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RESUMEN:

Diversos contaminantes liberados al medio ambiente generan impactos negativos en los ecosistemas y en la salud
humana, destacando la importancia de su monitoreo mediante biomarcadores. La cromatografia se ha consolidado como
una herramienta esencial para el analisis de estos compuestos, permitiendo la separacion y deteccion precisa de analitos
en matrices complejas. Esta revision aborda los avances en las técnicas cromatograficas emergentes utilizadas en la
ultima década para la identificaciéon de biomarcadores de exposicién humana a contaminantes ambientales. Se discuten
las matrices bioldgicas mas relevantes, las estrategias de preparaciéon de muestras y los enfoques analiticos dirigidos y no
dirigidos, destacando la integracidn con tecnologias avanzadas como la espectrometria de masas. Ademas, se analiza la
evolucién hacia dispositivos portatiles y métodos mas sostenibles. Esta revisidn proporciona una perspectiva actualizada
y practica para investigadores y profesionales en toxicologia ambiental y bioandlisis.
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Chromatographic methods for analyzing biomarkers of exposure
to environmental contaminants

ABSTRACT

Numerous contaminants released into the environment have detrimental effects on ecosystems and human health,
underscoring the need for monitoring through biomarkers. Chromatography has become a critical tool for analyzing these
compounds, enabling precise separation and detection of analytes in complex matrices. This review explores advances in
emerging chromatographic techniques over the past decade for identifying human exposure biomarkers to environmental
contaminants. It discusses the most relevant biological matrices, sample preparation strategies, and both targeted and
non-targeted analytical approaches, emphasizing integration with advanced technologies such as mass spectrometry.
Furthermore, it examines the evolution towards portable devices and more sustainable methods. This review offers an
updated and practical perspective for researchers and professionals in environmental toxicology and bioanalysis.

Keywords: Biomarkers, Chromatography, Environmental contaminants, Environmental toxicology.

ARTICULO DE REVISION

Introduccion

Los contaminantes antropogénicos (emisiones
industriales y el uso de productos quimicos), impactan
significativamente la salud humana y los ecosistemas
(1), estos se encuentran en diversos compartimentos
ambientales representando un desafio global en
términos de monitoreo y control. Estimar el riesgo
de exposicion mediante proyecciones y modelos
matematicos derivados de la monitorizacién ambiental
es una de las opciones frecuentemente utilizadas (2).
No obstante, esto constituye una medicién indirecta
por lo que la biomonitorizacién humana es reconocida

como la medicién directa de la exposicion a sustancias
catalogadas como prioritarias debido a su amplia
presencia en el medio ambiente y a su toxicidad (3-4).

La biomonitorizaciéon requiere métodos que impliquen
la medicién sensible y precisa de biomarcadores
asociados al exposoma, en fluidos biolégicos o matrices
ambientales (5). Estas mediciones deben ser validadas
en procesos de seleccién y aprobacidn, teniendo en
cuenta aspectos como la especificidad, fiabilidad,
sensibilidad y medida de riesgo de éstos, estableciéndose
la exactitud, precision y la calidad del procedimiento
analitico (6).
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La cromatografia es uno de los métodos de mayor
utilidad en la evaluacién ambiental y el monitoreo
biolégico. Permite la separacién, identificacién vy
determinaciéon de los componentes quimicos en
mezclas complejas (7). En los tltimos afios, ha habido
un notable avance en las tecnologias cromatograficas,
incluyendo mejoras en la resolucion, velocidad y
sensibilidad de los métodos. La introduccién de nuevas
fases estacionarias y el acoplamiento con técnicas
como la espectrometria de masas han ampliado las
aplicaciones de la cromatografia, permitiendo el analisis
mas preciso de mezclas complejas (8). Cabe decir que,
los sistemas analiticos instrumentales utilizados para
el andlisis cromatografico han sido muy variados y
de diferente naturaleza, estos han permitido alcanzar
limites de deteccidn tan bajos, que es dificil encontrar
muestras blanco, libres del compuesto a analizar, dado
su cardcter ubicuo (9-11).

Un aspecto relevante en las fases analiticas de
biomarcadores son las matrices, las mas utilizadas en
la actualidad son las tradicionales (orina, sangre), sin
embargo, existe un permanente interés en la bisqueda
de alternativas menos invasivas. Recientemente se han
propuesto otras con mayor estabilidad, como pelo,
uias, leche materna, saliva, meconio y aire exhalado
(12-15), ademas, se han planteado matrices alternativas,
cuya validez se encuentra en estudio (16, 17) y seran
desarrolladas ampliamente en esta revision.

Otro aspecto considerado relevante en esta
investigacién, es la fase pre-analitica, dado que la
identificacién y determinacién cuantitativa de los
contaminantes y/o sus metabolitos en las mencionadas
matrices bioldgicas, requiere de una instrumentacién
adecuada (18). Este paso de preparacion de la
muestra se aplica principalmente para eliminar las
interferencias de la matriz, realizar la limpieza de la
muestra y preconcentrar los compuestos diana, a fin
de minimizar la complejidad de la muestra antes de su
inyeccion en el cromatdgrafo, lo que puede mejorar la
sefial de respuesta del analito (19, 20).

Lo antes expuesto pone en evidencia que las técnicas
cromatograficas y su aplicacién en la toxicologia
ambiental constituyen un area de conocimiento en
constante desarrollo. Durante las tltimas tres décadas,
se han cuantificado varios cientos de biomarcadores
de exposicion. Particularmente persisten desafios
en la optimizacién de las fases preanaliticas y en la
validacién de métodos analiticos sostenibles y precisos.

Meétodos cromatogrdficos en el andlisis de biomarcadores de exposicion a contaminantes

ambientales

Esta revision aborda estos retos, examinando los
contaminantes ambientales desde el enfoque de la
biomonitorizacién, asi como los biomarcadores de
mayor importancia. Finalmente se destacan los avances
mas recientes en técnicas cromatograficas aplicadas
en dichos analisis quimicos-toxicolégicos, con el fin
de proporcionar una visién integral de los criterios a
considerar en la seleccion de los biomarcadores, sus
matrices y la técnica idénea para la medicién de estos.

