UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y SALUD ANIMAL

Cinética de la eliminacion de lindano en leche a diferentes
dosis en vacas en produccion.

T E SIS

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

GABRIELA RIVERA PORTILLA

TUTOR: MsC. LUIS OCAMPO CAMBEROS

COMITE TUTORAL:
PhD. HECTOR SUMANO LOPEZ
M. en C. ISABEL GRACIA MORA

MEXICO, D.F. 2007




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A todos y cada uno de los profesores y profesoras que he
tenido a lo largo de mis estudios, por la paciencia y dedicacion
aunade las tareas mas bellas, el ensefiar y formar
profesionales.

A mi familia, por el apoyo incondicional en momentos buenos y
sobre todo en los malos.



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM

A la facultad de medicina veterinariay zootecnia.
Al departamento de fisiologia y farmacologia.
A la facultad de quimica.

Al departamento de toxicologia.

A los comparieros y colegas.



CONTENIDO

indice.

CUADRO DE FIGURAS VI
INTRODUCCION 1
MARCO CONCEPTUAL 4
Importancia de la produccion 4
lactea en nuestro pais

Hexaclorociclohexano 5
Planteamiento del problema 9
Hipotesis 11
Objetivos 11
Metodologia 12
Resultados 16
Discusion 25
Conclusiones 27

Bibliografia citada 28



Figura 1. Férmula quimica de lindano

Figura 2. Cromatogramas de lindano (y HCH)

Figura 3. Identificacion de lindano por cromatografia de gases

Cuadro 1. Tamafio de respuesta de las repeticiones de lindano (lind)
en cromatografia de gases y detector de captura de electrones

Cuadro 2. Promedios para obtener la regresion adicionando con
lindano muestras de leche y sus porcentajes de recuperacion

Figura 4. Regresion linear de lindano para las muestras de leche
adicionadas.

Cuadro 3. Estimado de la concentracién con el uso de la regresién
lineal a partir de interseccién, pendiente y tamafio de la sefal (ts).
Cuadro 4.Concentracion de lindano ng/ml, en grasa de leche de vacas
tratadas con 75 pg/kg. (Grupo A)

Figura 5. Cinética de eliminacion de lindano en grasa leche, 75ug/kg
(Grupo A)

Cuadro 5. Tamafo de la sefial cromatogréfica de lindano en grasa de
leche de vacas 300 ug/kg (grupo B)

Figura 6. Cinética de eliminacion de lindano en grasa leche, 300ug/kg
(Grupo B)

Figura 7. Eliminacion de lindano en grasa de leche de ambos grupos.
Cuadro 6. Estadistica descriptiva de las concentraciones de lindano
en leche de vacas tratadas via dérmica.

Cuadro 7. Comparacion entre tratamientos por cada dia

Cuadro 8. Comparacion de cada dia en el mismo tratamiento.

18
18
19
19
20
20
21
21
22
22

23
24

24
24



RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo determinar por medio de cromatografia de
gases con detector de captura de electrones, el lindano en grasa de leche de
vacas en produccién, post tratamiento dérmico a 75 y 300 ug/kg. Validar e
implementar el método. Establecer los pardmetros de la cinética: coeficiente de
eliminacion, vida media, tiempo de retiro. Se utilizaron 8 vacas por grupo con
dos tratamientos con aspersion de 75ug/Kg (grupo A) y 300 pg/kg (grupo B) por
vaca de 500 kg. Se obtienen muestras de leche de 75 ml en cada cuarto
desechando el despunte y congelandolas a -20°C hasta su analisis. En el
proceso de validacion se obtuvieron los siguiente datos: porcentajes de
recuperacion de 89.6 a 101.27 con un promedio de 99.37 + 8.52, con
coeficiente de correlacion (r) de = 0 .999. Para el grupo “A” se obtuvo un
coeficiente de eliminacibn de 0.3825 vy una vida media de 1.81 dias,
obteniendo desde el dia 6 de muestreo niveles inferiores al limite maximos
permisible (MRL) sefialado por la FAO/WHO de 0.01mg/kg en leche entera o
0.12mg/kg base grasa.. El grupo “B” se obtuvo un coeficiente de eliminacién
de 0.24369 vy una vida media de 2.84 dias, con niveles inferiores al MRL
sefialados el dia 9 post tratamiento. El lindano en la grasa de la leche, se
comporta como un farmaco de cinética de primer orden. Al aumentar las
cantidades y frecuencia de aplicacion; se aumenta la concentracion en la leche.
El método implementado fue validado y eficiente para satisfacer las
condiciones rigurosas de su uso. Se identifico la cantidad minima detectable de
0.001ppb y la minima cuantificable 0.008ppb.

Palabras claves. Lindano, limites maximos permitidos. Cromatografia de gases.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine lindane by gas chromatography and
electron capture detector after a dermic treatment of 75 y 300 pg/kg group A
and group B, to lactating cows. Validating and implementing as a secondary
task the methodology. Establishing the kinetics parameters: excretion rate, half-
life, and quarantine. There were 8 cows per group. The samples of 250 ml of
milk (75 ml from each quarter) were frozen at - 20 °C until processing. The data
obtain in the validation of the method was: recovery percentage 99.37 + 8.52
standard deviation. A correlation coefficient of (r) = 0 .999. For the group A the
data was: an excreation rate of 0.3825, half-life of 1.81 days, reaching the
maximum residue level of lindane established by WHO/FAO of 0.01 mg/kg or
0.12mg/kg fat basis since the sixth day of post treatment.. And for the group B
an excreation rate of 0.24369, half-life of 2.84 days, with levels bellow the
maximum residue level of lindane established by WHO/FAO on day 9th.. The
lindane on milk fat behaves as a first order kinetics toxicant. While the doses
and frequency of treatment increases, the concentration of the toxicant increase
on the milk fat. The method was validated and is efficient, it satisfy the rigorous
conditions required. The minimum detectable quantity was 0.001ppband the
minimum quantify quantity was 0.008 ppb.

Key words: Lindane, maximum residue level, gas chromatography.



Cinética de la eliminacion de lindano en leche a diferentes
dosis en vacas en produccion.

Introduccién

Hoy en dia no hay empresa que no tenga entre sus metas la calidad total de
sus productos a fin de aumentar sus ventas y con vision de honestidad y
competitividad mundial. Dentro del concepto de calidad total, en productos de
origen animal no es factible concebir un producto de “calidad” que no cumpla
con los lineamientos establecidos por las normas de sanidad del pais
productor, asi como de los paises donde se tenga planeado distribuir el
producto final.

En nuestro pais, tanto autoridades como productores, estan concientes y
comprometidos en preservar la salud publica y animal, asi como mantener un
nivel competitivo y de calidad en sus productos. Esto con el fin de establecer
medidas que den mayor certeza a la inocuidad de los alimentos, al normar y
controlar el uso de sustancias como aditivos, promotores de crecimiento,
medicamentos veterinarios, plaguicidas entre los principales.*

El gobierno federal mexicano, como responsable de la inocuidad de los
alimentos, establece medidas sanitarias y fitosanitarias para asegurar el control
en la presencia de residuos toxicos y contaminantes; este trabajo se ejerce a
través del “Comité intersecretarial para la revision de los programas de
residuos toxicos y contaminantes en alimentos de origen animal” es coordinado
por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) en el que participan otras dependencias como la
Secretaria de Salud (SS), la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) y la Secretaria de Economia (SE). Asi como
delegados del sector privado, representado por lo productores pecuarios. La
industria farmacéutica y de los alimentos para animales, transformadores,
comercializadores, sector académico y los consumidores. El grupo opera
proponiendo y aprobando estrategias para el buen desempefio y manejo de los
programas, asegurando que los productos cumplen requisitos internacionales
de inocuidad y calidad, evitando la presencia de substancias de alto riesgo para
la salud de la poblacion y el ambiente.

