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RESUMEN

Los contaminantes organicos persistentes son un grupo de compuestos quimicos de
preocupacion mundial debido a los dafios a la salud que ocasiona la exposicion a
los mismos. Es destacable su capacidad como perturbadores endocrinos, siendo las
mujeres en edad reproductiva una de las poblaciones mas vulneradas. El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de la exposicion a una mezcla de plaguicidas en
el ciclo menstrual de adolescentes residentes en El Refugio, San Luis Potosi, México,
comunidad cuya actividad preponderante es la agricultura. La poblacion de estudio
estuvo conformada por 29 adolescentes en un intervalo de edad 12 a 17 afos, quienes
fueron capacitadas para registrar en un diario/bitacora todos los eventos relacionados
con su ciclo menstrual. Se midieron los niveles séricos de las hormonas sexuales por
quimioluminiscencia, asi como las concentraciones plasmaticas de los plaguicidas
organoclorados (OC) y los niveles urinarios de los metabolitos dialquilfosfatos (DAP)
de los agroquimicos organofosforados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas. E1 41.6 % de las participantes tuvo alguna alteracion en
los niveles de la hormona foliculo estimulante y de progesterona. De éstas, el 62 %
presento plaguicidas OC en plasma (ZOC = 1651.25 ng/g de lipidos) y el 66 % tuvo
niveles detectables de DAP (XDAP = 153.82 mg/g de creatinina). Estos resultados
reflejan dafio endocrino que pudiera estar asociado a la exposicion a una mezcla de
plaguicidas organoclorados y organofosforados.
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ABSTRACT

Persistent organic pollutants are a group of chemical compounds of global concern due to
the health damages caused by the exposure to them. Their capacity as endocrine disrupters
is one of their main characteristics, being women in reproductive age the most vulner-
able population. The aim of the present study was to evaluate the effect of exposure to a
mixture of pesticides in the menstrual cycle of a sample of 29 teenagers between the ages
of 12 and 17 years old from El Refugio, San Luis Potosi, Mexico, a community whose
predominant activity is agriculture. The participants were trained to record in a diary/
logbook all the events related to their menstrual cycle. Serum levels of sex hormones
were measured by chemiluminescence, and plasma concentrations of organochlorine
(OC) pesticides and the level of dialkyl phosphates metabolites (DAPs) of organophos-
phorus agrochemicals presented in urine were measured through gas chromatography-
mass spectrometry. Around 41.6 % of the participants presented some alteration in their
hormonal levels, mainly of follicle-stimulating hormone and progesterone. Of these,
OC pesticides in plasma were detected in 62 % (ZOC = 1651.25 ng/g of lipid), and 66
% had detectable levels of DAPs (EDAP = 153.82 mg/g of creatinine). Together, these
results suggest damage to the endocrine system that could be generated by exposure to

a mixture of OC and organophosphorus pesticides could generate.

INTRODUCCION

El ciclo menstrual (CM) es un evento biologico
que esta regulado hormonalmente y puede verse
afectado por diversos factores, entre ellos una mala
alimentacion, extrema actividad fisica, estrés, edad,
y consumo de alcohol y tabaco, entre otros (Rosello
et al. 2003, Zellnera et al. 2004, Escobar et al. 2010,
Wojtys et al. 2014). Un factor adicional que puede
contribuir a alterar el CM es la exposicion a plagui-
cidas (Farr et al. 2004, Bretveld et al. 2006, Fowler
et al. 2012). Los reportes en la literatura muestran
que la exposicion a compuestos organoclorados (OC)
fueron los primeros eventos con los que se observo
esta asociacion (Bhatt 2000, Charboneau y Koger
2008, Germaine et al. 2011). Modelos animales de
exposicion a hexaclorobenceno mostraron diversas
alteraciones como cambios en la duracion del CM,
reduccion de los niveles séricos de estradiol, asi
como la generacion de ciclos anovulatorios (Tie-
mann 2008). El dicloro difenil tricloroetano (DDT)
y su metabolito dicloro difenil dicloroetileno (DDE)
fueron los principales plaguicidas denominados
perturbadores endocrinos (xenoestrogenos), ya que
poseen propiedades estrogénicas y pueden afectar
al sistema reproductor (Uzumcu y Zachow 2007).
Dichos compuestos pueden tener efectos directos
o indirectos en la estructura del receptor hormonal,

tales como alterar su funcidn, cambiar su sintesis o
su afinidad por moléculas especificas, y/o modular
el nimero de receptores (Roselli et al. 2000, Nico-
lopou y Pitsos 2001, Tiemann 2008, Melmed et al.
2017). Widham et al. (2005), observaron en mujeres
asiaticas inmigrantes una asociacion entre las con-
centraciones en suero de 4,4"-DDE y la presencia
de ciclos menstruales cortos, atribuyendo a este
compuesto quimico la reduccién de la fase lutea del
CM. También reportaron una asociacion positiva
entre las concentraciones plasmaticas de 4,4’-DDE y
niveles séricos de progesterona y estradiol alterados
(Windham et al. 2005).

