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RESUMEN

El municipio de Salamanca en el estado de Guanajuato cuenta con distintas
empresas de gran impacto econdmico. Debido a esta industrializacién, la cantidad de
emisiones contaminantes es elevada, afectando entonces la calidad medioambiental. Los
principales contaminantes emitidos son los compuestos organicos volatiles (COV’s),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s), 6xidos de nitrégeno, de carbono y azufre, asi
como particulas finas y elementos/compuestos potencialmente téxicos (EPT’s), los cuales

pueden llegar a causar un gran numero de afecciones en la salud de las personas expuestas.

Para fines de esta investigacidén se cuantificaron por medio de espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente los niveles de elementos potencialmente
toéxicos (EPT’s) como arsénico, vanadio, plomo y cadmio, en orina de la poblacion evaluada,
ademas de la cuantificacidn de fluoruros por medio de un electrodo de ion selectivo. Dicho
estudio se realizé en 114 nifios de entre 6 y 15 afios en la ciudad de Salamanca de los cuales
las medias geométricas fueron para el arsénico de 46.6 ug L%, para el vanadio 3.1 pug L},
para el plomo 0.05 pg L, para el cadmio 0.003 pg L y finalmente para fluoruros 1.6 mg L
!, Se tomé también una poblacién control de 21 nifios de entre 6 y 12 afios del municipio
de Irapuato de los cuales las medias geométricas fueron para el arsénico 96.6 pg L%, para el
vanadio 3.1 pg L%, para el plomo 9.5 pg L%, para el cadmio 0.0009 pg Ly para fluoruros 2.2
mg L1, Encontrandose entonces que, para arsénico, plomo y fluoruros el grupo control es
el que presenta los niveles mas altos, lo cual puede deberse a contaminacion de agua por
dichos elementos, asi como el uso de ciertos utensilios para cocinar. Para vanadio y cadmio
se encontré que la zona expuesta es la mas afectada, lo cual puede ser debido a la
industrializacién de la zona, sin embargo, es importante mencionar que la poblaciéon
evaluada no sobrepasd los niveles establecidos como normales para cadmio. Por otro lado,
se realizaron pruebas con la técnica HPLC-ESI-IT-MS/MS para la determinacién del
biomarcador de estrés oxidativo 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG), ya que las

sustancias que emiten las industrias presentes provocan dafio oxidativo, sin embargo, no



fue posible la determinaciéon de dicho biomarcador debido a que se presentaban problemas

con los interferentes de matriz.



1. INTRODUCCION

Las zonas industriales se definen como un conjunto de empresas o fabricas en un
area definida. Por lo general, estas zonas se mantienen alejadas de las zonas pobladas, esto
debido al gran ruido y contaminacién ambiental que provocan, sin embargo, el crecimiento
de la poblacién ha llevado a construir complejos habitacionales cercanos a éstas[1]. Este
tipo de zonas traen consigo beneficios importantes, entre ellos, la derrama econdémica para
la ciudad, asi como los empleos que se generan. Sin embargo, las zonas industriales no sélo
generan ventajas, existen desventajas, como los altos niveles de contaminacidn y los riesgos

gue estos representan para la salud[2].

La mayoria de las empresas que se encuentran en las zonas industriales emiten una
gran cantidad de compuestos al ambiente, provocando una contaminacion de aire, suelo y
agua. Dependiendo del tipo de industria son el tipo de sustancias quimicas que seran

emanadas al ambiente, las cuales podrian ser de naturaleza orgdanica o inorganica.

Las sustancias orgdanicas son aquellas que contienen nucleos de carbono y entre las
emitidas al ambiente se encuentran los compuestos orgdnicos volatiles (COV’s), los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) y los compuestos orgdnicos persistentes
(COP’s). Los COV’s son principalmente alcanos, alquenos, hidrocarburos aromadticos y
compuestos oxigenados emitidos por vehiculos, asi como ciertas industrias entre las que
se encuentran refinerias, petroquimicas y aquellas que involucren una combustion
incompleta o el uso de ciertos solventes[3]. Los HAP’s son un grupo de mas de 100
compuestos entre los cuales se encuentran acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, fluoranteno, fluoreno, fenantreno, pireno. La emision
de estos compuestos al ambiente se debe a diversos procesos industriales, principalmente
combustién incompleta de basura, carbdn, petrdleo, entre otros[4]. Finalmente, los COP’s
estdan conformados por los pesticidas (DDT, endrin, aldrin, entre otros), productos

industriales (bifenilos policlorados, hexaclorobenceno) y otros productos cuya generacién



es no intencional (dibenzo-p-dioxinas policloradas y dibenzo-p-furanos policlorados)[5],
estos compuestos se generan como subproductos de procesos en las industrias asi como

por combustién[6].

Por otro lado, las sustancias inorganicas emitidas al ambiente, son principalmente
oxidos de nitrégeno y de azufre, asi como elementos potencialmente tdxicos (EPT’s) entre

los que se encuentran el vanadio, plomo, cadmio, arsénico, cromo, entre otros[7].

Los oxidos de nitrégeno se producen principalmente por reacciones de tipo
fotoquimico que se llevan a cabo en los escapes de los vehiculos de motor. Los principales
Oxidos producidos son Oxido nitrico, ozono, diéxido de nitrogeno y nitratos de
peroxiacilo[8]. El diéxido de azufre es emitido a la atmdsfera debido a la combustidn de
carboén, petrdleo y sus derivados, asi como el gas natural. Los EPT’s se liberan
principalmente por industrias relacionadas a la metalurgia, combustion de carbdn en
plantas termoeléctricas, combustion de petrdleo, conservacion de la madera y en la

industria del papel, entre otras[9].

Debido a la amplia gama de contaminantes que son emitidos a la atmdsfera en sitios
industriales, existen diversos riesgos a los que se expone la poblacién que circunda estas
zonas. Estos riesgos generalmente se basan en que algunos de estos compuestos estan
declarados como potencialmente carcinogénicos por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)[10], ademdas de que algunos como
los COP’s y los EPT’s son tdxicos a niveles muy bajos de exposicion y son bioacumulables [5,
11]. Adicionalmente, se han considerado estos contaminantes como disruptores
endocrinos, capaces de provocar lesiones en el sistema inmune y respiratorio, asi como
inducir dafios hematoldgicos y/o neuroconductuales. Los principales sintomas debido a la
exposicién a estos contaminantes son: falta de memoria, irritabilidad, letargo, dolor de
cabeza, mareos, irritacion en via gastrointestinal y afecciones en la piel, siendo estos los

mas relevantes sintomas, ademas de enfermedades graves como el cancer [12-17].

Un mecanismo de toxicidad asociado a algunas sustancias organicas e inorganicas

genera estrés oxidativo. El término estrés oxidativo es usado para denotar el desbalance



que existe entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) y los
mecanismos de defensa antioxidantes del cuerpo (generalmente un incremento de
especies oxidantes y el decremento de agentes antioxidantes) [18]. Como consecuencia, se
producen ciertas lesiones a los componentes celulares como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos. Entre las principales ROS encontramos al anidn superdxido (02*), el radical
hidroxilo (*OH), el perdéxido de hidrogeno (H202), el oxigeno singlete (*02) y el radical

peroxilo (LOO®)[19].

Uno de los danos por estrés oxidativo se produce en lipidos y el proceso se conoce
como peroxidacién lipidica. En este proceso se ven afectadas estructuras ricas en acidos
grasos poliinsaturados, por la alteracién de la permeabilidad de la membrana celular lo que
lleva al edema y muerte celular. Por otro lado, se tiene a las proteinas y el dafo se debe
principalmente a la oxidacion de un grupo de aminodacidos, tales como fenilalanina, tirosina,
metionina e histidina; también se llega a dar la oxidacién debido a entrecruzamientos de
cadenas de péptidos asi como formacion de grupos carbonilos[19]. Finalmente, el estrés
oxidativo puede provocar modificaciones al ADN. Los principales cambios que se observan
son la oxidacidn de las bases, asi como fragmentaciones, deleciones, reordenamientos
cromosémicos, interacciones ADN-proteinas y desmetilacion de citosinas que activan
genes; ademas de manera particular, puede ocurrir la alteracién en el acido nucleico de un
gen en especifico, lo cual desencadena en la pérdida de expresion del gen y/o la sintesis de

esa proteina en especifico [19].

Por otra parte, la respuesta antioxidante es uno de los mecanismos de defensa
celulares mas eficientes y también el mas vulnerable a ser atacado por compuestos téxicos.
Factores enzimaticos y no enzimaticos participan en este mecanismo de defensa ante la
presencia de ROS a nivel celular. Entre los factores enzimaticos involucrados en la respuesta
antioxidante encontramos a la enzima superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
enzima glutatién peroxidasa (GPx) y la enzima glutatién transferasa (GST). Entre los factores
no enzimaticos involucrados en la respuesta antioxidante estan la vitamina C y E, los
carotenoides, los flavonoides, compuestos de zinc y selenio, los aminoacidos (cisteina,

metionina), entre otros. [20].



El estrés oxidativo se relaciona, ademas con diversas enfermedades como
afecciones cardiovasculares (arterosclerosis, el infarto agudo al miocardio y la
hipertensidn), enfermedades neuroldgicas (esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de

Parkinson y Alzheimer), asi como diabetes[21].

La evaluacidon del riesgo en zonas industriales por la presencia de sustancias
quimicas requiere de la utilizacidon de biomarcadores (indicadores), que denoten exposicion
a estas sustancias en los organismos, asi como alteraciones en componentes, procesos,
estructuras, funciones celulares o bioquimicas inducidas por la exposicidon a las mismas.
Bajo esta premisa, es importante la utilizacion de biomarcadores de exposicién vy
biomarcadores de efecto. Los primeros son aquellos xenobidticos o sus metabolitos que
pueden ser medidos dentro de un organismo o a partir de sustancias excretadas por el
cuerpo; mientras que, los biomarcadores de efecto, son cualquier alteracidn bioquimica,
fisiolégica o de cualquier otro tipo dentro de un organismo causada por un xenobiético[22]
(en esta categoria entran ademds los biomarcadores de efecto temprano, que son
sustancias que permiten evaluar el desarrollo precoz de alguna enfermedad, incluso antes

de que se muestren los signos tipicos)[23].

En el caso de zonas industriales, el monitoreo de biomarcadores de exposicion y
efecto nos permite: 1) determinar qué tan elevada es la exposicion ambiental a ciertos
xenobidticos y con ello comparar (en el caso de que existan) con indices de exposicion
bioldgica o valores bioldgicos de tolerancia acordados por organizaciones internacionales y
gobiernos, asi como 2) determinar si se estd produciendo una condicién anormal debido a

dicha exposicion y asi proveer herramientas adicionales para un manejo clinico.

El monitoreo de biomarcadores para la evaluacion de sitios contaminados implica el
desarrollo y estandarizacién de protocolos que tengan en cuenta la adquisicion,
almacenamiento y tiempo de manejo de la muestra, asi como la revisién de procedimientos
analiticos disponibles para la cuantificacién del marcador y sus limitaciones con respecto a
la deteccidn, sensibilidad, precision y exactitud; ademas de la estandarizacion de un

protocolo que garantice un adecuado nivel de calidad y control[24].



Como se menciond inicialmente, las zonas industriales no solo traen consigo cosas
positivas, sino también una serie de posibles afectaciones principalmente a los sitios que
las circundan y, por ende, a la poblacion que los habita. Dentro de la poblacion que se ve
afectada en general, existen grupos que son mas vulnerables, entre ellos los nifios, los
adultos en plenitud, las mujeres embarazadas y las personas que tienen alguna enfermedad
cronica-degenerativa. La poblacion infantil, que es la que se estudid durante esta
investigacion, se encuentra aun mas vulnerable debido a que es diferente de manera
notoria de la poblacion adulta en cuanto a metabolismo y dieta, entre otros factores; y se
ha observado que, por cada kilogramo de peso, un nifio consume mayor cantidad de
alimento, tiene una frecuencia respiratoria mds elevada y beben mayor cantidad de
liquidos, por lo que puede concluirse que estan mucho mas expuestos que un adulto sano.
Por otro lado, su sistema biolégico aun estd en desarrollo, por lo que la exposicidn a
contaminantes puede ocasionar un dafio permanente. También es relevante mencionar
gue a edades tempranas es posible que no se metabolicen los compuestos toéxicos,
acumulandose entonces en el nifio y provocando posibles enfermedades a causa de dicha

acumulacién[25].



2. ANTECEDENTES

2.1.  ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS

Los metales pesados se definen quimicamente como elementos de transicion y post-
transicién, incluyendo a algunos metaloides como el arsénico y el selenio[26], ademas,
tienen una densidad elevada con respecto al agua[9]. Debido a su alta toxicidad se les da el
nombre alternativo de elementos potencialmente téxicos (EPT’s). A diferencia de otros
compuestos que resultan téxicos para un organismo, los EPT’s no se degradan, sélo se
asocian con otros compuestos como las enzimas, sustituyendo otros metales esenciales,
siendo la mayoria de las veces acumulados, por lo que su relevancia radica en que a bajas

concentraciones pueden ser elevadamente téxicos[9].

Los EPT’s se encuentran de manera natural en el ambiente; como constituyentes de
la corteza terrestre, emitidos por erupciones volcanicas y en forma de minerales. Sin
embargo, la emision de EPT’s por fuentes antrdpicas puede representar un problema de
salud publica, al ser liberados al ambiente en cantidades mucho mayores a las producidas
por fuentes naturales; emitiéndose como residuos a través de una gran variedad fuentes

tales como desechos farmacéuticos, domésticos, agricolas e industriales.

2.1.1. Presencia en zonas industriales
Como ya se menciond en el apartado anterior, las fuentes antrdpicas tienen el
principal impacto en el ambiente en la generacién de EPT’s. Las industrias que destacan en
la produccién de este tipo de desechos son la industria metalulrgica, asi como plantas
termoeléctricas o refinerias[9, 27]. La contaminacién ambiental por EPT’s también puede
darse por una serie de factores como la erosién del suelo, erosidn del suelo por iones

metalicos y lixiviacion de metales pesados [9] .

