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RESUMEN

Introduccion. Dado el caracter residual y el alto nivel de toxicidad del endosulfan,
se ha incrementado la preocupacion a nivel mundial por su impacto ambiental. Por
eso la busqueda de metodologias analiticas que permitan su deteccion y
cuantificacion es un tema de investigacion vigente. Las propiedades del endosulfan
y su patron de degradacion le confieren caracteristicas que hacen muy compleja la
problematica, al tiempo que el pesticida y sus metabolitos se expanden
extensivamente por la atmoésfera y contaminan tanto matrices lipofilicas como
hidrofilicas. Objetivo. Llevar a cabo una revisidén sobre las investigaciones mas
recientes acerca de la problematica del endosulfan, que incluye aspectos quimicos,
su problematica ambiental y técnicas inmunoquimicas para su analisis, tema en el
que ha estado interesado nuestro grupo de investigacién en la Universidad de
Caldas. Método. El presente articulo de revisidon analiza, cualitativamente, la
literatura cientifica disponible en las bases de datos Science Direct, PubMed, Scielo
y paginas Web oficiales, empleando como palabras de busqueda: endosulfan,
haptenos, andlisis inmunoquimico del endosulfan, problematica ambiental del
endosulfan, regulaciones internacionales sobre el endosulfan, normatividad vigente
sobre el endosulfan, y métodos instrumentales de andlisis. Resultados. Se obtuvo
informacion pertinente relacionada con el objetivo propuesto, la cual se presenta en
3 secciones: aspectos quimicos del endosulfan, problematica ambiental y técnicas
inmoquimicas para su analisis. Conclusion. El endosulfan ha sido prohibido por los
organismos internacionales. Sin embargo, el pesticida se continia usando en
algunos paises y éste se difunde facilmente hacia otras regiones, de tal manera que
se ha convertido en un problema global. Hay investigaciones recientes sobre
métodos de remediacion quimica o bioldgica, pero los esfuerzos son modestos
frente a la enorme problematica de este pesticida. En lo pertinente a analisis
quimicos de endosulfan, en los ultimos 15 afos se han investigado técnicas
inmunoquimicas de analisis (basadas en haptenos), como alternativa a los métodos
cromatograficos instrumentales.

PALABRAS CLAVE

Endosulfan, haptenos, analisis inmunoquimico del endosulfan, problematica
ambiental del endosulfan, regulaciones internacionales sobre el endosulfan,
normatividad vigente sobre el endosulfan, métodos instrumentales de analisis.
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THE PROBLEM OF ENDOSULFAN : CHEMICAL, ANALYTICAL AND
ENVIRONMENTAL ISSUES

ABSTRACT

Introduction. Due to the residual character and high level of toxicity of endosulfan,
worldwide concern for its environmental impact has increased. Therefore, the search
for analytical methodologies that allow its detection and quantification continues to
be a topic of current research. Endosulfan properties and its degradation pattern
confer it characteristics that make very complex the problematic while the pesticide
and its metabolites are extensively spread throughout the atmosphere and
contaminate both lipophilic and hydrophilic matrixes. Objective. To conduct a review
on some recent research about the endosulfan problematic including chemical
aspects, environmental issues and immunochemical techniques for its analysis,
which is an area of current interest in this research group at Universidad de Caldas.
Method. This review article analyzes qualitatively scientific literature from Science
Direct, PubMed, Scielo databases and official Web pages using key words such as
endosulfan, endosulfan immunochemical analysis, endosulfan environmental
problematic, endosulfan international regulations, endosulfan current normativity and
instrumental methods for the analysis. Results. Relevant information related to the
proposed objective was found which is presented in 3 sections: chemical aspects of
endosulfan, environmental issues, and immunochemical techniques for its analysis.
Conclusions. Endosulfan has been banned by international organizations. However,
the pesticide is still being used in some countries and is easily spread to other
regions, so that the problem became a global concern. There is some recent
research on biological or chemical remediation techniques, but efforts seem
insufficient in comparison to the enormous impact of the pesticide. In regard to
Endosulfan chemical analyses, during the past 15 years immunochemical hapten-
based analysis techniques have been investigated as alternatives to the instrumental
chromatographic methods.

KEY WORDS

Endosulfan, haptenes, endosulfan immunochemical analysis, endosulfan
environmental problematic, endosulfan international regulations, endosulfan current
normativity, instrumental methods for the analysis.

INTRODUCCION

Son numerosos los reportes cientificos de los que se dispone actualmente sobre los
aspectos técnicos del endosulfan y la problematica ambiental que ha resultado del
amplio uso en el mundo. Numerosos documentos técnicos han sido producidos por
asesores internacionales de la ONU, con informacion compilada sobre la quimica,
aspectos médicos y protocolos aconsejables del manejo para la seguridad ambiental
(IPCS-EHC, 1984; PISSQ, 1995). El endosulfan es un plaguicida organoclorado con
una gran variedad de usos que desatienden las restricciones nacionales e
internacionales. Ha sido especialmente aplicado para el control de afidos,
escarabajos, orugas, acaros, barrenadores, chinches, polillas, moscas y otros
insectos en diversos cultivos tales como café, algodon, cereales, té, legumbres y
frutales. La preocupaciéon a nivel mundial ha ido en aumento por el caracter residual
y el alto nivel de toxicidad del endosulfan; al agudo impacto ambiental se suma el
hecho de que algunos agricultores lo siguen usando a pesar de las restricciones
gubernamentales, lo que constituye una seria amenaza a la seguridad alimentaria.
Por lo anterior, continlan vigentes las investigaciones para la busqueda de
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metodologias analiticas de deteccién y cuantificacion en suelos, agua y productos
agricolas, y eventuales posibilidades de remediacién. Las técnicas tradicionales de
analisis de pesticidas que involucran procedimientos cromatograficos son de amplio
dominio de la comunidad quimica mundial, aunque con las limitaciones propias de
las herramientas instrumentales relacionadas con el costo, limites de deteccion y
requerimientos de instalaciones. Como alternativa de analisis emergieron las
técnicas inmunoquimicas, metodologias que han demostrado ser mas simples y
utiles como pruebas de campo para analisis masivo de muestras con menores
costos y con tiempos de analisis razonablemente inferiores a los requeridos si se
usan las técnicas cromatograficas instrumentales. En el proceso de investigaciéon de
estas metodologias, se requiere la sintesis quimica de derivados estructurales del
plaguicida, llamados haptenos, los cuales se enlazan a moléculas proteicas que
provoquen respuestas inmunes. Los respectivos anticuerpos son luego usados
como plantillas para reconocer la presencia del plaguicida en las muestras de
analisis.