En otro estudio realizado en lowa y Carolina
del Norte, en el que a lo largo de un afo se entre-
vistd a 3500 mujeres que residian o trabajaban en
campos agricolas, se obtuvo informacion sobre las
caracteristicas de su CM. Los autores sefialaron que
la exposicion a diferentes mezclas de plaguicidas
como atrazina, lindano, malatién y carbamatos, en-
tre otros, afecto la duracion tanto de los ciclos como
de los periodos menstruales, generando sangrados
intermenstruales, asi como dificultad para el emba-
razo (Farr et al. 2004). Aunado a lo anterior, se ha
reportado que la exposicion a compuestos clorados
puede afectar la edad de inicio de la menarquia,
asi como la duracidon de los periodos (Ouyang et
al. 2005).
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Respecto de los plaguicidas organofosforados, no
existen datos en la literatura sobre estudios en pobla-
ciones humanas en los que se evalue la asociacion
entre exposicion a estos agroquimicos y alteraciones
en los niveles de hormonas sexuales. Los estudios en
modelos animales también son escasos. En uno de
éstos, realizado en ratones Peromyscus leucopus no-
veboracensis a los cuales se expuso a 50y 100 mg/kg
de atrazina, respectivamente, se registrd, ademas de
una importante inhibicion de la acetilcolinesterasa,
una reduccion del 29 % de la concentracion basal de
la hormona luteinizante (LH) (Foradori et al. 2011).
En otro estudio realizado en codornices que fueron
expuestas durante 10 dias por via oral a diferentes
concentraciones de paration adicionado a su alimen-
to, se observd que éste detenia el desarrollo folicular
generando ciclos anovulatorios y una reduccion de
la concentracion sérica de LH (Rattner et al. 1982).
De igual manera, son escasos los reportes en la
literatura relacionados con la probable asociacion
entre exposicion a agroquimicos organofosforados
y alteraciones en el CM de mujeres mexicanas. Un
estudio de casos y controles en mujeres adultas del
estado de Chihuahua encontr6 una relacion entre la
exposicidon a una mezcla de plaguicidas (malation,
paration, clorpirifés y dimetoato) y el retraso en el
crecimiento intrauterino (Levario et al. 2004).

Una importante limitante de los estudios previos
en mujeres es que tanto la evaluacién de la magni-
tud de la exposicion a los agroquimicos, como el
registro del comportamiento del ciclo menstrual, se
verificaron con base en la aplicacion de cuestionarios
sobre usos y costumbres, asi como de entrevistas. De
ahi la relevancia del presente estudio, cuyo objetivo
fue evaluar en adolescentes residentes en una zona
agricola de San Luis Potosi, México, la exposicion
a plaguicidas organoclorados y organofosforados
mediante el monitoreo de sus concentraciones en
plasmay de los niveles urinarios de metabolitos DAP,
respectivamente. Asimismo, se valord la posible
asociacion de dicha exposicion con alteraciones en
las caracteristicas del ciclo y del periodo menstrual,
con base en el registro en un diario de eventos ocu-
rridos a lo largo de éstos y los niveles séricos de las
hormonas sexuales.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El estudio se realizo en El Refugio, Ciudad Fer-
nandez, el cual se localiza a 133 km al este de la ciu-
dad de San Luis Potosi (Fig. 1). Su principal actividad

economica es la agricultura (maiz, frijol, citricos y
chile, entre otros) (INAFED-SEGOB 2010). Estudios
previos realizados por nuestro grupo de investigacion
en esta misma area, han documentado el uso historico
de plaguicidas organofosforados (OF), OC y carba-
matos, demostrando la exposicion a mezclas de estos
contaminantes quimicos en poblacién infantil (Yafiez
2000, Rivero 2012 y Ramirez-Jiménez et al. 2014).
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Fig. 1. Ubicacion de la comunidad de estudio: El Refugio, Ciu-
dad Fernandez, San Luis Potosi. Fecha de elaboracion:
diciembre de 2014.

Poblacion de estudio

Este estudio fue aprobado por el Comité de Bioé-
tica e Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de San Luis Potost.

La muestra de adolescentes participantes se obtuvo
de la base de datos de los estudios previos realizados en
esta region por nuestro grupo de investigacion (Y afiez
2000, Rivero 2012 y Ramirez-Jiménez 2014). Se les
convocd a una reunion informativa con sus padres para
explicarles el objetivo del estudio, los beneficios que
recibirian, que éste era gratuito, que su participacion
era voluntaria y que podrian retirarse del mismo cuan-
do asi lo consideraran pertinente sin dar explicacion
alguna. Aquellas que aceptaron cooperar y cumplian
con los criterios de inclusion, lo hicieron mediante la
firma del consentimiento informado por parte de sus
padres y el de asentimiento de cada una. Accedieron a
participar en el estudio 32 adolescentes. Los criterios
de inclusion fueron: edad de 12 a 17 afios, residencia
en la zona de estudio desde el nacimiento, menarquia
minima de un afno previo al inicio del presente estu-
dio (agosto de 2013), mujeres clinicamente sanas de
acuerdo con el reporte de los padres. Los criterios de
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no inclusioén fueron: estar embarazada y el uso de al-
gun tipo de anticonceptivo hormonal. Los criterios de
eliminacion fueron: imposibilidad de recolectar alguna
de las muestras biologicas, no registrar puntualmente
todos los eventos relacionados con su ciclo menstrual
en el diario/bitacora, embarazarse y no presentarse los
dias citados en el centro de salud para la evaluacion
correspondiente.

Informacion general y usos y costumbres

Se aplicd un cuestionario para registrar informa-
cion de las participantes relacionada con su estado
de salud en general y ginecologica, actividades ex-
traescolares, actividad sexual, datos sobre su alimen-
tacion y actividades relacionadas con la exposicion
aplaguicidas, tales como su participacion en labores
en el campo agricola. Se obtuvo el peso y la talla de
cada una de las participantes para calcular su indice
de masa corporal (CDC 2015), actividad realizada
por personal capacitado para ello.

Diario/bitacora (reporte del comportamiento del
ciclo menstrual)

Antes de iniciar el estudio se impartio una charla
para explicar a las participantes el llenado correcto
del diario/bitacora en el cual debian anotar informa-
cién relacionada con su ciclo menstrual, desde el
primero hasta el ultimo dia del periodo, la cantidad
de flujo (nimero de toallas sanitarias empleadas por
dia) y los sintomas tanto premenstruales como mens-
truales, asi como la presencia de dolor e incremento
o disminucion del apetito. Dicho registro se realizo
durante 15 meses. A lo largo de este periodo se rea-
lizaron cuatro visitas sin previo aviso para verificar
la anotacion adecuada de la informacion.

