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56 Determmaciin de plomo, alumine y vanadio sarguineos

500pg Pd/L, 2% w/v citric acid and 0.01 M nitric acid (for Pb); 0.1% v /v triton X-100 (for Al); and 100
pg Pd/L,2% w/ v citric acid, 0.1% v/ v triton X-100 and 0.1 M nitric acid (for V). Precision was adequate,

obtaining mean relative standard deviations of 4.8% (I’b), 1.4% (Al and 3.6

o,

Jo (V). Accuracy was tested

by using (i)certified standards (e.g., mean relative errors of 3.0 + 0.8, 3.6 + 3.9 and 2.5 + 2.4% for Pb, Al
and V, respectively), and (ii) recovery studies (ca. 100 + 1% (pb), 100+ 3% (ADand 100+ 2% (V). Detection
limits (pg/ L 30) and characteristic masses (pg/0,0044 5) were 15 and 0,1 (Pb); 11 and 0,5 (Al); 44 and 0 4
(V). The proposed methods were used to establish the relationship between these metals and arterial
hypertension. ETAAS- based methods were interference-free, reliable, accurate and reproducible

Keywords: aluminum; blood samples; electrothermal atomic absorption spectromelry;

lead; vanadium.

Introduccion

En las ultimas décadas, las actividades an-
tropogenicas han incrementado la di:-;pcr.‘.-;ién v
acumulacion de compuestos de alta toxicidad en
el medio ambiente, los cuales representan un
peligro potencial para la supervivencia de los
seres vivos, incluyendo el hombre (1). En tal
sentido, la contaminacion por plomo (PPb) cons-
tituye un tema muy interesante desde el punto
de vista ambiental y clinico, por los efectos toxi
cos que causa en el humano. En nuestro pais, la
combustion de gasolinas con altas concentracio-
nes de tetraetilo de plomo (antidetonante) (2),
elaboradas por la industria petrolera venezolana,
constituye la principal fuente de contaminacion
plimbica ambiental (ca. > 90%) (3). Nuestros
estudios senalan que las concentraciones de I'b
en las gasolinas venezolanas oscilan entre 7(0 vy
800 mg/L (dependiendo del octanaje), lo cual
supera siete - ocho veces los niveles plumbicos
permitidos en Europa y en los Estados Unidos.
Ello explica el relativamente alto b ambiental
hallado en la ciudad de Maracaibo para el ano
1985 (ca. 601 pg/g), el cual representé un 21%
de incremento respecto al del ano anterior (ca
496 ng/g). Estos niveles plumbicos ambienlales
son comparables al reportado para la ciudad de
Rio de Janeiro, Brasil (ca. 700 pg ’b/g), a pesar
de tener una mayor densidad de trafico automo-
tor (3).

En el ser humano, el b se incorpora a
través de los sistemas respiratorio y digestivo,
distribuyéndose en la sangre, los tejidos blandos
y los huesos en porcentajes de 4, 2 y 94%, respec-
tivamente (4). Los organismos internacionales de

salud han establecido en 350 v 250 ug ’b/L las
concentraciones plumbicas umbrales, en sangre
completa, para adultos y ninos, respectivamente
(2,4-6). Reaentemente, el valor sanguineo um-
bral para los ninos fue objeto de revision en los
Estados Unidos, disminuyéndose a 100 pg Ph/L
(7). La teratogenicidad del plomo ha sido com-
probada, tantoa nivel experimental como clinico
(8). En general, concentraciones sanguineas ma-
yores a 600 pg Pb/L pueden desencadenar esta-
dos patologicos severos v hasta la muerte (4,9).

En los ultimos gquince anos se le ha dado
especial interés a la toxicidad del aluminio (Al),
especialmente en los enfermos con insuficiencia
renal cronica (IRC) v sometidos a tratamaentos
periodicos de hemaodialisis (10-13). Estas perso-
nas incorporan cantidades excesivas del metal a
través de la solucion de dialisis, la cual se prepa-
ra con agua contentiva de altas concentraciones
de aluminio (ca . > 600 pg/ L) (14). Es de mencio-
nar que las concentraciones de Al en el agua
suministrada por Hidrolago a la ciudad de Ma-
racaibo v Costa Ornental del Lago oscilan entre
600 v 1000 pg/ L. Esto contradice a la normatva
venezolana que establece una concentracion ma-
xima de Al en el agua de consumo humano de
300 pg/L(14).