Nuestro grupo de investigaciéon ha venido trabajando en la busqueda de nuevos
haptenos de endosulfan, con la intencion de ofrecer alternativas a los ya reportados
en la literatura. En este articulo de revision queremos presentar un recuento
actualizado de los aspectos quimicos del endosulfan, su problematica ambiental y
métodos analiticos para su deteccion, incluidas las técnicas inmunoquimicas
involucrando haptenos.

ASPECTOS QUIMICOS DEL ENDOSULFAN
Estructura quimicay propiedades

El endosulfan hace parte de una familia de compuestos organoclorados del grupo de
los ciclodienos de formula CgHeClgO3S, cuyo nombre IUPAC es (1,4,5,6,7,7-
hexacloro-8,9,10-trinorborn-5-en-2,3-ilenbismetilen)sulfito (PISSQ, 1995; Kumar &
Philip, 2006). Su nombre quimico es 6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-
hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepin-3-6xido. Es una sustancia cristalina
formada por dos estereoisomeros a y B en relacion 7:3 (estructuras 1 y 2
respectivamente, en la Figura 1).

Clg) H =l
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Cl ~0 cl 025,
I 5 | \HO/ \.0
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1 2
oi-endosulfan p-endosulfan

Figura 1. Estructura quimica de los estereoisomeros del endosulfan.

En su estructura quimica se destaca un nlcleo clorado derivado del
hexaclorociclopentadieno, porcidon estructural responsable en gran medida del
impacto ambiental adverso que se le conoce, y que le confiere poca solubilidad en
agua (menos de 0,5 mg.L'1, con leve tendencia a incrementar con el aumento del
pH) y alta solubilidad en la mayoria de los solventes organicos (Schmidt, Hapeman,
Fettinge, Rice & Bilboulian, 1997). Las propiedades fisicoquimicas de los dos
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estereoisémeros son muy similares entre si (Weber et al., 2010); es destacable su
semivolatilidad y alta presién de vapor (Shen & Wania, 2005) y su gran estabilidad
en el aire, lo que facilita su presencia como contaminante atmosférico y su difusion a
otras regiones de la geografia mundial, transferencia que ocurre primariamente
desde las plantas y la superficie del agua (Muir, Teixeira & Wania, 2004). En la
Tarjeta Internacional sobre la Seguridad de las Sustancias Quimicas (PISSQ, 1995)
y Convenio de Rotterdam 2011 se encuentran tabulados los detalles técnicos mas
relevantes del endosulfan y aspectos médicos.

Sintesis comercial del endosulfan

La sintesis comercial de endosulfan mas conocida se lleva a cabo a través de dos
etapas: (1) la reaccion de Diels-Alder del hexaclorociclopentadieno 3 con cis-2-
buten-1,4-diol 4 en xileno dando lugar a la mezcla de los dos estereoisémeros a 'y 3
del respectivo aducto cis-diol (productos 5 y 6); (2) la reacciéon de la mezcla
estereoisomérica del cis-diol resultante (5 y 6) con cloruro de tionilo para formar el
producto final (Figura 2) (Forman, Dubertaki, Cohen & Olefson, 1965).
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Figura 2. Sintesis comercial del endosulfan.

Metabolitos del endosulfan

La transformacién aerdbica del endosulfan 1y 2 se produce a través de la oxidacion
mediada biolégicamente. Se degrada rapidamente hasta sus metabolitos y persiste
por mas tiempo bajo condiciones de mayor acidez. El metabolito principal que se
forma es el endosulfan-sulfato 7 (isémeros a y ), que luego se degrada lentamente
a los metabolitos mas polares: endosulfan-diol 8 (isémeros a y ), endosulfan-éter 9
(isémeros a y B) y endosulfan-lactona 10 (isémeros a y B) (Walse, Scott & Ferry,
2003). En la evaluacion de riesgos emitida por la Union Europea, se cita el patrén de
degradacion ilustrado en la Figura 3. También se produce sulfato de endosulfan por
degradacion anaerdbica mas lenta que la aerdbica (Convenio de Rotterdam, 2011).

Los isémeros (a y ) se transforman en los respectivos derivados endosulfan-diol 8,
ya sea directamente o a través de endosulfan-sulfato 7. Luego los isbmeros a y 3
endosulfan-diol se degradan en un conjunto de metabolitos relacionados, que
incluyen: endosulfan-éter 9, endosulfan-acido hidroxicarboxilico y endosulfan-
lactona 10 y endosulfan-hidroxiéter 11 (Ciglasch, Busche, Amelung & Trotrakool,
2008).
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Figura 3. Degradacion del endosulfan en sus metabolitos (Ciglasch, Busche, Amelung,
Kaupenjohann & Trotrakool, 2006; Ciglasch, Busche, Amelung & Trotrakool, 2008).