Se consider6 un ciclo normal aquel que com-
prendia de 24 a 31 dias hasta llegar al nuevo periodo
menstrual. En cuanto a la duracion del periodo, se
consideré normal aquel con un sangrado de tres a
siete dias. Cualquier variacion del ciclo o del pe-
riodo que no estuviera dentro de estos intervalos se
considerd como una alteracion (Escobar et al. 2010).
Respecto a la valoracion del perfil hormonal, fue cru-
cial la informacion registrada en el diario/bitacora, ya
que esto permitio identificar en qué fase del CM se
encontraban las participantes el dia de la toma de la
muestra de sangre; por ende, se facilit6 la deteccion
deniveles fuera del intervalo normal de las hormonas.

Muestreo biologico

Se recolectaron muestras de sangre y orina para
las determinaciones analiticas. Las muestras de
sangre las obtuvo personal calificado en ayunas por

puncioén venosa, empleando material nuevo y estéril.
Se recolectaron 5 mL en un tubo vacutainer sin anti-
coagulante para la determinacion del perfil hormonal
y 6 mL en un tubo vacutainer con heparina soédica
para cuantificar las concentraciones plasmaticas de
los plaguicidas OC. Para la cuantificacion de los
metabolitos dialquilfosfato (DAP) y los niveles de
creatinina, se recolect6 la primera orina de la manana
de cada participante durante siete dias consecutivos
en frascos de plastico, de boca ancha y estériles.
Posteriormente se gener6 una muestra compuesta
para su posterior analisis.

Las muestras se colocaron en una hielera con geles
congelados para mantenerlas protegidas de la luz y
entre 4 y 8 °C durante su traslado al Laboratorio de
Género, Salud y Ambiente de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi
(UASLP), ubicado a 2 h del sitio de estudio, donde
se almacenaron a —80 °C hasta su analisis.

Cuantificacion de los niveles séricos de hormonas
sexuales

Se determinaron los niveles séricos de LH, de la
hormona foliculo estimulante (FSH), progesterona,
estradiol y prolactina mediante un ensayo inmunomé-
trico con dos sitios de unién quimioluminiscente en
fase solida, utilizando el equipo IMMULATE 1000.
Este analisis se realiz6 en el Laboratorio de Medicina
Nuclear de la Facultad de Medicina de la UASLP.

Cuantificacion de los niveles plasméticos de pla-
guicidas OC

Se empled el método reportado por Hovander et
al. (2000). Las muestras de plasma se descongelaron
a temperatura ambiente. Antes de su analisis croma-
tografico se les adiciond PCB141-C' como estandar
interno a una concentracion final de 10 ng/mL y se
conservaron en refrigeracion por 12 h. Después de
este tiempo, se realizd una desproteinizacion utili-
zando alcohol desnaturalizado y sulfato de amonio
saturado. Para disminuir el efecto de matriz, se realizd
una limpieza con dos columnas de Florisil en serie
(activadas previamente con acetona y cloruro de
metileno). Los analitos se eluyeron con una mezcla
de hexano:cloruro de metileno (70:30), el extracto
obtenido se concentrd bajo corriente de nitrogeno
hasta 100 pL para su posterior analisis por croma-
tografia de gases-masas (CG-MS). Se cuantificaron
los siguientes plaguicidas: a-hexaclorociclohexa-
no (a-BHC), b-hexaclorociclohexano (b-BHC),
g-hexacloriciclohexano (g-BHC), hexaclorobence-
no, heptacloro, aldrin, cis-nonaclor, trans-nonaclor,
2,4’-dicloro difenil tricloroetano (2,4’-DDT), 4,4°-di-
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cloro difenil tricloroetano (4,4’-DDT), 2,4’-dicloro
difenil dicloroetileno (2,4’-DDE) y 4,4’-dicloro
difenil dicloroetileno (4,4’-DDE). Las concentra-
ciones de plaguicidas OC se expresan por gramo
de lipidos, los cuales se determinaron mediante un
método colorimétrico empleando el ensayo comercial
SPINREACT(R), de acuerdo con las especificaciones
del comerciante. Las concentraciones plasmaticas de
los plaguicidas OC estan expresadas como mediana
y percentiles y ajustadas por gramo de lipidos.

Cuantificacion de los metabolitos DAP en orina
El método empleado fue el desarrollado por
Valcke et al. (2006), con algunas modificaciones
implementadas por Ramirez-Jiménez et al. (2014).
Las muestras de orina se descongelaron a temperatura
ambiente y antes de su analisis se les adiciono el die-
til tiofosfato deuterado (DETP-d10) como estandar
interno. Posteriormente se realiz6 una derivatizacion
adicionando una mezcla de acetonitrilo, carbonato de
potasio y bromuro de pentafluorobencilo. Los ésteres
obtenidos fueron extraidos con una mezcla de cloruro
de metileno al 8 % en hexano; el extracto se evaporo
bajo corriente de nitrégeno a 25 °C hasta un volumen
final de 100 pL y se transfiri6 a un vial cromatografico
para su posterior inyeccion en el sistema CG-MS.
Los metabolitos cuantificados fueron: dimetilfos-
fato (DMP), dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditio-
fosfato (DMDTP), dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato
(DETP) y dietilditiofosfato (DEDTP). Las concentra-
ciones urinarias de DAP estan expresadas como media-
nay percentiles y ajustadas por gramo de creatinina.
La identificacion de los plaguicidas OC y de los
metabolitos DAP se realiz6 mediante el método de
ion selectivo, mientras que para la cuantificacion se
utilizaron curvas de calibracion. Este proceso analiti-
co se realizd en un equipo de cromatografia de gases
Agilent 7820A GC System acoplado a un detector de
espectrometria de masas 5975 y un automuestreador
6514 A. Para el control de calidad se adicionaron con-
centraciones conocidas de los diferentes estandares
certificados de los plaguicidas antes mencionados a
las muestras blanco de plasma y orina, y éstas fueron
procesadas en las condiciones previamente descritas.
Se realizo la validacion del método cromatografico
segun la guia AOAC, cumpliendo con todos los para-
metros establecidos (repetibilidad, reproducibilidad,
precision, linealidad, porciento de recobro, limite de
deteccion y limite de cuantificacion) (AOAC 2015).