En el marco de las acciones para dar certeza al consumidor de la inocuidad de
los alimentos que se producen en México, se publico en 1984 en el diario oficial
de la federacién, el “Programa de Control de Residuos Toxicos, Productos y
Subproductos de Origen Animal”. *

A la fecha, las medidas estan encaminadas a realizar acciones que tienen
como finalidad mejorar el control y eliminacién del uso de aquellos productos
contaminantes, que se utilizan en la produccion pecuaria; o que se integran a la
cadena productiva derivadas de actividades industriales y/o comerciales
principalmente.



En virtud de la calidad que requieren los productos mexicanos para consumo
local y para la exportacion, la vigilancia de la inocuidad es una responsabilidad
compartida entre el sector oficial y el privado.

La SAGARPA, establece las funciones del Servicio Nacional de Sanidad
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA). Esta institucion es la
responsable de asegurar la calidad higiénico sanitaria de los alimentos de
origen animal, producidos internamente y de los que ingresan al pais. Esta
misma institucion elabora y evallda programas de monitoreo y seguimiento
epidemiolégico (en caso de violacion a los limites de tolerancia), ademas le
corresponde ejercer el control de productos quimicos farmacéuticos,
plaguicidas, biolégicos, equipos y servicios para animales.

En cuanto a la regulacion de plaguicidas, fertilizantes y substancias toxicas, se
cred la Comision Intersecretarial para el Control de Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y Substancias Téxicas (CICLOPLAFEST), que inicid
sus funciones el 7 de diciembre de 1998. Tiene como objetivo realizar
actividades coordinadas de regulacion y control de plaguicidas, fertilizantes, y
substancias toxicas, asi como la expedicion de registros y autorizaciones de
importacion, asegurandose que los productos autorizados cumplan con los
requisitos internacionales de calidad; a fin de evitar el uso en México de
substancias de alto riesgo para el ambiente y la salud de la poblacién.

Es importante definir lo que entendemos por “inocuidad” descrito en el
diccionario de lengua espafiola; del latin innoccus que no hace dafio. Inocuidad
en los alimentos: “La certeza practica de que un alimento o ingrediente utilizado
en una cantidad o manera acostumbrada no sera causa de una lesion o dafio
en el consumidor” ?

Es grande el esfuerzo que realizan la SAGARPA, SENASICA, y el sector
privado para tratar de evitar que lleguen productos de origen animal con
residuos de substancias toxicas al consumidor final; en la norma mexicana
NOM-021-ZOO 1995, se establece el andlisis de plaguicidas 6rganoclorados en
grasa de bovinos, caprinos, porcinos y aves, por medio de estudios
encaminados a verificar la presencia de estos contaminantes.

Los principales paises exportadores han establecido sistemas de control que
comprenden leyes, reglamentos y normas rigurosas, ademas de mecanismos
de inspeccion, analisis y certificacion externos, mediante los cuales los propios
productores aplican medidas correctivas, que pueden llegar hasta la
destruccion de los alimentos obtenidos de los lotes de animales, cuando se
comprueba que no se han respetado las normas que regulan el empleo de
substancias quimicas, o que los limites de aplicacion de tales substancias se
han sobrepasado debido a malas practicas de manejo que constituyan una
contaminacion endogena potencial, ya sea de tipo biolégico o quimico que
afecten la salud publica. 3



Se necesita llevar a México a la cumbre en competencia de productos de
origen animal, para lo cual se requiere de una orientacion y participacion
interdisciplinaria, la cual debera incluir equipos multidisciplinarios de médicos
expertos en salud ambiental, médicos especialistas en salud publica y salud
animal, expertos en calidad total en alimentos, en tecnologia de alimentos, en
microbiologia, quimica y toxicologia para llevar a cabo todos los analisis y
medidas necesarias para que los productos mexicanos compitan nacional e
internacionalmente, abriendo un camino mas ancho de exportaciones logrando
al mismo tiempo cubrir las necesidades internas con la mejor calidad en
alimentos de origen animal.

Es importante resaltar que todos los productos utilizados como terapéuticos de
animales de consumo al humano, deben de contar con la informacién del
tiempo de espera necesario para que estos productos no pasen en cantidades
dafinas al consumidor final, el humano.

En este sentido, el trabajo esta encaminado a determinar la cinética de
eliminacion del plaguicida organoclorado gamma hexaclorociclohexano,
“lindano”, en grasa de leche vacas en produccién tras su utilizacion topica,
determinando asi el tiempo de retiro para obtener leche que cumpla con las
normas de calidad mexicanas e internacionales.



Marco conceptual
Importancia de la produccién lactea en nuestro pais.

La produccion de leche en México se considera prioritaria dentro de los
programas de fomento, presentando el mayor potencial de expansién.* Siendo
la leche uno de los alimentos mas completos por su alto contenido de
nutrientes (aminoacidos esenciales) es considerado a nivel mundial un alimento
necesario.

El valor de la produccion de la leche y sus derivados en México para 2005, fue
de 42 695 795 miles de pesos, con una produccion de 4 688 598 toneladas,
aun asi, se importaron 505 587 miles de dolares en productos lacteos en el afio
2005 y 508 636 miles de Ddélares. En el primer semestre de 2006 (SAGARPA,
INEGI, 2007), para poder cubrir la oferta interna, principalmente leche en polvo,
obteniendo en promedio un consumo o disponibilidad per capita del00 L al
afio. (273 ml al dia). °

Los principales estados productores de leche (miles de litros) son, Coahuila
1,246,740, Jalisco 1,674,616, Durango con 1,013,414, Chihuahua 816,551,
Veracruz 659,857, Guanajuato 665,007, para el afio 2006, siendo
principalmente la produccion en las zonas de trépico, zonas de alta incidencia
en ecto-pardsitos, principalmente garrapata. Se sabe que las pérdidas
relacionadas con enfermedades parasitarias son severas, tanto en produccion
como en ganancia de peso, estimando por cada garrapata una pérdida de peso
de (0.26 a 1.29 Kg por garrapata al afo).*, sin contar los problemas
reproductivos, transmision de hemoparasitos, y enfermedades severas, como
piroplasmosis, anaplasmosis, hemoglobinuria, rikettsias bovinas, espiroquelosis
bovina y anemias, calculando un costo de tratamiento y pérdidas de 47
millones de ddlares por afio entre Estados Unidos, Canadd y México.* En
México se ha establecido zonas libres de garrapata, zonas en trabajo de
erradicacion y zonas de control, en la cual se localizan los principales
productores de leche.