El tiempo que tarda la descomposicion de una sustancia hasta un 50% del valor
inicial se conoce como valor DT50. En condiciones de laboratorio, el valor DT50
reportado para la degradacion aerdbica de los isomeros a + 3 del endosulfan en el
suelo oscila entre 25 y 128 dias. El respectivo valor DT50 para el endosulfan-sulfato
esta en el rango de 123 a 391 dias, generando niveles altos de endosulfan-diol y
endosulfan-lactona. Este ultimo metabolito presenta los mismos valores de
concentracién sin efecto observado (NOEC) que los isémeros del endosulfan. El
endosulfan-lactona se puede producir tanto por la degradacion del acido carboxilico
como del hidroxiéter. Segun lo explica el informe del Comité de Examen de los
Contaminantes Organicos Persistentes sobre la labor de su quinta reunién titulado
“Perfil de riesgos del endosulfan” (SC, 2009):

[...] si la toxicidad de cada uno de estos metabolitos se integra al proceso de
degradacion/metabolismo, se tendra como resultado una curva bifasica (lo cual
demuestra que el compuesto se degrada con dos velocidades diferentes, una fase
rapida y otra fase lenta). En el paso inicial de la degradacion del endosulfan a
endosulfan-sulfato se incrementa el potencial de bio-acumulaciéon, manteniendo
constante o disminuyendo ligeramente la toxicidad. Pero en los pasos siguientes de
degradacion que conducen a la formacion del endosulfan-lactona, se aumenta tanto
la toxicidad como el potencial de bio-acumulacién. Por lo anterior, cuando se
realizan analisis para la deteccion y cuantificacion de este plaguicida, se necesita
hacer también la busqueda de cada uno de los metabolitos derivados de su
degradacion, dando como resultado un proceso analitico complejo y dispendioso.

En el citado informe se encuentra una discusion muy completa sobre esta
problematica, y las cifras pertinentes (SC, 2009).
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Métodos instrumentales de analisis del endosulfan

La técnica instrumental mas utilizada durante afos para la determinacion de
plaguicidas como el endosulfan es la cromatografia de gases, con detector de
captura de electrones. Recientemente se reportd el analisis de endosulfan en
muestras bioldgicas (Hoang, Rand, Gardinali & Castro, 2011), mediante un protocolo
experimental que se resume en los siguientes pasos: (1) maceracion y
homogeneizacién de tejidos, y extraccion con diclorometano; (2) limpieza de las
muestras mediante cromatografia de columna (con silica-alumina combinada como
fase estacionaria) y cromatografia de permeacion en geles; (3) analisis de extractos
por cromatografia de gases con captura de electrones, usando columna capilar de
silica fundida. Un protocolo similar, con modificaciones, fue usado para los estudios
de biodegradacion bacteriana de endosulfan en fincas cafeteras de Chinchina,
Colombia (Castillo, Romero & Casas, 2011) y otro estudio sobre analisis del
pesticida en plantas medicinales (Matos-Lino & Noronha-da Silveira, 1997). El pre-
tratamiento y limpieza de muestras a menudo requiere procedimientos de extraccion
liquido-liquido en combinacion con extraccion en fase sdlida. A partir de algunos
estudios cientificos, se infiere que es aconsejable refinar los analisis mediante
técnicas de calibracion de la matriz que contiene el analito (Jiménez, Bernal, Del
Nozal & Alonso, 2004). Dado que el agua es una de las matrices mas complejas
para deteccion y cuantificacion del endosulfan y de otros contaminantes organicos
persistentes (COPs), recientemente se public6 una nueva metodologia analitica
para su analisis en medios acuosos (Muir & Lohmann, 2013).

Para el andlisis de endosulfan y sus metabolitos, también es operativa la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, especialmente si se
desea caracterizar en la muestra analitos o metabolitos desconocidos. El andlisis de
metabolitos de endosulfan en orina humana (Martinez-Vidal, Arrebola, Fernandez-
Gutiérrez & Rams, 1998), y la determinacién de organoclorados en suelo (Batta,
Zatar & Sadeq, 2006; Rashid, Nawaz, Barker, Ahmad & Ashraf, 2010), fueron
llevados a cabo mediante cromatografia de gases - espectrometria de masas
tandem. Muchos de los estudios analiticos estan enfocados a mejorar los niveles de
deteccion y las interferencias de la matriz, en balance con una mayor rapidez de los
analisis.

Los analisis de endosulfan y sus metabolitos en agua y suelo también han sido
llevados a cabo por HPLC en fase reversa en columna C18, eluyendo con mezclas
acuosas binarias de acetonitrilo o metanol, y con detector UV-Vis a 214 nm
(Siddique, Zahir & Frankenberger jr., 2003). Los porcentajes de recuperacion de a 'y
B-endosulfan en muestras experimentales fueron muy variados, y fluctuaron entre
4% y 91%. De manera similar, se ha usado cromatografia liquida en fase reversa,
acoplada a cromatografia de gases, para analisis automatico de endosulfan en vinos
(Hyotylainen, Jauho & Riekkola, 1998), aceite de oliva (Diaz-Plaza, Cortés, Vazquez
& Villén, 2007) y platanos (Paranthaman, Sudha & Kumaravel, 2012).

La gran utilidad de las técnicas cromatograficas instrumentales y su precision son
ampliamente reconocidas, pero también son evidentes sus limitaciones en términos
de costos, tiempos de analisis y condiciones logisticas o infraestructura requeridas
para la preparacién, extraccion y purificacion exhaustiva de las muestras, que
demandan instrumentos de alto costo y solventes organicos o gases de elevada
pureza (Galeano, Guiberteani & Salinas, 1992; Quintanilla, Lebron & Polo, 1992).
Estas limitaciones descartan la posibilidad de aplicar las técnicas cromatograficas en
pruebas rapidas de campo o para un numero elevado de muestras. Por ello se han
desarrollado e implementado nuevas metodologias analiticas y técnicas
inmunoldgicas que permiten el analisis rapido de estos residuos, como se discute en
el apartado: Técnicas inmunoquimicas de analisis para el endosulfan.
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PROBLEMATICA AMBIENTAL