Analisis estadistico
Se realizo un analisis exploratorio de los datos
para determinar su tipo de distribucion mediante el

método de Kolmogorov-Smirnov, encontrandose
que no seguian una distribucion normal, por lo que
fueron transformados a logaritmo natural. Aun asi no
se ajustaron a una distribucién normal, por lo que se
empled estadistica no paramétrica para realizar las
comparaciones respectivas. Se utilizo la prueba U de
Mann-Whitney para establcer si habia alguna relacién
entre las concentraciones plasmaticas de los plaguici-
das OC y urinarias de los DAP y el comportamiento
del CM vy el perfil hormonal.

Con la finalidad de determinar el grado de con-
tribucion de los agroquimicos a las alteraciones de
las hormonas sexuales, se realizd un analisis discri-
minante para evaluar el nivel de significancia en la
separacion de los tres grupos de estudio conformados
apriori (alterado, no alterado y en periodo menstrual),
de acuerdo con las concentraciones hormonales de
las jovenes participantes. En el analisis se incluyeron
los 12 plaguicidas OC y los seis metabolitos DAP
que se analizaron como variables explicativas, las
cuales fueron introducidas en el modelo utilizando el
método estdndar. Se emplearon el estadistico lambda
de Wilks y las distancias de Mahalabis como esta-
disticos de bondad de ajuste considerando un nivel
de significancia de a = 0.05 (Tabachnick y Fidell
1966). Los analisis estadisticos se realizaron con los
paquetes SPSS v. 18 (SPSS 2009) y Statistica v. 8
(StatSoft 2009).

RESULTADOS

La poblacién de estudio quedd conformada por
29 adolescentes (dos de las 32 jovenes que habian
aceptado participar en el protocolo fueron descartadas
por embarazo y una tercera decidio no continuar). La
edad media de las participantes fue de 14 +£2.05 aios.
El 43.7 % tiene huertos en su casa, de las cuales el
42.87 % ayuda en las labores agricolas y un 64.28 %
usa plaguicidas. E1 75 % de las adolescentes partici-
pantes pertenece a familias de jornaleros agricolas.

En la figura 2 se muestra el nimero de CM que
presentd cada una de las adolescentes a lo largo
de los 15 meses que estuvo vigente el estudio. Se
puede observar que algunas de las participantes
identifican periodos importantes de amenorrea, ya
que solo tuvieron de cuatro a seis CM, mientras que
otras reportaron de 12 a 15 ciclos. Respecto al com-
portamiento del ciclo menstrual, el 56.26 % de las
adolescentes presenté un CM irregular, ya sea que
éste fuese corto (menor a 24 dias), o largo (mayor a
32 dias). Con relacion al periodo, el 24 % de las ado-
lescentes indico haber tenido sangrados irregulares,
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Adolescentes

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Numero de CM registrados.

Fig. 2. Numero de ciclos menstruales reportados a lo largo de 15
meses. Cada linea horizontal representa a una adolescente
(n=29).

ya sea que éstos fueran cortos (menores a cuatro dias)
o largos (mayores a siete dias). Con relacion a los
niveles séricos de las hormonas sexuales, mas del 40
% presento alteraciones en su perfil hormonal, siendo
la FSH la menos alterada, mientras que el 33 % de
las adolescentes presento niveles de prolactina fuera
del intervalo de referencia (de 0.05 a 0.4 ng/mL).

Los métodos cromatograficos empleados para
cuantificar los niveles plasmaticos de plaguicidas
OC vy urinarios de metabolitos DAP fueron previa-
mente estandarizados y validados por nuestro grupo
de investigacion de acuerdo con los lineamientos
de la AOAC (Yafez 2000, Rivero 2012 y Ramirez-
Jiménez 2014, AOAC 2015), cumpliendo todos los
parametros establecidos, por lo que para el presente
estudio solo se valido la repetibilidad y la repro-
ducibilidad. Ambos parametros cumplen con los
lineamientos de esta guia (por ciento del coeficiente
de variacion [% CV] < 15 %, datos no incluidos).
Respecto del porcentaje de recobro, éste vario del 93
al 120 % dependiendo del analito. También se calcu-
laron los limites de deteccion y de cuantificacion de
cada uno de ellos. Por cada lote de ocho muestras se
incluyeron dos muestras denominadas controles de
calidad, una de concentracion baja (CCB) y otra de
concentracion alta (CCA). Estas muestras se prepa-
raron en el laboratorio adicionando concentraciones
conocidas de cada uno de los plaguicidas de interés
auna muestra de plasma u orina blanco, segun fuese
el caso. El resultado de la muestra problema sélo fue
aceptado si las concentraciones estimadas de los CCB
y CCA estaban dentro de la media + 2 DE. Ningn
lote fue rechazado.

En cuanto a la evaluacion de la exposicion a la
mezcla de plaguicidas OC y OF, el 96.9 % de las
adolescentes presentaron niveles detectables en
plasma de g-BHC y urinarios de DEDTP, mientras
que en el 93.7 %, 87.5 %y 84.2 % de las participan-
tes se detectaron DMTP, 4,4’-DDE y Cis-nonaclor,

respectivamente. El compuesto con la concentracion
plasmatica mas elevada fue el 4,4’-DDE, seguido
por el g-BHC y el 2,4’-DDE. La sumatoria de las
concentraciones plasmaticas de los 12 plaguicidas
OC estuvo en un intervalo de 356.10 a 13 071.94
ng/g de lipidos, con una mediana de 1651.25 ng/g de
lipidos. En cuanto a los percentiles se puede observar
que el 75 % de la poblacion present6d concentraciones
de 4,4’-DDE por debajo o iguales a 591.19 ng/g de
lipidos y el 50 % tuvo concentraciones de g-BHC
menores a 304.60 ng/g de lipidos (Cuadro I). Con
relacion a los DAP, el metabolito que se detectd en
concentraciones mas elevadas fue el DMTP, seguido
por el DEDTP y finalmente el DETP. El intervalo
de concentracion de la sumatoria de los seis DAP
en las muestras de orina fue de 64.69 a 476.60 mg/g
de creatinina, con una mediana de 153.82 mg/g de
creatinina. En cuanto a los percentiles se observa que
el 75 % de la poblacion present6 concentraciones de
DEP menores a 11.79 mg/g de creatinina y el 50 %
tuvo concentraciones de DMTP por debajo de 5.30
mg/g de creatinina (Cuadro II).

