S y Hg-P, de
acuerdo al sexo.

Hg-S (ug.L™) Hg-P (ug.L™)

Sexo n %  XtDE  Sexo n %  X*DE
M 21 61,76 16,08 + 7,85 M 7 70 20,02 £ 3,57
F 13 38,24 18,68 £ 10,05 F 3 30 26,87 £5,51
Total 34 100 16,889 + 8,759 Total 10 100 25,77 £5,12

Significacion estadistica de la diferencia entre las medias considerando el sexo, establecido a través de la prueba t-Student
para muestras independientes.
Hg-S: mercurio total en sangre; Hg-P: mercurio total en plasma

4.3. Especiacion de mercurio

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron una fase estacionaria enlazada al
octadecilsilano de 5 pm y como fase movil una solucién que contenia: Acetato de amonio
0,06 M, EDTA 2 mM, 2- mercaptoetanol 0,1% y metanol al 3%, a un flujo constante de
1ml.mint, en modo isocratico. La identificacion y cuantificacion de las especies de Hg se

logré mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS.
4.3.1. Optimizacién de los pardmetros operacionales

En las Figuras 2 y 3 se muestran los cromatogramas correspondientes a las especies de
mercurio Hg*? y CHsHg" respectivamente, obtenidos a partir de soluciones de 100 ppb.
Como se puede observar tanto el CHzHg* como el Hg*? presentan un rango de respuesta
lineal lo suficientemente amplio para una buena cuantificacion, asi como también una alta
simetria en las sefales cromatograficas, lo que refleja una buena selectividad del sistema

cromatografico.

Los estudios se iniciaron con una fase movil compuesta por 0,06 M de acetato de amonio
esta concentracion se fijo ya que es capaz de mantener un pH favorable de 6,5, también se
fijo en 0,1% de 2-mercaptoetanol como un compromiso entre la selectividad y el tiempo de
retencion. Por otra parte, se evaluaron diferentes concentraciones de metanol en la fase
movil y se vari6 entre 3% y 5%. Las concentraciones superiores al 5% no fueron evaluadas
ya que conducen a la inestabilidad del plasma y a un aumento en los residuos de carbon
en los conos. Luego se afadié un cuarto componente el EDTA 2 mM un agente quelante

utilizando el metanol al 3% obteniendo una separaciéon completa entre el CHsHg*y el Hg*2.
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Figura 2. Cromatograma obtenido para Hg*2 (100 Figura 3. Cromatograma obtenido para una solucion
ppb) donde se observa valores adecuados de de CHsHg® (100 ppb) donde se observa valores
intensidad y tiempo de retencion para esta adecuados de intensidad y tiempo de retencion para
especie. esta especie.

Los estudios se iniciaron con una fase movil compuesta por 0,06 M de acetato de amonio
esta concentracion se fijé ya que es capaz de mantener un pH favorable de 6,5 también se
fij6 en 0,1% de 2-mercaptoetanol como un compromiso entre la selectividad y el tiempo de
retencion. Por otra parte, se evaluaron diferentes concentraciones de metanol en la fase
movil y se vario entre 3% y 5%. Las concentraciones superiores al 5% no fueron evaluadas
ya que conducen a la inestabilidad del plasma y a un aumento en los residuos de carbén
en los conos. Luego se afiadid un cuarto componente el EDTA 2 mM un agente quelante

utilizando el metanol al 3% obteniendo una separacién completa entre el CHsHg*y el Hg*2.

Como se puede apreciar en la Figura 3, el CHsHg* presenta un menor tiempo de retencion
con respecto al Hg*? esto es debido a la afinidad que presenta la fase estacionaria con los
distintos iones, ya que la fase estacionaria es capaz de aumentar la retencion de las
especies a medida que se incrementa la relacion carga/masa de éstos; por tanto disminuye
el radio de hidratacion y aumenta la polarizabilidad induciendo un dipolo y la atraccion sobre

la resina.

En la Figura 4 se muestra una buena separacion de las especies de mercurio usando una
solucion de metilmercurio y mercurio inorganico (15 ppb). En la Figura 5 se observa la

separacion cromatografica para una muestra real de sangre completa.

En la Tabla 5 se observan los valores de los parametros cromatograficos como lo son:
tiempo de retencion, factor de retencion, nimero de platos teéricos, factor de selectividad y

resoluciéon de la columna.

Los valores de K y de los tiempos de retencion demuestran una elucion eficiente en
términos de tiempo, los resultados de la resolucién (Rs) muestran también un grado de

separacién correcta de los analitos ya que presentan valores por encima de 1,5 del mismo
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modo los resultados en cuento al factor de selectividad (a) demuestran que esta resulto

efectiva para la separacion de las dos especies de mercurio corroborando la eficiencia de

la separacion cromatografica.
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Figura 4. Cromatograma obtenido para una mezcla Figura 5. Cromatograma obtenido para las especies
de CHsHg, Hg*? (15 ppb c/u) donde se observan de mercurio en una muestra real de sangre

valores adecuados para la intensidad (CPS) y el completa.
tiempo de retencién (min).