Criterios de biisqueda y extraccion de datos

Se desarroll6 una revision de alcance con el propdsito
de actualizar la informacion acerca de los métodos
cromatograficos empleados para la determinacién
de Dbiomarcadores de exposicion ambiental
(21,22), enfocando la investigacién en estudios de
biomonitorizacion realizados en personas expuestas
ambientalmente. Esta revision se enmarca dentro
de un enfoque cualitativo y se adscribe a la linea de
investigacién de Téxicos ambientales de la Unidad de
Investigacion en Toxicologia Molecular de la Escuela de
Bioanalisis-Sede Carabobo.

Se realiz6 una busqueda extensa sobre los avances e
innovaciones en métodos cromatograficos utilizados
en el andlisis de biomarcadores de exposicion a
contaminantes ambientales en las bases de datos Web
of Science, SCIELO y PubMed. Complementados con
filtros de temporalidad y criterios lingiiisticos, estos
recursos garantizan acceso a literatura actualizada,
arbitrada y representativa, para optimizar la pertinencia
de los estudios seleccionados. Se utilizaron términos de
busqueda estandarizados como “Chromatography’,
<« . » <« . . »
Exposure Biomarkers”, “Environmental Toxicology”,
<« z 9 <« : » <« . 7
Cromatografia’, “Biomarcadores”, y “Toxicologia
Ambiental”, junto con operadores booleanos como
AND vy comillas para frases exactas.

Primero, se identificaron publicaciones que
mencionaban  términos relevantes; luego, se
seleccionaron articulos cuyo resumen indicara una
contribucién significativa al tema. Los criterios
considerados para incluir articulos en esta revision
de alcance se basaron en la seleccién de estudios
originales realizados en poblacién humana, acerca
de biomarcadores de exposicion a contaminantes
ambientales, determinados mediante cromatografia
y publicados en revistas especializadas, arbitradas
e indexadas en bases de datos reconocidas, a partir
de 2015. No se consideraron articulos incompletos,
publicaciones no indexadas, paginas web, articulos no
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relacionados directamente con el tema, asi como los
publicados en idiomas diferentes del espafol, portugués
o inglés.

Para el andlisis de la calidad metodoldgica y seleccién
final se aplicé una lista de verificacion (23), evaluando
aspectos clave como claridad en la descripcién de
los métodos cromatogréficos, esto es, si los estudios
describian detalladamente las fases analiticas y
preanaliticas. También se considerd la relevancia de
los biomarcadores estudiados, en tanto su pertinencia
para el tipo de exposicion analizada y la adecuacion
de la muestra en relacién con su tamano y seleccion;
finalmente, la consistencia en la presentaciéon de
resultados, considerando que estuvieran presentados de
manera clara y coherente con los objetivos del estudio.

Resultados de la biusqueda

La busqueda en las tres bases de datos seleccionadas
resulté en un total de 690 articulos relacionados con
el tema de esta investigacion, después de eliminar los
duplicados, se obtuvo un conjunto final de 274 articulos.
Con esta selecciéon previa, se procedié a revisar los
titulos, excluyendo aquellos que no se alineaban con el
objetivo de la revisién, conservando 108 articulos para
una revisiéon mas detallada.

Posteriormente, se examinaron los resimenes de estos
ultimos y se seleccionaron aquellos que abordaban
especificamente el enfoque ecotoxicoldgico, y que
detallaban el uso de los métodos cromatograficos en
la determinacién de biomarcadores de exposicion a
contaminantes ambientales. Esta selecciéon redujo el
numero de estudios a 88, de los cuales solo 70 estaban
disponibles para su descarga y revisién completa.
Finalmente se realiz6 una segunda busqueda a partir
de las referencias de los articulos seleccionados. Tras
la lectura detallada, se identificaron 76 estudios que se
ajustaban plenamente a los criterios establecidos para
esta revision y que constituyen la base de los resultados
presentados, el proceso completo de seleccion de la
literatura se resume en la Figura 1.

Los estudios incluidos en esta revision se caracterizaron
por su enfoque en la aplicacion de métodos
cromatograficos, como la cromatografia liquida y de
gases, en la deteccion y cuantificacién de biomarcadores
de exposicién a diversos contaminantes ambientales.
La mayoria de los estudios seleccionados emplearon
técnicas avanzadas de preparacion de muestra y analisis
cuantitativo, lo que les permitié alcanzar limites de
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Figura 1. Diagrama de la bsqueda.
Fuente: propias de la investigacion

detecciéon muy bajos y una alta especificidad en la
identificacion de los biomarcadores.

Sintesis y analisis
Estudios de Biomonitoreo humano

Con el fin de evaluar la exposicién a xenobidticos y
los efectos sobre la salud, asi como la susceptibilidad
individual, se desarrollan los estudios de biomonitoreo
humano (HBM), un enfoque que fue introducido hace
mas de tres décadas y que abarca varios pasos quimicos
y bioldgicos, comenzando con la medicién externa,
que incluye el aire, los alimentos, el agua, el suelo y
el polvo; luego se evalda la exposicién interna, que
ocurre a través de la inhalacién, ingestién o absorcién
dérmica, como en el caso de la presencia del compuesto
original o sus metabolitos en sangre u orina; otros
estudios evaltan la dosis biolégicamente efectiva, que
puede observarse, por ejemplo, mediante la formacién
de aductos en proteinas 6 ADN (24).

Finalmente, también se miden los efectos bioldgicos
tempranos, como la aparicién de microndcleos, o

de Bioanalistas Especialistas. 2024; Vol 27(2): 72-87. 78-93.
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tardios, como cambios en la estructura o funcidén
celular, desarrollo de tumores u otras enfermedades.
Este enfoque del biomonitoreo ha sido simplificado
en un esquema que se centra en la busqueda de
resultados adversos (25). Segln esto, se resume en las
fases exposicion (absorcidn, distribucion, metabolismo
y excrecion), los eventos moleculares iniciales, los
eventos clave tempranos y los eventos clave tardios, tal
como se observa en la figura 2.

