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Resumen. Los piretroides son insecticidas ampliamente usados no sélo en el ambito agropecuario y doméstico sino también en
salud publica. Una vez absorbidos, son rapidamente metabolizados a compuestos polares eliminados por via renal. Uno de los
metabolitos comun a un gran nimero de piretroides es el acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA) el cual es utilizado como marcador de
exposicién. Se presenta en este trabajo, la validacién de una metodologia analitica para la determinacién del 3-PBA utilizando
QUECHhERS acoplado a microextraccion liquido-liquido dispersiva con tricloroetileno como disolvente extractivo y cromatogra-
fia liquida de alta resolucion con detector de foto-arreglo de diodos. La validacion se realizd con muestras aisladas de orina de
voluntarios adultos de ambos sexos sin exposicién conocida y orina sintética. El método resulté lineal en el intervalo 9 pg L-'-79
pg L los limites de deteccién y cuantificacion fueron de 3 ug L'y 9 pg L, respectivamente. No se observaron sefiales de inter-
ferentes a los tiempos de retencién del 3-PBA y del acido 2-fenoxibenzoico (2-PBA), estandar interno, en las muestras de orina
blanco. Las sefiales cromatograficas en las muestras enriquecidas fueron espectralmente homogéneas. Las precisiones intradia-
rias (RSD, %) (n=5) para 9 ug L™ estuvieron comprendidas entre 9,3%-9,9% y para 27 ug L' entre 5,9%-10,6%. Las precisiciones
interdiarias (RSDint%) (n=15) para los mismos niveles de concentraciéon fueron de 11,8% y 9,1%, respectivamente. El rango de
porcentajes de recuperacion para 9 pg L fue de 87%-119% y para 27 pg L' de 70%-91%. Se evalud la estabilidad del analito
en la muestra y en el extracto. El analito resulté estable a -20 °C durante 7 dias en la muestra y durante 1 dia en el extracto. Los
valores de incertidumbre relativa e incertidumbre expandida fueron evaluados mediante la ecuacion de Horwitz, los resultados
obtenidos fueron para el nivel 9 pg L' de 33% y 65% y para el nivel 27 pg L' de 28% y 55%. La aplicabilidad del método valida-
do fue evaluada con muestras reales de personas sin exposicién laboral conocida, quienes declararon haber usado insecticidas
piretroides. EI método resulté sensible y selectivo.
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Abstract. Pyrethroid insecticides are used not only in the agricultural and domestic environment, but also in public health. Once
absorbed, they are rapidly metabolized into polar compounds eliminated by the kidneys. One of the metabolites common to many
pyrethroids is 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) which are used to evaluate exposure. We present in this paper the validation of an
analytical methodology for the determination of 3-PBA using QUEChERS coupled to dispersive liquid-liquid microextraction with
trichloroethylene as an extractive solvent and high-performance liquid chromatography with a photodiode array detector. Vali-
dation was carried out with isolated samples of urine from adult volunteers of both sexes without exposure and synthetic urine.
The method was linear in the interval 9 pg L-'-79 pg L; the limit of detection and quantitation were 3 pg L-" and 9 pg L™, respec-
tively. Interfering signals were not observed in the blank urine samples and the chromatographic signals in the enriched samples
were spectrally homogeneous. The within-run precision (RSD,%) (n = 5) for 9 ug L™ were between 9.3%-9.9% and for 27 pg L™
between 5.9%-10.6%. The between-run precision (RSDint%) (n = 15) for the same concentration levels were 11.8% and 9.1%,
respectively. The recovery for 9 pg L' ranged from 87%-119% and for 27 pg L' from 70%-91 %. The stability of the analyte was
evaluated in the sample and in the extract. The analyte in the sample was stable at -20 °C for 7 days and in the extract was stable
for 1 day. The values of relative uncertainty and expanded uncertainty obtained by the Horwitz equation were 33% and 65% for 9
pg L, and 28% and 55% for 27 pg L. The applicability of the validated method was evaluated with real samples of people with-
out known occupational exposure, who declared having used pyrethroid insecticides. The method was sensitive and selective.
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Introduccién

Los insecticidas piretroides se desarrollaron
como analogos estructurales del insecticida
natural piretrina, que se encuentra en las flores
de Chrysanthemum cinerariaefolium (Fortes y
col. 2013). Los piretroides son ampliamente
utilizados para controlar las plagas de insec-
tos en agricultura y salud publica debido a su
relativa seguridad para los humanos y alta po-
tencia insecticida (Tsuji y col. 2012).
Quimicamente, los piretroides son ésteres del
acido vinil ciclopropan carboxilico y un alcohol
ciclopentanona, que en la mayoria de los ca-
sos es el 3-fenoxibenciloalcohol (Wielgomas y
col. 2013). La mayoria de los piretroides son
moléculas quirales y existen como mezclas de
enantiomeros (Saillenfait y col. 2015).