Las industrias de refinamiento de metales son de gran relevancia ya que muchas
veces, a partir de los productos de éstas se elaboran materias primas para otro tipo de

fabricas. Por lo general, se caracterizan por tener grandes instalaciones, sin embargo, como



se menciona anteriormente contribuyen en gran medida a la contaminacién del ambiente
por EPT’s. Segun Gutiérrez (2003), los principales EPT’s liberados por industrias de
refinamiento de metales en México son plomo, cadmio, zinc, arsénico, selenio y mercurio

[28]. El dafio al ambiente se da de la siguiente manera[29]:

1. Agua: Generalmente los desechos se pueden verter de manera intencional o accidental
como residuos acidos y reactivos con altos contenidos de EPT’s.

2. Aire: los contaminantes principales son gases, asi como particulas, los cuales provienen
generalmente de fundiciones.

3. Suelo: esta contaminacién se da principalmente por vertido o mal almacenamiento de

los desechos.

Por otro lado, las plantas termoeléctricas son instalaciones en las cuales se produce
energia a través de calor, el cual es generado a partir de la combustién (usando
combustibles fésiles normalmente), a pesar de las ventajas que éstas traen consigo,
contribuyen también de gran manera a la contaminacién por EPT’s, tal como se menciona
en parrafos anteriores. Durante el proceso de combustion se emiten al aire una gran
cantidad de compuestos. La mayoria de los combustibles fésiles que se utilizan en este tipo
de plantas suelen tener impurezas, las cuales también son emitidas al ambiente, entre tales

impurezas se encuentran mercurio, arsénico, cadmio, por mencionar algunos EPT’s[30].

El proceso de refinacion del petréleo consiste en el tratamiento de dicho compuesto
para transformarlo en productos que puedan ser mds accesibles tanto en uso como
econdmicamente. Este proceso es de gran relevancia en la economia de las naciones, sin
embargo, también trae consigo la emisién de una gran cantidad de compuestos, esto se da
principalmente debido a que el petrdleo contiene una gran cantidad de impurezas, entre
ellas algunos metales y metaloides que entran en el grupo de EPT’s. El tipo de impurezas y

la cantidad de éstas depende de la calidad del petréleo[31].



2.1.2. Metodologias de analisis
Existen diferentes metodologias de andlisis para EPT’s. Las que tienen mayor uso son
la espectrometria de absorcion atdmica (AAS) que analiza un solo elemento a la vez o la
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)[32], que ofrece un
analisis multielemental con mayor resolucidn y rapidez. Esta ultima es la que se utiliza
cuando las concentraciones son a nivel ultratrazas. A continuacion, se describen ambas

metodologias.

2.1.2.1.  Espectroscopia de absorcién atdmica
La espectroscopia de absorcidn atémica es una técnica que es usada para la
determinaciéon de ciertos elementos, por lo general metales, tanto a niveles traza como
mayoritarios. La técnica consiste, como su nombre lo indica, en la absorcién de radiacién
por atomos o iones elementales, los cuales han sido vaporizados de manera previa[33]. La
radiacidon que es absorbida puede ser en la region ultravioleta-visible (UV), de rayos X y de

fluorescencia; sin embargo, para el caso de los metales, se utiliza la region UV[32].

La técnica de la espectroscopia de absorcién atémica tiene ciertos requerimientos

tales como([32]:

1) Una fuente de radiacion, para hacer posible la incidencia de ésta en los atomos

del analito.
2) Monocromador, el cual va a aislar las lineas de resonancia.

3) Un atomizador, para hacer posible que la muestra pase a un estado de vapor y

pueda ser detectado, y finalmente,

4) Un detector, por medio del cual se determinardn las intensidades de los flujos

incidentes y emergentes.

Existen dos tipos de espectroscopia de absorcién atémica: a la llama y de horno de
grafito. En ambas se tiene una ldmpara de catodo hueco, que esta fabricada con el elemento
a analizar, pero a diferencia de la llama, el espectrofotometro de absorcion atdmica de

horno de grafito utiliza menos muestra y ademas es mas sensible que el espectrofotometro
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de llama. El funcionamiento de este ultimo consiste en la incidencia de un haz de luz por
una ldmpara de cdtodo hueco en una llama hacia un detector, de manera simultanea, la
muestra es aspirada hacia el interior de la llama en forma de gotas muy finas que se
evaporan en ésta[34], llamandose entonces atomizador de llama. El atomizador de llama se
encuentra compuesto por un mechero de flujo laminar, ademas cuenta con un nebulizador
de tubo concéntrico. Un esquema de dicho sistema de atomizacién se muestra en la Figura

1.
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Figura 1. Espectrometro de absorcion atémica a la llama

Por otro lado, el sistema de atomizacién por horno de grafito o electrotérmico
consiste en un sistema donde la atomizacidn se da en un tubo cilindrico de grafito abierto
por ambos extremos, en el cual se introduce la muestra por medio de un pequefo orificio
que tiene en la parte central. Es llamada atomizacion electrotérmica ya que el tubo es
ajustable a contactos eléctricos que también son de grafito y los cuales quedan a los
extremos del tubo. Los dtomos se encuentran dentro del tubo y al hacer incidir un haz de
luz, éstos absorben una parte de la energia. Los contactos eléctricos se mantienen dentro
de una cavidad metdlica, la cual se encuentra refrigerada por agua. Este tipo de atomizacion
cuenta con un flujo de gas externo y un flujo de gas interno, los cuales sirven para prevenir
la entrada de aire y para eliminar los vapores que se formaron por la matriz,

respectivamente[35].
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2.1.2.2. Espectrometria de masas con plasma acoplado

inductivamente
La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) es una
metodologia utilizada comuUnmente para llevar a cabo la cuantificaciéon de distintos
elementos de manera simultdnea, en diferentes matrices y con limites de deteccién muy

bajos, ademas de una buena selectividad, exactitud y precisiéon[36].

El ICP-MS consiste en un sistema de introduccién de la muestra, un sistema de
ionizacion, un analizador de masas, un detector de iones, un procesador de la seial y una

bomba para ejercer vacio. La funcién de cada una de las partes se describe a continuacién.

e Sistema de introduccion de muestra: la introduccién de la muestra al equipo,
generalmente se lleva a cabo por medio de un nebulizador, cuando la muestra se
encuentra en estado liquido. Por otro lado, si las muestras son sélidas existen otro
tipo de sistemas de introduccién de muestras, tales como laser o ablacién por
chispa.

e Sistema de ionizacion: una vez que la muestra se encuentra dentro del equipo, el
plasma (el cual se genera al someter el flujo de gas argén a un campo magnético
oscilante inducido por una corriente de alta frecuencia) provocarad la ionizacién de
ésta.

e Analizador de masas: en esta parte del equipo la relacion masa/carga (m/z) juega un
papel muy importante, ya que cada uno de los iones seran separados de acuerdo
con esta propiedad. El analizador utilizado en ICP-MS es un analizador cuadrupolar
el cual consiste en cuatro barras metalicas de seccion circular o hiperbdlica que se
encuentran dispuestas con gran precision sobre una circunferencia, de tal manera
gue el haz de iones incida sobre el centro del dispositivo, aplicando un potencial
constante y un potencial alterno de radiofrecuencia superpuesto[37].

e El detector: En esta parte los iones son detectados. En espectrometria de masas
existen diferentes tipos de detectores, sin embargo, para el caso del ICP-MS el mas
utilizado es el multiplicador de electrones. Este detector consiste en una serie de

dinodos que multiplican los electrones antes de llegar al anodo donde se mide la
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corriente. El espectro de masas muestra la corriente del detector en funcién de la
relacion m/z seleccionada por el campo magnético[38].
e Finalmente, pasan a través de un procesador de sefial, el cual arroja los espectros

de masas.

Las ventajas de esta metodologia son extensas como ya se menciond anteriormente,
por lo que se prefiere sobre otras, pues aunado a lo anterior, los tiempos de analisis son
cortos y ademas; es capaz de analizar una gran parte de los elementos de la tabla

periddica[35].

Cabe mencionar que tanto para AAS e ICP-MS es necesario hacer una dilucion si son
muestras con una matriz sencilla, o una digestidn si éstas son muestras de matriz compleja;
esto con el fin de evitar que existan interferencias o que algunas partes del equipo tales

como el nebulizador adquieran algun tipo de impureza.

2.2. FLUORUROS

El fldor se encuentra de manera comun en la naturaleza, pero raramente en forma
elemental. Los principales compuestos de flior son los fluoruros o compuestos como la
fluorita, fluorapatita y criolita, entre otros. Los fluoruros se definen como compuestos
binarios o sales de flUor y otro elemento, se encuentran de manera natural en el planeta,
principalmente en rocas, carbdn, arcillas y suelos; por ende, se encontraran en cuerpos de
agua que tengan contacto con los materiales mencionados anteriormente. En aire, de

manera natural, estos compuestos son encontrados debido a las erupciones volcanicas[39].

Ademas de encontrarse de forma natural, en algunos paises como Estados Unidos,
Canada, Brasil, Australia, Espafia, Argentina, Korea del Sur y Nueva Zelanda los fluoruros
son adicionados al agua en forma de fluoruro de sodio, el cual se disuelve de manera
rapida[40] y son encontrados en diversos productos dentales para prevenir las caries, en los
alimentos pueden encontrarse fluoruros debido a suelos contaminados con estos
compuestos o por el uso de fertilizantes que contengan fosfatos. Por otro lado, los fluoruros
también pueden encontrarse en zonas donde haya industrias que se dediquen a la

fabricacidn de acero, produccion de acido fluorhidrico, elaboracién de refrigerantes, etc.,
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también es emitido por las plantas termoeléctricas, y algunas otras industrias que llevan a
cabo procesos con altas temperaturas ; las principales emisiones que se liberan son gas de

fluoruro de hidrégeno o fluoruros particulados.[39].

Es importante mencionar que la exposicidn ya sea por la ingesta de alimentos o agua
contaminada, o por respirar estos compuestos, asi como exposiciéon dérmica, en una
cantidad elevada, puede dafiar al ser humano, provocando estrés oxidativo, fluorosis

dental, fluorosis en el esqueleto y neurotoxicidad[41-44].

2.2.1. Presencia de fluoruros en suelos y agua

Los fluoruros en suelos se encuentran a niveles altos, ya que, la lixiviacién sdélo
elimina una pequefia cantidad de estos compuestos. También pueden encontrarse debido
a la cercania a zonas industriales que emitan fluoruros o, como ya se menciond
anteriormente, por el uso de fertilizantes fosfatados, ademas de la presencia de minerales
con alto contenido de fluoruros. Una vez en el suelo, pueden acumularse en las raices de
las plantas o en las hojas cuando el polvo lo deposita en éstas[39], la cantidad de fluoruros
gue se acumule dependerd en gran parte del tipo de planta, si la planta es ingerida por
animales los niveles de fluoruros en éstos aumentardan y se acumularan en la estructura

Osea, sin embargo, el consumo de carne no representa un riesgo para el humano.

La contaminacién del agua por fluoruros se debe de manera principal al suelo, ya
gue, como se menciona en parrafos anteriores, existen minerales como criolita, fluorita y
fluorapatita, que forman depédsitos, y los fluoruros pueden tener contacto con cuerpos de
agua, como rios, lagos y afluentes subterraneos. Debido a que muchas veces la demanda
de agua sobrepasa la abundancia de ésta, en algunas poblaciones se toma de depdsitos

subterraneos, lo cuales cominmente, contienen altos niveles de fluoruros.

Los niveles promedio de fluoruros en aguas superficiales se encuentran alrededor
de 0.2 mg L%, mientras que en agua potable se encuentra en un intervalo de 0.02 a 1.5 mg
L'L. Como se menciond anteriormente, el flior no sélo se encuentra de manera natural en

el agua, en algunos casos también es agregado al agua como medida preventiva de caries
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dental[39, 45]. Segun la norma mexicana NOM-127-SSA1-1994 el nivel permitido en agua
potable es de 1.5 mg L™* [46] y la NOM-041-SSA1-1993 establece el limite de 0.7 mg L2 [47].

2.2.2. Metodologias de analisis
Existen diversas metodologias de analisis para cuantificar fluoruros en diversas
matrices. Las que comunmente se usan son la cromatografia de gases y el método
potenciométrico con un electrodo de ion selectivo, sin embargo, también puede
cuantificarse por otros métodos como el espectrofotométrico, el enzimdtico y

fluorométrico. Para fines de ésta investigacidn, se describira el potenciométrico[39].

El electrodo de ion selectivo (ISE, ion selective electrode) segun la Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR, por sus siglas en inglés) es el

método mas usado para la cuantificacién de fluoruros[39].

Un electrodo de ion selectivo es especifico para cada ion. El principio de estos
electrodos consiste en una membrana semipermeable, que separa dos fases, de tal modo
que, el transporte de material entre las fases se modifica o inhibe, de manera diferente a lo
que seria si las dos fases estuvieran en contacto directo[48]. Para el caso de fluoruros, esta
membrana esta formada por fluoruro de lantano y permite el movimiento de los iones
fluoruro de un lado del cristal al otro lado. Los iones hidroxido (OH") tienen un radio similar
al del fluoruro; por lo que pueden sustituirlo en ciertos minerales y pasar a través de la
membrana del electrodo; por lo tanto, es recomendable que el electrodo de fluoruro de
lantano no se empleé a valores de pH basicos. El electrodo de ion selectivo consiste en un
tubo cerrado por una membrana del material anteriormente mencionado, al cual se le
afiade fluoruro de europio para producir la formacién de lagunas reticulares de aniones en
el cristal, asi los iones fluoruro pueden pasar de un lado a otro de la membrana provocando
una diferencia de potencial, la cual es necesaria para el funcionamiento adecuado del
electrodo[49]. El tubo contiene una solucidn de fluoruro de sodio de concentracion de 0.1
M ademads de cloruro de sodio (NaCl), esto con motivo de mantener un potencial estable
en el electrodo de referencia el cual estd hecho de plata y es recubierto con cloruro de plata.