Historicamente han existido diferentes métodos de control para la garrapata
entre ellos se encuentran los naturales, biolégicos y los quimicos. El principal
método de control utilizado para combatir a la garrapata entre otros parasitos,
es el quimico y se logra por medio de plaguicidas aplicados por bafios de
aspersion, inmersién o topicos, siendo de los principios activos mas utilizados
por muchos afios los organoclorados y entre ellos, el lindano. En México se
utilizan 19 toneladas de lindano al afio para control de plagas en ganado.®

*(lwww.siap.sagarpa.gob.mx/InfOMer/analisis/anleche.html#prodmexico)



El hexaclorociclohexano es un producto quimico manufacturado que existe en
8 formas quimicas diferentes llamadas estereoisémeros, El lindano (yHCH)
gamma hexaclorociclohexano es uno de los ocho esteroisomeros del
1,2,3,4,5,6, hexaclorociclohexano (C¢HsCL ) cuyo peso molecular es 290.83
gramos/mol. Es un soélido blanco cristalino (CAS: 58-89-9) con punto de
ebulliciéon 112.8° C, presion de vapor 3,26 x 10 -5 mmHg a 20° C, densidad
1,85, insoluble en agua a 20°C, moderadamente soluble en etanol, éter,
benceno-acetona, poco soluble en aceites minerales. Sumamente estable a la
luz, calor, aire, dioxido de carbono y &cidos fuertes, es inestable en la
presencia de alcalis (sufre declorinacion) produciendo triclorobencenos y acido
hidroclorhidrico, asi como a una exposicién prolongada a altas temperaturas.’
Los isémeros de HCH se producen por medio de cloracion fotoquimica del
benceno y dan como resultado un producto llamado HCH técnico, (CAS: 608-
73-1) éste se compone principalmente de 5 isémeros el alfa -HCH (53 a 70%),
beta -HCH (3-14%), gamma-HCH (11-18%), delta —-HCH (6-10%) y epsilon-
HCH (3-5%). La mezcla fue ampliamente utilizada como un insecticida
economico, pero el isomero gamma HCH fue el Unico que exhibe fuertes
propiedades insecticidas, se le refina del HCH técnico y se comercializa con el
nombre de lindano.’

El lindano se utiliza por primera vez en los afios 40’s como insecticida eficiente.
El lindano puro (mayor a 99%) se concentra por tratamiento de mezclas de
isbmeros de HCH con metanol o acido acético y cristalizacion. Aun el lindano
puro contiene pequefias cantidades de otros isémeros de HCH. 8
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Figural.-1,2,3,4,5,6, hexaclorociclohexano (CsHsCL ¢)

Sus principales metabolitos son: gamma-pentaclorociclohexano
(dehidroclorinacion), gamma- tetraclorohexano (declorinacion),
hexaclorociclohexano (hidroxilacién). La metabolizaciébn hepética produce un
gran numero de metabolitos dentro de los cuales muchos permanecen aun sin
identificar, aunque actualmente se conocen mas de 80 metabolitos con
diferentes estructuras quimicas y actividades. Se metaboliza por enzimas
dependientes del citocromo P-450.**

**(www.inchem.org/documents/jmpr/jmpmono/2002pr08.htm)



El lindano, también es conocido como gamma hexaclorociclohexano, (1 alpha,
2 alpha, 3 beta, 4 alpha, 5 alpha, 6 beta-1,2,3,4,5,6, hexaclorociclohexano)
1,2,3,4,5,6, hexacloruro de benceno, gamahexano, hexaclorano: Es un
plaguicida y fumigante organoclorado con wusos agricolas, pecuarios,
industriales y medicinales, asi como en el control a vectores (campafias de
salud publica).’ El lindano sigue siendo un ectoparasiticida de gran potencia 'y a
pesar de que se le usa desde 1940, ha generado poca resistencia. Por su
efecto larvicida, insecticida y acaricida, se le usa en diversas presentaciones en
la industria pecuaria y agricola, por tanto es factible que esté en contacto con el
ganado productor de leche. Hay estudios en Francia donde relacionan la
contaminacion de la tierra y a el forraje como fuente de organoclorados al
bovino.® (Lindane (048) (R)*** . Los Organoclorados son compuestos
lipofilicos que pueden inducir alteraciones inmunolégicas en el humano® *2, se
les ha relacionado con riesgo de cancer de préstata’®, se sospecha posea
influencias en el sistema endocrino.'* En esperma induce una rapida g/
transitoria despolarizacion de membrana y apertura de canales-voltaje de Ca“,
sin alterar la viabilidad celular.’® Existen evidencias de que el lindano causa
efectos reproductivos y puede causar toxicidad en el desarrollo **. En un
estudio de dos generaciones en ratas para evaluar su actividad como
interruptor endocrino, no se encontr6 cambios en los niveles de hormonas
sanguineos, hay relacion dosis dependiente de la capacidad de elevar las
enzimas hepéticas, y disminucion en el tamafio del timo, aumento en el tamafio
de la tiroides como efecto de toxicidad en neonatos a dosis de 300 ppm en los
F1, sin cambios histoldgicos, ni efectos en el ciclo estral, espermatogénesis,
apareo, fertilidad, gestacién o parto’’. Estudios en poblaciones expuestas
durante décadas a plaguicidas, se demostro influencia de estos en la glandula
tiroides, acrecentdé en el volumen de la glandula, aumento en la
hipoecogenicidad, y provoco exageracion de anticuerpos sanguineos a
tiroydoperoxidasa. *® Experimentos en animales indican que el lindano en
grandes dosis produce toxicidad testicular: ratas macho inyectadas con lindano
a una dosis de 4 u 8 mg/kg por un lapso de 10 dias, por via intraperitoneal
mostraron degeneracion del tejido testicular. El lindano también se concentra
en la leche materna y grasa corporal.™®

Actualmente se encuentra clasificado por la Internacional Agency for Research
in Cancer.(IARC) % como clase 2B, posible carcinogénico en humanos, por lo
que esta prohibido en 17 paises, Costa Rica, Colombia, Dinamarca, Finlandia,
Gambia, Honduras, Hungria, Indonesia, Kuwait, Nueva Zelanda, Holanda,
Santa Lucia, Eslovenia, Sud Africa, Corea del Sur, Suecia y Turquia. ** El
lindano es de uso restringido en Canada y Estados Unidos desde 1994, en
México desde 2004 (Plan de Accion Regional de América del Norte, PARAN,
2004), sin embargo tanto en México como en paises del tercer mundo se sigue
utiizando para el tratamiento de semillas en la agricultura, como
ectoparasiticida en ganaderia, y en lociones o jabones para tratamiento de
sarnas % piojos en humanos en América (Canada Estados Unidos y América
Latina).

***(www.fao.0rg/DOCREP/006/y.5221E/y5221e0g.htt



Los signos de intoxicacion aguda oral (DLsg) en diferentes especies se han
calculado en un rango de 56 a 480 mg/kg de peso corporal, las preparaciones
en medios oleosos fueron mas toxicas que las acuosas, las concentraciones en
ratas y ratones fueron similares, de 88 a 270 mg/kg en ratas, 56 a 246 mg/kg
en ratones. La DLso dérmica para ratas fue de 900 mg/kg; dosis de 60 mg/kg (al
1% en crema) causé convulsiones, anorexia, y muerte en conejos al destete.
En el humano la dosis fatal es de de 10 a 30 g alcanzando niveles séricos de
1.3 mcg/ml (etoxnet, 1996). La especie mas susceptible es el ganado con dosis
téxica minima de 25 mg/kg, **** Dosis de 88-270 mg/kg de peso en bovinos
son lo suficientemente evidentes como para retirar al animal de la ordefia,
incluyen estimulacién del SNC con tremores, hasta convulsiones, colapso
cardiovascular, acidosis respiratoria, arritmias cardiacas, pero es importante
sefialar que no altera las funciones reproductivas™.