El modo de accion de los piretroides en ma-
miferos es el mismo que en insectos, la alte-
racién de los canales de sodio dependientes
de voltaje. Estos se unen a la subunidad o del
canal de sodio y retrasan la activacion, asi co-
mo la velocidad de inactivacion (cierre) de este
canal, lo que lleva a un estado de hiperexcita-
bilidad y despolarizacion de la membrana neu-
ronal (Costa y col. 2008). Ademas de la neu-
rotoxicidad, los piretroides, producen efectos
negativos en la reproduccion de mamiferos,
son inmunotoéxicos y se ha informado que pro-
bablemente sean cancerigenos para los hu-
manos (Trunnelle y col. 2014).

La poblacion general se encuentra potencial-
mente expuesta a piretroides principalmente a
través del consumo de alimentos, pero la ex-
posicién también podria ocurrir por inhalacion
y absorciéon dérmica, especialmente después
del uso doméstico de estos plaguicidas (For-
tin y col. 2008). Se ha reportado la exposicién
ocupacional de trabajadores en plantas de
produccién de formulados de plaguicidas y de
aplicadores durante las operaciones de con-
trol de plagas (Saillenfait y col. 2015).

Una vez absorbidos, los piretroides son rapi-
damente metabolizados por escision hidroli-
tica del enlace éster a compuestos polares y
eliminados por via renal. La presencia de me-
tabolitos en la orina refleja exposicion reciente.
La fraccién alcohol del grupo de piretroides
que incluye permetrina, cipermetrina, delta-
metrina, fenvalerato, lambda-cialotrina, feno-
trina, cifenotrina, fluvalinato y tralometrina se
metaboliza a acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA)
(Figura 1).
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Figura 1. Hidrdlisis de piretroides a acido
crisantémico y acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA).

Este acido forma conjugados principalmente
con acido glucuronico para poder ser elimina-
do por orina (Bartosz y col. 2014). Este meta-
bolito urinario es un biomarcador genérico y util
para evaluar exposicién humana a piretroides
(Chuang y col. 2011; Glorennec y col. 2017).
Schettgen y col. (2016), en un estudio piloto,
analizaron muestras de orina de 38 personas
de la poblacién general para investigar posi-
bles niveles basales de 8 biomarcadores de ex-
posicion a piretroides. Detectaron en todas las
muestras cantidades cuantificables de 3-PBA,
con un valor promedio de 0,22 pg L' siendo
el valor maximo encontrado de 3,98 ug L. En
otro trabajo, en el cual se analizaron 305 mues-
tras de orina de nifias de entre 9 y 15 anos, se
detectaron en 270 muestras concentraciones
de 3-PBA en el rango de 0,005 ug L' a 28,16
pg L (Yey col. 2017).

En Argentina no existen datos sobre niveles de
biomarcadores de exposicion a insecticidas
piretroides. Por ello, seria conveniente contar
con métodos analiticos para la determinacién
de 3-PBA y otros metabolitos de piretroides en
orina suficientemente sensibles para evaluar la
exposicion a estas sustancias, dado su exten-
dido uso.

Los biomarcadores de exposicion a plaguici-
das pueden estar presentes en la poblacién
general en concentraciones de pocos pug L7,
y en consecuencia su determinacion requiere
meétodos analiticos sensibles y selectivos. Los
métodos analiticos instrumentales desarrolla-
dos para determinar metabolitos de piretroi-
des en orina se pueden dividir en: (a) métodos
por cromatografia gaseosa, con detectores de
captura de electrones o espectrometria de ma-
sas (Lin y col. 2011; Saito y col. 2014); (b) mé-
todos por cromatografia liquida de alta resolu-
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cién (HPLC), con detector de absorbancia uv-
visible (Smith y col. 2002) o foto-arreglo de dio-
dos (PDA) (Kumar y col. 2011; Wielgomas y col.
2013); y (c) ensayo por inmunoabsorcién ligada
a enzimas (ELISA) (Ahn y col. 2011; Chuang y
col. 2011). Hoy en dia, la cromatografia liqui-
da-espectrometria de masas en tandem se ha
convertido en la técnica analitica utilizada con
mayor frecuencia para el biomonitoreo de pla-
guicidas en orina (Roca y col. 2014).