Al evaluar el efecto de la exposicion a la mezcla
de plaguicidas OC sobre la duracion del CM dividido
en tres grupos (corto, normal y largo) no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas,
probablemente por el tamafio de la muestra, por lo
que se realizo un segundo analisis conformado s6lo
por dos grupos: alterado (CM corto o CM largo) o
normal. En la figura 3 se puede apreciar que aquellas
adolescentes que presentaron alteraciones en el CM
tienen concentraciones estadisticamente superiores
del plaguicida 2,4’-DDE (317.76 ng/g de lipidos)
en comparacion con aquellas cuyo CM fue normal
(110.71 ng/g de lipidos) (p = 0.03).

Respecto a la exposicion a agroquimicos OF y
la duracion del CM, los niveles urinarios de DMTP
en cuatro adolescentes que indicaron tener ciclos
menores a 24 dias (ciclo corto) fueron hasta tres ve-
ces mayores que en 13 participantes que reportaron
tener ciclos normales (24 a 32 dias) (12.08 mg/g de
creatinina vs 4.98 mg/g de creatinina, p = 0.02); sin
embargo, estos resultados deben tomarse con cautela,
dado al numero tan pequefio de participantes que
mencionaron tener CM cortos.

En cuanto a la duracion del periodo, no se obser-
varon diferencias significativas cuando se comparoé su
comportamiento con las concentraciones plasmaticas
de plaguicidas OC, ni urinarias de los metabolitos
DAP.

En relacion con la comparacion de concentracio-
nes plasmaticas de plaguicidas OC y de las urina-
rias de metabolitos DAP con los niveles séricos de



ALTERACIONES DEL CICLO MENSTRUAL POR LA EXPOSICION A PLAGUICIDAS 1003

CUADRO I. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LOS PLAGUICIDAS

ORGANOCLORADOS.
Plaguicida Concentracion ~ Percentil Percentil  Percentil
(ng/g de lipidos)* 25%%* 50%* T5%*
Aldrin 0.29 0.25 0.29 0.34
(0.21-217.10)
a-BHC 0.30 0.24 0.30 0.40
(0.21-519.75)
b -BHC 114.82 0.26 114.82  201.79
(0.21-547.27)
g- BHC 304.60 173.70 304.60  480.06
(0.41-1,190.16)
Cis-nonaclor 69.99 50.56 69.99 91.32
(0.23-248.58)
HCB 0.58 0.27 0.58 40.60
(0.21-72.92)
Heptacloro epoxido 0.33 0.27 0.33 38.09
(0.21-271.03)
Trans-nonaclor 56.03 45.18 56.03 70.32
(0.23-165.72)
2,4’-DDE 259.14 0.27 259.14  428.61
(0.21-826.88)
4,4-DDE 341.53 165.32 341.53  591.19
(ND - 2,011.22)
2,4’-DDT 0.29 0.25 0.29 0.49
(0.21-149)
4,4-DDT 0.27 0.24 0.27 0.34
(ND-116.78)
Y OCH** 1,651.25 630.76 1651.25 7149.80
(356.10 —
13071.94)

*Los datos se reportan como mediana y entre paréntesis se ofrece las concentracio-
nes minima y maxima (n = 29); **los percentiles fueron calculados con el paquete
SPSS; ***% OC: sumatoria de la concentracion plasmatica de los 12 plaguicidas
organoclorados (OC), expresada como la mediana y entre paréntesis los valores

minimo y maximo.

a-BHC: a-hexaclorociclohexano; b-BHC: b-hexaclorociclohexano; g-BHC: g-
hexacloriciclohexano; HCB: hexaclorobenceno; 2,4’-DDE: 2.4’—dicloro difenil
dicloroetileno; 4,4’-DDE: 4,4’- dicloro difenil dicloroetileno; 2,4’-DDT=2,4’-dicloro
difenil tricloroetano; 4,4’-DDT: 4,4’-dicloro difenil tricloroetano; ND: no detectable.

hormonas sexuales, es importante mencionar que el
numero de adolescentes con niveles alterados de una
0 mas hormonas fue tan pequeno (progesterona: 2;
estradiol: 3; LH: 3) que no se tienen los elementos
estadisticos suficientes para considerar que la distri-
bucion de los niveles de exposicion a los plaguicidas

es diferente entre aquellas que presentaron alguna
alteracion en su perfil hormonal y las que no. Sin
embargo, estos resultados pueden tener relevancia
clinica y por ello no deben subestimarse.

La separacion de los tres grupos de estudio con-
formados a priori de acuerdo con las alteraciones
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CUADRO II. CONCENTRACIONES URINARIAS DE LOS METABOLITOS

DIALQUILFOSFATOS.

Metabolito Concentracion Percentil Percentil Percentil

DAP (mg/g de creatinina)* 25%* 50%* T5%*

DEP 0.001 0.001 0.001 11.79
(ND-175.27)

DETP 1.08 0.001 1.08 3.37
(ND-21.23)

DEDTP 1.25 0.84 1.25 2.45
(0.50-16.73)

DMP 0.001 0.001 0.001 7.24
(ND-69.17)

DMTP 5.33 3.58 5.30 11.54
(ND-24.24)

DMDTP 0.001 0.001 0.001 1.21
(ND-40.73)

S DAP*** 153.82 70.96 153.82 309.50

(64.69-476.60)

*Los datos se reportan como mediana y entre paréntesis se ofrece las concen-
traciones minima y maxima (n = 29); **los percentiles fueron calculados con el
paquete estadistico SPSS; ***3°OC: sumatoria de la concentracion urinaria de
los seis metabolitos dialquilfosfatos (DAP), expresada como la mediana y entre
paréntesis los valores minimo y maximo.

DEP: dietilfosfato; DETP: dietiltiofosfato; DEDTP: dietilditiofosfato; DMP:
dimetilfosfato; DMTP: dimetiltiofosfato; DMDTP: dimetilditiofosfato; ND: no
detectable.