La via de exposicion mas comun al lindano para el ser humano, al igual que
para otros compuestos organoclorados, son los alimentos, se ha detectado la
presencia de lindano en tejidos adiposos de humanos y animales y en leche
materna.'®**?* El nivel de lindano en sangre materna se ha asociado con bajo
peso del producto al nacimiento, y alteraciones en los niveles de hemoglobina
sanguinea y presion diastélica en la madre.?* No se ha encontrado relacion con
niveles sanguineos de organoclorados y duracion de gestacion, peso al nacer o
largo de cabeza a talén en una poblacion de agricultores.”® Existe una
importante relacion entre el consumo de productos animales con alto contenido
de grasa, como la leche, el queso, el yogurt, el pescado, los mariscos, y las
concentraciones de lindano en la leche materna humana y grasa corporal. Se
ha calculado un NOAEL (no observed adverse effect level, Nivel al cual no se
observa efecto adverso) de 0.33 mg/kg/dia en estudios con ratas por 18
semanas®?; el LOAEL (lowest observed adverse effect level, nivel mas bajo al
que se observa efecto adverso) es de 1.55 mg/kg/dia, se ha establecido en
base a hipertrofia hepatica y lesiones degenerativas de tdbulos renales. ?* El
FRD/ADI (aceptable daily intake) %’ (“dosis de referencia, expresada ingesta
diaria oral de contaminante en mg por individuo por unidad de tiempo kg/dia”)
para el lindano es de 0.008mg/kg/dia.** (FAO/WHO, GEMS/food regional diets)
basado en un noael de 0.33 mg/kg/dia por toxicidad renal y hepatica en ratas
expuestas por 12 semanas a un factor de 100. ?° En la dltima reunién la FAO
en residuos de plaguicidas en alimentos se disminuyo a un ADI de
0.005mg/kg/dia en base a un NOAEL de 10ppm equivalente a 0.47 mg/kg de
peso/dia, en base a toxicidad a largo plazo en ratas, que presentaron elevada
incidencia de hipertrofia periacinar hepatocelllar y Muerte. ? No se ha
establecido evidencia de carcinogenicidad en humanos, sin embargo aumenta
la incidencia de adenomas y carcinomas en el higado de ratones agouti y
pseudoagouti a dosis de 23 mg/kg.**** En un estudio en Dinamarca, no se
encontré relacion fuerte entre niveles altos de organoclorados en sangre en
mujeres posmenopausicas, con cancer de mama.?®, en el caso de carcinoma
mamario se encontrg influencia de los organoclorados en el micro ambiente del
tumor afectando su comportamiento biologico, a los que sugieren que podrian
tener efectos terapéuticos.”®. No se le ha reportado ser fototoxico; en estudios
en bacterias Salmonella typhimurium y Escherichia coli, no ha demostrado
evidencia de mutagenicidad.30 Dentro de los estudios de toxicidad croénica,

*xxx (http://www.inchem.org/documents/pds/pds/pest12_e.htm



varios estudios reportados indican una relacién entre exposicion al lindano y la
ocurrencia de anemia aplastica. Existe cierta polémica sobre el potencial de
carcinogenicidad humana del linadano. En 1987, la agencia internacional para
la investigacion del cancer califico al lindano como posible carcinégeno
humano. La EPA de Estados Unidos también clasifico al lindano dentro de la
clase 2B, como posible carcinbgeno humano, sin embargo, como resultado de
una revision de todos los estudios de cancer, la agencia clasifica al lindano en
la categoria “Evidencia sugestiva de carcinogenicidad pero no suficiente para
evaluar el potencial carcindgeno humano.** Se ha observado que el lindano es
dosis dependiente en su capacidad citotdxica, sugiriendo que puede actuar
como promotor de carcinogénesis. %

En zonas tropicales se utiliza principalmente para el tratamiento de garrapatas.
Al ser un producto liposoluble persiste en el medio asi como en productos
agricolas y se le encuentra como residuos en la leche, queso, crema, carne,
huevo, peces, y otros productos de consumo humano, incluso encontrandolo
en leche materna humana.”. El lindano y otros isémeros de HCH se han
detectado en el aire, en las aguas superficiales y profundas, en sedimento,
suelo, peces y otros organismos acuaticos, animales, comida y humanos.
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry) (Agencia para registro de
enfermedades y substancias téxicas).** Su ingreso es a través del agua y
comida contaminadas, afectando a animales y humano®* 19 3% 36. 3738 gg hgn
reportado casos de residuos de lindano por encima de los limites aceptados en
leche de bovinos en el Reino Unido llegando a la conclusion que la fuente de
lindano para estos animales pudo ser la contaminacion. *



Planteamiento del problema

La leche es uno de los principales componentes de la dieta humana desde la
infancia. Derivado de su contaminacién por los plaguicidas organoclorados y al
incluirse en la cadena alimenticia*® la hace téxica y riesgosa. EL riesgo de
exposicion por el consumo diario es mucho mayor que en otros tipos de
alimentos. El momento en que se consumen productos de individuos cuyo
posicién en la cadena tréfica es muy alta la exposicién sera mas alta.*® Existen
evidencias de que el lindano se llega a eliminar por la leche encontrandola en
leche de humanos, ** **, de bovinos, * y de caprinos.*

El lindano se utiliza aun en muchas partes del mundo, incluyendo en los
Estados Unidos de Norteamérica (EUA) donde se le prescribe para su uso en
nifios y adultos para el tratamiento de sarna y piojos.

También se le usa en veterinaria en animales de compafiia y de produccion.
Tiene un uso reconocido en la agricultura (maiz, trigo, cebada, centeno, sorgo,
algoddn, tabaco, algunas frutas y vegetales, arboles) y como preservador de la
madera. Se calcula que se prescribe mas de un millén de recetas por afio para
tratamiento de escabiosis y pediculosis humano en EUA. ** ** 4> No obstante el
lindano puede causar una importante variedad de efectos colaterales cuando
se le usa directamente y sin las indicaciones pertinentes, se le ha implicado en
efectos a mediano y largo plazo cuando ingresa a los consumidores a traves de
la piel, el aire, agua y/ o alimento. Actualmente se mantiene el registro de
lindano para el uso para tratamiento de semillas, 6 cultivos, maiz, cebada,
avena, sorgo centeno y trigo en Estados Unidos, en México en el tratamiento
de plantas ornamentales, tratamiento de semilla, sorgo, trigo, cebada, maiz,
avena, en campafas de salud publica, esta registrado su uso para control de
pediculosis y escabiosis. Los medicamentos con lindano estan considerados en
el cuadro basico de medicamentos de la Secretaria de Salud, dado que la
escabiosis se encuentra entre las 10 primeras causas de morbilidad en
México®, en el control de &caros y piojos en bovinos, ovinos, caprinos equinos,
control de arafias y alacranes en instalaciones pecuarias, su uso industrial es
exclusivo de plantas formuladoras de plaguicidas. Vale la pena sefialar que
todo el lindano en México es importado. *"*® Ha sido dificil obtener las
cantidades reales de lindano que han entrado al pais en los ultimos afios, en
2002 se registro la entrada a México de 88,000 kg de lindano al 99% de
pureza. Empresas privadas reportaron en suma importar un promedio de 18
toneladas al afio. Tan solo las exportaciones de Estados Unidos a México de
lindano reportadas por la United States Internacional Trade Comision (USITIC)
reporté 750 toneladas del 2000 al 2004. ®

Es un hecho que aunque el uso de lindano ha sido restringido, se encuentra en
el pais y es utilizado por lo menos en todos los usos autorizados por a ley y a
pesar de los esfuerzos de las instituciones gubernamentales como la
SAGARPA, SENASICA, SS, y empresas privadas, los esfuerzos conjuntos no
son capaces de verificar que los productos al consumidor final lleguen libres de
residuos peligrosos o con estos residuos por debajo de los limites que la ley
estipula.

*(www.Fao.0org/DOCREP/006/Y5221E/y5221e0g.htm



Como bien se ha manejado, es una mision interdisciplinaria, donde todos
debemos de participar, una buena forma de hacerlo, es realizando buenas
practicas pecuarias, donde es bésico el respetar el tiempo de retiro de todo
producto utilizado que sea capaz de llegar al humano.