La preparacion de la muestra es un paso clave
del método analitico y se deben emplear pro-
cedimientos adecuados de extraccion, limpieza
del extracto y preconcentracién. La técnica de
extraccion liquido-liquido (LLE) se ha utilizado
en forma rutinaria durante muchos afnos, pe-
ro debido a que consume tiempo y demanda
grandes cantidades de solvente, ha sido des-
plazada por técnicas miniaturizadas (Martinez
Vidal y col. 2009; Boyd Barr y col. 2010; Tao
y col. 2013). La microextraccién liquido-liquido
dispersiva (DLLME) permite la extraccion y con-
centracion simultanea de los analitos. Se fun-
damenta en el uso de un sistema ternario de
solventes (la fase acuosa y una mezcla de dos
solventes organicos) uno miscible con el agua,
que funciona como agente dispersante, y otro
inmiscible con agua y miscible con el agente
dispersante, llamado agente extractante. Las
3 fases forman una emulsioén, que incrementa
al maximo la superficie de contacto entre ellas,
favoreciendo asi la rapida transicion del analito
entre la muestra y el extractante (Mudiam y col.
2014). Las principales ventajas de estas técni-
cas son simplicidad de operacion, rapidez, bajo
costo, facil manejo, bajo consumo de solven-
tes organicos, alta recuperacion, alto factor de
enriquecimiento y compatibilidad con cromato-
grafia liquida y gaseosa (Bolzan y col. 2015).
La técnica QUEChERS (acréonimo inglés de
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe
[rapido, facil, econémico, eficaz, sdlido y se-
guro]) es muy flexible ya que puede ser modi-
ficada en funcién de las propiedades del ana-
lito, de la composicién de la matriz y del equi-
pamiento disponible. El procedimiento QuE-
ChERS implica una extraccion con acetonitrilo
y una etapa de extraccién/particion luego de
la adicién de una mezcla de sales (Lehotaya
y col. 2010). Tradicionalmente es utilizada en
la determinacion de plaguicidas y sus meta-
bolitos en alimentos, ya que resulta una técni-
ca apropiada para la extracciéon y limpieza de
matrices complejas y andlisis simultaneo de
multiples analitos (Li y col. 2016). Esta técnica
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ha sido empleada para el analisis de biomar-
cadores de exposicion a plaguicidas en orina
humana (Roca y col. 2014).

El objetivo de este trabajo fue la validacion de
una metodologia analitica usando QUEChERS,
DLLME y HPLC con detector PDA para la de-
terminacion de 3-PBA en orina.

Materiales y métodos

Muestra bioldgica

Para la validacién del método se colectaron
muestras aisladas de orina de voluntarios adul-
tos, de ambos sexos y sin exposicién conocida
laboral a insecticidas piretroides (orinas blan-
co, OB). Sin embargo, puesto que el principio
activo de la mayoria de los insecticidas de uso
doméstico es un piretroide o una mezcla de pi-
retroides, fue dificil obtener muestras de orina
blanco. Se hizo un procedimiento de seleccion
para determinar que muestras de orina conte-
nian concentraciones no detectables de 3-PBA.
De 20 orinas analizadas se seleccionaron 6 que
no tenian niveles detectables de 3-PBA para
evaluar la selectividad. Por este motivo, para
determinar algunos parametros de la validacién
se utilizd una orina sintética (OS) preparada en
el laboratorio (B'Hymer 2011; Ye y col. 2017).

Estandares y reactivos

Los estandares de 3-PBA y 2-PBA de pureza
certificada (98%) fueron provistos por Sigma
Aldrich. Para la preparacién de la fase movil y
el tratamiento de las muestras se utilizaron los
siguientes reactivos: acetonitrilo (Sintorgan,
grado HPLC), acido acético (Merck, EMSU-
RE®); tricloroetileno, cloruro de sodio y acido
clorhidrico (Cicarelli, grado Pro-analisis); tiras
reactivas de orina (Wiener Lab.) y tiras de pH
(Merck). Se empled agua calidad HPLC obte-
nida mediante el sistema Milli-Q Plus®. Para
la técnica de QUEChERS se utilizé para ca-
da muestra: sulfato de magnesio anhidro (8
g) (Merck, ENSURE®), cloruro de sodio (2 g)
(Cicarelli, pro-analisis), citrato de sodio (2,14
g) (Sigma-Aldrich, ACS®), citrato de sodio ses-
quihidratado (1 g) (Sigma Aldrich, Plus®).

Los reactivos necesarios para preparar un litro de
orina sintética fueron: cloruro de potasio (3,80 g),
cloruro de sodio (8,53 g), urea (24,5 g), sulfato de
magnesio (1,03 g), fosfato de potasio (1,18 g), hi-
dréxido de sodio (0,64 g), bicarbonato de sodio
(0,47 g), todos marca Cicarelli, grado pro-anali-
sis; acido sulfurico (0,496 g) (Merck, pro-analisis),
acido citrico (1,03 g) (Sigma-Aldrich, ACS®), acido
ascorbico (0,34 g) (Sigma-Aldrich, BioXtra), crea-
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tinina (1,40 g) (PUREST) y agua calidad HPLC
(Milli-Q Plus®) (Gustafsson y Uzqueda 1978).

Equipamiento

Se empled un Cromatégrafo Liquido Alliance

2690 Waters con detector de foto-arreglo de
diodos (PDA) 996 Waters y sistema automatico
de registro de datos. El software utilizado
para adquisicion de los datos fue Empower
2 TM de Waters (Waters Corporation 2005).
Se utilizaron balanzas analiticas Shimadzu-
Modelo AUW220D-Legibilidad 0,01 mg vy
Shimadzu Libror AEG-220-Legibilidad 10 mg.