Teniéndose una solucidn diluida de fluoruros en la cual el electrodo es sumergido, los iones
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fluoruro pasan del interior de la membrana al exterior de la membrana, generando una
carga negativa en el exterior de ésta. La magnitud de la carga dependera de la concentracion
del ion fluoruro en la solucidon[34]. Actualmente, los electrodos de ion selectivo para
fluoruros son capaces de medir concentraciones en el orden de pg L™ con elevada precision.
Para una medicion certera de la concentracidn de los iones fluoruro es necesario el uso de
una sustancia que sea capaz de ajustar la fuerza idnica, en este caso se utiliza una disolucién
amortiguadora de la fuerza idnica total (TISAB, Total lonic Strong Adjustment Buffer), con
el fin de minimizar el error debido a la concentracion idnica de los patrones y del analito. El
pH de la solucién debe mantenerse entre 5.0 y 5.5, ya que a este pH predomina el ion
fluoruro[49]. Es importante resaltar que, en muestras biolégicas como orina para el caso de
este estudio en especifico, se le afiade acido etilendiaminotetraacético (EDTA, por sus siglas
en inglés) con el fin de acomplejar algunos metales como el aluminio o hierro, que pudieran

crear alguna interferencia.

2.2.  8-HIDROXI-2'-DEOXIGUANOSINA

Como ya se menciond anteriormente, cuando existe un desbalance entre los
agentes oxidantes y las defensas contra este tipo de compuestos se produce una situacion
llamada estrés oxidativo, la cual producird ciertas moléculas entre las cuales se encuentra
la 8-OHdG. Como se muestra en el apartado anterior existen diferentes formas para poder
medir el estrés oxidativo, entre los biomarcadores de efecto se encuentran la 8-OHdG o 8-
0x0-dG y 5-OH-mdU. El biomarcador 8-OHdG, es uno de los biomarcadores mas utilizados,
debido a que es el producto oxidativo de mayor abundancia en el ADN y ha sido de gran
importancia, pues se ha encontrado que es un marcador sensible y especifico de dano
oxidativo en el ADN, ya sea cuando un individuo ha estado expuesto a xenobidticos,
radiacion o debido al padecimiento de ciertas enfermedades. La exposicién a los
xenobidticos o a la radiacidn puede contribuir a la formacion de radicales libres en exceso
y a su vez un estado de estrés oxidativo, por lo que la presencia de 8-OHdG dependera de
la capacidad antioxidante y las actividades enzimaticas reparadoras del ADN. La generacion
de este biomarcador se presenta en la Figura 2[50]. Cuando el equilibro entre la produccion

de ROS y los mecanismos antioxidantes fisiolégicos se descompensa, los radicales libres
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pueden llegar a interaccionar con el material genético generando diversas lesiones en el
ADN. La 8-OHdG es una molécula promutagénica y un marcador bioldgico de estrés
oxidativo producido por la interaccion de la 2'-desoxiguanosina (2'-dG) con radicales
hidroxilo (OH"), los cuales reaccionan con la posicién 8 de la 2’-dG y son los principales
radicales libres implicados en el dafio oxidativo. Ademas, la 8-OHdG es capaz de aparearse
con adenosina en vez de citosina durante la replicacién, causando la transversionde Ga T,
entonces la presencia de 8-OHdG puede llevar a la mutagénesis. Sin embargo, el proceso
de reparacion de 8-OHdgG tiene como resultado la escision del aducto 8-OHdG
aumentando su concentracién en suero y que puede ser excretado por la orina[51]. Debido

a su facil recoleccién, el 8-OHdG es un buen marcador para el estrés oxidativo.
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Figura 2. Formacion de la 8-OHdG

2.3.1. Metodologias de analisis
Existen diversas metodologias para el anadlisis de la 8-OHdG, entre los cuales se
encuentran GC-MS, HPLC-MS/MS, HPLC-ED y algunos métodos inmunoquimicos. Siendo los
3 primeros los mayormente utilizados[52]. Cada una de estas 3 metodologias, necesita
como paso previo la extraccidn en fase sélida, que permite eliminar interferencias de matriz

(orina en este caso), quedando finalmente el analito de interés.

La cromatografia de gases (GC) consiste en la volatilizacion de la muestra la cual es

inyectada en una columna cromatografica y tiene un arrastre por una fase mévil gaseosa,
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la cual es llamada gas portador[53]. El analito debe ser un gas o un liquido volatil, éste es
inyectado a través de un septo en un inyector caliente, en el cual se evapora rdpidamente.
El vapor que se genera es arrastrado por la fase movil, que es un gas, a través de la columna
cromatografica. Una vez que los analitos se separaron llegan al detector de masas
(espectrometro de masas, MS), la sefial aparece en una computadora o un registrador que
esta conectado al detector. Para que los analitos eluyan de manera correcta, la columna
debe de tener una temperatura que provoque que los analitos alcancen una presion de
vapor que sea la adecuada para que estos se encuentren en forma gaseosa y puedan ser
detectados[54]. Sin embargo, esta técnica en especifico tiene la desventaja de que se
sobreestimen las cantidades del biomarcador 8-OHdG, ya que, durante el paso de
derivatizacién las bases no oxidadas de ADN se dafan, produciendo entonces la

8-OHdG[55].

Por otro lado, la cromatografia de liquidos de alta resolucidon (HPLC, por sus siglas
en inglés) es una de las mas utilizadas debido a que es ideal para determinaciones
cuantitativas con una exactitud elevada, ademas de que se puede aplicar a un gran numero
de sustancias que son utilizadas en distintos ramos de la ciencia[56]. Este tipo de
cromatografia consiste principalmente en la separacion de los componentes de una mezcla
basandose en las interacciones quimicas que existen entre el analito que se desea analizar
(en este caso 8-OHdG) y la columna cromatografica; usando una fase moévil para el
transporte del analito, ademas de presiones altas para lograr que la fase movil pase a través
de la columna (fase estacionaria) y que los voliumenes que se administren al cromatodgrafo
sean reducidos. Para la separacidn de los analitos, se pueden usar dos métodos de elucién:
el método isocratico y el método en gradiente. Para el caso del biomarcador a analizar, de
acuerdo con la literatura consultada, se utiliza el método en gradiente. El método en

gradiente consiste en una variacién del porcentaje de la fase mévil. [57].

En el caso de la separacion por HPLC, existen dos sistemas de deteccién para la 8-
OHdG, el detector electroquimico y el espectrometro de masas (el cual se utiliza también

en la separacion por cromatografia de gases). Ambos sistemas se describen a continuacion.
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Detector electroquimico: La deteccién electroquimica es una técnica que ofrece una
buena sensibilidad, especificidad y amplia aplicabilidad, especialmente para
compuestos orgdnicos. Cualquier especie que sea capaz de ser reducida u oxidada
podra ser detectada. En el detector electroquimico se emplean 3 electrodos, el
electrodo de trabajo; en el cual se lleva a cabo la reduccién u oxidacién, asi como
también el electrodo auxiliar y el electrodo de referencia, los cuales compensan
cualquier cambio en la conductividad por la fase mavil. El proceso electroquimico
tiene lugar en la superficie del electrodo, la reaccién procede de manera muy rapida
y casi hasta finalizar. Existen 3 diferentes tipos de detectores electroquimicos:
detector amperométrico, detector culombimétrico y detector voltamperométrico.
El detector amperométrico consiste en la aplicacién de un determinado potencial al
electrodo de trabajo, midiendo entonces la intensidad de la corriente resultante de
la reaccién electroquimica que ocurre en este electrodo, la superficie del electrodo
de trabajo en este tipo de detector es de aproximadamente 0.5 cm?. El detector
culombimétrico al igual que el amperométrico se aplica cierto potencial al electrodo
de trabajo, sin embargo, el electrodo de trabajo es de una superficie mayor. Por otro
lado, el detector amperométrico implica la aplicacidon de un potencial variable al
electrodo de trabajo, seguida de la medida de la intensidad de la corriente
resultante de la reaccidén que se llevd a cabo en el electrodo[58]. El detector que es
utilizado para la determinacidon de 8-OHdG es el detector amperométrico, ya que
dicha metodologia oxida los aductos del DNA en una gran variedad de matrices. Sin
embargo, la metodologia tiene la desventaja de que en matrices como orina, un gran
numero de especies que pueden ser oxidadas o reducidas, causando interferencias
de matriz[55]. Por ultimo, el detector voltamperomeétrico consiste en la aplicaciéon
de un potencial sobre una celda electroquimica monitoreando entonces la corriente
resultante a través de esta celda. Esta metodologia es ampliamente aplicada en
HPLC, cabe mencionar que ademas; es una técnica activa, ya que el potencial
aplicado provoca un cambio en la concentracién de una especie electroactiva en la

superficie del electrodo, esto debido a una reaccion de éxido-reduccién[59].
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La espectrometria de masas es la otra forma de deteccidén para HPLC y para GC. Es
considerada una de las técnicas mas sensibles para la deteccion del biomarcador 8-
OHdG. El principio de la espectrometria de masas consiste en la generacién de iones
a partir de compuestos, ya sea orgdnicos o inorganicos mediante un método
adecuado, los iones son separados por su relacion m/z y son detectados de manera
cualitativa y cuantitativa a partir de esta relacién y de su abundancia por medio de
un dispositivo adecuado. La espectrometria de masas se diferencia de las técnicas
espectroscépicas debido a que no utiliza ningun tipo de radiacién, ademas los
procesos que se llevan a cabo en este tipo de técnica son quimicos, por lo que se
considera una técnica destructiva y la muestra no se puede recuperar como en otro
tipo de técnicas[60]. Para poder cumplir con cada una de estas funciones es
necesario que un espectrometro de masas cuente con sistemas de introduccién de
muestras, sistemas de ionizacion, analizador para la separacidn de iones y sistema
detector y analizador[61]. En este trabajo, para la determinacion de la 8-OHdG en
muestras de orina, se realizé una extraccion en fase sélida con cartuchos HLB para
eliminar algunos interferentes de matriz y la muestra extraida se separd por HPLC
utilizando una columna de fase inversa, el eluyente de la columna cromatografica
fue introducido al espectrometro mediante el dispositivo de electronebulizacion
(ESI) como fuente de ionizacidn y se utilizé el instrumento de trampa de iones como
separador de masas. Una caracteristica particular de la trampa de iones es que
permite realizar varios ciclos de fragmentacién de iones seleccionados, sin embargo,

presenta baja resolucidn.
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3. JUSTIFICACION

El municipio de Salamanca se encuentra geograficamente ubicado en la regidn
suroeste del estado de Guanajuato y forma parte del corredor industrial del bajio, esto es
debido a la gran cantidad de empresas que se encuentran ubicadas en dicho municipio,
entre ellas la refineria “Ing. Antonio Manuel Amor”, la planta Termoeléctrica de la CFE,

entre otras.

El hecho de ser una zona altamente industrializada conlleva a la emisién de una gran
cantidad de sustancias quimicas contaminantes afectando la calidad del ambiente. Las
principales emisiones, por el tipo de empresas que se encuentran en este municipio son
COV’s, HAP’s, 6xidos de nitrégeno, de carbono y azufre, asi como particulas finas y EPT’s,
representando estos un riesgo para la salud de la poblacién, debido a que algunos de ellos
pueden provocar condiciones a nivel celular de estrés oxidativo que a largo plazo puede
traer consigo la aparicién de diversas enfermedades. Estas enfermedades pueden ser
minimizadas si la deteccidn del contaminante, asi como del efecto se da en etapas

tempranas como la nifiez.

Por lo anterior, y con base a diversos estudios realizados previamente, en donde se
encuentra la presencia de EPT’s en suelos y polvos de la ciudad de Salamanca y la presencia
de fluoruros en agua de esta ciudad[62] es necesaria la implementacion y validaciéon de
métodos analiticos que sirvan para la cuantificacién de estos elementos, asi como de

biomarcadores de estrés oxidativo.

La disponibilidad de métodos precisos y sensibles permitiran definir con mayor
precision las relaciones entre multiples exposiciones quimicas y efectos sobre la salud, de

manera tanto cualitativa como cuantitativamente.

Es importante mencionar que la poblacion evaluada fue de nifios de entre 6 y 15
afios de edad, esto debido a la vulnerabilidad que presentan a ciertas sustancias por su
metabolismo, ademas, el biomonitoreo en nifos es un instrumento util en la formulacion

de politicas de salud ambiental[63].
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4. OBIJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Cuantificar los niveles EPT’s y fluoruros presentes en los nifios que viven en zonas
circundantes a las principales industrias ubicadas en la ciudad de Salamanca, Gto., ademas
de montar un procedimiento analitico para evaluar estrés oxidativo en esta misma

poblacion.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar la poblacién de estudio para el monitoreo bioldgico

2. Determinar los niveles de EPT’s en muestras de orina de la poblacién seleccionada,

por medio de espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.

3. Cuantificar los fluoruros presentes en la orina de la poblacion elegida por medio de

un electrodo de ion selectivo.

4. Desarrollar y aplicar la metodologia analitica necesaria para determinar la
concentracion del biomarcador 8-OHdG presente en orina de nifios residentes de

Salamanca, Gto., por medio de HPLC-ESI-IT-MS/MS.

5. Determinar la concentracion del biomarcador 8-OHdG presente en orina de nifios

residentes de Salamanca, Gto., por medio de HPLC-ESI-IT-MS/MS.
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5. METODOLOGIA

5.1. SELECCION DE LA LOCALIDAD Y POBLACION
La ciudad de Salamanca en el estado de Guanajuato se destaca por la presencia de
una gran cantidad de industrias, las cuales son fuente de emisién de diversos compuestos,
dichos compuestos suponen un riesgo a la salud. Por esta razdn se eligieron 4 escuelas
ubicadas en las localidades que circundaban a las empresas ubicadas en esta ciudad. Se
seleccioné ademds una poblacidn control, que no tuviera presencia de industria. La
poblacion control se localizé en la localidad de “Lo de Sierra” del municipio de Irapuato,

Guanajuato. En la Figura 3 se muestra la ubicacién de las escuelas y las industrias.

- e . 0 G
o. ; : JK Rzl
Figura 3. Ubicacién de las escuelas con respecto a las principales industrias
Gto.