El vanadio (V) es un elemento traza con
funciones biologicas indefinidas. 5in embargo,

en los ultimos 2-3 anos se ha observado un incre-
mento considerable en las investigaciones sobre
¢l vanadio (15-17); esto debido a la persistente
presencia de este metal en el medio ambiente
Niveles elevados de V en tejidos v fhuidos corpo-
rales del ser humano se relacionan con una ex-
posicion ambiental u ocupacional, tradicional-
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mente relacionada a fabricas de acero o plantas
termoelectricas que consumen grandes cantida-
des de combustibles tosiles con altas concentra-
ciones de oste metal (15)

El estudio acerca de las concentraciones
metalicas en fhados biologicos reviste una gran
importancia. La evaluacion de las concentracio-
nes metahicas sanguineas permite prevenir y de-
tectar situaciones patologicas. Por ello, os vital
desarrollar metodos anahticos conhiables para
realizar anahsis chinicos exactos v precisos (9,18).
kn tal senthido, la espectrometria de absorcion
atomica electrotermica (ETAAS, Leenica del hor-
no de grahito) permite la determinacion de Pb,
Al y V en matenales  biologicos v medicos de
gran complejidad, con buena reproducibilidad,
sensibilidad v control de interferencias. Asi,
ETAAS favorece la detecaion de estos metales en
.‘u’ll'l}.!.r{' L.(‘]|]}1I“tll. COTY LN M. III‘II'IIPIII.!('HTI\
v dismuinucion de los niesgos de contaminacon;
ademas, ETAAS permite utilizar pequenos volu-
menes de muestra. Nor olra parte, el horno de
grafito es capaz de alcanzar altas v controladas
temperaturas, tacihitando la - ehiminacion de los
concomitantes sin perdidas analiticas significa-
tivas (9,18-21)

En este trabajo se presentan los desarrollos
metodologicos  para la determinacion analitica
de las concentraciones de Pb, Al v V en muestras
sanguinecas, empleando la espectrometria de ab-
sorcion atomica electrotermica

Parte Experimental

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de
prado analitico. Se empleo heparina de sodio
(Lillv o Farma) como anticoagulante, la cual pre-
sento concentraciones de b, Al v V por debajo
delos himiutes de deteccion de la EFAAS, ca. 0,1
pg Pb/L (22), 04 ug A1/1L(23) v 0,4 pg V/L(24)

I,a'l“ |1I'Il|l_.“‘~tl'ulk "‘sf]l'l]._',llll]l_'d‘ﬂ S0 l'(‘l‘!‘ll‘\‘l-’lrnn
con jenngas desechables de polipropileno, esté
riles y hibres de pirogenos  (Laboratorios Beh-
rens, C.A L), v se colocaron en tubos hepariniza-
dos de polipropileno con tapa a presion v libres
de Pb, Al v V. Posteriormente, se separo el plas-

ma de los globulos rojos. Las determinaciones
analiticas del I'b se realizaron en estos ultimos,
cornigiendose por hematocrito. EI Al v el V se
evaluaron en el plasma sanguineo (25,26).

La exactitud de los metodos analiticos em-
pleados se valido utilizando diferentes matena-
les certificados de referencia: Sangre Control
(OSSD 20/21) del Instituto Behring (D-3550,
Marburg 1, Alemama); Suero Humano (SKRM
90 v Metales Toxicos en Onina Liofilizada
(SEM 2670) del Instituto Nacional de Standards
y Tecnologia (Gaithersburg, Maryland, USA); Se-
dimento de Laguna (NIES No. 2), Particulados
de Combustion de Vehiculos (NIES No. 8) vy
Sargazo (NIES No. 9), del Instituto Nacional de
Estudios Ambientales (Ibaraki, Japon).