En estudios comparativos para evaluar los tiempos de retiro de los
organoclorados, se demuestra que el lindano se degrada en el ambiente con
relativa rapidez, dependiendo de la humedad, caracteristicas del suelo y
condiciones climaticas, posee una vida media en suelo de 3 dias a 3 afios;"" de
121 a 365 dias post tratamiento a 15-30 cm. de profundidad, obteniendo aun
cosechas con residuos.”™ Lo que lo convierte en el organoclorado menos
persistente en el ambiente, de tal suerte que se ha estimado que el ingreso de
lindano al ser humano a partir del ambiente es asi:

Del aire = 0.002 ug/kg de peso/dia
De los nutrimentos = 0.07 pg/kg de peso/dia

La ingesta diaria admisible se ha calculado segun la FAO/WHO en 12.5 pg/kg
(ppb) de peso corporal /dia,* lo que arroja un importante margen de seguridad,
sobretodo si se considera que, en modelos experimentales se ha demostrado
gue los mamiferos poseen una capacidad de degradacién constante de
lindano, de tal manera que se ha visto en ratas que posterior a una
administracion constante el lindano acumulado en grasa a razén de 150 ppm
decae en 1-2 semanas a cero.”

No obstante, otras evidencias indican la posibilidad de un efecto acumulativo
generado de varias fuentes en el entorno (agua, aire, alimento) y una lenta
eliminacién del lindano en animales domésticos que puede dar lugar a
acumulacion tanto en ellos como en el humano.

Con base en lo anterior, se considerdé necesario realizar un estudio sobre el
indice de eliminacion del lindano aplicado en un amplio rango de dosis al
bovino productor de leche, desde el nivel terapéutico para efectos plaguicidas

y en sobredosis.

Con base en lo anterior el propésito de este trabajo es el de establecer la
cinética de eliminacion del lindano en leche y establecer su tiempo de retiro
para evitar residuos por arriba de los limites maximos permitidos por la World
Health Organization, (WHO/Food and Agricultural Organization, FAO) que es
de 0.01mg/kg en la leche entera o 0.12 mg/kg base grasa en vacas en
produccion.

“"WWW.inchem.org/documents /jmpr/jmpmono/v078pr19.htm
** (www.fao.org/DOCreP/006/y5221E/y5221e0g.htm).
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Hipoétesis

El uso de lindano a concentraciones mayores a las recomendadas por el
proveedor (10ml al 15% en 10 litros) y sin respetar el tiempo de retiro, causa
eliminacién del producto en la grasa de leche en cantidades por arriba de las
permitidas por la WHO/FAOQ, y por la norma NOM-004-Z0O0-1994. (0.01 mg/kg
en leche entera, 0.12 mg/kg (en base grasa) lo cual representa un riesgo de
salud publica.

Objetivos Generales

Validacion del método por cromatografia de gases para la determinacion
de lindano en grasa de leche de vaca, a diferentes dosis via aspersion;
para demostrar estadisticamente la linealidad, rango de trabajo,
precision, limites de deteccion y cuantificacion.

Definir la cinética de eliminacién de lindano en grasa de leche,

Objetivos Especificos

Implementar los parametros fisicoquimicos del método por cromatografia
de gases para la cuantificacién de lindano

Definir las variables cinéticas: vida media de eliminacién, tiempo de

retiro. cantidad minima detectable y cantidad minima cuantificable,
indice de correlacion del método, punto de interseccion y pendiente.
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Material y Métodos
Animales

Se eligieron 16 animales en forma completamente aleatoria, de un solo establo
para este estudio, a fin de evitar la interferencia derivada por otros factores
externos, asi como de otros animales. En todos los casos, se tomaron
muestras de leche anterior al desafio con lindano, para evaluar la cantidad que
existe de este plaguicida. Como valores basales, solo se incluyeron en este
ensayo animales que no presentaron eliminacion de lindano en la leche o cuya
eliminaciéon no fue superior a lo considerado como nivel maximo de residuos
por el Codex Alimentarius. Se integraron dos grupos de 8 animales®” de la
siguiente manera:

Grupo A: 8 vacas en produccion a las que se les aplico tdépicamente por
aspersion 250 ml (75pg/Kg.) por vaca de 450-500 kg. de peso, representativo
de una dosis terapéutica del ectoparasiticida (1 1/1000 | de agua).

Grupo B: 8 vacas en produccion a las que se les aplico lindano topicamente por
aspersion 300 pg/Kg de peso, 1 | (300 ug/kg), por vaca de 450- 500 kg de
peso, representativo de una dosis del ectoparasiticida (10 1/1000 | de agua).

Posterior a la aplicacion del lindano se ordefiaron los animales por 14 dias,
eliminando el despunte y recuperando 75 ml de cada cuarto en frascos
estériles de vidrio. El lindano es muy estable al aire, luz, calor, dioxido de
carbdn, acidos fuertes, en presencia de &lcali con calor prolongado se
decloriniza formando triclorobenceno y acido clorhidrico.

Se eliminaron las muestras de leche de los primeros 5 dias guardando la
leche a partir de este dia (6" dia, obteniendo 9 muestras en total por vaca). Las
muestras de 250 ml obtenidas de los cuatro cuartos, se mantuvieron en
congelacion (-20 °C) hasta su analisis.

Ensayos para la implementacién del método analitico para lindano.

Se implementé y validé el método analitico por cromatografia de gases descrito
por Armendariz et al, 2004. cuyos limites de deteccién son 0.001 a 0.005 pg/L
es un meétodo de tres pasos, el primero consiste de centrifugacion, seguido de
purificacion, y por ultimo identificacion por cromatografia de gases.

El Lugar de muestreo fue el Centro de Ensefianza, Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal “CEPIPSA” que se encuentra en la Avenida Cruz
Blanca No. 486, en San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan, C.P. 14500
México, D.F.

Las muestras se procesaron en el laboratorio de toxicologia de la FMVZ,
UNAM.
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Materiales

Estandares y reactivos.

Lindano técnico al 99%, Laboratorios Agromundo.

Acido sulfarico 96% puro (Sigma).

Sulfato anhidrido de sodio (sulfato anhidro de sodio) (Sigma)
Hexano (para analisis de residuos) (Sigma)

Antes del uso de los materiales se sometieron a lavado con agua caliente y se
enjuagaron con agua bidestilada y secaron a 100°C en estufa, posteriormente
se enjuagan con hexano (para analisis de residuos y vuelto a secar en estufa).

Aparatos.

Centrifuga: (international centrifuge size 2 model K# 31993Pvolts 115 cyc.60
amps 7. % HP. Internacional Equip.Co. Needham Hts. Mass. Cromatdgrafo de
gases Perkin Elmer autosistem XL con inyector manual y detector de captura
de electrones y columnas de cromatografia de gases. Col- elite — 5 — 30M-
.50UM-.53MM Perkin Elmer

Secadora o estufa turbo dryer vap Il Zymark model ZW 8006 A Varian 3400.
Cromatografo de gases Perkin Elmer autosistem xI  con inyector manual y
detector de captura de electrones, Perkin Elmer.

Para determinar la cinética de eliminacion del lindano se utiliz6 el método
sugerido por Armendériz que consiste en tres etapas. Extraccion de grasa,
centrifugar 10 ml. de leche a 3000 rpm por una hora para separar la grasa de
los demas componentes del a leche, congelando a -20° C por 24 hrs. Para
facilitar la separacion de la grasa se mezcla con 30g de anhidrido NA,SO, en
un mezclador de vidrio.

Procesamiento de las muestras.

Extraccion de grasa: centrifugar 10 ml de leche a 3000rpm 1 hr. Congelar a -20
C 24 hrs. separar y mezclar con 30 g de Na,SO,4 en matraz de vidrio.

Purificacion del extracto de grasa:

El polvo obtenido se transfiere a una columna de vidrio y eluir en 50ml de
hexano 2 veces, concentrar a 1ml evaporando a una temperatura de 50°C.
Restituir volumen a 10ml con los liquidos de los lavados y alicuotas de hexano,
y agitar a homogenizar restituyendo a 10 ml.