5.2. SELECCION DE LA POBLACION
La poblacién estudiada fue un total de 114 nifios de entre 6 y 15 anos asistentes a 4
escuelas cercanas a las principales industrias de la ciudad de Salamanca. Para el caso de la

poblacién control se estudiaron 21 nifios de entre 6 y 12 afios.

23



5.3. ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO
Para llevar a cabo el estudio, se obtuvo la aprobacion del Comité de Bioética de la
Universidad de Guanajuato, el cual avalé que los procedimientos que se llevaron a cabo se
apegan al protocolo establecido. También se solicité y obtuvo el permiso de las autoridades

correspondientes del municipio.

Se llevaron a cabo platicas informativas para los padres o tutores de los nifios que
participaron en el estudio, esto con el fin de que conocieran los objetivos del proyecto, asi
como los posibles riesgos y los beneficios que tiene dicho estudio. Como la edad de la
poblacion no sobrepasd los 18 afos, fue necesario solicitar la firma del padre o tutor como

aceptacion de lo establecido en un consentimiento informado.

Los resultados seran informados a los padres o tutores de los nifios participantes,

una vez concluido el estudio.

Es importante mencionar que no fue obligatoria la permanencia de los participantes,
por lo que el padre o tutor tuvo la opcidn de retirar al nifio del estudio realizado en el

momento que él lo considerara adecuado.

5.4. EVALUACION DE FACTORES DE RIESGO
Se evaluaron factores como estado de salud general del nifio, higiene, ubicacién de
la vivienda, asi como diversos habitos que indicaran un factor de riesgo. Adema3s, se
realizaron mapas en donde se ubicaron cada uno de los participantes en el presente
estudio, esto con el fin de saber si existian zonas de riesgo por las empresas que se

encontraban cerca de los domicilios.

5.5. PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRA
Las muestras se colectaron en frascos de polipropileno, nuevos y estériles,
colectdndose la primera orina de la mafiana. Las muestras se mantuvieron a una
temperatura de 4°C durante su traslado y a -20 °C una vez en el laboratorio y hasta su

analisis[64].
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5.6. DETERMINACION DE EPT’s

5.6.1. Tratamiento previo del material
Los tubos cénicos de polipropileno utilizados para la digestion de la muestra fueron
lavados previamente y enjuagados con agua destilada. Posteriormente se enjuagaron con

acido nitrico al 2%. Y finalmente con agua grado HPLC.

5.6.2. Digestidon

Los tubos cdnicos de polipropileno en los cuales se colocaron 500 uL de muestra son
pesados previo a la adicién de la muestra y de manera posterior. Subsecuentemente, se
adiciond 1 mL de HNOs concentrado (SIGMA-ALDRICH, Grado HPLC) y 500 uL de una
solucién de estandar interno (Agilent Technologies, Internal Std. Mix, 100 pg mL? de 6-Li,
Sc, Ge, Rh, In, Tb, Lu, Bi en una matriz de 10% HNO3/PART NUMBER 5188-6525) y la mezcla
fue puesta a reflujo durante 3 horas a 105°C (o se mantuvo 8 horas a temperatura
ambiente). Transcurrido el tiempo y dejando enfriar (si fue aplicado calor), fueron
adicionados 500 pL de H20; al 30% (J.T. Baker, Grado reactivo) y se colocé nuevamente en
reflujo durante 1 hora. Una vez pasado el tiempo, los tubos se destaparon y se dejé
evaporar la mezcla hasta un volumen aproximado de 500 pL. El volumen final de la mezcla
fue diluido con 5 mL de una solucidn de HNOs al 2%. El tubo fue pesado y el contenido se

trasvasé a tubos de polipropileno.

5.6.3. Analisis de las muestras

Inicialmente, se leyd una curva de calibracion, de la cual el rango lineal fue de 0.1 a
20 pg L. El estandar interno utilizado fue el indio, encontrado en la mezcla comercial de
Agilent mencionada en el parrafo anterior. Las muestras fueron analizadas en un
espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS 7900, Agilent
Technologies) acondicionado previamente. Las condiciones de trabajo se muestran en la

Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de trabajo del ICP-MS
Espectrémetro ICP-MS 7900 Agilent Technologies

Se introduce por medio de un nebulizador Micro Mist y una cdmara de
Introduccion de la muestra rocio, la cdmara de refrigeracion tiene efecto Peltier. El sistema de
Introduccion de las muestras es de bajo caudal.

Velocidad de flujo (mL min) 1
Poder de RF (W) 1550
Numero de réplicas 3
Interfase Conos de Ni

Limites de aceptacién parala | Li>20 000 cps, Y >100 000 cps, Tl > 100 000 cps, CeO/Ce < 3%, Ba?*/Ba* <
solucién de optimizacién 3%

Modo de escaneo Altura de pico

Masas analiticas y sus

o, 1y, 32Cr, 75As, 111Cd, 20%2Hg, 208Pb, 197Ag, 53Cu, 1%5In (estdndar interno)
isdtopos

Velocidad de flujo del gas (L min?)
Gas acarreador ‘ 1.2

Lentes idnicos (conjunto de lentes de extraccion Omega con x-lentes)

Lentes de extraccion -160 (V)
Lentes Omega 11.2 (V)
Pardmetros del detector
Tiempo muerto (ns) 40
Analdgico (V) 2139
Pulso (V) 1048

Para dicho estudio se analizaron blancos entre cada 10 muestras, ademas se analizé
también un estandar certificado (Control liofilizado de orina para elementos traza, nivel |,
ClinChek® RECIPE Chems.), el cual sirvié como control de calidad y contenia los elementos
de interés para el presente estudio. El estandar certificado fue resuspendido tal y como
indica el proveedor (RECIPE), la solucion obtenida junto con los blancos y las muestras

estudiadas fueron analizadas empleando el mismo protocolo.

5.7. DETERMINACION DE FLUORUROS
5.7.1. Preparacién de soluciones
Para el analisis de las muestras se prepard una solucién de TISAB, la cual contiene
acido acético (J.T. Baker®, Grado Reactivo), cloruro de sodio (Fermont, Grado Analitico),
citrato de sodio (Karal, Grado Analitico) y se ajustd a un pH entre 5.0 y 5.5. Ademas, se

prepard una solucién patrén de 100 mg L de fluoruros, para la cual, se pesaron 0.221 g de
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NaF (Jalmex, Grado Analitico) previamente secado en horno durante 2 horas a 105°C Una
vez preparada la solucidn de fluoruros se prepararon soluciones de 1y 10 mg L, para llevar
a cabo la calibracion del equipo, en la cual, segun las especificaciones del equipo (Thermo
Scientific Orion Star™), la magnitud de las concentraciones de las soluciones debe de variar

en multiplos de 10.

5.7.2. Analisis de las muestras

24 horas antes del analisis de las muestras se les adicion6 0.01 g de EDTA (Jalmex,
Grado Analitico,) por cada 5 mL de muestra y se dejaron a 4°C. Una vez transcurrido el
tiempo, se pasé una alicuota de 1 mL a un vaso de precipitados de polipropileno y se le
adiciond la misma cantidad de la solucién de TISAB previamente preparada. Las muestras
fueron leidas por triplicado con un electrodo de ion selectivo Thermo Sicentific conectado
al equipo mencionado en el parrafo anterior, obteniendo los resultados en ug L. Previo al
anadlisis de las muestras, se realizé la calibracién del equipo, cuidando que la pendiente

tuviera un valor de -57+2 mV, la cual indica la sensibilidad del instrumento.

Para el control de calidad en esta determinacion, se utilizd el mismo estandar
empleado para la determinacion de metales y fue tratado de la misma forma que las

muestras para la medicién de fluoruros.

Los resultados obtenidos fueron corregidos por creatinina, la cual fue determinada

por el método colorimétrico de Jaffé [65], empleando un Kit de creatinina SPINREACT®.

5.8. ANALISIS ESTADISTICO (EPT’s Y FLUORUROS)

Se llevd a cabo un andlisis estadistico descriptivo y exploratorio (media, desviacién
estandar, minimo, maximo, frecuencias y normalidad) de las variables continuas (edad y
niveles de cada uno de los elementos analizados (Pb, Cd, As, V y F)). La concentracion de
cada uno de los analitos que se cuantificaron no cumplié con los criterios de normalidad,
por lo que fue necesario realizar un andlisis bivariado para muestras no paramétricas
(Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney). Para las variables categdricas, como el género y
zonas de residencia se llevé a cabo un andlisis descriptivo por medio de frecuencias. El

analisis se realizé con el programa estadistico IBM SPSS versién 21.
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5.9. DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE 8-OHdG POR
HPLC-ESI-IT-MS/MS.
5.9.1. Establecimiento de parametros instrumentales para la determinacion de 8-
OHdG por HPLC-ESI-IT-MS/MS.
Se realizaron curvas de calibracién con el estdndar 8-OHdG (sigma) en fase mévil con
un intervalo lineal de 5 a 100 ng-mL™ e inyectando 10 pL en cada punto de calibracion. Se
realizo la inyeccion de tres repeticiones de cada punto de la curva. En la siguiente tabla se

muestran los pardmetros del equipo y las condiciones de separacién.

Tabla 2. Condiciones de trabajo del HPLC-ESI-IT-MS/MS
Cromatografo HPLC UltiMate 3000 de Dionex Thermo Scientific
Espectrémetro de masas AmaZon SL de Bruker Daltonics con electronebulizador ESI +
Condiciones de separacion
Columna C-18 de nucleo sélido (2.6 pm de tamafio de particula, 30 mm x 2.1 mm
didmetro interno, 100 A)
Fase movil A -- Formiato de amonio 5 mM; B — acetonitrilo con acido férmico al 0.1%
Método de elucion Método en gradiente (0 min 3% B, 15 min 30 % de B, 18 min 80% B, 20
min 3% B)
Velocidad de flujo 0.2 mL/min.
Fuente de lonizacién por electronebulizacion
Voltaje de 4000 V
electronebulizacién alternado
Voltaje de plato 500V
Gas nebulizador y secado Nitrégeno (N2)
Presion de gas nebulizador 1.8 Bar
Flujo del gas de secado 6 mL mint
Temperatura de fuente 200°C
Voltaje de salida del capilar 140V

Los espectros de masas se adquirieron en modo de operaciéon “UltraScan” para un
rango m/z 50-400 con un control de carga de iones (ICC) ajustado a 100,000 con tiempo
maximo de acumulacion de 100 ms. La trampa fue calibrada de manera externa con una
mezcla de tuning (“ESI tuning Mix” de baja concentracion, Agilent). Se utilizé ajuste de
parametros inteligente (SPS) para una m/z 250. El Helio fue el gas de colision. La
cuantificacion se realizé mediante el modo MRM (Monitoreo de Reacciones Multiples) y el
aislamiento de iones se realizé con Am/z+2, 100 ms de tiempo de adquisicion y amplitud
de fragmentacion fue de 0.5 V. La adquisicion de masas de los iones en modo MRM fue
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para MS de 284 m/z y MS/MS de 168 m/z. El software utilizado para la cuantificacién de los
resultados fue Bruker Quant Analysis calculando las d4reas de pico de los iones

cuantificadores de sus respectivos cromatogramas de MRM.

5.9.2. Determinacion de 8-OHdG en muestras de orina por HPLC-ESI-IT-MS/MS.

5.9.2.1. Extraccion en fase sdlida de 8-OHdG de muestras de orina

Acondicionamiento de la muestra

Las muestras de orina se acidificaron con HCl 2N para ajustarlas a un pH 4-5 y se

mantuvieron almacenados a -20°C hasta el anilisis.

Preparacion de la muestra y extraccién de la 8-OHdG

Las muestras fueron descongeladas a una temperatura de 37 °C por 10 min para
redisolver el posible precipitado de 8-OHdG que pudo formarse durante el tiempo
almacenado. Una vez descongelada se homogenizaron por 1 minuto para después
centrifugar a 10 000 x g por un tiempo de 10 minutos. Posteriormente, se tomaronde 3 a5
mL del sobrenadante (dependiendo de la cantidad de creatina) y fueron diluidos con agua
en proporcion 1:1. El cartucho de extraccidén en fase sélida que contiene un relleno con
balance hidrofilico-lipofilico (Oasis HLB cartridge (6cc, 200mg)) se preparé adicionando 5 mL
de MeOH (Grado HPLC) y posteriormente 6 mL de agua (Grado HPLC). La muestra diluida
fue cargada en el cartucho y una vez que ésta pasé a través del cartucho, se adicionaron 3
mL de agua para el lavado. La muestra fue eluida con 4 mL de agua:acetonitrilo (se vario la
relacion desde 1:10, 1:5 y 1:1, v/v) y usando un evaporador SpeedVac se evapord a
sequedad. El residuo se resuspendié en 200 uL de la fase mévil inicial (formiato de amonio

5 mM y acetonitrilo con acido formico al 0.1% (v/v)).

Adicionalmente, se realizé la adicién de estandar (50 ng-mL! 8-OHdG, Sigma H5653-
5MG) a 5 mL de muestra de orina antes y después del procedimiento de extraccion. Antes
de la inyeccién al sistema cromatografico, las muestras y las soluciones de calibracion

fueron filtradas (filtros Whatman 0.22 um, PTFE).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos durante la realizacién del
trabajo de tesis de acuerdo con el objetivo general planteado que consistié en cuantificar
los niveles EPT’s y fluoruros presentes en muestras de orina de los nifilos que viven en zonas
circundantes a las principales industrias ubicadas en la ciudad de Salamanca, Gto., ademas
de montar un procedimiento analitico para evaluar estrés oxidativo en esta misma

poblacién.