El endosulfan es un pesticida global, y como tal impacta un numero muy alto de
paises del mundo. Weber y cols., publicaron una completa revision de la
problematica ambiental, incluidos patrones de uso, distribucion geografica de la
contaminacion con este insecticida y matrices donde mas se ha encontrado este
contaminante (Weber et al., 2010). El endosulfan se encuentra catalogado como el
hidrocarburo clorado mas extensamente usado a nivel mundial y actualmente es
considerado como una de las causas mas importantes de envenenamiento por
plaguicida en muchos paises. La persistencia ambiental de estas sustancias, y su
amplia presencia en muchas regiones, se agrava por el transporte a largo alcance
que ocurre de unos sitios a otros como resultado de la volatilizacion de estos
materiales. Como prueba de ello, un estudio demuestra que los niveles ambientales
de endosulfan cambian con las estaciones climaticas, de tal manera que las
concentraciones atmosféricas en el lago Chaou (China) son menores en el invierno
(Ouyang et al., 2012). Sobre persistencia, bioacumulacioén y otras caracteristicas de
este pesticida hay mediciones recientes (Becker, Scheringer, Schenker &
Hungerbihler, 2011). Debido a que es toxico, bioacumulable y persistente (Quijano,
2000), el endosulfan esta prohibido en 82 paises mientras en otros 12 no esta
permitido pero tampoco tiene prohibicion legal. A pesar del anuncio del Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) de incorporar el endosulfan
a la lista de contaminantes organicos prohibidos (Convencién de Estocolmo, 2011),
el pesticida aun es usado. Esto fue demostrado recientemente en un estudio de
contaminantes en el Lago Qarun en Egipto, ya que el estudio de los contenidos
indicaban usos recientes y descargas frescas al lago (Barakat, Khairy & Aukaily,
2013). Por su parte Argentina y otros paises han extendido legalmente su uso hasta
el afio 2016 (SC, 2011). Colombia adhirié a la Convencion de Estocolmo el 23 de
mayo de 2001 y lo ratific el 22 de octubre de 2008, pero algunos sectores de la
poblacién aun lo usan.

La toxicidad de los pesticidas, y preponderantemente el endosulfan, se ha estudiado
en especial en anfibios, particularmente en Rana pipiens y en Hyla versicolor, y se
ha demostrado que puede originar una alta tasa de mortalidad aun en
concentraciones extremadamente bajas (de menos de 1 ppb), aunque la mortalidad
difiere ampliamente entre las especies de anfibios (Berrill, Coulson, McGillivray &
Pauli, 1998; Jones, Hammond & Relyea, 2009). En una concentracion de 6 ppb, el
endosulfan afiadido a mesocosmos de humedales causé el 84% de mortalidad en
renacuajos de Rana pipiens pero no tuvo efecto sobre Hyla versicolor (Relyea &
Jones, 2009). Adicionalmente se reporté que causo efectos sustanciales en otras
especies, encontrandose un desfase entre el tiempo de exposicion y el tiempo de la
muerte. A diferencia de los efectos toxicos atribuidos a factores como la
bioacumulacion (Hopkins, Mendonca, Rowe & Congdon, 1998) o disrupcion
endocrina (Hayes et al., 2002), el endosulfan puede causar la muerte de los
renacuajos varios dias después de que la exposicion ha finalizado (Jones et al.,
2009). Los estudios citados sugieren que pueden existir patrones filogenéticos en la
sensibilidad de los anfibios a endosulfan y en la existencia de los efectos retardados
de mortalidad (Jones, Hammond & Relyea, 2010). Un reporte reciente demostro
también accién disruptiva del eje reproductivo de algunos peces en Suramérica, con
efectos en la glandula pituitaria, génadas y células de Sertolli, y afectacion de la
hormona estimulante del foliculo y de la esteroidogénesis después de una
exposicion prolongada al pesticida (Da Cufia et al., 2013).
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Aspectos médicos o clinicos

Es bien sabido que el endosulfan puede ingresar al sistema sanguineo por tres vias:
inhalacion, absorcion dérmica o asimilacion gastrica que resulta del consumo de
alimentos contaminados o ingestion accidental. Segun el Programa Internacional de
Seguridad para las Sustancias Quimicas, guia nimero 17 (PISSQ, 1995)" y el
documento de la Convencion de Estocolmo 2011, la intoxicacion aguda puede
producir alteraciones neurolégicas (irritabilidad, inquietud, espasmos musculares o
convulsiones) o inclusive provocar la muerte; los primeros sintomas de intoxicacion
accidental o inhalacién incluyen mareos, nausea, cefalea, vomito, debilidad en las
piernas, edema pulmonar y cianosis (IPCS-EHC, 1984).

Se han reportado diversos casos de envenenamiento agudo al ingerir o respirar
niveles elevados de endosulfan dado que se puede afectar directamente el sistema
nervioso central y causar hasta la muerte. Los estudios de toxicidad aguda y crénica
en animales de laboratorio indican que el endosulfan causa efectos neurotoéxicos,
especialmente convulsiones por sobreestimulacion del sistema nervioso central
(Soto, Chung & Sonnenschein, 1994). En estudios experimentales con vertebrados
terrestres (anfibios, aves y ratas), se ha demostrado que una ingesta diaria de hasta
0,6 mg de endosulfan/kg de peso corporal no produce efectos observables
(mortalidad, cambios de comportamiento, u otros), pero si una disminucion del peso
corporal, glomerulonefritis marcada y progresiva y aneurismas vasculares (SC,
2009).

Estudios en ratas de laboratorio han demostrado que los posibles mecanismos de
neurotoxicidad incluyen alteracién de los niveles de neurotransmisores en las areas
cerebrales, especialmente dopamina, serotonina y norepinefrina a nivel del sistema
aminérgico del cuerpo estriado, y la interferencia con la unién de los
neurotransmisores a sus receptores (Lafuente & Pereiro, 2013). Lafuente & Pereiro
realizaron estudios experimentales de exposicion de ratas de laboratorio en estado
de gravidez a la accién del endosulfan, para conocer el efecto sobre los embriones
después de la lactancia materna, 60 dias contados a partir de su nacimiento;
concluyeron que el efecto neurotéxico era mayor en machos que en hembras.

En otros estudios toxicologicos, se detectaron dafios en higado, riidn, vasos
sanguineos y en los parametros hematoldgicos luego de la exposicion repetida al
endosulfan (Hernandez, Serrano & Olea, 2002; Mor & Ozmen, 2003). En estudios
recientes sobre prevalencia de cancer hematoldgico en nifios en la India, se
encontrd que los pacientes tenian niveles detectables de endosulfan en la médula
6sea (10 ng/ml) comparados con aquellos sanos. Todos los nifios que presentaron
niveles detectables de endosulfan, pertenecian a zonas expuestas al pesticida (Rau,
Coutinho, Abavratha, Rau & Warrior, 2012).