Preparacion de las soluciones patrones

Las soluciones stock de 3-PBA y 2-PBA se pre-
pararon pesando como minimo 10 mg (legibili-
dad 0,01 mg) del estandar y llevando a volumen
con metanol. A partir de estas soluciones se
prepararon por dilucion las soluciones interme-
dias y de trabajo. Todas las soluciones fueron
conservadas en frascos de vidrio y se almace-
naron a -20 °C hasta la fecha de vencimiento.

Analisis cromatografico

El analisis cromatografico se realizé a tempe-
ratura ambiente con una columna ZORBAX
Eclipse® XDB-C18, (250 x 4,6 mm) 5-Micron
(Agilent) y guarda columna XDB-C18 Guard (5
pm, 0,5 x 35 mm) (Agilent). Se empled una fase
movil constituida por: 60% de solucion acuo-
sa de acido aceético al 1% y 40% de acetoni-
trilo acidificado al 1% con acido acético, a un
flujo de 1 mL min'. El volumen de inyeccién
fue 40 pL. Se hizo un barrido espectral entre
210-400 nm y se cuantificé a 230 nm. En es-
tas condiciones los tiempos de retencion (en
minutos) fueron 13,4 para el 2-PBA (estandar

interno) y 20,7 para el 3-PBA (Figura 2).

Tratamiento de las muestras

Se realizé el andlisis fisico-quimico de las
muestras de orina con tiras reactivas. Se adi-
cionaron a 10 mL de cada muestra, cantidad
suficiente del estandar interno (El) en metanol
para obtener una concentracion final de 0,1 pg
mL-". Para liberar el 3-PBA de los conjugados,
se procedi6é a una hidrdlisis acida ahadiendo 1
mL de acido clorhidrico concentrado y calen-
tando en estufa a 90 °C durante 1 hora. Cada
muestra se dejé enfriar a temperatura ambien-
te. Después de la hidrdlisis, se realizaron las
extracciones por el método QUEChERS con
acetonitrilo para extraer el 3-PBAy el El de las
muestras. Una alicuota del extracto de aceto-
nitrilo se usé para la DLLME como disolven-
te dispersivo y tricloroetileno como disolven-
te extractivo para aumentar el factor de enri-
quecimiento del procedimiento de extraccion.
Brevemente, en un tubo de polipropileno de
50 mL se colocaron la orina hidrolizada junto
con las sales de QUEChERS y 10 mL de aceto-
nitrilo. Se agitaron vigorosamente por 1 minuto
y se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm.
Se tomaron 9,5 mL de extracto de acetonitrilo
y se le agregaron 20 mL de agua desionizada,
0,5 g de cloruro de sodio y 200 pyL de acido
clorhidrico concentrado. A continuacion, se
adicionaron rapidamente con pipeta automa-
tica 1 mL de tricloroetileno, con posterior agi-
tacion en un agitador orbital durante 1 minuto
y se centrifugaron 5 minutos a 3000 rpm. El
extractante (tricloroetileno) fue separado y se
llevé a sequedad con corriente de nitrogeno
en bano de agua a 50 °C. Por ultimo, el residuo
se reconstituyé en 60 pL de fase movil.
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Figura 2. (A) Ejemplo del perfil cromatografico de una muestra de control de calidad (MCC).
(B) Espectro de absorbancia caracteristico del 2-PBA (acido 2-fenoxibenzoico).
(C) Espectro de absorbancia caracteristico del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico).
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Validacion

Los parametros evaluados durante la valida-
cion fueron: linealidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacién, selectividad, preci-
sion, veracidad, arrastre (carry-over), estabili-
dad del analito en la muestra y en el extracto e
incertidumbre.

Linealidad

La linealidad fue evaluada analizando 5 estan-
dares de calibracién (EC) de concentraciones
de 3-PBA enelrangode 9 ug L' a 79 ug L;
una muestra blanco (muestra sin analito y sin
El) y una muestra cero (muestra con El). Los
EC se prepararon diariamente adicionando, a
40 mL de OB y OS, alicuotas de las solucio-
nes de trabajo de 3-PBA y 2-PBA en metanol
respectivamente. Cada nivel de concentracion
se realiz6 por duplicado. La curva de calibra-
cién se construy6 graficando la relacion de las
alturas 3-PBA/2-PBA versus la concentracion
nominal del analito. Se realizé un analisis de
regresion lineal de los datos, que proporcioné
una pendiente y una ordenada al origen. La li-
nealidad se evalué empleando las propuestas
de la ISO 8466-1 (International Standard Or-
ganization 1990): (1) la representacion grafica
de los datos con la recta de regresion lineal
calculada y (2) test estadistico: se calcula el
valor PG requerido para la prueba F. SiPG < F
la funcion de calibracion no lineal no da lugar a
una mejora significativa del ajuste y por lo tan-
to la funcién de calibracién es lineal. Se com-
paré la pendiente de las curvas de calibracion
generadas en orina humana y orina sintética
por andlisis de regresidn lineal con variables
auxiliares (Guerra Simones y col. 2007).