Para alcanzar este objetivo general, se seleccioné una poblacion de nifios de entre 6
y 15 afios, esto debido a que la exposicidn al agente téxico puede ser mayor, ya que en esta
edad se realizan una gran cantidad de actividades al aire libre; esto puede implicar contacto
cutaneo, ingestién e inhalacion del agente todxico. Es importante considerar que la
frecuencia respiratoria de un nifio es mas elevada (12 a 30 respiraciones por minuto, en
rango de edad de 6 a 18 afos[66]). Ademads, es probable que la poblacién de esta edad
tenga menos cuidado con el lavado de manos antes de llevarlas a la boca. Por otro lado, la
poblacién de esta edad se considera vulnerable ya que los procesos de metabolismo son
mas rapidos y absorben una mayor cantidad del contaminante (especialmente si este es
ingerido), ademas de que el biomonitoreo en nifios puede ser un instrumento util en la
formulacidn de politicas de salud ambiental. Una vez seleccionada la poblacién se procedid
a la evaluacién de biomarcadores de exposicion (EPT’s y fluoruros) y biomarcadores de
efecto (8-OHdG) en muestras de orina de la poblacion seleccionada. Por ello, los resultados
obtenidos se describen en dos etapas: en la primera etapa se describen las caracteristicas
de la poblacién seleccionada y la poblacion control, asi como la determinacion de los niveles
de EPT’s y fluoruros en muestras de orinas de ambas poblaciones. En la segunda etapa, se
presentan los resultados obtenidos del desarrollo del procedimiento para la determinacién

de 8-OHdG en orina por HPLC-ESI-IT-MS/MS como biomarcador de estrés oxidativo.
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6.1. ETAPA 1: DETERMINACION DE EPT’S Y FLUORUROS
Como ya se menciond en apartados anteriores, la ciudad de Salamanca es una regién
altamente industrializada, lo que puede llevar a hallazgos de elevados niveles de
contaminantes en sus habitantes. Tanto los fluoruros como los EPT’s representan un riesgo

para la salud.

En la Figura 4 se muestra la ubicacidon de las diferentes escuelas a las que asistia la
poblacion estudiada, asi como las principales industrias en el municipio de Salamanca y la
ubicacién de las viviendas. En azul se muestra la zona 1, la zona 2 en amarillo y en rojo se
muestra la zona 3. De acuerdo con el Programa de Reordenamiento Ecolégico del municipio
de Salamanca, la direccién predominante de los vientos es de oriente a sur[67], por lo que
se espera que la zona 3, sea la mas afectada la direccidn del viento; esto debido a que las

particulas contaminantes van en esa direccion.
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Figura 4. Ubicacién de la poblacién con

LAS FLECHAS NEGRAS INDICAN LA

DIRECCION DE LOS VIENTOS

respecto a las industrias y la direccidn de los vientos.

POWERED BY @

esri
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La Tabla 3, describe las caracteristicas de la poblacién, asi como los factores de
riesgo de cada una de las zonas, incluyendo la poblacién control. Se observa que el rango
de edad es similar en ambas poblaciones (de 6-15 afios para el caso de Salamanca y de 6-
12 afios para el caso de Irapuato). El porcentaje de nifios y nifias es estadisticamente
diferente, siendo mayor el porcentaje de nifias en la poblacién expuesta (54.5% vs 28.6%;
p=0.03). En la Tabla 3, también se presentan factores que modifican la exposiciéon a EPT’s,
como, por ejemplo: 1) cercania de la vivienda a un sitio de riesgo, 2) cercania de la vivienda
a una avenida, 3) habito de tener ventanas abiertas, 4) personas fumadoras en el hogar. Al
hacer la comparacién entre ambos municipios, se observa que factores como la cercania a
un lugar que produce emanaciones de compuestos toxicos; y, la cercania a alguna avenida
principal, son significativamente diferentes entre si: 60.5% vs 30.7% y 4.8% vs 95.2%
(p<0.001), lo anterior tiene su explicacion en la diferencia que existe entre la
industrializacidon de Salamanca con respecto a Irapuato. En Salamanca, como se menciond,
se encuentra una refineria, una central termoeléctrica, una empresa dedicada a la
fabricacidn de plaguicidas, ademas de otro tipo de empresas como refacciones industriales,
de reactores, entre otras. Por otro lado, es una ciudad que por dicha industrializacién ha
crecido en gran mediday, por ende, estd mayormente urbanizada, encontrandose entonces

gue los residentes de esta ciudad tendran mayor posibilidad de vivir cerca de una avenida.

Otro factor de riesgo en el cual existen diferencias significativas es la permanencia
de ventanas abiertas, lo cual puede deberse principalmente a la sensacién climatica que
existe en cada ciudad. En el estudio realizado, se observa que la poblacién de Salamanca es
la que abre las ventanas en un 86.8%, siendo significativamente diferente a la poblacién

control (47.6%, p<0.001)

Finalmente, otro factor de riesgo consiste en que el nifo sea o no fumador pasivo.
En este factor no se encontraron diferencias significativas entre los municipios, esto puede
tener su explicacidén en que este tipo de habitos no depende especificamente de la ciudad,
a continuacién, se muestra el porcentaje de los adultos que fuman cerca del nifio en la

poblacion expuesta y control, respectivamente (33.3% vs 23.8%; p=0.47).

33



TABLA 3. Caracteristicas generales de la poblacion y factores de riesgo

Salamanca Salamanca Salamanca Salamanca Control "
Zona 1l Zona 2 Zona 3 Poblacion Total (n=21) (%) Ex uestzs/ControI
(n=17) (%) (n=37) (%) (n=22) (%) (n=114) (%) - ? P
Edad (afios) 9.810.9 10.0£1.1 9.812.1 9.9+ 1.6 8.7+2.0
(9-12) (7-12) (6-15) (6 - 15) (6-12)
Fem 53.8 60.9 49 54.5 28.6
Genero M 46.2 39.1 51 455 71.4 0.03
Gasolinera 15.4 21.7 19.6 20.2 ---
Hojalateria y Pintura 7.7 4.3 3.9 4.4 100
Tintoreria 15.4 - 2.0 0.9 -—-
Ferreteria - 2.2 3.9 4.4 -—-
Refineria - 2.2 - 1.8 -
Vive cerca de Carpinteria 2.2 0.9 <0.001
Pipas de 3.9 1.8
combustdleo
Ninguna 46.2 56.5 45.1 49.1 ---
No contestd 15.4 10.9 21.6 16.7
Vive cerca de Si 53.8 56.5 62.7 60.5 4.8
avenida No 38.5 41.3 21.6 30.7 95.2 <0.001
No contesté 7.7 2.2 15.7 8.8 -
Tiene ventanas Si 76.9 89.1 88.2 86.8 47.6
abiertas No 15.4 8.7 9.8 10.5 52.4 <0.001
No contestd 7.7 2.2 2.0 2.6
Fuma cerca del Si 23.1 39.1 294 33.3 23.8
nifo No 76.9 58.7 68.6 64.9 76.2 0.47
No aplica 2.2 2.0 1.8

*Prueba de Kruskal-Wallis.
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La Tabla 4, muestra las concentraciones de los EPT’s y fluoruros en orina de los nifios
segln la zona en la que residian (Zona 1, 2 o 3) y las concentraciones de EPT’s y fluoruros

de los nifios de la zona control.

Para el caso del arsénico, las medias geométricas por zona fueron de 38.9, 45.2 y
51.8 ug Lt enlazona 1, 2 y 3 respectivamente, para el caso de la zona 4 (poblacidn control)
se encontré una media geométrica de 96.6 pg L't. Comparando las medias de arsénico entre
las 4 zonas (incluyendo Irapuato), se observa que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.001), presentando los niveles de arsénico mas elevados los nifios de
Irapuato. Comparando los resultados con el valor reportado como normal de arsénico en
orina por la Agencia para el Registro de Sustancias Tdxicas y Enfermedades (ATSDR, por sus
siglas en inglés) de 100 pg L™ [68], menos del 15% de los nifios residentes del municipio de
Salamanca superaban este valor. Por otro lado, la poblaciéon control, un 50% presentd
valores por encima de los 100 pg L'2. Como ya se menciond anteriormente, ciertas zonas de
Irapuato tienen una elevada contaminacion por arsénico proveniente de las aguas
subterraneas, y siendo estas aguas las que abastecen a estas comunidades, el consumo de
este elemento es elevado [69, 70], ademas de que es bioacumulable, por lo que al integrarse
a la cadena tréfica, el humano estard expuesto al consumir agua o alimentos contaminados.
En estudios realizados previamente en la ciudad de Salamanca por Rodriguez et al., se
encontré una media de 59 pg L'* en agua de pozos en el afio 2000[71], lo cual explica en
gran medida las concentraciones obtenidas en las tres zonas de la ciudad de Salamanca.
Para el caso de Irapuato se encontrd que para las dos localidades estudiadas el agua de grifo
tenia una concentracion media de 41.9 pug L'}[72], comparando con el valor obtenido para
la poblacidn de Irapuato (96.6 pg L), se observa que la concentracion encontrada en orina
es mucho mayor, se puede suponer que estos resultados tienen que ver con la
bioacumulacién del elemento en plantas, por lo que al momento de ser ingeridas pueden

pasar al humano y esto aumenta el valor del elemento.

En la misma tabla se presentan las concentraciones obtenidas para vanadio. Las
medias geométricas de vanadio en orina por zona fueron de 3.3,3.6,2.9y 3.1 ugL'en la

zona 1, 2, 3 e lrapuato, respectivamente. No se observd una diferencia estadisticamente
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significativa en los niveles de vanadio entre las 4 zonas (p=0.89), sin embargo, se observa
que cerca del 90% de los valores encontrados en las 3 zonas asi como en la poblacién control
sobrepasan los valores normales para este elemento segin el ATSDR, los cuales son de 0.5
ug L [73]. En estudios realizados anteriormente por Castro-Ramirez et. al [74] en la ciudad
de Salamanca se encontrd que los niveles de vanadio en suelos fueron de un maximo de
213.77 mg Kg'ly para polvos se encontré un maximo de 200.10 mg Kg* sobrepasando la
norma mexicana NOM-147-SEMARNAT-2004 que marca valores de 78 mg Kg™ para zonas
residenciales y las Directrices canadienses establecen un valor de 130 mg Kg[75] por lo
que las concentraciones encontradas en el suelo de este elemento, podrian explicar los
altos niveles en la poblacion del presente estudio. Existen estudios previos que mencionan
la presencia de vanadio en los mantos acuiferos de la ciudad de Salamanca, el cual puede
encontrarse de forma natural o deberse a actividades antropogénicas; ya que puede
filtrarse a los mantos acuiferos por la contaminacién de los suelos debido al uso de
combustibles que lo contienen[76]. Ademas, es importante mencionar que el vanadio y sus
compuestos se producen principalmente por procesos de combustion, asi como en
procesos de refinacion [77, 78], por lo que en la ciudad de Salamanca es posible encontrar
niveles elevados de este elemento. Por otro lado, la zona control puede tener una cantidad
elevada de dicho elemento debido a que, como ya se menciond anteriormente, el agua de
este municipio tiene una cantidad 22 pg L'}[79] ademads de que también se genera mediante

procesos de combustidn.

Para el caso del plomo, las medias geométricas fueron de 0.20, 0.08, 0.02 y 9.50 ug
Llen lazona 1, 2, 3 e Irapuato respectivamente. El analisis estadistico muestra que la zona
control es diferente de la zona 1, 2 y 3 (p<0.001). Cerca del 50% de las muestras en cada
una de las zonas de Salamanca supero el valor de 0.677 pug L [80] (54.5%, 55.5%, 40.6%)
reportado como valor normal reportado por el ATSDR, mientras que el 100% lo superd en
Irapuato. Es importante mencionar que en Salamanca se encontré un mayor numero de
muestras no detectables en comparacién con Irapuato (27.3%, 34.3%, 45.5% vs 0%). Al igual
gue el vanadio, el plomo es liberado al ambiente por procesos de combustion, ademas otras

fuentes de este elemento son la industria de la ceramica y del vidrio, pigmentos, insecticidas

36



y proteccidon contra rayos X, entre otras. La poblacion de la zona 1 y la zona control tienen
mayor concentracién de este del elemento, esto puede ser debido a que se almacenan los
alimentos en contenedores de ceramica, asi como las emisiones de vehiculos o en el caso
de lazona 1, la cercania con la refineria, aunque también el uso de insecticidas cominmente
puede implicar un factor de riesgo. Otros factores, tales como el derrame de hidrocarburos
que contengan este elemento pueden llegar a influir a la contaminacion por el elemento

anteriormente mencionado[71].

El cadmio fue otro de los elementos evaluados, la media geométrica en las zonas fue
de 0.0300, 0.0060, 0.0010 y 0.0009 pg L' en la zona 1, 2, 3 e Irapuato respectivamente. No
se observo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.07). Del 17
al 40% de las muestras analizadas por zona sobrepasan el valor normal reportado por el
ATSDR de 0.185 pg L [81], el mayor porcentaje de muestras por arriba se este nivel se
presentd en la zona 1. La exposicidon a cadmio puede deberse a diversos factores, entre
ellos, humo del cigarro, y su uso en una gran cantidad de actividades como en tintorerias,
guema de combustibles fésiles y de basura, entre otras. En el caso de la poblacidn de las
zonas de Salamanca, las concentraciones por arriba de los valores normales pueden tener
su explicacion en la quema de combustibles fésiles, ya que como se ha mencionado en
apartados anteriores, se encuentra la refineria y la planta termoeléctrica, ademas de la alta
afluencia de vehiculos en esta ciudad y como se puede observar en la Tabla 4, un alto
porcentaje de la poblacion expuesta vive cerca de una avenida. Para la poblacién de
Irapuato, la media de concentracién fue de 0.08 pg L, la cual no sobrepasa los limites
normales, y el porcentaje que sobrepasa estos limites es del 27.8% el cual podria deberse a

la exposicidn al humo de cigarro, ya que segun la Tabla 3, un 23.8% fuma cerca del nifo.