En una investigacion reciente se estudio el contenido de Contaminantes Organicos
Persistentes, COPS, en madres gestantes expuestas a contaminacion con estas
sustancias y la cantidad que podria transferirse al feto (Dewan, Jain, Gupta &
Banerjee, 2013). Se reportdé que el contenido era mayor (en su respectivo orden
descendente) en la sangre materna, placenta, cordon umbilical, y leche materna, y
que la barrera placentaria permitia la transferencia parcial de estos contaminantes al
feto, afectando su desarrollo antropométrico, reduciendo el peso al nacer, la
longitud, la circunferencia de la cabeza y del pecho y el indice ponderal.

A nivel experimental en peces ciclidos de la especie Australoheros facetus, se
demostré un marcado efecto del endosulfan en el cerebro, higado y otros dérganos,
con un efecto genotoxico muy significativo después de exposicidon a concentraciones
subletales (Crupkin et al., 2013). En este mismo estudio se comprobd un incremento
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en los niveles de perdxido de hidrogeno (H.O,) e inhibicion dependiente de la
concentracion a nivel de los siguientes sistemas enzimaticos: superéxido dismutasa,
catalasa y glutation reductasa. Adicionalmente se comprobd el incremento de
sustancias reactivas del acido tiobarbiturico. El efecto genotdxico se detectd por el
incremento de la frecuencia en anormalidades nucleares y de micronucleos.

Las funciones reproductivas en machos también podrian verse afectadas por
exposicion a endosulfan, tal como fue demostrado en ratas machos cuyo conteo
espermatico resultdé menor en pruebas experimentales (Sinha, Narayan, Sankar &
Saxena, 1995). La disminucién de la funcién testicular fue acompafiada de un
incremento en la actividad de enzimas testiculares especificas marcadoras (sorbitol
deshidrogenasa, deshidrogenasa lactica, gamma glutamil transpeptidasa y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa).

Existe un reporte reciente (Denoél et al., 2013) que describe los primeros avances
en la exploracion de una metodologia de uso potencial en medicina, todavia en fase
experimental con anfibios. Se trata de un estudio objetivo (y cuantitativo) del
comportamiento que provoca el endosulfan y otros pesticidas, mediante patrones de
seguimiento debidamente rastreados y digitalizados. Con estos patrones de
movimiento se levanta un registro instrumental grafico que sirve como una huella
electronica del comportamiento de los animales, asociado al nivel de exposicion al
pesticida. El patron electronico levantado contiene informacion sobre las formas y
alcance del movimiento, velocidad promedio de nadado y tendencia al uso del
espacio disponible. Con este estudio, Denoél y cols., anticipan que el registro
analogo para un paciente contaminado con endosulfan dé cuenta del grado y
severidad de la contaminacion.

Problematica agricola

Como Contaminante Organico Persistente (COP), el endosulfan se incorpora
directamente en el ambiente acuético por medio de las aguas lluvias y de riego en
los cultivos, afectando las especies que alli se encuentran, acumulandose en los
tejidos de los peces y otros organismos. Sus efectos sobre los vertebrados e
invertebrados acuaticos se empiezan a hacer visibles aun en concentraciones tan
bajas como 5 ug L". Su tiempo de vida media en agua varia entre 3 y 7 dias hasta
cerca de 5 meses, dependiendo de la cantidad de oxigeno disuelto, la turbidez y el
pH de los otros contaminantes del medio (Capkin, Altinok & Karahan, 2006). El
endosulfan-sulfato, principal producto de la degradacién, es igualmente toxico y mas
persistente en el medio ambiente que sus compuestos de origen (Siang, Yee &
Seng, 2007).

Aunque el endosulfan no desciende en gran medida hacia las aguas subterraneas,
se escurre luego de las fumigaciones y ha sido detectado en estratos profundos del
terreno, en concentraciones que van desde 0,008 a 0,053 ug L', hasta 20 dias
después de la ultima fumigacién (Kaushik & Kaushik, 2007). La Agencia de
Proteccién Ambiental de Estados Unidos (US EPA) recomienda que los niveles de
endosulfan en los rios, lagos y arroyos no debe exceder 74 ppb (Park, Hempleman
& Propper, 2001).

Los COPs tienen el potencial de distribuirse por todo el mundo alcanzando regiones
tan remotas como las regiones Articas (Li, 2005; Weber et al., 2010), dando lugar a
efectos de bioconcentracion a lo largo de la cadena tréfica, con la consiguiente
exposicion de largo plazo para las poblaciones humanas y la vida silvestre. Por
tanto, las concentraciones que se suponen aceptables a nivel local, no deberian
considerarse aceptables para la evaluacion de los COPs en los programas de
reglamentacion de los plaguicidas. En el caso particular del endosulfan, habria que
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agregar dos motivos de preocupacion al del potencial de bioconcentracion: a) el
potencial de biomagnificacion en las cadenas tréficas constituidas por organismos
de respiracion aérea y b) el desconocimiento de las consecuencias, a largo plazo,
de una cantidad de metabolitos que conservan la estructura quimica basica del
endosulfan (Sutherland, Home, Weir, Russel & Oakeshott, 2004). Un analisis del uso
y de las emisiones mundiales de endosulfan y su relaciéon con la concentracion del
mismo en el aire (Li, 2005), reporta que la tendencia general del uso de este
plaguicida a nivel mundial aumenté desde el primer afio en que se aplicé por
primera vez hasta, al menos, los ultimos afnos del decenio de 1990.

Regulaciones

El endosulfan se desarroll6 a comienzos de los cincuenta y en la actualidad esta
prohibido su uso; sin embargo, todavia se utiliza en diferentes regiones del mundo.
La India, por ejemplo, estd catalogada como el productor y exportador mas
importante del mundo (9900 toneladas anuales). Le siguen Alemania (4000
toneladas anuales) y China (2400 toneladas anuales) (Yuquan, Kane, Tatsuya, Toru
& Takeshi, 2000). Este plaguicida salié al mercado en una época en que era escasa
la conciencia ambiental, y se disponia de muy poco conocimiento del destino final de
este compuesto y sus metabolitos. Para ese entonces, los estudios toxicolégicos y
los trabajos de monitoreo eran muy escasos y no era obligatorio hacerlos. Se
registré en el afio 1954 y en Estados Unidos se formulé inicialmente para el control
de insectos en agricultura. Sin embargo, debido a sus efectos téxicos, la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (USEPA) lo han clasificado como un pesticida de clase |,
“Altamente Toxico” y nocivo para la salud humana.