400+

3001

2001

del perfil hormonal (Fig. 4) fue significativa uni-
camente cuando las jévenes fueron agrupadas de
acuerdo con el comportamiento de la hormona LH
(alterado, no alterado y cursando con el periodo
menstrual al momento de la toma de la muestra
de sangre) (lambda de Wilks = 0.029, Fe,18) =
2.45, p < 0.02, n = 29). El andlisis gener6 dos
funciones discriminantes: el grupo de adolescen-
tes con niveles séricos alterados de LH se separ6
significativamente del grupo de participantes cuyos
valores de esta hormona fueron normales (distancia
1 de Mahalanobis = 124.50, p = 0.10; Fig. 4). En la
misma figura se puede apreciar que las participantes

que estaban cursando con su periodo menstrual al
Adolescentes con CM Adolescentes con CM momento de la recoleccion de la muestra de sangre
alterado, n = 16 normal, n =13 Sy -
para el analisis del perfil hormonal, no resultaron
Comparacion entre las concentraciones plasmaticas del significativamente separadas de los dos grupos
2,4’-dicloro difenil dicloroetileno (2,4’-DDE) expresada (distancia de Mahalanobis = 51.77, p=0.68). En el
como mediana e intervalo de confianza (IC) al 95 %, dro TIT listan 1 ho pl L d d
y el comportamiento del ciclo menstrual (CM). CM cuadro 1L sc enlistan los ocho plaguicidas que : c
alterado: corto o largo. CM normal: 24 a 32 dias. U de mancra 51gn1ﬁcatlva contrlbuyeron enla S€paracion
Mann-Whitney: p = 0.03. de estos grupos.
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Funcion 2

Funcién 1

Fig. 4. Funciones canénicas del andlisis discriminante de las
concentraciones plasmaticas de plaguicidas organoclo-
rados y urinarias de los metabolitos dialquilfosfatos de
las adolescentes participantes, agrupadas de acuerdo con:
alteraciones en la concentracion sérica de la hormona LH
(n = 4), sin alteraciones ( n = 19), y quienes cursaban
con su periodo menstrual ( n = 6) al momento de la
recoleccion de la muestra sanguinea.

CUADRO III. PLAGUICIDAS QUE CONTRIBUYERON
SIGNIFICATIVAMENTE EN LA SEPARA-
CION DE LOS TRES GRUPOS DEL ANA-
LISIS DISCRIMINANTE.

Plaguicida Lambda de F Valor de
Wilks (n=29) p

DMP 0.05 4.74 0.03
DEDTP 0.06 5.61 0.02
Hexaclorobenceno 0.06 6.19 0.02
Heptacloro epdéxido 0.06 5.68 0.02
Trans-nonaclor 0.08 8.71 0.007
Cis-nonachor 0.11 13.87 0.001
2,4’-DDE 0.07 7.16 0.01
4,4’-DDE 0.10 11.41 0.003

DMP: dimetilfosfato; DEDTP: dietilditiofosfato; 2,4’-DDE :
2,4’—dicloro difenil dicloroetileno; 4,4’-DDE : 4,4’- dicloro
difenil dicloroetileno; F: Fisher calculada; p: probabilidad.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La exposicion a estos plaguicidas tiene un im-
portante impacto en la salud de las mujeres en edad
reproductiva. Estudios reportados en la literatura
han evidenciado que los contaminantes evaluados
pueden causar problemas neuroldgicos, metabolicos,
genéticos y reproductivos (Yaiez 2000, Carod 2002,
Charboneau y Koger 2008, McMillen et al. 2008,
Ramirez-Jiménez 2015).

Enun estudio realizado por Yaiiez et al. (2000) en
el que se evalud la exposicion de mujeres a DDT en

la Huasteca Potosina, se reportaron concentraciones
plasmaticas de este insecticida y de sus metabolitos
superiores a las detectadas en el presente trabajo
(ZDDT 1163 ng/g de lipidos vs ZDDT 601.23 ng/g de
lipidos). Las casas habitacion de ambas poblaciones
estan ubicadas en areas endémicas de paludismo en
las que se rocio este insecticida por aproximadamente
60 anos (ISAT 2001), por lo que ambas comunidades
presentan una exposicion cronica al DDT residual y
a sus metabolitos. La diferencia entre las concentra-
ciones detectadas en ambos estudios puede explicarse
porque el estudio de Yafiez et al. (2000) se realizod
cuando aun se empleaba el DDT para el control del
paludismo, mientras que el presente estudio se desa-
rroll6 14 afios después de la tltima aplicacion de este
insecticida. En un estudio realizado por Alvarado-
Herndndez et al. (2013) en mujeres que eran atendidas
de parto en un hospital ubicado en la misma region
donde se desarroll6 el presente trabajo, los autores
evaluaron la exposicién materna a una mezcla de
plaguicidas OC, obteniendo como resultado de la X
de OC una media de 10 600 ng/g de lipidos, la cual
es tres veces mas alta que la concentracion promedio
detectada en el presente reporte de investigacion
(3653.44 ng/g de lipidos). En ambos estudios se
monitorearon los mismos plaguicidas OC (aldrin, a-
BHC, b-BHC, g-BHC, hexaclorobenceno, heptacloro
epoxido, trans-nonaclor, cis-nonaclor, 4,4’-DDE y
4,4’-DDT), lo que corrobora la persistencia de estos
compuestos quimicos y por ende el riesgo de exposi-
cion cronica a residuos de estos contaminantes para
quienes habitan en la zona.

Ramirez-Jiménez et al. (2014) evaluaron la ex-
posicion infantil a plaguicidas OF en El Refugio
(ubicado en misma zona del presente estudio). Estos
autores reportan al DMTP como el metabolito DAP
mas frecuente, con una concentracion media en orina
de 0.02 mg/g de creatinina. En nuestro estudio, este
metabolito DAP también fue el mas frecuente, pero
la concentracion media detectada fue notoriamente
superior (7.69 mg/g de creatinina).