Finalmente, la Tabla 4 muestra los resultados para los fluoruros, en donde se
observa que existe una diferencia significativa (p<0.001) entre las zonas 1y 2 de la
zona 3y control (1.2,1.4,1.9y 2.2 ug L'Y). La alta concentracién de fluoruros en orina
se debe principalmente a una elevada ingesta de estos por medio del agua. Es
probable entonces, que para el caso de la zona 3, el agua de abastecimiento esté

contaminada con este elemento y que la mayoria de los nifios beban agua del grifo.
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Ya que segun datos del INEGI la mayor parte de las localidades que constituyen la
zona 3 son zonas rurales con un nivel de marginacidn entre medio y alto[82]. En el
caso de la zona control, como ya se menciond anteriormente, se observa una mayor
concentracion de fluoruros, esto por la contaminaciéon de las fuentes de
abastecimiento, principalmente pozos[70]. Lo reportado en la literatura coincide
con los resultados obtenidos, ya que es en esta zona donde se encuentra un mayor
porcentaje de la poblacién que sobrepasa los niveles normales de fluoruros en orina

(2 ug LL[83]; 47.6%).
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TABLA 4. Comparacion entre diferentes zonas de los elementos evaluados

Media Media %>Valo
Media Mediana Intervalo Y Geométrica Percentil Valores Normales rde
Elemento Zona Geométrica %<LC p*
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (we/L) (ne/g Humanos (VNH) | referen
ke creatinina) 75% 95% cia
1 47.6 35.9 16.6 —102.6 38.9 31.1 0 55.4 99.5 9.1
2 52.0 46.9 11.7-139.9 45.2 38.5 0 62.8 105.4 7.3
Arsénico <100 pglL? <0.001
3 58.1 49.7 19.0-141.1 51.8 37.6 0 70.5 112.5 13.0
Control* 123.3 91.9 26.8-527.5 96.6 102.7 0 135.9 230.0 47.6
1 48 46 03-135 33 34 0 5.2 7.9 90.9
2 7.3 4.9 0.3-67.4 3.6 2.7 0 7.1 18.0 94.7
Vanadio 0.5 ug L - 0.89
3 5.2 4.0 ND-15.2 2.9 2.4 2.4 7.1 14.4
97.5
Control 5.6 35 0.56-31.9 3.1 3.9 0 5.8 7.8 100
1 7.1 3.1 ND-27.8 0.2 0.4 273 9.8 15.6 54.5
2 3.5 11 ND -30.6 0.08 0.05 34.3 2.9 15.7 55.5
Plomo No establecido - <0.001
3 4.0 0.1 ND -63.4 0.02 0.01 45.5 14 12.6 40.6
Control* 10.9 11.2 23-246 9.5 9.8 0 13.8 18.7 100
1 0.45 0.13 ND-2.0 0.03 0.04 30 0.18 0.99 40.0
2 0.21 0.05 ND-1.3 0.006 0.004 43.8 0.22 0.93 0.185ug L™ 303
Cadmio 0.193 pg g* - 0.07
3 0.09 ND ND-1.1 0.001 0.001 66.7 0.15 0.39 creatinina 171
Control 0.08 ND ND-0.32 0.0009 0.001 722 0.24 0.30 278
1% 1.3 1.0 0.7-3 1.2 1.1 0 13 2.0 7.7
2% 1.6 1.7 0.6-5.0 14 1.2 0 1.8 3.0 1
Fltor 3 2 ugl” 11.1 <0.001
3 2.2 2.0 0.7-6.0 1.9 15 0 2.6 4.1 Mg g creatinina 354
Control 2.5 2.0 0.62-5.5 2.2 2.3" 0 3.3 4.6 47.6

*Prueba de Kruskal-Wallis, *Significativamente diferente de Zona 1,2y 3, ¥ 1y 2 son significativamente diferentes de 3 y Control
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La Tabla 5 muestra las medias de los resultados obtenidos para cada uno de los

elementos de interés en el estandar certificado (Control liofilizado de orina para elementos

traza, nivel I, ClinChek®). Se puede observar que las medias obtenidas experimentalmente

se encuentran dentro del rango de los resultados reportados en el inserto del material

certificado. Estos resultados tienen relevancia ya que nos dan la pauta para saber si el

procedimiento se llevd a cabo de manera correcta, encontrando en este caso porcentajes

de recobro de 104.67% para el arsénico, 105.24% para el vanadio, 98.37% para plomo,

78.86% para el cadmio y 102.3% para los fluoruros.

Tabla 5. Comparacion de la concentracion obtenida de arsénico, vanadio, plomo,
cadmio y fluoruros presentes en el estandar certificado
Media de la
Elemento | Unidades | concentracion | Concentracion % de Recobro
reportada (min- experimental
max.)

Arsénico ug Lt 43.0 (34.4-51.6) 45.01 104.67
Vanadio ug Lt 20.2 (16.2-24.3) 21.26 105.24

Plomo pg Lt 24.0 (19.2-28.8) 23.61 98.37
Cadmio ug Lt 2.46 (1.97-2.96) 1.95 78.86
Fluoruros mg L 3.91 (3.13-4.69) 4.00 102.30
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En la Tabla 6, se muestran diferentes estudios de monitoreo de EPT’s y fluoruros en
poblacion infantil en diferentes escenarios de riesgo, los cuales sirven para poder comparar
los resultados obtenidos durante este estudio; para el arsénico, por ejemplo, la media fue
de 53.6 pg L't y de 123.3 pg L para Salamanca e Irapuato, respectivamente mientras que
en estudios realizados por Trejo-Acevedo et. al en el 2009[84], en poblacion infantil sin
ninguna enfermedad (n=229) de Salamanca, se observa que la media se encuentra en 40.8
ug L%, lo cual implica que probablemente exista un incremento en el aporte de As a través
del tiempo, desde que se realizd ese estudio a la fecha, esto puede deberse a una mayor

contaminacidn con este elemento, mayor consumo de agua o alimentos contaminados.

En otro estudio realizado para poblacién en general en Estados Unidos por la CDC
[85] se observa una media de 6.02 pg L, la cual es mucho menor a la encontrada en el
presente estudio lo cual puede tener su explicacion en factores como la industrializacién de
la ciudad de Salamanca, asi como la contaminacion del agua tanto en Salamanca como
Irapuato. Heitland [86], en el 2006 en Alemania encuentra niveles de 25 pg L' en poblacion
infantil residente de una zona industrial, encontrandose en rangos por debajo de los 100 pg
L't que son marcados como normales. Sin embargo, tenemos que, para el municipio de
Irapuato, los niveles de arsénico sobrepasan los valores normales, esto puede ser debido a
gue el agua con la que se abastecen ciertas comunidades de este municipio es agua de pozo
contaminada con este elemento [69, 70]. En la comunidad del Copal y Valencianita tienen
una elevada contaminacion por arsénico de las aguas subterraneas, y siendo estas aguas las
gue abastecen a estas comunidades, el consumo de dicho elemento es elevado [69, 70],
ademas, de que como se mencionaba con anterioridad, este elemento tiene la capacidad

de bioacumularse[87].

Para el vanadio, puede observarse en la tabla siguiente que las medias de la
concentracidon encontradas tanto para la zona control (5.6 pg L'!) como para Salamanca (5.9
pg L1) estdn mas elevadas que los otros estudios. En el estudio realizado por Heitland la
media de concentracién encontrada en 72 nifios fue menor al limite de cuantificacion,
mientras que en Roma en un estudio que se llevd a cabo por Alimonti[88] la media fue de

0.04 pg L, lo cual es indicador de que los niveles de vanadio en el ambiente de la ciudad
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de Salamanca es mayor que lo niveles presentes en las otras ciudades que se reportan en
la tabla. Las altas concentraciones en la ciudad de Salamanca pueden tener su explicacién
en el tipo de industrias que se encuentran (refineria y termoeléctrica), ya que este elemento
se genera por la combustion de productos fésiles[77, 78] y en la zona control
(Irapuato),segun estudios realizados anteriormente para aguas subterraneas se encontré

que los niveles de vanadio se encuentran en 22 pg L™ [79].

Para el caso del plomo se observa que las medias para la poblacién de Salamanca e
Irapuato son de 4.1y 10.9 pg L, respectivamente. En estudios realizados en Alemania por
Heitland se encontré una media de concentracién de 1.3 pug L™ para nifios[86], mientras que
en Pakistan en una zona industrial también se encontraron valores de 25 pg L1[89]. El plomo
puede ser, al igual que el vanadio un subproducto de la combustion, por lo que en zonas
donde existen empresas relacionadas con este proceso es probable que se encuentren
elevados los niveles de este elemento. Ademas, otro factor importante es la urbanizacion
de la ciudad, pues los vehiculos pueden emanar este elemento al ambiente. Por otro lado,
puede haber también contaminacion debido al uso de algunos utensilios de cerdamica, ya
gue estos pueden estar contaminados por este elemento, pues existe el uso de ciertos
esmaltes que lo contienen, y una vez en el recipiente de ceramica puede, facilmente
lixiviarse hacia los alimentos con el calor o acidez[90-92]. Hay que considerar que este metal
es un elemento altamente tdxico, por lo que es de relevancia mantener un control de este
elemento en zonas altamente industrializadas como lo es la ciudad de Salamanca, asi como
zonas que pueden estar expuestas por otro tipo de situaciones, tal como la ciudad de
Irapuato. Los niveles de plomo en orina en la poblacién de estudio son elevados, como lo
muestra la 4. En la actualidad no se ha establecido un valor humano normal en orina para
este elemento, pues el plomo, incluso en concentraciones muy bajas causa afecciones

severas dentro del organismo([14].

Otro de los elementos que se mencionan en la Tabla 6 es el cadmio, para el cual
tanto la poblacién de la zona control como la poblaciéon expuesta (0.08 y 0.18 pg L1,
respectivamente) se encuentran por debajo del valor encontrado en personas no expuestas

de manera ocupacional y sanas, segiin ATSDR (0.185 ug L)[81]. Para nifios residentes de
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zonas industriales Heitland reporta una concentracién media de 0.16 ug L%, mientras que
la CDC reporta un valor de 0.15 pg L™ para poblacidn en general, dichos valores al igual que
los valores obtenidos en el presente estudio no sobrepasan el valor limite. Sin embargo, en
otros estudios, uno en la misma ciudad de Salamanca se encontraron niveles superiores a
los normales (0.56 pg L)[84], esta diferencia puede deberse a que probablemente en la
actualidad exista mayor control de las emisiones que contienen este elemento, ademas de
factores como la exposicién al humo de cigarro de la poblacién analizada. Otro estudio
realizado en Italia, teniendo como actividad el refinamiento del petréleo se observa una
media de 0.6 pg L, la cual coincide practicamente con el estudio de Trejo en la ciudad de

Salamanca.

Finalmente, la Tabla 6 muestra los valores de fluoruros presentes en la poblacién de
Salamanca e Irapuato, en donde se observa que la poblacién control tiene una mayor
cantidad que la poblacién de Salamanca, esto es debido a que se tienen registros previos
de que el abastecimiento de agua proviene de pozos y el agua subterranea contiene altas
concentraciones de este elemento [69, 70]. Aunque segun estudios realizados, los pozos de
Salamanca también exceden las regulaciones mexicanas para agua[62]. Otros estudios que
se han realizado en China nos muestran que los niveles son ain mas elevados, teniendo una
media de 3.5 mg L}[93] y en la India se encuentran concentraciones muy similares a las
encontradas en Irapuato. Es importante destacar, que la mayor exposicidn por fldor se da

por la exposicién a agua contaminada.
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Tabla 6. Comparacion de diferentes estudios para EPT’s y Fluoruros

Media

Intervalo

Media Geométrica

Media Geométrica

Percentil

Elemento N (/L) (ue/L) (/L) (g/g creatinina) %<LC 75% 5% Pais Actividad Referencia
536 11.7-141.1 466 372 0 703 109.8 Salamanca, Refineria, Presente estudio
México Industrial
21 1233 26.8-527.5 9.6 102.7 0 1359 230.0 ':;Z‘)‘:‘Ctg Rural Presente estudio
Arsénico Salamanca, Refineria, Trejo-Acevedo
16 408 633 723 México Industrial 2009
399 6.1 5.22-7.12 6.80 8.9 105 53 EU Poblacion NHAN
general 2015
72 25 1-260 12 10 0 13 91 Alemania Industrial Heitland 2006
5.9 ND-67.4 3.1 26 11 7.1 15.1 Salamanca, Refineria, Presente estudio
México Industrial
' 21 56 0.56-31.9 3.1 3.9 0 5.8 7.8 Irapuato, Rural Presente estudio
Vanadio México
131 0.04 0.072 3 Roma, Italia Urbana Alimonti, 2000
72 <LC LC-0.16 <LC <LC 79 <LC 0.1 Alemania Industrial Heitland 2006
| Refineri
412 ND - 63.40 0.05 0.03 38.60 3.80 17.00 Salamanca, etinerta, Presente estudio
México Industrial
Irapuato, .
Plomo 21 10.9 23-24.6 9.5 9.8 0 13.8 18.7 México Rural Presente estudio
63 25 Pakistan Industrial Shan, 2015
72 1.3 0.1-4.6 1.0 0.8 0 1.4 3.4 Alemania Industrial Heitland 2006
0.180 ND - 2.000 0.003 0.002 53.700 0.180 0.990 Salamanca, Refineria, Presente estudio
México Industrial
Irapuato, .
21 0.0800 ND -0.3200 0.0009 0.0010 72.200 0.2400 0.3000 México Rural Presente estudio
16 0.56 087 0.97 Salarln:fmca, Reflner!a, Trejo-Acevedo
Cadmio México Industrial 2009
399 0.150 0.130-0.170 0.150 0.180 0.07 0.148 E.U. Poblacidn NHANES
general 2015
Milazzo, ., Interdonato,
210 0.60 0.55 1.0 1.42 Italia Refinerfa 2014
72 0.16 0.03-0.48 0.13 0.1 0 0.16 0.36 Alemania Industrial Heitland 2006
18 0.6-6.0 16 13 0 2.0 40 Salamanca, Refineria, Presente estudio
México Industrial
) 21 25 0.7-50 2.2 23 0 33 46 Irapuato, Rural Presente estudio
Fldor México
155 3.5 0.9-12.5 China Rural Xiang 2003
400 2.3 0.9-3.25 India Urbana Singh 2006
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El vanadio fue el elemento que presento los niveles mas altos, es por ello por lo que
se compararon los resultados con concentraciones obtenidas en poblaciéon ocupacional
(Tabla 7). En estudios realizados anteriormente en Italia, en trabajadores de mantenimiento
de calderas Todaro et. al [94] se encontraron niveles de entre los 20 a los 270 pg L, los
cuales son superiores a los valores que son reportados como normales (0.5 pg L?), sin
embargo, en comparacion con el presente estudio, se encuentra que los limites superiores
e inferiores del estudio realizado en Italia son mucho mas elevados. Otro estudio realizado
en Republica Checa por Kucera en 1994 [95] muestra rangos de 1.05 a 53.4 ug L, teniendo
como actividad la produccidon de pentdxido de vanadio, observando entonces que los
valores encontrados por Kucera se acercan mas a los encontrados en la poblacién de
presente estudio, lo que puede deberse a que los niveles de vanadio liberados en este tipo
de actividad es similar al emitido por las distintas empresas en el municipio de Salamanca.
Por otro lado, Kiviluoto[96], también en un estudio realizado en los trabajadores de la
produccién de pentdxido de vanadio encontré una media de 32.8 ug g de creatinina,
siendo ésta muy superior a la encontrada en el presente estudio. Finalmente, en un estudio
realizado por Kawai[97], se encontrd un rango fue de ND-124 pg L, siendo estos también
muy superiores a los del presente estudio. Sin embargo, a pesar de que los estudios
mencionados anteriormente muestran concentraciones mas elevadas que las encontradas
en este estudio, son de relevancia los valores encontrados ya que se tiene que considerar
gue la poblacién estudiada son nifios de entre 6 y 15 afios de edad en los cuales no existe
exposicidn ocupacional, lo cual indica, que los niveles presentes de vanadio en la atmdsfera
de la ciudad de Salamanca estdn muy elevados, lo cual puede provocar dafios en la salud de

la poblacién residente de dicho municipio.
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Tabla 7.