Limite de deteccion y limite de cuantificacion
El limite de deteccion (LD) se definio como la
concentracion mas baja a la que se cumplen
los criterios cualitativos (tiempo de retencion
y espectro UV-Visible) al menos en el 90% de
casos. Se analizaron 5 muestras de control de
calidad (MCC) en OS enriquecidas a la con-
centracion del LD. El limite de cuantificacion
(LC) es el punto de menor concentracion en
la curva de calibrado en ambas matrices (Da
Costa y Chasin 2004; EMA 2011).

Selectividad

Para la evaluaciéon de posibles interferentes
enddgenos de la matriz, se analizaron 6 mues-
tras de orina previamente seleccionadas vy ali-
cuotas de estas muestras enriquecidas con
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3-PBA en el LC. Una sefial se considero in-
terferente si es mayor que el 20% del LC del
3-PBA y mayor que el 5% del El. Se determi-
nod, ademas, la homogeneidad espectral de la
sefnal del analito y el El en las muestras enri-
quecidas a partir de las curvas de similitud y
umbral de pureza (EMA 2011).

Arrastre (carry-over)

Se evalud inyectando extractos de OB y OS
después de un EC o MCC de concentracion
elevada. Las sefales de los analitos en la mues-
tra blanco no deben ser mayores que el 20%
del LC del 3-PBA y el 5% del El (EMA 2011).

Precision

Se evalud la precision del método en términos
de repetibilidad (precision intradiaria) y precision
intermedia (precision interdiaria) y fue expresa-
da como el porcentaje de la Desviacion Estan-
dar Relativa (RSD%). Se utilizaron MCC en OS
de 2 niveles de concentracion: 9 ug L'y 27 ug
L. Para la precision intradiaria (RSDr%) se ana-
lizaron 5 réplicas por nivel de concentracion. La
precision interdiaria (RSDint%) se evalu6 anali-
zando 5 réplicas de cada nivel en diferentes dias
y por diferentes analistas. El RSD% no debe ex-
ceder el 15%, excepto en el LC en el que es
aceptable un RSD% de hasta 20% (EMA 2011).

Veracidad

La veracidad del método se evalu6 median-
te un ensayo de adicion/recuperacion. Las
recuperaciones se calcularon a partir de los
datos obtenidos durante la evaluacién de la
precision. Las MCC se enriquecieron en for-
ma independendiente de los EC utilizando so-
luciones preparadas por separado. Las MCC
se cuantificaron con curva de calibracién y las
concentraciones obtenidas se compararon
con el valor nominal. Los valores de recupera-
cién aceptables se encuentran dentro del ran-
go 70%-125% (AOAC 2002).

Estabilidad

Se evalud la estabilidad del analito en MCC de
concentracion 27 ugL'en OBy OS durante 3 eta-
pas relevantes del desarrollo de la metodologia.
Alicuotas de las MCC de OB se conservaron
en las siguientes condiciones: 4 °C durante 10
dias y -20 °C durante 60 dias. Las muestras
se analizaron por duplicado frente a curvas de
calibracién recientemente preparadas, y las
concentraciones obtenidas se compararon
con la concentracion nominal.
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Se evalud estabilidad del analito frente a las
condiciones de la hidrdlisis en 6 alicuotas de
MCC de OS. De las alicuotas, 3 se sometieron
al proceso completo y en las 3 restantes se
elimind la hidrdlisis.

La estabilidad del analito en el extracto con
MCC de OB y OS se evalu6 a -20 °C durante
24 y 48 horas.

Se realizd, para las muestras en las 3 condi-
ciones, analisis de la varianza de una via (ANA-
VA) con la prueba DGC de comparacion de
medias. Valores de p < 0,05 se consideraron
significativos.

Estimacion de la incertidumbre de la medicion
La estimacion de la incertidumbre de la medi-
cién (IM) es un parametro asociado al resulta-
do de la medicién que caracteriza la dispersiéon
de los valores que podrian atribuirse razona-
blemente al mensurado. Esta estimacién se
realizé utilizando la ecuacion de Horwitz: [u’ =
21 - 0,5 log c]; donde U’ designa la desviacion
estandar relativa de la reproducibilidad y c la
concentracion del analito en pg L. La IM re-
lativa expandida, U’ (al nivel de confianza del
95%) se calculdé mediante: U’ = 2 u'. Los valo-
res obtenidos a partir de la ecuacién de Horwitz
se consideraron como indicadores de la posi-
ble incertidumbre asociada con los resultados
del ensayo debido a la falta de datos de apoyo
(materiales de referencia, participacion en in-
terlaboratorios) (Codex Alimentarius, 2006).