Contaminantes ambientales y potenciales efectos toxicos

Los contaminantes ambientales representan una
amenaza significativa para la salud humana, ya que la
exposicion a ellos es constante y a través de diversas
fuentes. Estos contaminantes, que pueden encontrarse
en el aire, agua, suelo y alimentos, pueden ser
absorbidos por el organismo a través de la inhalacién,
ingestion o contacto dérmico (26). Para evaluar el
grado de exposicion y sus posibles efectos adversos, se
han identificado una serie de biomarcadores especificos
que permiten medir la presencia y el impacto de estos
contaminantes en el cuerpo humano. En la tabla 1 se
presentan contaminantes ambientales considerados
los mas importantes para el desarrollo de estudios
de biomonitoreo humano en la Unién Europea y los
biomarcadores relacionados con la exposicion a estos
compuestos (27). No se conoce que esta iniciativa se
haya desarrollado para América Latina.

Se ha estudiado la asociacion de la exposicién a
PFAS con la expresion de proteinas vinculadas a
la inflamacién, inmunidad y estrés oxidativo (35),

Meétodos cromatogrdficos en el andlisis de biomarcadores de exposicion a contaminantes

ambientales

también se han relacionado los niveles altos de PFAS
con enfermedades cardiovasculares (36); diversos
autores exponen que las alteraciones en el perfil
protedmico podrian proporcionar una vision de los
posibles mecanismos moleculares de la toxicidad de
los PFAS (38,49). Del mismo modo, se han relacionado
altos niveles de dioxinas con la alteracion de varios
procesos bioldgicos, incluyendo el metabolismo de
glicerofosfolipidos y la interconversién de pentosa y
glucuronato (50), encontrando niveles mds altos de
dioxinas en el suero de pacientes con diabetes.

Por su parte, los Hidrocarburos Arométicos
Policiclicos estan clasificados como carcindgenos del
grupo 1A , y se reconoce su presencia en emisiones
vehiculares y material particulado (51); en relacién
con esto, se ha demostrado que la exposicién materna
a la contaminacién del aire relacionada con el
trafico, durante el embarazo, aumenta el riesgo de
resultados adversos en el nacimiento y trastornos del
neurodesarrollo, por alteracién de vias relacionadas
con el estrés oxidativo y la inflamacion, incluyendo las
vias del linolenato, leucotrienos y prostaglandinas (52).
En relacién con los Ftalatos, la exposicion ambiental
se ha asociado con alteracién en la funcién tiroidea y
la homeostasis de la hormona del crecimiento (49).
Algunos estudios sobre exposicion a Compuestos
Organicos Volétiles (COVs) relacionan altos niveles
con complicaciones en la diabetes y la enfermedad
de Parkinson, lo que podria estar relacionado con
mecanismos de estrés oxidativo (52,53).

Figura 2. Exposicion a contaminantes y biomonitoreo. Adaptado de Sabbioni, 2022
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Tabla 1. Contaminantes ambientales, fuentes, potenciales efectos téxicos y biomarcadores relacionados.

Contaminantes Fuentes Efectos toxicos Biomarcadores Ref
Fenoles Ambientales Resinas epoxi, policarbo-  Disruptores endocrinos Bisfenol A, 2,5-diclorofenol (2,5-DCP) (28,29)
natos, plastificantes.
Dioxinas Herbicidas, Policloruro de Teratogénesis Deshidroepiandrosterona (DHEAS) (30)
vinilo (PVC), Emisiones Androsterona 3a-sulfato dihidro-
vehiculares xiandrosterona sulfato androsterona
3a-glucurénido
Hidrocarburos Aromati- Combustién incompleta Céncer, mutagenicidad, Especies reactivas de Oxigeno (ROS) (31-34)
cos Policiclicos (PAHs) de combustibles fésiles inmunosupresion, disrup- metabolitos monohidroxilados de PAH
tores endocrinos (OH-PAHSs)
Perfluoroalquilados PFAS  Telas, extintores, utensi- Disruptores endocrinos, Acido perfluorohexano sulfénico (PFHxS)  (35-38)
lios de cocina, envases de  efectos en el neurodesa- Acido perfluorononanoico (PFNA)
alimentos. rrollo Acido perfluorodecanoico (PFDA)
Acido perfluorooctanoico (PFOA)
Acido perfluorohexanoico (PFHxA)
Acido perfluoroundecanoico (PFUdA)
Acido perfluorooctanosulfénico (PFOS)
Benceno Emisiones de vehicu- Céncer Acido S-fenilmercaptdarico (S-PMA), (39)
los de motor, Humo de Acido trans, trans-mucénico (t,t-MA)
Tabaco Ambiental (HTA), Benceno Urinario (U-B).
pinturas
Triclosédn (TCS) Productos cosméticos, Disruptor metabolismo Triclosdn (40, 41)
tejidos, plésticos. lipidos
Parabenos Comida, productos cos- Disruptores endocrinos Metil-Parabeno, Etil-parabeno, N-Propil (42, 43)
méticos y farmacéuticos parabeno N-Butil Parabeno, Bencil
Parabenos.
Benzofenonas Productos cosméticos Disruptor endocrino 4-Hidroxibenzofenona (4-OHBP) (44)
2,4-dihidroxibenzofenona(BP-1)
2,2',4,4'- tetrahidroxibenzofenona (BP-2)
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BP-3)
2,2'-dihidroxi-4-metoxibenzo-fenona
(BP-8)
Organofosforados Exposicion a través dela  Cdancer, neurotoxicidad Dialquilofosfatos (DAP): dimetilfosfato (45)
dieta, inhalacidn de aire, (DMP), dietilfosfato (DEP), dimetiltio-
aguas contaminadas fosfato (DMTP), dietiltiofosfato (DETP),
dimetilditiofosfato (DMDTP) dietilditio-
fosfato (DEDTP)
Retardantes de Fuego Textiles, retardantes de Disrupcién de homeosta-  2-Etil-5-hidroxihexil-difenilo (46)
Bromados (BFRs) llama y plastificantes en sis tiroidea, efectos en el Fosfato (HO-EHDPHP), Bis(2-butoxietilo)
polimeros neurodesarrollo 3’-hidroxi-2-butoxietilo Fosfato (HO-
TBOEP),
1-hidroxi-2-Propilo-bis(1-cloro-2-propilo)
Fosfato  (BCIPHIPP), Difenil Fosfato
(DPHP) tris(2-cloroetil) fosfato (TCEP)
Ftalatos Productos de cuidado Disruptores endocrinos, Mono(2-etilhexilo) Ftalato (MEHP), (47-48)

personal, pisos de vinilo,
envases de alimentos.