4.3.2. Parametros analiticos en el analisis de especiacion

Las curvas de calibracién para las especies Hg*? (y= 199,67X + 0) (R?= 0,9996) y CH3Hg"
(y= 369,78X + 194,44)(R°=0,9971) resultaron aceptables. Con limites de deteccion,
cuantificacion y sensibilidad de la metodologia también aceptables: Para Hg*?, LD: 0,53
ug.Lt, Lg: 0,53 pg.L, sensibilidad: 199,67 y para CHsHg*, LD: 0,70 pg.L?, Lg: 0,71 pg.L?,
sensibilidad: 369,78.

Tabla 5. Parametros cromatograficos para la separacién de las especies de Hg estudiadas a una

concentracion de 15 pg.L™ c/u utilizando una columna Cis, fase movil acetato de amonio 0,06 M, EDTA 2 mM,
2- mercaptoetanol 0,1% y metanol al 3%, a un flujo de 1ml.min.

Especie Tiempo de Factor de NUmero de Factor de Resolucion
retencion (min) retencion (K) platos tedricos  selectividad (Rs)
(N) (a)
Hg*? 8,76 5 71
1,26 1,77
CHsHg* 7,24 3,96 117

Los estudios de recuperacion y de precision se realizaron en muestras reales de sangre a

las cuales se le agregaron cantidades conocidas de patron (20 ppb), donde se obtuvo una
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recuperacion entre 97 y 98% del analito las cuales fueron leidas por triplicado, estos
resultados fueron favorables lo que indica que es un método confiable, reproducible y puede
ser utilizado para la determinacion de las especies de mercurio en muestras de sangre

completa y plasma.

4.4. Concentraciones de mercurio inorganico y mercurio organico en sangrey plasma

de los pacientes con leucemiay los individuos controles

Se analizaron 5 muestras de sangre y 5 de plasma de pacientes con leucemia y de
poblacién control. Los resultados obtenidos en los andlisis de especiacion de mercurio
realizados se muestran en la Tabla 6, donde todas las concentraciones estan expresadas
en pg.Lt. Asimismo, se indican los valores promedio y la desviacion estandar calculados

de las especies de mercurio en plasmay sangre.

Las concentraciones de Hg*? encontradas en la sangre de los pacientes con leucemia fue
de 8,16 + 1,67 [6,96-10,97 pug.L] y para los controles 10,04 + 3,84 [5,41-15,86 pg.L™].
Estas medias experimentales fueron comparadas encontrando que no existen diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05). Asimismo, las concentraciones encontradas de
CHsHg" en sangre de pacientes con leucemia y la poblacion control no presentaron
diferencias estadisticamente significativas. En el caso de las concentraciones de CHzHg* y
Hg*? en plasma de los pacientes con leucemia al ser comparadas con las de la poblacién

control presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Tabla 6. Concentraciones de Hg*2y CHsHg" en sangre y plasma de pacientes con leucemia e individuos

controles.
Pacientes con leucemia Individuos Controles
Tipo de (n=5) ug Hg.L? (n=5) ug Hg.L?
mueStra Hg+2 CHSHg+ Hg+2 CHBHg+
Sangre
completa 8,16+1,67 9,85+6,22 10,04+3,84 12,2445,76
Plasma 11,47+4,33 11,2845,40 33,48+8,62 28,44+13,13

Es probable que la mayor cantidad de mercurio encontrada en el plasma se debe a que la
cantidad de proteinas totales del plasma es alrededor de 7 g a 7,5 g/100 mL de sangre y

ellas constituyen la mayor parte de los solidos del plasma (Harper, 1966).
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El CHsHg* se encuentra en los glébulos rojos de la sangre con pequefias variaciones entre
los individuos, y parte del Hg*? que se encuentra en los glébulos rojos suele atribuirse a la
de-metilacién del CHsHg*. En la sangre mas del 90% de CHsHg* se une a la hemoglobina
en los glébulos rojos, mientras que el Hg*? se distribuye en el plasmay en los glébulos rojos.
Por lo tanto, el total de Hg en la sangre se utiliza a veces como una medida de la exposicion
de CHsHg" y el total de Hg en el plasma se utiliza como medida indirecta de la exposicion
a Hg*? (Vesterberg, 1991).

En la literatura consultada no se encontrd informacion sobre los valores de referencia para

el Hg*?y el CHsHg* presentes en la sangre.

5. CONCLUSIONES

A lo largo de la investigacion realizada se ha llegado a las siguientes conclusiones:

Las caracteristicas analiticas evaluadas muestras que el método desarrollado para la

determinacion de mercurio total en sangre y plasma es confiable.

No se encontrd ninguna relacion entre las concentraciones totales de mercurio ni en las de

sus especies en sangre completa y plasma con la leucemia.

Para la determinacion de las especies estudiadas de mercurio en la sangre y plasma el
método desarrollado es confiable y reproducible, con un limite de deteccidn para las

especies quimicas de Hg estudiadas en sangre y plasma aceptables.
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