Analisis de muestras reales

Para la verificacion del método desarrollado,
se procesaron 8 muestras de orinas de mic-
cién espontanea de 4 voluntarios, sin exposi-
cién laboral. Se recolectaron 4 muestras en el
periodo diciembre-marzo, época de uso fre-
cuente de insecticidas domésticos. Los volun-
tarios declararon haber usado productos in-
secticidas piretroides dentro de los 5 dias an-
teriores a la toma de muestra. Muestras de las
mismas personas fueron analizadas en época
de temperaturas mas bajas y menor uso de in-
secticidas domésticos, estacién junio-agosto.
Las muestras fueron analizadas en el mismo
dia de la recoleccién. La cuantificacion del
3-PBA se realizd por el método de adicion de
estandares.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd
con el software estadistico InfoStat version
2016 (Di Rienzo y col. 2016).

Resultados y discusion

En humanos, el proceso de transformacion de
los piretroides produce metabolitos urinarios
que son adecuados para el monitoreo biol6-
gico. La excrecion es rapida, por lo que los
niveles urinarios solo reflejan una exposicion
reciente. Actualmente, para propésitos de bio-
monitoreo solo se usa orina como material bio-
I6gico para el estudio (Wielgomas y col. 2013).
El 3-PBA es un metabolito comun de ciper-
metrina, deltametrina, permetrina, cialotrina y
fenvalerato y posiblemente otros insecticidas
piretroides. Por lo tanto, la deteccion de este
metabolito en la orina puede reflejar multiples
fuentes de exposicion ambiental a diferentes
insecticidas piretroides (Fortes y col. 2013).

Optimizacion de la metodologia analitica

En general, la determinacion de metabolitos de
piretroides en orina comprende 3 etapas: (1) hi-
drdlisis de los conjugados; (2) extraccion del me-
tabolito libre, concentracion y derivatizacion y (3)
deteccioén y cuantificacion (Ueyama'y col. 2009).
La hidrdlisis de los conjugados puede realizar-
se por métodos enzimaticos (B-glucuronidasa,
sulfatasa) o quimicos (acido clorhidrico o acido
sulfurico y calor). Se decidié realizar una hidro-
lisis acida (acido clorhidrico /90 °C / 1 h), tam-
bién empleada por otros autores (Wang y col.
2007; Wielgomas y col. 2013; Schettgen y col.
2016). Toshima y col. (2015) compararon dife-
rentes pretratamientos de la orina para el bio-
monitoreo de piretroides. Observaron un valor
mas bajo del metabolito en el andlisis precedi-
do por la desconjugacién enzimatica que en el
precedido por hidrélisis acida. Probablemen-
te esto se deba a la presencia de otros con-
jugados no hidrolizados por glucuronidasas y
sulfatasas.

Con la intencion de obtener éptima sensibili-
dad se evaluaron distintas variantes de DLLME
(con solvente organicos y liquidos i6nicos), y
método QUEChERS para extraer y concentrar
el 3-PBA. Se encontré que el procedimiento
QUEChERS simplificado propuesto por Roca y
col. (2014) era apropiado para la extraccién del
3-PBA de las muestras de orina. Sin embargo,
no se alcanzo un LD adecuado para el biomo-
nitoreo de la exposicion a piretroides. Por ello,
se decidié combinar QUEChERS y DLLME, de
tal forma que el 3-PBA fue extraido de la orina
por particién con acetonitrilo y luego concen-
trado en tricloroetileno por un procedimiento
de microextraccion dispersiva. Esta estrategia
ha sido empleada por otros autores para de-
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terminar residuos de plaguicidas en alimentos
(Ravelo-Pérez y col. 2009, Melo y col. 2012).
Durante el proceso de optimizacién de la se-
paracion cromatografica fueron probados di-
ferentes fases moviles, gradientes, flujos, fa-
ses estacionarias de columna, etc., para lograr
una buena separacion y definicién de los picos
del 3-PBA y del 2-PBA. Finalmente, se selec-
cionaron las condiciones presentadas en ma-
teriales y métodos.

Se cuantificé con estandar interno contra pa-
trones en matriz (unipuntual o multipuntual) o
por adicion de estandar (EMA, 2011).