En Colombia, el endosulfan se encontraba restringido de manera exclusiva al control
de la broca del café. Pero, debido a su alta peligrosidad, mediante Resolucion 01669
de mayo 27 de 1997 el Ministerio de Salud prohibi6 su uso, venta y
comercializacion. Esta decision fue ratificada por el Consejo de Estado segun
Sentencia No. 5483 de marzo 23 de 2001. Un estudio detallado sobre la toxicidad
del endosulfan fue realizado en un trabajo de grado de la Universidad de La Salle
mediante la técnica TCLP (Toxicity Characteristic Leaching Procedure), ademas que
compila la normatividad nacional e internacional pasada y vigente (Nifio-Salamanca
& Torres-Chisino, 2009). A pesar de estas prohibiciones, el endosulfan aun se utiliza
en nuestro pais de manera clandestina; en 2010 el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) y la DIAN, seccional Caldas, decomisaron endosulfan en un
municipio de Caldas. La tesis de grado acabada de citar (Nifio-Salamanca & Torres-
Chisino, 2009) se constituye en un documento muy completo sobre la realidad
nacional en todo lo referente a la problematica del endosulfan.

Algunos estudios de remediacién quimica o biologica

Es ineludible la realidad de la presencia expandida del endosulfan en infinidad de
matrices y en el mundo entero, y la humanidad debe afrontarlo, ademas de
continuar con los esfuerzos de evitar el uso indiscriminado. La deteccion,
cuantificacion y efectos de este insecticida son problematicas que vienen siendo
abordadas por la comunidad cientifica, pero también se hace imprescindible buscar
herramientas para transformarlo en nuevos metabolitos biodegradables, ya que el
nucleo clorado de su estructura y la porcion sulfito de la molécula han limitado su
biodegradabilidad. Aun son escasos los trabajos de investigacion en el campo de la
remediacion quimica o biolégica. Dentro de los reportes mas destacables pueden
citarse los estudios de decloracion reductiva de endosulfan en fase acuosa usando
sistemas bimetalicos a base de paladio y magnesio (Thangadurai & Suresh, 2013) o
mediante el uso de zeolitas (Yonli, Batonneau-Gener & Koulidiati, 2012).
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Adicionalmente, se conoce un estudio de transformacion bioldgica de la porcién
sulfito del insecticida, con un logro del 83% de degradacion después de 27 dias, y
con una produccion de 6 mg.kg'1 de endosulfan diol (menos téxico) usando el
basidiomiceto Bjerkandera adusta (Rivero, Niell, Cesio, Cerdeiras & Heinzen, 2012).
De manera similar se han hecho intentos importantes de promover la degradacién
de endosulfan mediante el uso del hongo Trichoderma harzianum (Alarcon,
Argumedo-Delira, Ferreira-Cerrato & Pefa-Cabriales, 2009), Aspergillus sydoni
(Goswami, Vig & Singh, 2009) o bacterias del suelo (Awasthi, Manickam & Kumar,
1997; Sutherland et al., 2000; Hussain, Arshad, Saleem & Khalid, 2007; Kumar,
Lakshmi & Khana, 2008). Las bacterias estudiadas con este propdsito fueron
principalmente Ochrobacterum sp., Arthrobacter sp., y Burkholderia sp., con
porcentajes de biodegradacion reportadas de entre 4% y 91%, aunque en algunos
casos el endosulfan fue oxidado a endosulfan sulfato y luego convertido a otros
metabolitos no conocidos (Kumar et al., 2008). Un estudio similar demostré que
cepas bacterianas Gram negativas del género Azotobacter sp., aisladas de fincas
cafeteras de Chinchina (Colombia), tienen la potencialidad de convertirse en
biocatalizadores para degradacién de endosulfan (Castillo et al., 2011).

Recientemente se ha sugerido la utilidad de sistemas adsorbentes de endosulfan a
base de silica y [4]-calixareno como agentes para remediacidon que, si bien no
transforman quimicamente la molécula, la atrapan en medios acuosos y la
remueven (Memon, Memon, Memon & Latif, 2011). También se ha investigado la
absorcion y remocion de endosulfan ensayando materiales vegetales de desecho
como canutos de bambu, semillas de aguacate, aceitunas, mani, aserrin y otros (El
Bakouri, Morillo, Usero & Ouassini, 2008). Esta técnica de eco-remediacién ha dado
lugar a valores de remocion de hasta 82% de endosulfan sulfato en soluciones
acuosas cuya concentracion de este metabolito es de 0,5 pg.L™.

TECNICAS INMUNOQUIMICAS DE ANALISIS PARA EL ENDOSULFAN
Generalidades de las técnicas de inmunoensayo

Las moléculas de alto peso molecular se comportan como antigenos porque son
reconocidas por el sistema inmunitario de los organismos vivos, y algunas de ellas
(conocidas como inmunoégenos) estimulan la generacion de anticuerpos de defensa.
Las moléculas organicas de bajo peso molecular no tienen esta propiedad, salvo
que se encuentren enlazadas a un inmunogeno. Estas moléculas pequefias —
conocidas como haptenos— una vez se conjugan a una macromolécula,
generalmente de naturaleza proteica, provocan respuestas inmunolégicas, de tal
manera que los anticuerpos resultantes pueden utilizarse como reactivos de
deteccion de la molécula original mediante inmunoensayos. Las proteinas
generadoras de inmunorrespuestas, que mas comunmente se usan para enlazar
haptenos con fines de inmunoensayo son: la seroalbumina bovina (BSA),
ovoalbumina (OVA), conalbumina (CONA), tiroglobulina (TG) y el fibrinégeno (Abad
et al., 1997; Sherry, 1997).