Equipos

Las determinaciones de los metales consi-
derados se efectuaron con un napm-trntnmm-'h'n
de absorcion atomica (Perkin-Elmer Modelo
23800, al cual se le acoplo un horno de gralito
Perkin-Elmer Modelo HGA-5(X). La imyeccion de
las muestras se hizo mediante un muestreador
automatico Perkin-Elmer Modelo AS40. Las ab-
sorbancias integradas seregistraron en un impre-
sor sequencial  Perkin-Elmer Modelo PRS-10 y
los perfiles de absorbancia vs empo se obtuvie-
ron en un registrador Perkin-Elmer R-100A.

Los analisis estadisticos se realizaron por
métodos  convencionales, en un computador
DTK Modelo LM 2714; las diferencias se consi-
deraron significativas a un p < 0,05.

Procedimiento

Dado los bajos limites de deteccion de la
ETAAS (concentraciones trazas, ug/L) v que el
b, el Al'y el V estan presentes en el polvo y el
salistre urbano, fue imprescindible realizar una
buena limpieza del material analitico, evitando
¢l uso del vidrio. Por estas razones, todo el mate-
rial (e.g., balones aforados, vasos de precipitado,
recipientes, viales para recolectar muestras, cap-
sulas de teflon, etc.) fue de polipropileno o polie-
tileno. Ademas, se utilizé agua grado | ASTM (ca.
resistividad electrica > 16,6 megaohms/cm a 25
?C), obtenida por 6smosis inversa e intercambio
10nico, la cual presento concentraciones de b, Al
y V no detectables por ETAAS; esta agua se uso
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en la preparacion de las soluciones espectroqui-
micas y en la limpieza del material.

Para la evaluacion t_‘specttmmjtrim del plo-
mo, los glébulos rojos se diluyeron 10 veces con
triton X-100. El
plasma sanguineo se diluyo con el mismo sol-
2 veces para

una solucién al 0,1% v/v de

vente, 4 veces para el caso del Aly
el V. En la Tabla 1 se muestran los parametros
opcrac"imm!es usados en el horno de grafito (27).

Determinacion de p!'mrm_ aluminio

y vanadio sanguineos

tico insertadas en tubos de grafito con recubri-
miento de grafito pirolitico. El Al se evaluo em-
plo:mdo tubos de gmfim normal. Las muestras a
analizar fueron mezcladas con el isoformador
analitico (Al y V). Para el caso del Pb, se utilizo
el modo instrumental del volumen alterno, para
la inyeccion secuencial de 10 pLde muestra y 10
uL de la solucion de isoformacion. El volumen
de inveccion de la muestra para la determina-

Tabla 1

Parametros Analiticos para la determinacion Espectrometnica

de los metales considerados en las Muestras Sanguineas (27)

TEMPERATURAS, °C/TIEMIPO, s

METAL MODO DE S o [SOFORMADOR
ATOMIZACION Pirohisis Atomizacion” ANALITICO
b plataforma 800" /20 2300/6 500 pg Pd /L
1500/ 6 2% p/ v acido citrico
0,01 M HNO3
Al pared 700/ 15 2300 /5 0,1% v/v
1500/ 10 triton X-1{0)
\% pldi.if(?l'l'ﬂd }i{}lll';‘ 35 2700/ 6 100 pg Pd/L

1100/ 20
1700/ 10

2% p/v acido aitrico
0,1 M HNO3
0.1% v/ v triton X-110

a v

Maximo pmh‘r de calentanuento
b

Aire como gas alterno interno

Los isoformadores analiticos (22,24) utiliza-
dos para el Pb y el V se prepararon a partir de
PA(NO3)2 (Aldrich). Se uso acido cilrico,
C¢Hs07.H20 (Riedel-de Haén). Las soluciones
de isoformacion analitica contenian 500 pg Pd /L.
y acido citrico al 2% p/v (Pb), triton X-100 al
0.1% v/v (Al),y 100 pg Pd/L, acido citrico al 2%
p/vy triton X-100al0,1% v/v (V). Los isoforma-
dores analiticos para el Pb y el V se prepararon
en acido nitrico 0,01 y 0,1 M, respectivamente.