Comparacion de diferentes estudios realizados en poblacién ocupacionalmente expuesta a

vanadio
Elemento Unidades Media DE Mediana Pais Actividad Referencia
Intervalo
L 92 a7 | Italia Mantenimiento | Todaro 1991
He 20-270 de calderas [94]
Produccion de
3.7 Kucera 1994
4 .
puglL 1.05-53.4 3.1 2.5 R. Checa pentondP de [95]
vanadio
1 Produccion de Kiviluoto
. HE 8 32.8 25 | | pentéxido de 1981
Vanadio creatinina )
vanadio [96]
Tincién de
superficies .
ugL? ND-124 | - | | e metalicas con Kawai 1989
. [97]
pentdxido de
vanadio
1t 5.80
ke 1 ND -67.37 8.4 4.2 Salamanca Industrial Presente
creuagtignina 5.60 ' 2.3 Meéxico Refineria estudio
ND —-64.9
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6.2. ETAPA 2: DETERMINACION DE 8-OHDG.
Los métodos cromatograficos en la actualidad tienen gran auge debido a que ayudan
a la determinacidn y cuantificacion de un sin numero de sustancias, las cuales pueden ser
dafiinas, o pueden ser sustancias que sirven como biomarcadores de exposicidn o de efecto
ciertos de xenobidticos. Como la segunda etapa de este trabajo se intentd realizar el
desarrollo de un procedimiento por HPLC- ESI-IT-MS/MS para la determinacion de 8-hidroxi-

2-deoxiguanosina en muestras de orina como biomarcador de estrés oxidativo.

En principio HPLC- ESI-IT-MS/MS es un instrumento que permite la determinacién y
cuantificacion de diversos compuestos a niveles trazas y presenta algunas ventajas y
desventajas comparados con otros analizadores (analizador de masa tipo trampa lineal-
cuadrupolo, orbitrap o triples cuadrupolos). Las ventajas son, por ejemplo: menos costos,
menos susceptibles a las variaciones de condiciones instrumentales, relativamente faciles
de operar, sin embargo, un punto débil es que presenta baja resolucién (menor 1Da). Esto
se puede compensar con la capacidad de la trampa de iones para hacer fragmentaciones
sucesivas (en MS/MS) caracteristicas de cada molécula, este ciclo se puede repetir
progresivamente con alguno de los fragmentos subsecuentes (tdndem-MS") dependiendo
de la cantidad del ion parental; ademas el equipo permite el establecimiento de métodos

de monitoreo de reacciones multiples (MRM).

Debido a que las muestras biolégicas, como la orina son comunmente complejas, la
matriz de la muestra puede contener moléculas que enmascaran la deteccidon del
compuesto buscado, en estas condiciones, una buena alternativa es el analisis de masas en
tandem mediante el MRM. Cabe sefialar que, en este caso, ademds la 8-OHdG se encuentra

en rangos muy bajos en la orina.

Para el desarrollo del procedimiento, se adoptaron las condiciones desarrolladas
previamente por Alcaraz-Magafia (2015) para la determinacidn de nucledtidos en muestras
de ADN de extractos de plantas[98]. En este caso, las condiciones de HPLC fueron
seleccionadas en base a los siguientes criterios: a) fase mévil simple y compatible con ESI-

MS; b) pH ligeramente acido para favorecer la formaciéon compuestos protonados en la
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fuente ESI; c) lavado/re-equilibrio eficiente de la columna. Mediante un gradiente de
eluciéon con formiato de amonio 5 mM y aumentando el acetonitrilo contenido en acido
férmico al 0.1 %, se logrd la separacién de la 8-OHdG en el minuto 6.25 cuando se realizé
con el estandar disuelto en la fase movil (fig. 5(a)). La corrida cromatografica se extendid a
20 min con la finalidad de evitar efectos de memoria e interferencias en la ionizacion. Se
obtuvieron los espectros MS/MS en full scan en modo positivo para corroborar la identidad
del compuesto y el MRM para la cuantificacion consistié en la seleccion de la transicién 284
m/z (ion parental) a 168 m/z (ion producto). En la figura 5 se presentan los cromatogramas
de ion extraido (CIE) del monitoreo de reacciones (MRM) para la transicién 284> 168 m/z
de las muestras del estdndar 8-OHdG con concentraciéon de 0 5, 10, 50 y 100 pg L*
preparado en la fase mdvil y un volumen de inyeccién de 10 L al sistema cromatografico,
determindndose que el limite de cuantificacion fue de 5 pg L'* de 8-OHdG cuando se prepara

en fase movil.

Para las muestras de orina, se realizd previamente una purificacion mediante la
extraccién en fase sdlida con cartuchos HLB como se describié en materiales y métodos.
Antes de la purificacion, se llevé a cabo la determinacion de creatinina en las muestras de
orina. Los resultados de creatinina obtenidos indicaron que la mayoria de los nifios se
encontraron dentro del rango normal de creatinina (0.3-3.0 g/L). De acuerdo con los datos
de creatinina obtenidos y los reportados en la literatura, se realizaron las diluciones
necesarias a las muestras de orina necesaria a pasar a través del cartucho, garantizando la
cuantificacion del metabolito de manera confiable. Esto con la finalidad de que la
concentracion de la 8-OHdG presente pudiera ser cuantificada utilizado la curva de

calibracién obtenida.

Una vez realizada la purificacién y preconcentracién de la 8-OHdG por el cartucho
HLB en las muestras de orina, se procedié a realizar la determinacion la HPLC- ESI-IT-MS/MS
de acuerdo con los parametros instrumentales establecidos previamente con la 8-OHdG
preparada en la fase mévil. En la figura 5(b), se presenta los resultados obtenidos para 4
muestras de orinas después del paso por la columna HLB y una preconcentracién (25X) de

la muestra resuspendida en la fase movil. Los iones analizados fueron para la transicion
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(284> 168 m/z) establecidas durante MRM. Como puede observarse en estos
cromatogramas, aun después de la preconcentracién y purificacion por medio el cartucho
HLB y posterior analisis por MRM, las muestras de orinas analizadas se encuentran por
debajo del limite de cuantificacién. Se realizaron dos experimentos con la finalidad de
determinar qué factores (baja cantidad de 8-OHdG en la muestra, pérdida en del
biomarcador durante el proceso de purificacién o interferentes presentes) influian en los
problemas para la determinacidn del biomarcador 8-OHdG. Primero se realizé la adicién 8-
OHdG a una muestra de orina y se procedio a realizar la purificacién y preconcentracién tal
como se hizo en la muestra si adicion de estandar, la concentracién final de 8-OHdG en esta
muestra fue de 100 pg L. Por otra parte, se adiciond a una muestra de orina que fue
purificada y preconcentrada, una concentracién de 100 pg L del estdndar 8-OHdG. En
ambos experimentos, no se observod incremento en la sefial del analito (dato no mostrado),
indicando con ello que en las muestras obtenidas puede existir la supresién de picos en la
trampa de iones debido a la acumulacidn de iones con carga en el espacio de la trampa por
efecto de la matriz, lo que ocasiona mucho ruido de cuantificacién y problemas en la
determinacién, dicho efecto ya ha sido previamente reportado por Rota et al., quien
menciona que el analisis de 8-OHdG en orina, por medio de LC-MS/MS, principalmente
aquella metodologia en la cual se trabaja con trampa de iones, se tenia una elevada
interferencia, y esto, podia deberse a interferencias de matriz (orina, en el estudio

mencionado y en el presente estudio)[99].
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Figura 5. Determinacion de 8-OHdG por HPLC-ESI-IT-MS/MS. (a) Cromatograma del ion extraido (CIE) de la transicidon 284> 168 m/z de las muestras
del estdndar 8-OHdG con concentracidn de 5, 10, 50 y 100 pg L. (b) Cromatograma del ion extraido (CIE) de la transicién 284> 168 m/z de las
muestras del estdndar 8-OHdG con concentracidn de 5, 10, y 50 pg L y de 4 muestras de orinas (02, 03, 04 y O5)
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7. CONCLUSIONES

Existen diversos factores que determinan que tanto dafio puede causar un
xenobidtico o sus metabolitos, entre estos factores se encuentran la edad de la poblacidn,
la forma de exposicién y la cantidad a la que se encuentra expuesto, principalmente. Para
fines de esta investigacion, la edad elegida de la poblacidn fue de entre 6-15 afios, esto
debido a que los nifios de estas edades son mads vulnerables ya que, aun existen sistemas
bioldgicos en desarrollo y, por otro lado, la mayoria de las veces se encuentran altamente

expuestos porque realizan mads actividades al aire libre que la poblacién adulta.

La presencia de EPT’s y fluoruros pueden deberse tanto a factores antropogénicos
como naturales. Para el caso de vanadio y plomo, generalmente su presencia se asocia a
actividades antropogénicas, sin embargo, los fluoruros son encontrados de manera natural
en aguas subterraneas y, generalmente, éstas son ampliamente utilizadas en diferentes

zonas de las ciudades de Salamanca e Irapuato.

Durante el desarrollo de esta investigacidn no se encontré un patrén entre las
diferentes zonas en las que se dividié la poblacion, con esto se puede concluir que los
factores que determinan los niveles de exposicidn no son dependientes de la cercania a las
empresas o la direccién de los vientos, sino que tiene que ver con factores como el nivel

socioecondmico, ciertos habitos y costumbres.

Con base en los resultados obtenidos durante esta investigacion puede concluirse
gue el analisis de ciertos EPT’s, los cuales se han analizado anteriormente en el ambiente,
da la pauta para conocer que afecciones a la salud pueden tener las poblaciones elegidas,
destacando entonces las relacionadas principalmente con vanadio y plomo, ya que éstos
fueron los que sobrepasaron los niveles normales encontrados en humanos. Al igual que
para los EPT’s, para el caso de fluoruros (los cuales se encontraron elevados en la poblacién

control), es necesario tomar medidas adecuadas para la prevencién de riesgos.
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De acuerdo a los resultados obtenidos para la determinacién de la 8-OHdG se puede
concluir que el método puede detectar hasta 5 ug L de 8-OHdG presente en fase movil (fig.
5(a)), sin embargo, la determinacidn en muestra real (orina) presenta interferencia de
matriz, por lo que se tendria que buscar otro método de purificacion, por ejemplo utilizar
dos columnas en fase sélida para la purificacién y preconcentracion, posiblemente, dos o
mas columnas durante el proceso de separacién en el equipo HPLC, previo a la introduccion

de muestra en el sistema de trampa de iones.

Por todo lo anterior descrito, desafortunadamente no se puedo determinar la
concentracion de 8-OHdG en las muestras de orina de nifios. Por lo que para la
determinaciéon de este compuesto en muestras de orina se sugiere la utilizacion de equipos
de espectrometria de masas con mayor resolucién como triple cuadrupolo QqQ-TOF, que
permitan la resolucién del analito en el analizador de masas o bien, por métodos

electroquimicos.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar la cuantificacién del biomarcador 8-OHdG por medio de HPLC-ED para la
poblaciéon en la cual se detectaron los EPT’s y fluoruros, esto con el fin de poder
observar si existe una correlacidon entre el biomarcador de estrés oxidativo y los
contaminantes analizados.

Llevar a cabo un nuevo andlisis de EPT’s y fluoruros en muestras medioambientales
para poder actualizar los datos existentes, asi como identificar a la poblacidn
vulnerable a través de las generaciones.

Informar a las autoridades pertinentes sobre los resultados obtenidos para que éstas

tomen las medidas necesarias.

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

BIBLIOGRAFIA

Stijepovic, V.Z., et al., Targeting and design of industrial zone waste heat reuse for combined
heat and power generation. Energy, 2012. 47(1): p. 302-313.

Listorti, J.A. and F.M. Doumani, Environmental Health. 2001, The World Bank: Washington.
Atkinson, R. and J. Arey, Atmospheric degradation of volatile organic compounds. Chemical
reviews, 2003. 103(12): p. 4605-4638.

ATSDR, PUBLIC HEALTH STATEMENT POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAHSs) 1995,
Agency for Toxic Substances and Disease Registry.

INECC. Contaminantes Orgdnicos Persistentes (COPs). 2013; Available from:
http://www.inecc.gob.mx/sqre-temas/765-sqre-cop.

NIH, Contaminantes orgdnicos persistentes (COP). 2016, Environmental Health and
Toxicology.

SEMARNAT and INE, Guia de elaboracion y usos de inventarios de emisiones, S. INE, Editor.
2005: México.

Spedding, D.J., Contaminacion atmosférica. 2002, Barcelona: Reverté.