Tomar 2ml para determinacion de porcentaje de grasa.
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Purificacion de extracto:

A 8ml de extracto agregar 3ml acido sulfdrico concentrado, agitar severamente
por 1 minuto, dejar en reposo 24 hrs para permitir la separacion de las capas
organica y acuosa.

A 5ml de la capa organica se le trasfieren a un matraz con 1g de cama Na,SO,.
Después de lavar el residuo con dos alicuotas de 5ml de hexano, dejar
evaporar < 50° enseguida colectar el residuo con 1 ml de hexano e inyectar al
cromatografo de gases.

Condiciones del cromatografo de gases con detector de captura de electrones
para la identificacién de lindano.

Temperatura del Inyector 280°C, volumen de la muestra 1 pul, gas acarreador
nitrégeno 20 psi rango de flujo 1 ml por minuto, temperatura del horno inicial
50 °C por tres minutos, gradiente de 30 °C por minuto hasta los 180 °C y
estabilizar por 1 min, aumentar 6 °C por minuto hasta los 220 °C 11 minutos
continuar 5 °C por minuto hasta los 250 °C 10 minutos, temperatura del
detector captura de electrones a 300 °C.*

Los valores obtenidos se analizaron por medio del modelo estadistico analisis
de medidas repetidas por MANOVA.
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Linealidad y rango de trabajo

Se determino con base a los resultados obtenidos en muestras adicionadas de
lindano, preparadas como se indica a continuacion:

Fortificar cinco muestras a 5, 10, 20, 40, 80, 160 320, 640 y 1280 ppb a partir
de la solucién stock, realizar el analisis como se indica en el método.

Criterios aplicables

La curva de calibracion se implement6 al aplicar 9 concentraciones que fueron
de 5 a 1280 ppb en progresion geométrica. Una vez obtenidos el tamafio de la
sefial de cada concentracién se identifico el coeficiente de regresién r 2 = 0.999;
el punto de interseccién a=-20.4762 y la pendiente b= 0.02023.

La concentracion de lindano en cada una de las muestras se estimo al sumar el
valor del punto de interseccidbn mas la pendiente y multiplicarlos por el area de
respuesta obtenida en el cromatogrdma, por supuesto con un tiempo de
retencion idéntico al del estandar de lindano.

Criterios de aceptacion

e El coeficiente de correlacion de cada curva fue mayor al 0.999.
e El coeficiente de variacion fue menor al 20%

LIMITE DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION
Limite de deteccidn y cuantificacion.

El limite de deteccién se identifico al conocer la superficie de la sefial, o la
altura de la sefal de la cantidad minima de lindano que duplique las sefiales de
ruido en este caso fue de (0.001) ppb.

El limite de cuantificacion se identifico al referir el tamafio de la muestra, el
volumen de aforo (2ml), el volumen de inyeccion referido (1ul), y la cantidad
minima detectable (0.001 ppb), en este caso fue 0.008 ng /microg (8 ppb) o
también 8ng/ug, que equivale a 8 picogramos de lindano por microgramo de
muestra.
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Resultados
Método analitico.

El método analitico utilizado es el propuesto por Armendériz et al. 2004.

Para validar el método descrito, se utilizaron muestras de leche con cantidades
conocidas de lindano las que se procesaron siguiendo el mismo protocolo. Los
porcentajes de recuperacion fueron de 89.6 a 101.27 con un promedio de
99.37 + 8.52.

Cuadro 2.

En la figura 2 se muestra el cromatograma del lindano estandar por medio de
cromatdgrafo de gases con detector de captura de electrones.
En la figura 3 se muestra el cromatograma en el que se identifica el lindano.

En el cuadro 1. Se muestra el tamafio de respuesta de la sefial en el
cromatograma de las cinco muestras adicionadas (con lindano) en progresién
geométrica desde 5 hasta 1280 nanogramos/ml. En la penultima columna se
anota el promedio de la sefial obtenido de las 5 repeticiones de cada una de las
concentraciones. Y en la ultima columna se observa la desviacion estandar del
tamafio de la sefial de estas mismas. El valor de las desviaciones estandar en
todos los casos es inferior en 20 % asi como en las primeras concentraciones.
Pero el valor de la desviacion estandar es inferior al 10% desde 80 ng/ml en
adelante. Lo que nos indica que cuando menor sea la concentracion que se
inyecta mayor sera la posibilidad de error, sin embargo con concentraciones
mayores a 80 ng/ml la posibilidad de error es menor.

Se obtuvieron en las curvas de calibracion del método coeficientes de
correlacion (r) de = 0 .999 Figura 4.

Se demostro la presencia del plaguicida organoclorado lindano, por medio de
cromatografia de gases y detector de captura de electrones en las muestras
obtenidas de vacas en produccion que recibieron un solo tratamiento con dicho
plaguicida.

Al tomar en cuenta que el lindano se comporta como farmaco (téxico) de
cinética de primer orden, una fraccion continua del toxico presente se elimina
por unidad de tiempo. Esto quiere decir que cuando la dosis de toxico es alta
(exposicién aguda) inicialmente se elimina una gran cantidad por unidad de
tiempo, conforme la concentracion baja se elimina una cantidad menor por
unidad de tiempo. Para evaluar lo anterior se utilizé la férmula: *°
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Cr=Cie ™ ™

*Esta formula tiene como base el uso de logaritmo neperiano para quitar la
fraccion exponencial se convierte el logaritmo neperiano a logaritmo natural 10

Donde Cr = concentracion residual.
Ci = Concentracion inicial.
e = base de logaritmo natural.*
k = es una constante para un particular toxico, tejido y especie.
t=tiempo en horas o dias.
Se obtuvieron los siguientes datos:

Para el grupo “A” se obtuvo una tasa de eliminacién entre el dia 6 y 7 de
0.06183 con una vida media de eliminacién de 11.22 dias, y para los dias 10 y
11 un coeficiente de eliminacion 0.7037, vida media de 1.39 dias. Una
constante de eliminacion k= 0.3825 entre el dia 6 y el 10 post tratamiento, vida
media de t= 1.81 dias. Para obtener el dia 6 post tratamiento, residuos por
debajo de los limites maximos (MRL) sefialados por la FAO/WHO de 0.01
mg/kg, en leche entera 0.12mg/kg o 120ng/g base grasa. Figura 5. Esto
significa que este compuesto es seguro en cuanto a la relacion dosis
terapéutica y residuos de eliminacion por debajo de los sefalados por las
autoridades sanitarias.

El grupo “B” se obtuvo una tasa de eliminacién entre el dia 6 y 7 de 0.18065
con una vida media de eliminacion de 3.83 dias, y entre el dia 10 y 11 un
coeficiente de eliminacion de 0.2885 con una vida media de 2.40 dias.
Obteniendo valores por debajo del MRL (0.01 mg/kg, 0.12mg/kg o 120ng/g
base grasa), a los 0.84 dias (dia 8). Detectando la presencia del plaguicida
hasta el dia 8 post tratamiento con niveles de 116.77 ng/g + DE 5.31. Figura 4
Y una constante de eliminacion entre el dia 6 y el 10 de k= 0.24369, vida media
= 2.84 dias, dias de cuarentena para llegar al MRL 0.1mg7kg = 28.9 dias.

Estas variaciones en la linealidad del coeficiente de eliminacion y de la vida

confirma la cinética de un compuesto que modifica el metabolismo de los
organos a diferencia de un farmaco que el efecto es nulo.
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cromatografia de gases y detector de captura de electrones.