En las determinaciones del Pb y el V se
utilizaron plataformas de L/vov de grafito piroli-
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cion del Aly del V fue 20 pl.

Resultados y Discusion

Para los estudios de precision se¢ utilizaron
muestras reales de sangre :'ompli_'ln, |'lr(_‘]T.ll'.‘nu]s\
cada una por triplicado v realizando por tripli-
cado las determinaciones de b, Al y V por
ETAAS. La Tabla 2 seniala los resultados obteni-
dos. referidos como desviacion standard (SD) y
desviacion standard relativa (RSD), entre corri-
das (de una misma muestra) v entre muestras
(diferentes aliquotas preparadas de una misma

[ Ya'ate ]
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Iabla 2

Estudios de precision en las determinaciones de I'b, Aly V

por ETAAS en muestras sanguineas

Promedio

X
Metal Muestra (g /L)
I’b 1 12,0
2 0,2
3 8,5
Al 4 51,0
5 __;H,h
(4] 273
V 7 11,3
8 8,9
qQ 1\

Entre Cormidas Entre Muestras
S RSD SD RSD
(pg/L) (%) (ng/L) (%)
0,3 25 0,9 7.5
(0.5 4,9 0.8 7.8
0,2 2.4 ()3 3.5
0,2 0,4 0,9 1,4
03 0.8 6 1,6
0.3 1.1 (1,8 29
03 )7 0.4 35
(),2 23 0.3 ) 4
(),2 4.5 0,2 4,8

* Concentracion en las muestras dilmidas

muestra). La preasion alcanzada tue excelente,
encontrandose R5D promediode 4,8, 1,4y 3,67
para el 'b, Al y V, respectivamente.

La exactitud de los métodos se probo me-
diante la evaluacion de standards certificados,
comparando las concentraciones certificadas
con los valores experimentales (Tabla 3), hallan-
dose porcentajes promedio de error de 3,0 4
08, 36+39y25+24% parael Pb, el Alvel V,
respectivamente. Ademas, se realizaron los estu-
dios de recuperacion del ’b, Aly V adicionados
a muestras de sangre completa (Tabla 4). 5e ob
tuvieron I*Uh't'tl!.l_’t 5 PI'I‘[I1!‘~|I(‘ de recuperacaon
de100+1, 100+ 1y 100 + 2% para el b, el Al y
elV, respectivamente

Los estudios de interferencias no-ospectra-
les (errores multiplicalivos) se realizaron por el
maetodo de adicion standard, donde la presencia
de un completo paralelismo entre las curvas
acuosas de calibracion (prey viradas en medio ni-

trico 0,01 M) para el b, Al y V, v las de adicion

renales

standard demostraron la ausencia de interteren

C1as ne-espe trales

L.as masas carac I<\|‘|.Hlux1.~4(p;;_f'll,lHH-l s)y los
himites de deteccion (pg /L, 36 ) tueron 15y 0,1
(Pb); 11 v 0,5 (AD; 44 v 0,4 (V). Estos resultados
validan la calidad analitica de los métodos em-
pleados para la determinacion de Pb, Aly 'V, a
niveles trazas, en las muestras clinicas evalua-

das.

Los metodos propuestos fueron amplia-
mente utilizados en la evaluacion de los metales
estudiados en muestras de sangre completa (I'b)
y plasma sanguinco (Al y V) de cuatro grupos
[‘\‘N.u'll\lmlrw. Se establecieron asocaciones on
tre los niveles de 'h, Al v V v la hipertension
arterial (11TA) (28). Los grupos estudiados fue
ron: pacientes IRC normotensos en hemodiilisis
periodica (IRC); pacientes IRC
hemodialisis (IRC-

.’.'H‘!'-"fr'”'n"- esenciales f}fu’ Al e

hipertensos en

HTA): individuos no-renales
mdividuos no
l.a Tabla 5

normotensos (controles)
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Tabla3

Estudios de exactitud en las determinaciones de Pb, Aly V
por ETAAS en diferentes materiales certificados de referencia