Validacién intralaboratorio

Linealidad

En el curso de la validacién se realizaron 5
curvas de calibracion. No se observaron des-
viaciones de la linealidad en la representacion
grafica de los datos de la calibracién (Figura
3). Comparando el valor calculado de PG con
el valor tabulado de la distribucién de Fisher-
Snedecor, F (1, N-3 grados de libertad, nivel
de confianza 0,95), resulté PG < F en todos los
casos Yy por lo tanto el modelo lineal fue ade-
cuado para modelar los datos de calibracién
en el intervalo de 9 ug L' a 79 ug L' (Tabla 1).
Sin embargo, se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas (p < 0,05) en las
pendientes de las curvas, especialmente entre
curvas realizadas con OB. Esta diferencia re-
fleja la naturaleza variable de la matriz orina.
Debido a que no es posible conservar inaltera-
das las muestras de orina por mucho tiempo,
las curvas se realizaron con OB frescas de dis-
tintos voluntarios.
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Limite de deteccion y limite de cuantificacion
El LC corresponde al punto mas bajo de la
curva de calibracion: 9 ug L (ver Precisiéon
y Veracidad). La concentracion mas baja que
generd una sefal cromatografica en todas las
MCC vy el espectro de absorcién caracteris-
tico de los analitos fue 3 pg L, considerado
LD. Tal como han informado otros autores se
detecto la presencia de 3-PBA en la mayoria
de las muestras de orina analizadas (Wei y
col. 2012; Le Grand y col. 2012; Morgan y col.
2016). Por esta razon, el LD se determiné em-
pleando MCC preparadas con OS. B'Hymer
(2011) empled orinas sintéticas durante la va-
lidacion de un método analitico para deter-
minar metabolitos de tolueno y benceno en
orina. Gari y col. (2018) usaron orinas sintéti-
cas para determinar el LD y la selectividad del
método analitico desarrollado para determinar
3-PBA. A diferencia de B'Hymer (2011) y Ga-
ri y col. (2018) que utilizaron orinas sintéticas
comerciales, en nuestro trabajo empleamos
orinas sintéticas preparadas en el laboratorio
siguiendo el protocolo propuesto por Gustafs-
son y Uzqued (1978). El LD obtenido es com-
parable al informado por Wielgomas Bartosz y
col. (2014). Estos autores desarrollaron un mé-
todo que combina microextraccion soportada
por fibra hueca y HPLC-DAD para determinar
3-PBA en orina y reportaron un LD de 15 pug
L. Cabe destacar que los métodos analiticos
que emplean cromatografia acoplada a espec-
trometria de masas (CG-MS o HPLC-MSMS)
permiten alcanzar LD mas bajos. Ueyama y
col. (2009) informan un LD de 0,02 pg L' con
un método que mide 3-PBA por CG-MS.

0,7+
0.5

0,4+

021 y=0,008x-0.015
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EIEI T T I L
& 25 44 63 82
Concentracidn (pg L'1J

Figura 3. Ejemplos de curvas de calibracién de 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico)
en orina humana (A) y orina sintética (B) en elrango 9 pg L' - 79 pug L.
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Tabla 1. Datos de las curvas de calibracion del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico)

en orina humana y orina sintética en elrango 9 ug L' - 79 ug L.
Matriz a b PG F N
. 0,003 0,086 5,06
Orina humana
0,006 0,146 4,28
0,008 -0,015 0,66 18,51 5
Orina sintética 0,005 0,180 1,21
0,007 0,232 1,08

Nota: a: pendiente; b: ordenada al origen; PG: valor requerido para el test F; F= F tabulado (1, N-3),

nivel de confianza 0,95; N: niveles de concentracion.

Si bien no hay datos publicados sobre los
niveles de exposicion a insecticidas pi-
retroides en Argentina los valores infor-
mados para otras poblaciones indican
que los LD y LC del método validado son
adecuados para el biomonitoreo de la ex-
posicion a piretroides. Por ejemplo, las
concentraciones urinarias de 3-PBA en
trabajadores textiles del este de China estu-
vieron en el rango de 0,17 pg L'-261 pg L™
(Lu y col. 2013). En un estudio realizado en
USA que evalué la exposicion a piretroides de
las familias de trabadores rurales se detecto

3-PBA en el 80% de las 250 muestras de orina
analizadas en un rango de 0,3 ug L"-13 pg L'
(Trunnelle y col. 2014).

Selectividad

No se observaron sefales de interferentes en
las OB, en los tiempos de retencion del ana-
lito y del El. En las muestras enriquecidas las
sefales del 3-PBA y 2-PBA resultaron espec-
tralmente homogéneas, es decir la curva de si-
militud estuvo siempre por debajo de la curva
del umbral de pureza tal como se muestra en
la Figura 4.
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Figura 4. Curvas de similitud y umbral
de pureza de muestras enriquecidas.

- 26 -



Acta Toxicol. Argent. (2018) 26 (1): 19-31

Arrastre (carry-over) Precision y veracidad

No se observaron sefiales en los tiempos de Los resultados para la precision y veracidad
retencién de los analitos en la OB inyectada se presentan en la Tabla 2. Los datos mues-
después de un EC de 133 ug L'y 100 pg L tran que el método cumple con los criterios de
para el 3-PBA y el El respectivamente. aceptacion.

Tabla 2. Valores de reproducibilidad, precision intermedia y recuperacion del método.