efectos en el desarrollo
del tubo neural

Mono(2-etil-5-hidroxihexilo) Ftalato (ME-
HHP), Mono(2-etil-5-oxohexilo)

Ftalato (MEOHP)
Mono(2-etil-5-carboxipentilo)

Ftalato (MECPP).

Respecto a otros compuestos, durante la pandemia, el
uso de agentes antibacterianos y productos de lavado
antisépticos, como aquellos que contienen triclosan
(TCS), se incrementd6 considerablemente para controlar
yprevenirlapropagaciéndevirusaltamente contagiosos.
Sin embargo, el uso excesivo y la eliminacién de estos
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sus efectos adversos sobre el medio ambiente y la salud
humana (54). Diversas revisiones han analizado la
presencia, exposicion y toxicidad del TCS, aportando
informacién importante sobre cdmo afecta a los seres
humanos (40). No obstante, aun queda por resumir
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adecuadamente cémo evoluciona su toxicidad durante
la transformacion medioambiental y el metabolismo
humano, ya que estos procesos pueden inducir efectos
mas perjudiciales para la salud.

Todo este escenario deriva hacia la tendencia de
promover investigaciones que apunten a la necesidad
de caracterizar el exposoma, lo que requiere mas
estudios de biomonitorizacién humana que incluyan
farmacos de uso veterinario y productos de cuidado
personal, asi como evaluar la implementacion de
estudios multianalitos dirigidos a grupos de quimicos
potencialmente téxicos (55).

Biomarcadores de exposicion

En toxicologia, un biomarcador es una caracteristica
biolégica que se puede medir de manera objetiva y
utilizada como un indicador de procesos bioldgicos
normales, procesos patogénicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica (1). De
estemodo, son herramientas cruciales parala evaluacion
de la exposicién a agentes quimicos, la susceptibilidad
a sus efectos, y la presencia de efectos tdxicos en
el organismo. Por lo general, los biomarcadores se
dividen en tres categorias principales: de exposicién,
de susceptibilidad y de efecto (56). Esta investigacion
aborda a los primeros, especificamente los relacionados
con la exposicién no ocupacional a contaminantes
ambientales.

En este orden de ideas, los biomarcadores de exposicién
se definen como los indicadores de la presencia y
cantidad de un agente quimico o sus productos de
transformacion en el organismo. Estos biomarcadores
reflejan la dosis interna del téxico y pueden medirse en
matrices bioldgicas como sangre, orina, cabello o tejido
adiposo. Son esenciales para evaluar la cantidad de un
xenobidtico a la que una persona ha estado expuesta,
asi como el tiempo o cronicidad de la exposicion (26).
El uso de biomarcadores de exposicion es crucial para
comprender la relacién dosis-respuesta en toxicologia,
lo que permite estimar el riesgo asociado a la exposicién
a sustancias toxicas y desarrollar politicas de salud
publica para la proteccién de las poblaciones expuestas.

En la tabla 2 se muestran biomarcadores de exposicion
medidos en diferentes fluidos corporales y en diferentes
poblaciones. Para compuestos como las dioxinas, los
bifenilos policlorados (PCB) similares a las dioxinas
entre otros, que son estables en el cuerpo humano, se

Meétodos cromatogrdficos en el andlisis de biomarcadores de exposicion a contaminantes
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mide la concentracién del compuesto original en sangre,
suero u orina (30, 50). En el caso de sustancias que son
metabolizadas, como los pesticidas organofosforados
o los ftalatos, se suelen utilizar los metabolitos del
compuesto original, los cuales generalmente se miden
en la orina (55, 57-59).

Por su parte, la Union Europea ha publicado una base
de datos especifica para biomarcadores de exposicion a
factores de riesgo ambiental, conocida como Exposome-
Explorer  (http://exposome-explorer.iarc.fr),  que
proporciona detalles sobre el tipo de biomarcadores,
sus concentraciones en muestras humanas, las técnicas
analiticas aplicadas para su deteccidn, las poblaciones
en las que se han medido y las correlaciones con las
mediciones de exposicion externa (60).

Mas recientemente, ha surgido el término volatolomica,
como un enfoque esencial dentro del campo de la
metabolémica. La volatolémica se centra en el estudio
de los metabolitos volatiles, que son productos finales
del metabolismo, y permite una comprension integral
de las emisiones volatiles tanto en microorganismos
como en organismos superiores, incluyendo insectos,
plantas y humanos. Dado que el metaboloma humano
es influenciado por factores ambientales, dietéticos y de
estilo de vida, el estudio de estos compuestos volatiles
ofrece un enfoque prometedor para la deteccién
y el monitoreo de la exposicién a contaminantes
ambientales. Ademads, las recientes innovaciones en
sistemas analiticos miniaturizados y portatiles abren
la posibilidad de realizar investigaciones en esta drea
en tiempo real y en vivo, ampliando el horizonte para
aplicaciones futuras en analisis quimicos de campo (61-
63).

Estudios mads recientes evalian la posibilidad de
utilizar los patrones epigendmicos, como metilaciones
en el ADN, para detectar la exposicion a contaminantes
ambientales, sobre todo durante el embarazo y la
infancia temprana, sin embargo, ain son necesarias
muchasinvestigaciones para determinar suespecificidad
y desarrollar algoritmos predictivos y puntuaciones
de metilacion que puedan utilizarse para evaluar los
factores de riesgo de los primeros afios en relacién con
los resultados de salud a lo largo de toda la vida (64).