Concentracion (media + SD, ug/L)

Matenal o = =
Certificado de Valor Valor
Referencia Metal Certificado [{xpl_'rim(’nlal
0OSSpD 20/21° I'b 413 + 51 424 + 18
n=12
SRM 909" Pb 237+ 9,1 2,6+ 32
n=10
v 3,19+ ()55 3,36 + 0,10
n==b
SRM 2670 b 109 + 4 1,06 +5
n=>~1
Al 1809 179 + 10
n=7
V 1209 125 + 21
n==ot
NIES No. 2° Pb 105 + 68 102 +45
n=4§
Al 10,6 + 0,5 1,0 +0,6f
n=9
v 25048 25() + 288
=5
NIES No. 8" I’b 219 + 46 _'|I; 1“45
n=4§
Al 0,33 + 0,02' 0,324 0,01f
n=7
V 17 + 28 17,5 + 1,38
2 n=9
NIES No. 9' Ph 1,35 + 0,058 1,31 + 0,028
n=_5
Al 21548 213+ 88
n==6t
\% 1,0+0,18 1,0+0,18
n=7

a = b -~ 0 Y .

Sangre Control. f‘_"lflt‘f(l Humano. © Melales Taxicos en ( rina Liofilizada, 9
Sedimento de Laguna. ' En % p/p- ¥ En ng/g. " Particulados de Combustion de Vehiculos.
Numero de aliquotas analizadas: se realizaron 7 replicados de cada una de ellas.
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Tabla 4
Estudios de recuperacion del Pb, Al vy V adicionad o a muestras de sangre completa

Metal Adicionado Esperado Encontrado Recuperado
{ug/L) {pg /L) {ng/L) {56
Fb 10 102 101 o9
20 112 113 1011
3 122 124 1{MD
Al 10 108 105 a7
20 118 118 10D
3 128 130} 1032
vV 2.0 95 9.6 101
4.0 11,5 11,2 97
6,0 13,5 13,7 101

Tabla 5
Concentracionos (promedio £+ 5D) de metales en funcion de la

hipurteneci:'m arterial v la insuficiencia renal

Grupo pg Pb/L* pg Al L pg VLM
IRC 104+ 36 57132 6+5
(65 - 182) (24 - 114) (ND - 186)
[RC-HTA 95173 B85 £ 56 10+5
(37 - 272) (14 - 187} (2-17)
HTA 143 + 43 Htd 4+2
(37 - 234) (ND - 14) (MDD - &)
Controles 86 1 41 3+2 441
(32 - 156) - (NI - &) (N - 4)

* Conocentracion ST
** Concentracion plasmatica

ND= Valores por debajo del limile de deteccion por ETAAS: Ph= 0,1 p/L, Al = 0,5 /L, V = 0.4 p/L.

Revista Cientifica de la Facultad Experimental
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muestra las concentraciones de Pb, Al y V en
cada grupo estudiado. Se observaron aumentos
significativos del Pb sanguineo en los varones
(p< 0,005), parllL‘ulanm-nhr en los hipertensos.
Por ¢l contrario, no se encontraron diferencias
estadishicamente signiticantes en los miveles de
Al y V segun el sexo (p > 0,01). La poblacion
renal evidencio niveles de Ph sanguineo sin sig-
nificacion estadistica respecto a los encontrados
en los grupos no-renales (p > 0,05). Esto podrna
evidenciar que la poh]m'mn estudiada, renales y
no-renales, esla sometida a las mismas cantida-
des ambientales del toxica Se observaron dife-
rendas estadisticas en los contenidos plumbicos
delos hiporh-nans esenciales (p < 0,05), indican
do una relacion directa entre el aumento de la
presion arterial y el incremento plumbico.

Conclusiones

Se concluye que los métodos espectroscopi-
cos descritos son suficientemente sensibles,
exactos y precisos, y pueden ser aplicados a un
amplio rango de concentraciones de los metales
estudiados. En consecuencia, ellos representan
una alternativa analilica para la determinacion
por ETAAS de Pb, Al v V en muestras sangui
neas.
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