El enlazamiento a la proteina requiere la existencia de grupos funcionales en el
hapteno; en caso de ser un hapteno carente de grupos funcionales, se hace
necesario sintetizar un hapteno analogo o molécula mimética del analito,
quimicamente parecida a la molécula original pero con presencia de grupos
funcionales (Sherry, 1997). El disefio de haptenos analogos es uno de los aspectos
clave en la generacion especifica de anticuerpos para el reconocimiento vy
cuantificacion de moléculas pequefias a través de inmunoensayos (Abad et al.,
1997).
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La elevada especificidad de los anticuerpos para unirse a los antigenos determina
que los anticuerpos se conviertan en reactivos muy Uutiles para la deteccion,
purificacion y cuantificacion de gran cantidad de analitos. La deteccion y en la
mayoria de las ocasiones, la purificacién de cada antigeno, requiere la produccion
de un anticuerpo especifico. Debido a que se producen anticuerpos frente a
cualquier tipo de macromolécula (o frente a una sustancia quimica pequefa
conjugada a una proteina), pueden usarse técnicas basadas en el reconocimiento
inmunoldgico antigeno-anticuerpo para practicamente cualquier tipo de molécula en
solucion o a nivel celular (Vanderlaan, Watkins & Stanker, 1988).

Los métodos analiticos de inmunoensayo son altamente selectivos y sensibles,
rapidos, simples y econémicos, por tanto los esfuerzos para la purificacion de la
muestra se pueden reducir de manera muy significativa, lo que los convierte en
herramientas muy convenientes para el estudio de gran cantidad de muestras en un
periodo corto de tiempo (Kaurman & Clower, 1991).

El desarrollo de un inmunoensayo comprende cinco fases: i) disefio del hapteno; ii)
sintesis del hapteno; iii) conjugacion del hapteno a la proteina; iv) inmunizacion
adecuada del huésped; y v) andlisis de los anticuerpos en el suero sanguineo a lo
largo del tiempo (Wang, Yang, Shang, Ma & Sun, 2005; Dewen, Yang & Jinyi, 2007).

En las técnicas inmunolégicas pueden emplearse tanto anticuerpos policlonales
(poblaciones complejas formadas por distintos tipos de anticuerpos) como
anticuerpos monoclonales (moléculas idénticas que poseen la misma especificidad).
La técnica de produccion de cantidades practicamente ilimitadas de anticuerpos
monoclonales, para una determinada region de un antigeno ha tenido un
extraordinario impacto sobre la investigacién en diferentes campos que requieren
anticuerpos como reactivos (Hennion & Barcelo, 1988; Hock, Dankwardt, Kramer &
Marx, 1995).

Inmunoensayos usando haptenos analogos al endosulfan

Como se puede apreciar en las estructuras 1 y 2 (Figura 1), los dos
estereoisémeros del endosulfan carecen de grupos funcionales para su
enlazamiento a proteinas inmunogénicas, por lo cual se requieren haptenos
analogos. En la literatura se encuentran pocos estudios de inmunoensayos
especificos para el endosulfan, debido fundamentalmente a dificultades en las
etapas de sintesis de los haptenos analogos (Dreher & Podrastzki, 1988; Lee,
Skerritt & McAdam, 1995; Abad et al., 1997; Lee et al., 1997; Manclus et al., 2004;
Dewen et al., 2007).

El grupo funcional presente en el hapteno analogo o mimético determina la
seleccion del método de conjugacion empleado. Algunos de los procedimientos mas
citados en la literatura, implican modificaciones sintéticas como la incorporacion en
la estructura bien sea del hapteno o de la proteina, de grupos amino (-NHy),
carboxilo (-COOH), hidroxilo (-OH) y sulfhidrilo (-SH). Para realizar una efectiva
conjugacion entre el hapteno y la proteina es importante caracterizar el conjugado
hapteno-proteina y determinar la densidad del hapteno en la proteina (nimero de
moléculas del hapteno por numero de moléculas de la proteina portadora). Esto se
puede lograr mediante técnicas espectrofotométricas para la evaluacion de la
disponibilidad de los grupos amino antes y después de la conjugacion (McAdam,
Hill, Beasley & Skerrit, 1992).

Se han reportado pocos trabajos sobre el disefio y sintesis de haptenos del
endosulfan y su utilizacion en técnicas inmunoquimicas. Algunas de las sintesis mas
exitosas contienen un anillo de ciclopentano a través del cual se conecta el brazo
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espaciador para la conjugacion con la proteina. Desde el trabajo pionero de
Langone & Van Vunakis en 1975, quienes disefiaron un radio-inmunoensayo para el
dieldrin y aldrin, se han venido publicando reportes sobre la deteccion
inmunoquimica de ciclodienos (Langone & Van Vunakis, 1975). En 1988 el grupo de
Dreher implementd un inmunoensayo para la deteccion de endosulfan. La sintesis
del hapteno se realiz6 mediante esterificacion del endosulfan-diol con anhidrido
succinico (Figura 4). El brazo espaciador de hemisuccinato, se acoplé a la proteina
acarreadora, pero el inmunoensayo no resultd lo suficientemente sensible para el
analisis del pesticida en agua (Dreher & Podrastzki, 1988).
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Figura 4. Sintesis del hapteno derivado del
endosulfan-diol {Dreher & Podrastzki, 1988).

En 1988, Bushway y cols., desarrollaron un inmunoensayo para la deteccion del
clordano, pesticida también del grupo de los ciclodienos. Este ensayo presenté tal
grado de reaccion cruzada con el endosulfan, que se utilizé para cuantificar este
ultimo, con un limite de deteccion de 1,0 ppb, pero tanto en este ensayo como en el
anterior, no fue posible discriminar la presencia de endosulfan-diol (Bushway, Pask,
King, Perkins & Ferguson, 1988). Otro inmunoensayo reportado para la deteccién
del endosulfan, fue desarrollado por Reck & Frevert en 1990, empleando diferentes
brazos espaciadores sobre el endosulfan-diol. Este inmunoensayo presenté una
inhibicion sensible, aunque el tiempo de reaccion resultdé ser demasiado largo,
involucrando varias etapas de incubacion (Reck & Frevert, 1990).