Son escasos los estudios en mujeres no expuestas
ocupacionalmente a agroquimicos que hayan emplea-
do herramientas objetivas para valorar la relacion de
esta exposicion tanto con los niveles de hormonas se-
xuales como con las caracteristicas del CM, como es
el caso del estudio aqui reportado, que se apoyd con el
empleo de un diario/bitacora (diario menstrual), para
registrar todos los eventos relacionados con el CM.

Chen et al. (2005) evaluaron la exposicion a DDT
en el comportamiento menstrual de mujeres migran-
tes de China a Estados Unidos. Los autores reporta-
ron que aunque en el andlisis univariado hubo una
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asociacion entre los niveles de 4,4’-DDE y la dura-
ci6n del ciclo menstrual, no tuvieron suficiente evi-
dencia para aseverar que el DDT o el DDE alteraron
el CM o el periodo. Cabe senalar que el registro de las
caracteristicas del CM de las mujeres participantes se
hizo con base en entrevistas, por lo que el resultado
podria estar sesgado. En contraste, en el presente
estudio se empled un diario/bitacora (en el que las
adolescentes anotaron durante 15 meses las caracte-
risticas tanto del ciclo como del periodo menstrual)
para la evaluacion del comportamiento del CM.

Mclachlan et al. (2006) realizaron un estudio
sobre aquellos compuestos exdgenos que son con-
siderados perturbadores endocrinos, tales como los
plaguicidas OC. Estos autores reportaron que el
DDE (principal metabolito del DDT) es un estroge-
no ambiental, ya que imita al estrogeno enddgeno,
convirtiéndose en modulador endocrino que altera las
concentraciones de estradiol y progesterona. Estos
cambios hormonales s6lo habian sido asociados con
la exposicion a altas concentraciones de DDE (10 ng/
mL). Por otro lado, Windham et al. (2005) reportaron
una asociacion entre concentraciones altas de DDE
(mediana de 13.1 ng/mL) en una poblacion de 48
mujeres campesinas, y la presencia de ciclos cortos
y disminuciéon de niveles séricos de progesterona.
Este comportamiento también se observo en nuestra
poblacion de estudio, pero con un nivel de exposicion
10 veces menor (mediana del 2,4’-DDE y 4,4’-DDE
igual a 1.13 y 1.52 ng/mL, respectivamente). Estos
resultados se podrian explicar por la capacidad de este
contaminante para inhibir a la enzima responsable
de la sintesis de progesterona, de acuerdo con los
reportes de Cooper et al. (2005).

En un estudio realizado por Germain et al. (2012),
en el cual se evaluo la exposicion a plaguicidas OC
(hexaclorobenceno, aldrin, lindano, heptacloro y DDE,
entre otros), y la duracion de los ciclos menstruales de
mujeres clinicamente sanas, se observo que a mayor
concentracion plasmatica de estos plaguicidas las par-
ticipantes presentaban con mas frecuencia alteraciones
en la duracion de sus CM. Los autores concluyeron que
esta alteracion podria deberse a que los OC reducen
la producciéon de hormonas sexuales. En el presente
estudio, las adolescentes que reportaron CM cortos
tuvieron concentraciones plasmaticas elevadas de
aldrin, heptacloro, lindano, 2,4’-DDE y 4,4’-DDE,
aunque no se logré demostrar una asociacion estadis-
ticamente significativa, a diferencia de las mujeres
que estan ocupacionalmente expuestas a agroquimicos
(trabajadoras de huertos, invernaderos y floristas),
quienes presentan una asociacion con las alteraciones
tanto del periodo como del CM, presentando ademas

sangrados intermenstruales, periodos de amenorrea,
endometriosis, ovarios poliquisticos e infertilidad
(Farr et al. 2004, Windham et al. 2005, Axmon 2006,
Rasier et al. 2006, Germain et al. 2012, Lépez 2013).

Tanto en el estudio realizado por Germain et al.
(2011) como en éste, se tiene la certeza del com-
portamiento del CM, ya que en ambos se empled
un diario/bitacora para registrar todos los eventos,
con la diferencia de que los autores citados sélo
lograron que 17 mujeres de las 83 participantes lo
llevaran cabalmente durante siete ciclos, mientras
que en nuestro estudio el total de adolescentes (29)
completo el registro de 15 meses. En ambos trabajos
queda por demas evidenciada la complejidad de este
tipo de investigaciones.

Freire et al. (2013) realizaron un estudio en el
cual evaluaron la asociacion entre concentraciones
de plaguicidas OC y alteraciones de las hormonas
sexuales en mujeres pre, peri y postmenopausicas,
encontrando so6lo asociaciones inversas entre LH
y FSH y las concentraciones de HCB, DDT, DDE,
mirex y aldrin en las mujeres peri y post menopausi-
cas, no asi en el grupo de mujeres premenopausicas.
Los autores concluyeron que los niveles elevados
de prolactina detectados en su poblacion de estudio
sugieren un efecto estrogénico de estos contaminan-
tes. Esto lleva a reflexionar en que la capacidad de
los plaguicidas OC como perturbadores endocrinos
es preocupante (Charboneau y Koger 2008), a pesar
de que los resultados obtenidos en el presente trabajo
no evidenciaron su efecto sobre el perfil hormonal,
probablemente por el tamafio de muestra.

Nuestro estudio es el primer reporte en la lite-
ratura que evalua el efecto de los plaguicidas OC
sobre el perfil hormonal y el comportamiento del
CM en adolescentes no expuestas ocupacionalmente
a plaguicidas organofosforados. En el 50 % de las
adolescentes que presentaron alguna alteracion en
los niveles séricos de hormonas sexuales (LH, FSH,
progesterona, estradiol o prolactina) se detectaron
cuatro de los seis metabolitos DAP en orina, y todas
tuvieron ademas concentraciones urinarias por arriba
del LD (0.69 ng/mL) del metabolito DMTP. Respecto
a la duracion del CM, se observd que a mayor con-
centracion en orina de XDAP, la frecuencia de ciclos
cortos (< 24 dias) fue estadisticamente superior (p =
0.02, datos no mostrados).