Cuadro 1.
Tamarnio de respuesta de las repeticiones de lindano (lind) en

Ng Repeticiones TAMANO DE LA SENAL
lind/ml 1 2 3 4 5| Promedio | £ DE
5| 69.40| 50.30| 72.40| 81.00| 49.30 64.48 | 14.07
10| 115.40| 80.00| 102.60| 80.10| 118.30 99.28 | 18.52
20| 183.20 | 137.20| 204.00 | 155.20 | 181.20 | 172.16 | 26.11
40 | 209.50 | 288.40| 207.50 | 280.10 | 250.50 | 247.20 | 38.04
80| 581.10 | 453.30| 545.30 | 503.30 | 535.20 | 523.64 | 48.13
160 | 1055.20 | 845.90 [ 1002.40 | 942.20 | 970.10 | 963.16 | 77.86
320 | 2315.30 | 1354.20 | 1754.20 | 1624.30 | 1845.30 | 1778.66 | 352.50
640 | 3767.50 | 3019.50 | 3799.10 | 2998.30 | 3100.50 | 3336.98 | 409.37
1280 | 7085.20 | 5569.90 | 7084.60 | 5714.60 | 6319.40 | 6354.74 | 723.41

Cuadro 2.

Promedios para obtener laregresion adicionando con lindano muestras
de leche y sus porcentajes de recuperacion.

Concentracion
afiadida ng de
lind/ml

5
10
20
40
80

160
320
640
1280

X de la sefal

64.48
99.28
172.16
247.20
523.64
963.16
1778.66

3336.98
6354.74

+ DE

14.07
18.52
26.11
38.04
48.13
77.86
352.50
409.37
723.41

Promedio de la
concentracion
obtenida calculada

en ng/g
4.48
9.62
22.54
45.36
73.56
152.36
331.54
578.36
1296.3

% de
recuperacion
*

89.6
96.2
112.7
113.4
91.95
95.225
103.60625
90.36875
101.27344

* Promedio de recuperacién 99.37 + 8.52
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Figura 4. Regresion linear de lindano para las muestras de leche

adicionadas.

Regresion lineal para el estimado de la concentracion a partir del
tamafio de la respuesta del cromatograma de los estandares
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Cuadro 3.

Estimado de la concentracion con el uso de laregresion lineal a partir de

interseccién, pendiente y tamafio de la sefial (ts).

Y=A+B*X

a= interseccion; b= pendiente; x= ts.
Y= estimado de la concentracion
R?= coeficiente de regresion

R?= 0.999 P=<0.0001
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Cuadro 4.
Concentracién de lindano ng/ml, en grasa de leche de vacas tratadas con
75 pg/kg. (Grupo A)

Vacano. 1 2 3 4 5 6 7 8 Promedio DE
dia con cen tra cion ng/g
6 17.34 2198 1830 1299 127 1090 823 17.65 15.011  4.537
7 1512 19.80 1890 11.02 120 1030 801  17.80 14119  4.403
8 12.01 1467  14.43 824 834 6.72 599  13.90 10.538  3.607
9 8.64 1276  10.43 5.80 5.10 498 512 7.28 7514  2.885
10 3.99 5.01 4.23 291 201 199 211 3.65 3237 1153
11 2.30 2.10 1.90 1.70 1.23 0.67 0.98 1.90 1.598 0575
12 1.02 0.98 0.76 0.90 0.30 0 056 0.50 0.628  0.357
13 0.10 0 0 0 0 0 0 0 0.01  0.035
14 0.02 0 0 0 0 0 0 0 0.02  0.007
Figura 5.
Cinética de eliminacion de lindano en grasa leche, 75ug/kg (Grupo A)
Concentracion de lindano en leche (ng/g) de vacas tratadas
con 75ug/kg (grupo A)
16.00‘
14.00 "““--\
o 12.00 e
S 10.00
c \
8.00 \
6.00 \
4.00 \.\
2.00 —~—
0.00 T T T T . T + +
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias

Los valores de la cinética de eliminacion de lindano en el grupo A se observa
en el cuadro 4. Aqui se identifico un promedio de concentracion en el dia 6, de
15ng/g con una cantidad minima detectable hasta 0.02 en un solo animal, el
promedio real donde se encontrd la cantidad minima detectable en este grupo
fue de 0.62 ng/g en el dia 12.

En la figura 5 se describe los valores de los indices de la cinética de primer
orden obtenidos por la formula Cr=Cie ™. Los valores obtenidos para la vida
media fueron de 1.81 dias, con un coeficiente eliminacion de 0.3825 vy el
tiempo requerido para llegar a la cantidad de residuos inferiores a los maximos
permitidos (MRL) por la WHO/FAO de 0.01mg/l, 0.12mg/g se cumplieron desde
el primer dia de muestreo (dia 6).
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Cuadro 5.
Tamafio de la sefial cromatografica de lindano en grasa de leche de vacas
300 pg/kg (grupo B)

Vaca No. 1 2 4 5 6 7 8

Dias con cen tra Ci on ng/g promedio +DE

6 114.2 141.9 139.76 166.72 123.99 159.3 132.87 126,91 139.82 52.329
7 88.81 1219 89.65 14501 113.75 1349 11254 127.6 116.77 20.050
8 64.23 102.07 87.9 120.13 103.1 120.03 110.32 101.56 101.17 18.300
9 59.8 89.79 71 102.23 9823 101.3 97.89 70.01 86.28 16.773
10 4312 5321 49.21 5379 5821 57.78 5848 48.23 52.75 5.541
11 39.87 4223 2745 4723 4127 41.32 38.89 38 39.53 5.627
12 26.32 31.67 17.34 31.21 29.87 2315 19.3 18.23 24.64 5.951
13 1823 222 102 231 2001 152 11.23 112 16.42 5.190
14 1099 1321 595 1523 1234 7.89 9.89 862 10.52 3.042

Figura 6.

Cinética de eliminacion de lindano en grasa leche, 300ug/kg (Grupo B)
Concentracion de lindano en leche ng/g en vacas tratadas con
300ug/kg (Grupo B)

160.00
140.00
120.00
o 100.00 $
(@) \.\
c 80.00 \
60.00 o —
40.00 —
20.00 ——,
0.00 T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias

Los valores de la cinética de eliminacién de lindano en el grupo B se observa
en el cuadro 5. Aqui se identific6 un promedio de concentracion en el dia 6,
del139.82 ng/g con una cantidad minima detectable promedio de 10.52 ng/g,
para el dia 14. Los valores obtenidos son inferiores de los maximos residuales
permitidos, para en el dia 9 posterior al tratamiento.
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En la figura 6 se describen los valores de los indices de la cinética de primer
orden obtenidos por la formula Cr=Cie ™. Los valores obtenidos para la vida
media fueron de 2.84 dias, con un coeficiente eliminacion de 0.24369 vy el
tiempo requerido para llegar a la cantidad de residuos inferiores a los maximos
permitidos (MRL) por la Who/Fao de 0.01mg/kg, 0.12mg/kg de grasa fueron de
9 dias.

Modelo Estadistico

Los valores obtenidos se analizaron por medio del modelo estadistico de
andlisis de medidas repetidas por MANOVA. (Programa estadistico JMP
version 5.1)
Figura 7.
Cinética de eliminacion de lindano en grasa de leche de ambos grupos.

120 - 300 4
o = 75 €
©
£ 80
g -

40 -
0 K—;‘_M 3 3% 3% s |

1 I | ] | | ) I
D6 D7 D8 D9 D10 Di1 D12 D13 D14

Dias post tratamiento

Con lo que obtuvo en el analisis global:

1.-F114=343.67; P =<0.0001. Esto nos indica que existe diferencia en la
concentracién de lindano en manera significativa en algun dia en algan
tratamiento.