Precision Veracidad
Valor Nominal Media®@ . o , 3
(ug L) RSDr (%) RSDint (%) % Recuperacion
9 ug L 8 9,3-9,9 11,8 87 - 119
27 ug L 21 5,9-10,6 9,1 70 - 91
@ Valor promedio de 15 réplicas
Estabilidad
Como se muestra en la Figura 5 los resulta- tras de orina para la determinacion del 3-PBA
dos para las muestras conservadas a -20 °C pueden conservarse hasta 7 dias a -20 °C sin
no mostraron diferencias estadisticamente conservantes. Estos resultados difieren de los
significativas entre los grupos de datos hasta informados por Leng y Gries (2005) que con-
el dia 7. Las muestras conservadas a 4 °C se servaron las muestras de orina durante un afio
analizaron solo durante 4 dias ya que a partir a -20 °C. En cambio, Yoshida, (2017) reporta
del dia 1 se observaron diferencias estadisti- que las muestras de orina pueden ser conser-
camente significativas. Por lo tanto, las mues- vadas durante un mes a -20 °C.
337 c 337
a hoA (B)
77301 = 3N
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= I = 284 a
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Figura 5. Estabilidad del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico) en muestras de orina a -20
°C (A) y 4 °C (B). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre medias (p < 0,05) mientras que la linea vertical muestra la desviacion estandar.

No se observaron diferencias estadisticamen- Estos resultados concuerdan con los obteni-
te significativas en la concentracién de 3-PBA dos por Aprea y col. (1997).

en las MCC con y sin hidrélisis. Esto nos per- Los resultados de los extractos procedentes
mite sugerir que los patrones del analito no su- de OBy OS conservados a -20 °C no mostra-
fren modificaciones durante la hidrélisis acida. ron diferencias estadisticamente significativas
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hasta las 24 horas en la OB y hasta las 48 ho-
ras en la OS.

Complementariamente se evalué en OB lainte-
rrupcion por 24 horas de la técnica en 2 etapas
del proceso: luego de la hidrdlisis y luego de la
extracciéon con QUEChERS. El proceso puede
ser interrumpido luego de la hidrdlisis, conser-
vando la muestra por 24 horas a 4 °C ya que
no se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Por el contrario, la interrupcién
luego de la extraccién con acetonitrilo produjo
diferencias estadisticamente significativas en
los resultados, esto sugiere que el proceso de
extraccioén y limpieza sélo puede ser detenido
luego de la hidrdlisis sin alterar los resultados.

Estimacion de la incertidumbre de la medicion
La estimacion de la IM se realizé en dos niveles
de concentracion: 9ug L'y 27 ug L. Los valores
de U’y U obtenidos fueron; 33% y 65% para el
nivel 9 ug L'y 28% y 55% para el nivel 27 pyg L,
respectivamente. Borello y col. (2017) estimaron
la incertidumbre de un método para medir 2,4-D
en orina por este mismo procedimiento.

Anadlisis de muestras reales

En el grupo de muestras analizadas en época
de uso frecuente de insecticidas domésticos
se detecto 3-PBA en 3 de 4 muestras en el ran-
go de 3 ug L'-16 pg L. En las muestras ana-
lizadas en época de temperaturas mas bajas y
menor uso de insecticidas domésticos, no se
detecté la presencia del metabolito en ninguna
muestra. Estos datos sugieren que la frecuen-
cia de uso de plaguicidas asociado a la época
del afo podria influir en la presencia del 3-PBA
en orina. Otros autores observaron variaciones
de los metabolitos urinarios asociadas a las
estaciones; asi, Attfield y col. (2014) informa-
ron que las mediciones repetidas de metaboli-
tos urinarios de piretroides en nifios exhibieron
una mayor variabilidad interpersonal que intra-
personal en verano e invierno. En otro estudio
similar se detectaron los valores mas altos de
metabolitos de piretroides en las muestras to-
madas en invierno y otofo (Lu y col. 2009).

Conclusion

El método analitico propuesto, en el que se
combinaron las técnicas de extraccion y con-
centracion QUEChERS, DLLME y deteccién
HPLC-PDA, resulté adecuado para la cuanti-
ficacion del metabolito 3-PBA en orina. Esta
metodologia permitié obtener limites de detec-
cién y cuantificacion aceptables, muy buena

reproducibilidad, recuperacion y selectividad
optima. Es lineal, preciso y exacto en el inter-
valo de concentracion evaluado cumpliendo
con los criterios de aceptaciéon establecidos
para estos parametros. Como posible mejora
al método se plantea estimar nuevamente la
estabilidad del analito en la muestra aplicando
conservantes y menores temperaturas.

Se detectaron concentraciones de 3-PBA en
muestras reales de voluntarios sin exposicion
laboral, estos hallazgos ponen en evidencia la
posible relacién entre la frecuencia de uso se-
gun la época del ano y la exposicién a estos
plaguicidas, asimismo, este dato confirma la
utilidad del método tanto para biomonitoreo
laboral como domeéstico.
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