Los resultados obtenidos del analisis discrimi-
nante, con el que se demostr6 la influencia de la ex-
posicion a plaguicidas OF (presencia en orina de los
metabolitos DMPy DEDTP) y OC (hexaclorobence-
no, heptacloro epdxido, trans-nonaclor, cis-nonaclor,
2,4’-DDE y 4,4’-DDE) sobre los niveles séricos de
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LH, concuerdan con lo reportado por Bapayeva et
al. (2016), quienes demostraron que la exposicion a
plaguicidas OC (entre ellos lindano y DDT), afecta
los niveles séricos de las hormonas sexuales, prin-
cipalmente FSH y estradiol. Aunque dichos autores
no reportaron un resultado significativo con relacion
a LH, sus datos evidencian que los agroquimicos
actuan como perturbadores endocrinos.

Tomando esto como base, una posible explicacion
de los resultados obtenidos en nuestro estudio es
que los compuestos OC (como el DDE y el g-BHC)
afectan el perfil hormonal a nivel del ovario dada
su demostrada capacidad estrogénica (Freire et al.
2013).

Guo et al. (2017) evaluaron a 187 mujeres con
ovario poliquistico y la asociacion de este trastorno
con la exposicion a plaguicidas OC, especificamente
DDT y sus metabolitos y HCH. Dichos autores no
encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las concentraciones de los plaguicidas
diclorodifenildicloroetano (DDD), DDE y HCH y
los dos grupos participantes (pacientes con ovario
poliquistico vs control sano), pero si respecto a las
concentraciones de DDT, ya que en mujeres con
ovario poliquistico los niveles de este insecticida
fueron mayores (p = 0.001). Los autores concluye-
ron que la exposicidn a este compuesto desempeina
un papel importante en la patogénesis del sindrome
como consecuencia de la alteracion que genera en el
perfil hormonal.

Greenlee et al. (2003) evaluaron los factores de
riesgo de infertilidad femenina en una comunidad
agricola, y concluyeron que hay una relacion estadis-
ticamente significativa entre los casos de infertilidad
y el uso de herbicidas (como algunos OF), no asi con
la exposicién a fungicidas. Los autores sugieren no
perder de vista otros factores como el tabaquismo y
el consumo de alcohol, entre otros.

Una importante limitante de diversos estudios
realizados en mujeres es que tanto la evaluacion de
la exposicién a los agroquimicos como el registro
del comportamiento del ciclo menstrual, se realiza-
ron con base en la aplicacion de cuestionarios sobre
usos y costumbres, asi como de entrevistas. De ahi
la relevancia del presente trabajo, ya que para eva-
luar la magnitud de la exposicidén a agroquimicos
se cuantificaron en plasma los plaguicidas OC y en
orina los metabolitos de los OF, en tanto que todos
los eventos relacionados con el CM se evidenciaron
mediante el empleo del diario/bitacora. Este también
permitioé conocer con precision el dia en que cada una
de las participantes se encontraba en su CM cuando
fue analizado su perfil hormonal.

Este estudio dificilmente puede evidenciar las
consecuencias a largo plazo de la exposicién no
ocupacional a agroquimicos sobre la salud repro-
ductiva de las adolescentes; sin embargo, reportes
en la literatura han sefialado alteraciones severas
tanto en las madres como en sus hijas, tales como
cancer de mama, infertilidad, endometriosis, ovarios
poliquisticos, aumento de riesgo de presentar abortos
espontaneos, inhibicidon de la produccion hormonal,
pubertad precoz, malformaciones en la formacion de
los foliculos maduros, alteraciones en el desarrollo
del producto de la gestacion, bajo peso al nacer y
deformaciones en los 6rganos reproductores, entre
otras, a consecuencia de la exposicidn a estos con-
taminantes (Andrade et al. 2006, Uzumcu y Zachow
2007, ISTAS 2010, Bergman et al. 2012, Fowler et
al. 2012, Germain et al. 2012).

La Academia Americana de Pediatria sugiere que
no solo las adolescentes sino también los padres de
familia y el sector salud conozcan el comportamiento
del CM y los factores de riesgo para prevenir afecta-
ciones cuyas consecuencias podrian verse reflejadas
en la edad adulta como infertilidad (AAP 2006).

El presente estudio muestra la complejidad del
escenario de exposicion no ocupacional a mezclas
de plaguicidas en adolescentes de una comunidad
agricola; asimismo, los diferentes factores del ciclo
menstrual que pueden verse afectados por esta ex-
posicion, como alteraciones de los niveles séricos de
las hormonas sexuales, y la duracion de los periodos
y de los ciclos. Estos hallazgos deben considerarse
como base para generar programas de educacion
ambiental y reproductiva cuya finalidad sea prevenir
dafios a largo plazo y a las siguientes generaciones,
asi como medidas de proteccion para las poblaciones
que viven en estos escenarios.

Cabe sefialar que una de las limitantes del pre-
sente trabajo fue el tamafo de la muestra, que pro-
bablemente ésta sea la causa de que la mayoria de
las asociaciones entre la magnitud de la exposicion
a agroquimicos y el perfil hormonal y la duracion
del CM y del periodo, no fuesen significativas. No
obstante, si se observd una tendencia positiva (a
mayor exposicion a agroquimicos, mayor alteracion
del CM), lo que implica una relevancia clinica, sobre
todo para la salud reproductiva de las participantes.
De ahi la importancia de continuar con esta linea de
investigacion, realizando estudios no s6lo con un
nimero mayor de participantes sino también con la
inclusién de otros factores que pueden contribuir a
las alteraciones tanto en el perfil hormonal como
del periodo y el CM, tales como la calidad de la
dieta, condiciones de vida (estrés), actividad sexual
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(uso de anticonceptivos), adicciones (alcoholismo,
drogadiccidn y tabaquismo) y practica de ejercicio,
entre otros. Esto evidenciaria el impacto negativo
de la exposicidon no ocupacional a agroquimicos en
la salud reproductiva femenina.
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