Matrices, preparacion de la muestra y métodos analiticos

Existe gran variedad de muestras bioldgicas que
pueden ser utilizadas para determinar biomarcadores
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de exposicion a contaminantes ambientales, las
principales diferencias y los criterios para su seleccion
estdn relacionadas con la ventana de deteccién (65).
En andlisis clinicos, las muestras mas utilizadas
tradicionalmente son el suero y el plasma, ya que la
sangre completa requiere mds pasos de manipulacién
y procedimientos de laboratorio que consumen mas
tiempo. Esta muestra es especialmente util porque la
deteccién de compuestos tdxicos indica con mayor
precision una exposicion reciente, ademas, existe una
correlacién significativa entre los niveles de quimicos
en sangre y sus efectos en el cuerpo, por lo que es ideal
para analisis cuantitativos (66,67). Una alternativa para
el manejo de esta matriz ha sido el uso de muestras
de sangre seca (DBS, por sus siglas en inglés), para
medir marcadores no especificos de respuesta bioldgica
interna a exposiciones ambientales usando HPLC-
MS; la medicion de biomarcadores en DBS trae
consigo ventajas sobre la puncién venosa y tienden a
mostrar altas correlaciones con analisis de muchos
biomarcadores de exposicién, incluidos cotinina,
plomo, mercurio total, metilmercurio y otras sustancias
quimicas consideradas disruptores endocrinos (EDC)
(17).

Porotrolado, laorina se usacominmente para investigar
metabolitos, aunque un pequefio porcentaje del téxico
se excreta sin cambios; la orina es facil de recolectar,
no invasiva, estd disponible en grandes cantidades y
presenta menos interferencias en comparacion con otras
muestras. Ademads, tiene una gran estabilidad cuando
se congela, lo que permite su almacenamiento a largo
plazo. Sin embargo, la orina es una muestra susceptible
a manipulaciones, ya que se recolecta sin supervisiéon
por razones de privacidad. En relacién con la ventana
de aparicién del téxico o metabolito, la mayoria de
los compuestos permanecen en la orina entre 2 y 5
dias después de su consumo. Su uso es especialmente
adecuado para ensayos inmunoenzimaticos, que
permiten un analisis rapido tanto de compuestos como
de metabolitos. Los niveles urinarios de estas moléculas
indican exposicion a las sustancias, pero no permiten
determinar el momento exacto de la exposicion ni los
efectos fisioldgicos probables (65).

El cabello también ha sido utilizado en la deteccién
de biomarcadores de exposiciéon (68,69); compuesto
principalmente por queratina, agua, lipidos y minerales,
presenta una tasa de crecimiento de entre 0.6 y 1.4 cm
al mes, su recoleccidn es no invasiva, facilitada por un
simple corte, y ofrece una ventana de deteccién mas
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amplia (semanas a afios) en comparacion con sangre
u orina. Sin embargo, existen limitaciones, como la
falta de correlacién directa con las concentraciones
sanguineas y la posibilidad de detectar sustancias por
exposicion pasiva (57,69).

Por su parte, la saliva ha ganado relevancia debido
a avances en los métodos analiticos y su facilidad de
recoleccién no invasiva. Este fluido refleja la fraccién
libre y activa de las sustancias en la sangre, con una
ventana de deteccién de 24 a 36 horas. No obstante,
la obtenciéon de muestras suficientes puede ser dificil y
existe el riesgo de falsos positivos por exposicion residual
en la cavidad oral tras la inhalacién de sustancias (70).

En cuanto a la exposicion a sustancias durante el
embarazo, la placenta y el meconio son matrices
comunes; la primera, recolectada de forma no invasiva
tras el parto, sirve como depésito de drogas, mientras
que el meconio, excretado por el recién nacido, refleja
la exposicion a sustancias durante el Gltimo trimestre
de gestacion. Pese a sus ventajas, el meconio puede
contaminarse con orina del recién nacido o perderse
durante su excrecion intrauterina (71).

Igualmente se ha utilizado el sebo de glandulas sebaceas
para la determinacion de compuestos organicos
volétiles, que podrian estar relacionados con diabetes
y la enfermedad de Parkinson. Zhang y cols. (53),
utilizaron desorcién térmica-cromatografia de gases-
espectrometria de masas, para analizar las muestras
que fueron tomadas con hisopos de poliester-rayon
y algodén. Se identificaron 23 y 18 COVs en el sebo
recolectado, con 14 COVs comunes a ambos tipos de
hisopos, lo que resalta la potencial interferencia de
los materiales o implementos para la recoleccion en la
toma de las muestras (53).

Una matriz poco frecuente, pero que ha sido utilizada
para evidenciar la exposicion a contaminantes
ambientales son los dientes deciduos. El analisis
desarrollado por Palmer y cols. (72), comenzé con la
pulverizacion de la muestra, la extracciéon con solventes
organicos, la adicion de un estandar interno y el analisis
en un sistema de Cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas por ionizacion por electrospray
(LC-ESI-MS). Con esta técnica fue posible detectar
sustancias quimicas organicas semivolatiles (SVOC)
especificas en dientes deciduos de nifios con trastornos
del espectro autista (TEA). Las tasas de deteccion de
estas SVOC fueron similares en dos muestras diferentes
de nifios con TEA, una de Estados Unidos y otra de
México y ademds, la exposiciéon declarada por las
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madres se correspondia con las concentraciones de
estas sustancias quimicas detectadas en los dientes de
sus hijos (72).