Para los tratamientos:

2.- F1,14=343.67; P =< 0.0001. Existe diferencia entre los promedios
generales de los tratamientos.

Se realiz6 la prueba de esfericidad por medio de la prueba de Mauchly ya que
tenemos un modelo de medidas repetidas. Obteniendo una P>a por lo que se
rechaza la homogeneidad de covarianzas. Y se recomienda aplicar la prueba
de G-G (Geiser- Greenhouse) ajustada por Chi % con grados de libertad
corregidos por .

Mauchly = P< 0.0001
Chi %35 = 212, 64
G-G = F= 20950, 29.3a3 = 134.37; P< 0.0001.

Interacciodn tratamiento dia.

F1,14=343.67; P = < 0.0001. Existe diferencia entre la interaccién tratamiento
dia.
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Cuadro 6.

Estadistica descriptiva de las concentraciones de lindano en leche de
vacas tratadas via dérmica.

pg lind/kg estimador Dia Promedio
6 7 8 9 10 11 12 13 14 | General
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
75 promedio |15.011 14.119 10.538 7.514 3.237 1.598 0.628 0.013 0.003| 5.851
de 4.537 4.403 3.607 2.885 1.153 0.575 0.357 0.035 0.007] 34.09
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
300 promedio |139.82 116.77 101.17 86.28 52.75 39.53 24.64 16.42 10.52| 65.32
de 52.33 20.05 18.30 16.77 5.54 5.63 595 519 3.04 6.30

N= ndmero de observaciones, de= desviacién estandar.

Andlisis de modelo de medidas repetidas de las concentraciones de

lindano en leche de vacas tratadas via dérmica.

F1,14- F de Fisher. P= Probabilidad.

Cuadro 7. Comparacion entre Cuadro 8. Comparacion de cadadia
tratamientos por cada dia en el mismo tratamiento

Dia F1 14 P Tratamiento | Fg.126 P

6 71,391 75 3,50| P=0.001
7 49,556 300| 206,46 | P <0.0001
8 38,637

9 291,84

10 115,33 | P < 0.0001

11 67,69

12 27,11

13 12,66

14 5,20
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Discusion

La metodologia utilizada brind6 tasas de recuperacion en promedio superiores
al 99%, con una desviacidon estandar de 4 para el grupo A y de 8 para el grupo
B, con una significancia de 0.001. De acuerdo con los valores obtenidos de las
muestras fortificadas utilizadas como estandares internos, se calculé un error
intra-ensayo del 5%. Como la metodologia lo indica, la mayor parte del lindano
se presenta en la grasa de la leche.

En el grupo tratado con 75 pg/kg, a los 13 dias ya no se encontraron residuos.
Sin embargo en el estudio de Ely y Moore, 1952 se menciona que cada periodo
de 10 dias post retiro de lindano se encontré un 50% de la dosis administrada
en la leche. El estudio que ellos realizaron fue administrando el lindano via oral
a dosis desde 0.07 mg/kg a 6.22 mg/kg por dia de 70 a 110 dias. Por lo que la
dosis administrada y el tiempo de administracion fue mucho mas largo,
tomando en cuenta que el lindano se comporta como un farmaco de cinética de
primer orden, al aumentar las cantidades y frecuencia de aplicacion, se
aumentan las concentraciones séricas, por lo tanto en leche.

En el grupo B tratado con 300 pg/kg, al dia 8 aun se encontraron residuos por
encima de los niveles maximos admisibles por la WHO/FAO llegando a niveles
por debajo de los maximos permisibles en base grasa el dia 9 post aspersion.

Asi mismo Bluetghen A et al. ,1977 utilizaron lindano en polvo, a dosis de 40 a
50 mg por vaca, via oral, arrojando resultados de lindano en leche por arriba
del MRL, en aquel afio (0.2 ppm) por varias semanas, e isomeros a y § HCH
por mucho mas tiempo que el de lindano. Las dosis utilizadas por estos autores
fueron mayores a los del grupo A, por lo que los dias de deteccion en leche por
arriba del MRL actual serian por poco mas de 2 semanas, y en el caso del
grupo B fueron de casi tres semanas por lo que coinciden en los tiempos de
eliminacion por varias semanas, sin embargo aqui no se determino la presencia
de isbmeros ay f HCH.

En este caso si la leche de vacas tratadas se llegara a consumir por el humano
se convertira en una fuente de contaminacién por lindano, por lo que respetar
el tiempo de eliminacién del producto aqui establecida se podria evitar el
contacto y la bioacumalacion del producto por ingreso de leche de vaca y o
alimentos al humano.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo y si no existe ningun
otro ingreso al animal o animales de lindano a través de productos agricolas o
de otra indole, en 10 dias post tratamiento los residuos de lindano en grasa de
leche son inferiores a los MRL sefialados por la FAO/WHO para el grupo B.

Los residuos méaximos permitidos para lindano por la WHO/FAO, son de
0.01mg/kg de leche entera 0.12 mg/kg en base grasa. Considerando que en
promedio se presenta un 3% de grasa en la leche, se tendra un equivalente a
30pg/L de leche entera como residuo maximo permitido para lindano. Se
considera que la FAO/WHO especifica una ingesta diaria admisible (ADI) total
para lindano de 0.005mg/kg de peso por dia.
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Considerando que en promedio un humano adulto pesa aproximadamente 60
kg el ADI total para ese individuo seria de:

0.005 mg/kg x 60 kg de peso = 0.03mg/individuo (ADI total de lindano)

0.12 mg de lindano / kg de grasa de leche = 0.12 pg de lindano/g de grasa de
leche. 3.6 pg de lindano/ 30 g de grasa de leche / litro de leche. Por lo que el
individuo de 60 kg podra ingerir 8.33 litros de leche con el MRL base grasa de
0.12mg/kg.

Se permiten residuos en la leche de 3.6 pug de lindano/litro de leche. Si se
considera que la ingesta diaria de alimento segun el Codex Alimentarus
(WHO/FAO) de una persona es como sigue:

e 1.5 litros de leche
e 100 g de huevos
e 500 g de carnico

Por lo que los 30 pg/individuo, se dividen en 2.1kg de alimento de origen
animal, lo que da por resultado que un individuo pueda tener un ADI en leche
entera de 14.28 pg/1.5 litros de leche, o bien 9.52 ug/litro de leche entera, que
equivalen a 9.52 ng/ml de leche entera.
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Conclusiones

Después de la aplicacion dérmica de lindano, fue posible detectarlo en la grasa
de leche.

El tiempo y las cantidades encontradas de lindano en la grasa de leche son
dependientes de la dosis dérmica aplicada. Esto se confirmo por la
identificacion de los valores de vida media, coeficiente de eliminacion y tiempo
de cuarentena. En la validacion del método se identifico: linealidad (r2 =
0.99978), especificidad (tiempo de retencion idéntico en todas las inyecciones),
repetitibilidad (misma intensidad de respuesta en concentraciones idénticas),
sensitividad (cantidad minima detectable 0.001ng/g y cantidad minima
cuantificable 0.008ng/q).

En este estudio el lindano se comporté como un farmaco (t6xico) que sigue una
cinética de primer orden, sin embargo se podria aumentar las dosis y valorar si
se rompe la barrera de orden cero.

Al comparar los resultados de este estudio con los establecidos en la norma
NOM-004-ZOO 1994 se encontro que en el caso del grupo A no se rebasan los
niveles establecidos como maximos tolerables o permitidos (MRL). En el caso
del grupo B al dia 9, aun se encontraron rebasados los niveles de residuos en
la grasa de leche, por encima de los MRL establecidos, asi como el tiempo
necesario a respetar de cuarentena se convierte a casi 10 dias.
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