En 1991 Stanker y cols., desarrollaron un inmunoensayo para el endosulfan,
empleando anticuerpos monoclonales partiendo de derivados del clordano para el
analisis de residuos de ciclodienos en grasas. Este ensayo presenté falta de
sensibilidad y reacciones cruzadas con otros metabolitos del endosulfan (Stanker,
Watkins, Vanderlaan, Ellis & Rajan, 1991). Por su parte, Lee y cols., desarrollaron
un inmunoensayo para la deteccion de residuos del endosulfan presentes en agua y
suelo. Para generar los anticuerpos sensibles y selectivos para los metabolitos del
endosulfan, fue necesario llevar a cabo la sintesis de tres haptenos. Uno de los
haptenos se prepar6 por derivatizacion del endosulfan-diol, mientras que los otros
dos haptenos se derivaron de anillos rigidos de 5 miembros adyacentes al anillo
hexaclorociclopentadieno (ciclodieno). Los ensayos Optimos tienen un limite de
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deteccion de 0,2 ppb del endosulfan y en este ensayo se detectd en el rango 0,2-10
ppb (Lee et al., 1995).

El inmunoensayo desarrollado por el grupo de Manclus en 2004, presenta la sintesis
de haptenos que comparten estructuras comunes a los insecticidas ciclodiénicos y
difieren en el brazo espaciador que lo ancla a las proteinas transportadoras. En la
sintesis de estos haptenos, la primera reaccion, en todos los casos fue una adicién
de Diels-Alder del dieno hexaclorociclopentadieno, con un diendfilo particular para
cada hapteno (Manclus et al., 2004). En la sintesis de los haptenos CCD1 y CCD4
(Figura 5), el alqueno (diendfilo) ya contenia en su estructura un espaciador con un
grupo carboxilo, el cual se empled para realizar el acoplamiento con la proteina. En
la sintesis de los haptenos CCD2 y CCD3 el grupo carboxilo se introdujo por medio
de una succinilacion (Figura 5).

CCLo

T

cCm

Figura 5. Haptenos derivados del endosulfan sintetizados

por el grupo de Manclus (Manclus et al., 2004).

Nuevos intentos en la busqueda de haptenos del endosulfan

Dado que el endosulfan carece de grupos funcionales en su estructura, los haptenos
de este pesticida que ya son conocidos en la literatura, realmente son similes
moleculares pero no contienen de manera exacta su estructura. Nuestro grupo de
investigacion tiene en curso un trabajo para sintetizar un hapteno que corresponde a
uno de los metabolitos del endosulfan. Esperamos que, una vez enlazado al sistema
inmunogénico y producidos los anticuerpos, los mismos tendran una significativa
capacidad de reconocimiento del endosulfan. Las etapas de nuestro trabajo sintético
incluyen: (i) exploracion de la reaccién Diels-Alder del hexaclorociclopentadieno con
una molécula similar a la porcion no clorada de uno de los metabolitos del
endosulfan, con cola funcionalizada protegida; (ii) desproteccién del grupo funcional
y aprovechamiento del mismo para enlazar la proteina inmunogénica. Dadas las
restricciones para acarreo y manipulacion del hexaclorociclopentadieno
(restricciones derivadas del riesgo ambiental que representa), se realizaron calculos
computacionales para predecir la viabilidad termodinamica y cinética de estas
reacciones, como condicidon previa a la experimentacion correspondiente. Los
resultados de este calculo seran sometidos para publicacion préximamente
(Betancur, 2010).
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CONCLUSIONES

Ademas de brindar informacion compilada y actualizada de algunos de los aspectos
técnicos del endosulfan relacionados con sus propiedades, métodos de analisis,
implicaciones meédicas y ecologicas en general, y retos investigativos de
remediacion, este trabajo de revision tiene la intencionalidad de contribuir a
despertar en la comunidad la conciencia del impacto y amenazas de este pesticida.
Por tener un cierto grado de solubilidad en agua (aunque muy poca), sera siempre
probable la existencia de al menos trazas en los sistemas acuosos (rios, mares,
sistemas bioldgicos y alimentos), suelos y ecosistemas en general. Por su relativa
volatilidad, esta siempre latente (y es real) el riesgo de que se propague a otras
latitudes, de tal manera que es entendible la presencia de este contaminante en
lugares supuestamente aislados de esta amenaza. Por todo esto, la problematica
del endosulfan no esté circunscrita solamente de manera local a los sitios donde
mas se usa, sino que es un tema de cobertura global. Por degradarse a otros
metabolitos que conservan en su estructura el nucleo clorado, y por tanto con perfil
de toxicidad comparable a la de la molécula original (o inclusive mayor en algunos
casos), el aspecto quimico analitico se hace mas complejo. Dado que el pesticida de
partida es realmente una mezcla de compuestos, sumado a lo complejo de los
resultados del metabolismo, las técnicas de analisis deben tener la potencialidad de
detectar y cuantificar no solamente las moléculas originales sino también los
metabolitos resultantes, tanto los conocidos como los desconocidos. Porque no hay
suficiente conciencia en toda la poblacion respecto a la necesidad de restringir o
proscribir su uso, sera muy dificil disminuir los niveles de contaminacién en todo el
mundo. Por todo ello, la conjuncién de varios problemas de dificil manejo atinentes
al endosulfan, la necesidad de que se hagan estudios permanentes de las
implicaciones médicas y ecoldgicas, su fuerte impacto en la seguridad alimentaria, y
el reto mayusculo de encontrar formas efectivas (y a gran escala) de remediacion
quimica o biolégica, sigue y seguira vigente el interés por mantener activas las
tematicas de investigacion alrededor de este contaminante.

Las técnicas inmunoquimicas se han perfilado como una alternativa importante a los
procesos de analisis, y nuestro grupo de investigacién estd comprometido con
ofrecer algunas contribuciones. Hay muy pocos reportes sobre cuantificacion de
otros metabolitos derivados del endosulfan, como la endosulfan-lactona, y este es
un topico particular en el que estamos investigando. Sin embargo, detectar y
cuantificar el pesticida es solo una pequefa arista de un universo de aspectos
problematicos, que requiere la atenciéon de la comunidad cientifica mundial y de los
Gobiernos, deseablemente como politica de Estado.
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