Las distintas matrices utilizadas para analizar
metabolitos o compuestos, asi como el tratamiento de

Meétodos cromatogrdficos en el andlisis de biomarcadores de exposicion a contaminantes

ambientales

La eleccion de la matriz mas adecuada también implica
considerar la practicidad. Los contaminantes organicos
persistentes son lo suficientemente estables para
acumularse en tejidos ricos en lipidos y en sangre, lo
que hace que la leche materna y el suero sean matrices
adecuadas para estos compuestos (89). Sin embargo, la

la muestra se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Matrices, pretratamiento de la muestra y biomarcadores

PREPARACION DE LA METODO
MATRIZ MUESTRA METABOLITO CROMATOGRAFICO REF
Extraccién de fase s6lida (SPE) PFAS UPLC-MS/MS (35,36)
PLASMA Precipitacion de proteinas, SPE  No dirigido LC-MS/MS (38, 52)
Dioxinas (50)
Metabolitos de Hidrocarburos (31, 33,73,
Deconjugaci6n enzimdtica. aromaticos policiclicos. LC-MS/MS- GC-MS 74, 75, 76)
Derivatizacién quimica
Pesticidas (46, 58)
Deconjugacion enzimatica, Ftalatos GC-MS (47, 49)
Derivatizacién
BPA y Triclosan (41)
P (55,77, 78,
No dirigido 80)
ORINA Fenoles, parabenos (29)
Deconjugacién enzimdtica, Benceno, Tolueno, Xileno (BTX) (79)
extraccién LL, SPE; Ultrasonido . L
Metabolitos urinarios de pentosas
asociados con la exposicion a material (51)
particulado
Benzotriazol - Benzotiazol (80)
COVs (81)
Extraccién SPE, LL, Filtracion Cromatografia liquida con
y limpieza para la separacién de  Retardantes de llama organofosforados  espectrometria de masas de (82)
los lipidos alta resolucién LC-HRMS
Cotinina HPCL (48,83)
SALIVA Estandar Interno
Ftalatos (69)
Ftalatos LC-MS/MS (68)
CABELLO Digestién alcalina Nicotina-cotinina (70)
Pesticidas (57)
SUDOR Desproteinizacién VOCs LC-MS/MS. (53)
MECONIO Hidrdlisis alcalina- SPE Cotinina- OHcotinina CG-MS/MS (84)
Licuefaccién con Colagenasa.
Microextraccion liquido- .
PLACENTA liquido dispersiva (DLLME), Bisfenol, parabenos y benzofenona GC-MS. (85)
Derivatizacidn.
No dirigido Cromatdgrafo de Gases. (34)
AIRE Percloroetileno (86)
EXHALADO
Benzo (a)pireno (87)
DIENTES g (. .
DECIDUOS Pulverizacién Compuestos orgdnicos persistentes LC-MS -MS (72)
TEJIDO Espectrometria de masas
ADIPOSO Extraccién sélido-liquido COP de ultra alta resolucién (88)

(UHRMS)
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naturaleza invasiva del muestreo de sangre limita a veces
su aplicabilidad, lo que ha llevado a investigar matrices
alternativas como ufias o cabello, aun asi, el uso de
matrices no invasivas podria entrar en conflicto con
los criterios de especificidad y sensibilidad biolégica, y
por tanto no cumplir con los requisitos de adecuacion
para combinaciones de biomonitoreo ambiental y
biolégico (EB/M). Los quimicos no persistentes, o sus
metabolitos, se excretan rapidamente, lo que hace de
la orina una matriz mas adecuada. Los metabolitos
en orina tipicamente reflejan la exposicion reciente,
lo cual podria ser engafioso en casos de exposicién
intermitente. Ademas, las tasas de excrecion varian
segun los grupos demogréficos y el peso corporal, y
las concentraciones de sustancias quimicas en la orina
se ven afectadas por el estado de hidratacién (90). Por
lo tanto, estas concentraciones suelen corregirse por
el contenido de creatinina o la gravedad especifica
(89). Como la excrecién de creatinina en los nifios
aumenta con la edad, la correccién por creatinina
podria introducir un sesgo en el analisis de los datos
de las muestras de orina de los nifos, haciendo que la
gravedad especifica sea un factor de correccién mas
robusto y adecuado para este grupo etario (91).

En el analisis quimico toxicoldgico, la preparacion de
la muestra es un paso fundamental para asegurar que
el material recolectado sea adecuado para la evaluacion
precisa del analito de interés. Esta preparacion implica
convertir la muestra, que comuinmente se presenta
como una mezcla del analito, interferentes y una matriz,
en un formato dptimo para su analisis. Este proceso,
conocido como preparacion de la muestra, busca
modificar el material con el fin de facilitar un andlisis
quimico detallado o mejorado. Aunque a menudo es
tedioso y requiere de trabajo manual intensivo, tiene
un impacto significativo en el tiempo total del andlisis
y en la calidad de los datos obtenidos. Las técnicas
de preparacién, como la precipitacién, digestion o
preconcentracion, son esenciales y se seleccionan segiin
el tipo especifico de muestra y analito. En ocasiones,
el éxito del método analitico depende de la correcta
integracion de estas técnicas o de la derivatizacién,
un proceso que convierte el analito en un formato con
funcionalidad detectable por el instrumento utilizado
(92).

Los principales métodos se presentan en la tabla 3.

Es asi como, el foco de muchas investigaciones estd
puesto en el desarrollo de métodos de pretratamiento
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mas faciles, con menos pasos y en ocasiones, acoplados
a los sistemas de separacion, siempre considerando
las propiedades fisicoquimicas de los analitos, las
cuales condicionan el desarrollo de metodologias
relativamente completas que permitan la extraccidn,
enriquecimiento/purificacién y separacién de un
amplio rango de grupos de compuestos desde matrices
biolégicas complejas (47, 76).

Baduel y cols. (96), aplicaron un método de extraccién
QuEChERS modificado que les permitié el analisis
simultdneo de una amplia gama de sustancias quimicas
(pesticidas, bifenilos policlorados, polibromados,
Hidrocarburos aromaticos policiclicos, entre otros),
en leche materna. Las modificaciones propuestas
se relacionaron con los materiales utilizados en los
métodos de extraccién, con adsorbentes a base de
diéxido de circonio para compuestos no polares y
semipolares, y cartuchos filtrantes de eliminacién
de proteinas y lipidos para compuestos polares; los
extractos fueron analizados mediante GC-MS/MS vy
Cromatografia liquida-espectrometria de masas en
tandem con tiempo de vuelo cuadrupolar (LC-QTOF-
MS/MS)para cubrir una amplia gama de compuestos,
concluyendo que el método desarrollado no sélo era
adecuado para el analisis multiobjetivo, sino también
para el cribado no dirigido (97). También se aplicé esta
metodologia en la medicién de biomarcadores urinarios
de exposicion a pesticidas organofosforados, con un
tratamiento previo de hidrdlisis enzimatica, extraccion
liquido-liquido y luego de la extraccién QUEChERS, se
inyectaron los extractos en un sistema de cromatografia
liquida UHPLC acoplado a masas de alta resoluciéon en
modo de ionizacidén por electrospray (58).

Por otro lado, Zhu y cols. (97), desarrollaron un
método de biomonitoreo que utilizé la extraccion en
fase solida (SPE) acoplada a la cromatografia liquida
con espectrometria de masas en tdindem (LC-MS/MS)
para medir simultdneamente 121 sustancias quimicas
ambientales, incluyendo  plastificantes, fenoles
ambientales y pesticidas en muestras de orina tratadas
con [-glucuronidasa/arylsulfatasa para optimizar
la deconjugacién, y posterior extraccion LL y SPE
(94). También se ha utilizado la derivatizacién como
pretratamiento de muestras de orina, sobre todo en
casos en los que se requiere implementar cromatografia
de gases acoplada a masas. Tal es el caso de la deteccién
de PFAS, en los que la baja volatilidad del compuesto,
debido a su caracter polar, hace que sea dificil extraerlo
de la matriz, entonces al derivatizar con un compuesto
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Tabla 3. Métodos de extraccion del analito desde la matriz
Método Fundamento Ventajas Desventajas Ref
Extraccién Liquido-Liquido Reparto del compuesto deseado y las Alta selectividad de Dificultad para automatizar, uso (31,33,73)
(LLE): impurezas entre el medio orgénico y el separacién, bajo consumo  de grandes cantidades de solventes
acuoso. de energia, bajo costo, téxicos, formacién de emulsiones
método rapido
Extraccién de fase Sélida Retencién selectiva de analitos en una Simple, muy selectivo, Alto costo, no hay adsorbentes (35,36.38)
(SPE): fase adsorbente seguida de su elucién por bajo consumo de para todas las aplicaciones, algunos
un disolvente solventes, reproducible elementos de la matriz pueden ser
absorbidos
Microextraccién en Fase Extraccién de los analitos de la matriz Simple, répido, El material utilizado puede (93)
Sélida (SPME) mediante una fibra de silice fundida reproducible, no usa quebrarse y generar problemas
recubierta de un adsorbente solventes
Extraccién por Adsorcién Extraccién de analitos mediante la Simple, gran capacidad de Limitado para ciertos analitos, (94)
con Barras Agitadoras agitacién de una barra magnética adsorcién, alta eficiencia ~ segun la disponibilidad en la fase
(SBSE): recubierta de un polimero que de extraccién estacionaria, sensible a los efectos
adsorbe los compuestos, para luego ser de la matriz
desorbidos mediante un segundo paso de
desorcién térmica o quimica.
Microextraccién en Fase Extraccién con un pequefio volumen de Pequeiias cantidades Dificultad para extraer el analito (95)
Liquida (LPME): un disolvente inmiscible en agua y una de solvente, altas luego de la extraccion
fase acuosa que contiene los analitos de posibilidades de
interés automatizacién,
reduccién en el nimero
de pasos de la operacion,
adaptabilidad al campo
de muestreo
QuEChERS Extraccidn en fase sdlida dispersiva Tasa elevada de No sirve para moléculas grandes (58,96)
(dSPE) utilizada para la preparacién recuperacion de analitos,
de muestras. Los analitos de interés rapido,
se extraen de la matriz de la muestra
utilizando disolventes miscibles en agua
(normalmente acetonitrilo) y elevadas
concentraciones de sal o amortiguadores
Extraccién con solventes Se basa en el fenémeno de cavitacién Simple, bajo costo, En ocasiones, dificil de optimizar, (92)
asistida con Ultrasonido que se da por la formacidn, crecimiento reproducible, alto tiempo de la extraccidn.
(UASE) y colapso de burbujas de vapor o gas rendimiento de
generadas por la accién de las ondas de extraccion, bajo consumo
una frecuencia determinada de energia, bajo consumo
de solventes,
Extraccién con solventes Se calienta el solvente (extractor) que se Corto tiempo de Dificil de optimizar, alto consumo 92)

asistida con Microondas
(MWASE)

encuentra en contacto con la muestra,
esto se da por la capacidad de un campo
eléctrico para polarizar las cargas en el
solvente y la incapacidad para alinearse a
las inversiones del campo eléctrico

extracciodn, eficiente

de energia

menos polar, (ésteres o radicales alquilo), se convierte
el grupo carboxilo en menos polar, facilitando la
extraccion del metabolito de interés (98)

Meétodos cromatogrdficos

Los recientes avances en los métodos cromatograficos
han mejorado considerablemente la biomonitorizacién
de los contaminantes ambientales. La cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) se
ha convertido en la técnica mas utilizada para analizar
biomarcadores de plaguicidas en diversas matrices
bioldgicas, como la sangre, la orina y la leche materna
(58). Para medir la exposicion a material particulado,

la LC-MS es el método preferido para su deteccion
debido a su alta sensibilidad y selectividad (73). La
cromatografia de gases con deteccién por captura de
electrones (GC-ECD) se ha utilizado para analizar la
exposicién no ocupacional a pesticidas (59). Ademads,
se ha desarrollado la LC-tdindem MS precedida de
un método QUEChERS para detectar metabolitos de
nicotina en cabello y ufas de personas expuestas al
humo del tabaco (12). Aunque estas técnicas avanzadas
ofrecen capacidades analiticas superiores, su elevado
costo sigue siendo un factor limitante para su adopcién
generalizada.

En el caso de la volatolomica, la GC-MS es la técnica
analitica tradicional mds utilizada y se considera
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el método de eleccion en el analisis quimico de
compuestos volatiles (COVs) y semi-covs, combinando
caracteristicas que permiten la identificacién cualitativa
y la cuantificacién de componentes a nivel de trazas a
partir de matrices de muestras complejas (63).

Un aspecto innovador relacionado con la ecotoxicologia
lo representan los andlisis no dirigidos, que son un
enfoque en cromatografia y otras técnicas analiticas
donde se intenta identificar y cuantificar tantos
compuestos como sea posible en una muestra, sin
tener una lista previa de sustancias objetivo. En este
sentido, la evolucion de la espectrometria de masas de
alta resolucién y precisiéon de masa ha impulsado esta
tendencia; sin embargo, para mantener el ritmo de
esta evolucion en las estrategias analiticas, se necesitan
metodologias de preparacion de muestras genéricas
que ofrezcan un andlisis rdpido y confiable de un gran
numero de compuestos (99).

En relacion con esto, Liy col (77), utilizaron un enfoque
metabolémico no dirigido utilizando cromatografia
de gases y liquidos acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS y LC-MS) para analizar metabolitos
urinarios en 92 participantes jévenes y saludables
expuestos a ambientes con material particulado
(PM), e identificaron 155 metabolitos diferenciales
asociados con la exposicién a bioaerosoles, incluyendo
aminodcidos, dcidos grasos y nucledtidos, entre los
metabolitos identificados, la 16-dehidroprogesterona y
el 4-hidroxifeniletanol fueron destacados como posibles
biomarcadores urinarios para predecir o diagnosticar
enfermedades relacionadas con la exposiciéon a PM o
bioaerosoles (77).

Porsuparte, Geerycols. (34), aplicaron unametodologia
de anilisis dirigido y no dirigido en muestras de aire
exhalado en personas expuestas a incendios, mediante
desorcién térmica automatizada-GC/MS (ATD-GC/
MS) en modo de monitoreo de iones seleccionados
(SIM)/escaneo, y se revisaron en busca de quimicos
prominentes. Los compuestos dirigidos inclufan
productos de la combustién, como benceno, tolueno,
xileno e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH),
que sirven como evaluacién estandar de la exposicion.
Se identificaron sesenta caracteristicas quimicas tnicas
representativas de quimicos exdgenos y compuestos
enddgenos, incluyendo aromaticos de anillo simple,
hidrocarburos aromaticos polinucleares, compuestos
volatiles que contienen azufre, aldehidos, alcanos y
alquenos utilizando el flujo de trabajo de analisis no
dirigido. Los datos demuestran que hay compuestos no
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dirigidos que son indicativos de exposicién ambiental
(34). En esta matriz también se han determinado
metabolitos para evaluar la exposicion a percloroetileno
(86) y metabolitos del benzopireno (87).

Sin duda, ambas técnicas, la cromatografia liquida
(HPLC) y la cromatografia de gases (GC) ofrecen
ventajas y limitaciones distintas en el andlisis quimico-
toxicolégico. Mientras que la HPLC es ideal para
compuestos que no son volatiles o que se descomponen
a altas temperaturas, la GC es preferida para analizar
compuestos volatiles y térmicamente estables. La HPLC
permite el analisis de una amplia gama de sustancias,
incluyendo compuestos polaresy de alto peso molecular,
sin necesidad de derivatizacidn, lo cual simplifica la
preparacion de la muestra. Sin embargo, la GC suele
ofrecer una mejor resolucién y tiempos de analisis mas
cortos, ademds de ser mas eficiente en términos de
separacién cuando se trabaja con compuestos volatiles.
A pesar de sus diferencias, la combinacién de ambas
técnicas con un detector de masas ha marcado un hito
revolucionarioen elanalisis toxicoldgico, brindandouna
capacidad sin precedentes para identificar y cuantificar
trazas de sustancias toxicas con gran precisiéon y
sensibilidad. Los limites de deteccién y cuantificacién
se han mejorado significativamente gracias al uso de la
espectrometria de masas, permitiendo la identificacion
de compuestos presentes en concentraciones muy bajas
y proporcionando resultados confiables, fundamentales
para el estudio de biomarcadores de interés toxicoldgico
(99).

Conclusiones

La identificacién de biomarcadores para la exposicién
a contaminantes ambientales es un desafio cambiante,
en la misma medida en la que surgen nuevos productos
y tecnologias. Una comprensién mas profunda de los
perfiles metabdlicos de los compuestos involucrados
constituye una herramienta fundamental para
identificar las sustancias mdas apropiadas como
biomarcadores de exposicién. Si bien los avances en
las técnicas cromatograficas han permitido detectar y
cuantificar con mayor precisién un amplio rango de
contaminantes en diferentes matrices bioldgicas, ain
existen limitaciones en la capacidad de diferenciar
entre fuentes de exposicion y la correlacién precisa con
respuestas dosis-dependientes.

El uso de matrices bioldgicas como sangre, orina, saliva
y cabello ha demostrado ser util, pero se requiere una
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mayor investigacién para optimizar la recoleccién y
preparacion de estas muestras, especialmente en lo que
respecta a la eliminacién de interferencias y la mejora
en la reproducibilidad de los resultados. La necesidad
de métodos mads sostenibles y automatizados en la
preparacion de muestras, asi como la implementacién
de tecnologias mas sensibles como la espectrometria
de masas de alta resolucion, serd crucial para el futuro
del andlisis cromatografico. La integracion de estas
tecnologias con enfoques como la metabolémica tiene
el potencial de identificar biomarcadores mas precisos
y especificos, que no solo permitan monitorear la
exposicién a contaminantes ambientales de forma mads
eficaz, sino también evaluar los efectos a largo plazo
en la salud humana. En este sentido, el futuro de la
biomonitorizacién se orienta hacia una combinacién de
métodos cromatograficos avanzados y una comprension
mads profunda del exposoma humano. Este enfoque
amplio no solo permitira una mejor comprensién de
la exposicion a contaminantes ambientales en diversas
formas, sino que también facilitara el desarrollo de
metodologias analiticas mas precisas y eficaces para el
monitoreo de la exposicién humana a través de distintos
biomarcadores y matrices bioldgicas.
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