Tchounwou, P.B,, et al., Heavy metal toxicity and the environment, in Molecular, clinical and
environmental toxicology. 2012, Springer. p. 133-164.

Bini, C. and J. Bech, PHE's, Environment and Human Health. 2014, Nueva York: Springer.
Clark, R.B., Marine Pollution, Oxford, Editor. 1992, OXFORD: New York.

Valtuefia, J.A., Enciclopedia de la ecologia y la salud. 1a. Edicién ed. 2002, Espaiia: Safeliz.
SEMARNAT, Genero, ambiente y contaminacion por sustancias quimicas. 1a. Edicién ed.
2012, México: SEMARNAT.

ATSDR, Toxicological profile for lead. 2007, Agency for Toxic Substances and Disease
Registry.

ATSDR, Toxicological profile for vanadium. 2012, Agency for Toxic Substances and Disease
Registry.

ATSDR, Toxicological profile for arsenic. 2007, Agency for Toxic Substances and Disease
Registry.

ATSDR, Toxicological Profile for Cadmium. 2012, Agency for Toxic Substances and Disease
Registry.

Dotan, Y., D. Lichtenberg, and I. Pinchuk, Lipid peroxidation cannot be used as a universal
criterion of oxidative stress. Progress in Lipid Research, 2004. 43(3): p. 200-227.

Venereo Gutiérrez, J.R., Dafo oxidativo, radicales libres y antioxidantes. Revista Cubana de
medicina militar, 2002. 31(2): p. 126-133.

Rosales, A.J., V.D. Garcia, and A.A. Chavez, El papel del estrés oxidativo en la disfuncion
endotelial de la aterosclerosis. CIENCIA ergo-sum, 2010. 17(3): p. 258-268.

Sanchez-Valle, V. and N. Méndez-Sanchez, Estrés oxidativo, antioxidantes y enfermedad.
Rev Invest Med Sur Mex, 2013. 20(3): p. 161-168.

Klaassen, C.D. and J.B.W. lll, Manual de Toxicologia. 52 ed. 2001, México, D.F.: McGRAW-
HILL INTERAMERICANA EDITORES S.A de C.V. 981.

Capod, M. and M.T.F. Moya, Toxicogendmica: Una nueva rama de la toxicologia. Medicina
balear, 2007. 22(3): p. 25-29.

PNUMA and IPCS, EVALUACION DE RIESGOS QUIMICOS: EVALUACION DE RIESGOS
HUMANOS, EVALUACION DE RIESGOS AMBIENTALES Y EVALUACION DE RIESGOS
ECOLOGICOS. 1999, Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente

54


http://www.inecc.gob.mx/sqre-temas/765-sqre-cop

Organizacién Internacional del Trabajo

Organizacion Mundial de la Salud.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

CCA, Hacia un medio ambiente mds sano: Panorama general de los retos ambientales para
la salud de la nifiez de América del Norte. 2002, Montréal: CCA.

INEEC. Metales Pesados. 2009; Available from: http://www.inecc.gob.mx/sgre-temas/763-
agre-metales.

Klaassen, C.D. and M.O. Amdur, Casarett and Doull's toxicology: the basic science of poisons.
6th Edicion ed. 2001, New York: McGraw-Hill.

Gutiérrez, M. Mineria Unidn de Grupos Ambientalistas 2003.

Aguirre, L.A., Importancia de la produccion mds limpia en la mineria ecuatoriana, in
Tecnologias limpias para la Industria Minera, R.C.V. Boas and M. Sdnchez, Editors. 2006,
CETEM, CITED: Rio de Janeiro

Zuk, M., et al., Introduccion a la evaluacion de los impactos de las termoeléctricas de México.
2006, México: SEMARNAT.

Parra, E., PETROLEO Y GAS NATURAL: INDUSTRIA, MERCADOS Y PRECIOS. 2003, Madrid:
AKAL.

Santiago-Rivas, S., Contribucion a la determinacion de la fraccion de metales traza ligados a
las proteinas similares a las metalotioneinas en muestras de mejillon, in Departamento de
Quimica Analitica, Nutricion y Bromatologia. 2007, Universidad de Santiago de Compostela.
Jenniss, S.W., S.A. Katz, and R.W. Lynch, Applications of atomic spectrometry to regulatory
compliance monitoring. 2da. Edicion ed. 1997, Canada: Wiley-VCH.

Walton, H.F. and J. Reyes, Andlisis Quimico e Intrumental Moderno. 1983, Barcelona:
Reverté.

Skoog, D., F.J. Holler, and T.A. Nieman, Principios de andlisis instrumental. 5a. ed. 2001,
Madrid: Mc. Graw Hill.

Beauchemin, D., Inductively coupled plasma mass spectrometry. Analytical chemistry, 2010.
82(12): p. 4786-4810.

Becker, 1.S., Inorganic Mass Spectrometry: Principles and Aplications. 2007, Inglaterra:
Wiley.

C.Harris, D., Andlisis Quimico Cuantitativo. 3ra ed. 2003: Grupo editorial Iberoamérica.
ATSDR, Toxicological profile for Fluorides, hydrogen fluoride, and fluorine. 2003, Agency for
Toxic Substances and Disease Registry.

Aoun, A., et al., The Fluoride Debate: The Pros and Cons of Fluoridation. Preventive nutrition
and food science, 2018. 23(3): p. 171-180.

Choi, A.L.,, et al., Developmental fluoride neurotoxicity: a systematic review and meta-
analysis. 2012.

Aoba, T. and O. Fejerskov, Dental fluorosis: chemistry and biology. Critical Reviews in Oral
Biology & Medicine, 2002. 13(2): p. 155-170.

Levy, S.M., An update on fluorides and fluorosis. Journal (Canadian Dental Association),
2003. 69(5): p. 286-291.

Shivarajashankara, Y., et al., Oxidative stress in children with endemic skeletal fluorosis.
Fluoride, 2001. 34(2): p. 103-107.

EPA, Fluorides: Exposure and Relative Source Contribution Analisys. 2010, Environmental
Protection Agency.

DOF, NOM-127-55A1-1994 Salud ambiental, agua para uso y consumo humano. Limites
permisibles de calidad y tratamiento que debe someterse el agua para su potabilizacion, in

55


http://www.inecc.gob.mx/sqre-temas/763-aqre-metales
http://www.inecc.gob.mx/sqre-temas/763-aqre-metales

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.
66.

67.

68.

Environmental health, water for human use and consumption. quality permissible limits and
potabilization treatment] DOF. 1994. p. 108-112.

DOF, NOM-041-SSAI-1993, Bienes y Servicios. Agua Purificada Envasada, in Diario Oficial de
la Federacion, DOF, Editor. 1993. p. 18-24.

Freiser, H., lon selecctive electrodes in analytical chemistry. Vol. Volumen 1. 1981, Nueva
York: Springer.

Gallego-Picg, A., R.M. Garcinufio-Martinez, and M.J.M. Ortega, Experimentacion en Quimica
Analitica. 2015, Madrid: UNED.

Sova, H., et al., 8-Hydroxydeoxyguanosine: a new potential independent prognostic factor in
breast cancer. Br J Cancer, 2010. 102(6): p. 1018-1023.

Shi, T., et al., Temporal variation of hydroxyl radical generation and 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine formation by coarse and fine particulate matter. Occupational and
environmental medicine, 2003. 60(5): p. 315-321.

Valavanidis, A., T. Vlachogianni, and C. Fiotakis, 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG): a
critical biomarker of oxidative stress and carcinogenesis. Journal of environmental science
and health Part C, 2009. 27(2): p. 120-139.

McNair, H.M. and J.M. Miller, BASIC GAS CHROMATOGRAPHY. 2009, New Jersey: Wiley.
Quirds, M.B., Principios y aplicaciones de la cromatografia de gases. 2006, San José: Editorial
Universidad de Costa Rica.

Zhang, C., et al., Detection and quantification of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine in Alzheimer's
transgenic mouse urine using capillary electrophoresis. Electrophoresis, 2013. 34: p. 2268-
2274,

Méndez, M.d.C.A., Desarrollo de Métodos para el Aislamiento y la Deteccion de Toxinas
Marinas en productos de la Pesca y la Acuicultura, in Departamento de Farmacologia. 2008,
Universidad de Santiago de Compostela: Lugo.

Pérez, .M.H., Cromatografia liquida de alta eficacia. Educacion continuada en el laboratorio
clinico, 2005. 8: p. 49-62.

Scott, R.P.W., Chromatographic detectors. 1996, New York: MARCEL DEKKER INC.

Bartlett, P., Bioelectrochemistry: Fundamentals, Experiments Thecniques and Applications.
2008, Inglaterra: Wiley.

Gross, J.H., Mass Spectrometry. 2a. Edicién ed. 2011, Berlin: Springer.

Arderiu, X.F.,, M.J.C. Lacambra, and J.M.Q. Compaiid, Bioquimica Clinica y Patologia
Molecular. 2a. edicién ed. 1998: Editorial Reverté.

Diaz-Barriga, F., Andlisis de la contaminacion por compuestos tdxicos en el acuifero que
abastece a la ciudad de San Luis Potosi. Querétaro, México: Sistema de Investigaciéon Miguel
Hidalgo, Cuaderno de Trabajo, Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, 2000.

Louis, G.B. and W.H. Organization, Principles for evaluating health risks in children
associated with exposure to chemicals. 2006.

Cornelis, R.C., Joe; Crews, Helen; Heumann, Klaus, Handbook of Elemental Speciation:
Techniques and Methodology. 2003, England: Wiley. 635.

SPINREACT, S.A.S.A.U., CREATININA JAFFE COLORIMETRICO-CINETICO.

TRAINING, A.M. NORMAL VALUES IN CHILDREN. Available from:
https://www.aclsmedicaltraining.com/normal-values-in-children/.

IEEG, Programa de Ordenamiento Ecoldgico Local de Salamanca, Gto. Resumen ejecutivo,
Instituto de Ecologia del Estado de Guanajuato.

ATSDR, ToxGuide for Arsenic. 2007, Agency for Toxic Substances and Disease Registry.

56


http://www.aclsmedicaltraining.com/normal-values-in-children/

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Bustos G., C.1., Escenarios de riesgo por acuiferos contaminados: El caso de la contaminacion
por arsénico y fluoruros en comunidades de Guanajuato, in Farmacia. 2014, Universidad de
Guanajuato: Guanajuato.

Cabrera, F.E., Escenario de Riesgo por Contaminacion Debido a la Presencia de Arsénico en
Aguas Subterrdneas de Irapuato, Guanajuato, in Ciencias Ambientales. 2007, Universidad
de Guanajuato: Irapuato.

Rodriguez, R., et al., Arsenic and lead pollution of the Salamanca aquifer, Mexico: Origin,
mobilization and restoration alternatives. Groundwater quality: Natural and enhanced
restoration of groundwater pollution, 2001(275): p. 561-565.

Bustos-Gémez, C.l., et al., EFECTOS SOBRE LA SALUD POR HIDROARSENICISMO E
HIDROFLUOROSIS EN POBLACION INFANTIL DE 2 COMUNIDADES DE IRAPUATO,
GUANAJUATO. BioCiencias, 2013. 2.

ATSDR, ToxGuide for Vanadium. 2012, Agency of Toxic Substances and Disease Registry.
Castro-Ramirez, |., Andlisis probabilistico de riesgo a la salud humana por exposicion a
compuestos orgdnicos persistentes (COP’s) y elementos potencialmente toxicos (ETP’s) en
Salamanca, Gto., Universidad de Guanajuato: Irapuato.

CCME, Canadian Soil Quality Guidelines for the Protection of Environmental and Human
Health. 1997.

Rodriguez, R., |. Morales-Arredondo, and |. Rodriguez, Geological Differentiation of
Groundwater Threshold Concentrations of Arsenic, Vanadium and Fluorine in El Bajio
Guanajuatense, Mexico. Geofisica internacional, 2015. 55-1: p. 5-15.

Schauer, J.J., et al., Characterization of metals emitted from motor vehicles. Research report
(Health Effects Institute), 2006(133): p. 1-76; discussion 77-88.

Hernandez, H. and R. Rodriguez, Geochemical evidence for the origin of vanadium in an
urban environment. Environmental monitoring and assessment, 2012. 184(9): p. 5327-5342.
Rodriguez, R., et al., Evaluacion de Vulnerabilidad Acuifera del valle de Irapuato Gto.
JAPAMI, CONCyTEG, IGF UNAM. Reporte Técnico il, 2006.

ATSDR, ToxGuide for Lead. 2007, Agency for Toxic Substances and Disease Registry.

ATSDR, ToxGuide for Cadmium. 2012, Agency for Toxic Substances and Disease Registry.
SEDESOL, Catalogo de Localidades. 2013, Secretaria de Desarrollo Social.

ACGIH. BIOLOGICAL EXPOSURE GUIDELINES (ACGIH BEI AND OSHA EXPANDED STANDARDS
ONLY) 2012; Available from:
https://www.osha.gov/dts/osta/otm/otm ii/pdfs/otmii_chpt2 appb.pdf.

Trejo-Acevedo, A., et al., Exposure assessment of persistent organic pollutants and metals
in Mexican children. Chemosphere, 2009. 74(7): p. 974-980.

CDC, Fourtn National Report on Human Exposure to Environmental Chemicals. 2015, Centers
for Disease Control and Prevention.

Heitland, P. and H.D. Koster, Biomonitoring of 37 trace elements in blood samples from
inhabitants of northern Germany by ICP—MS. Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology, 2006. 20(4): p. 253-262.

Herrera, A., J. Pineda, and M.T. Antonio, Bioacumulacion de arsénico en tejidos animales por
consumo de aguas contaminadas experimentalmente.

Alimonti, A., et al., Reference values for chromium, nickel and vanadium in urine of
youngsters from the urban area of Rome. Journal of Environmental Monitoring, 2000. 2(4):
p. 351-354.

Shah, F., et al.,, Lead assessment in biological samples of children with different
gastrointestinal disorders. Biological trace element research, 2016. 169(1): p. 41-45.

57


http://www.osha.gov/dts/osta/otm/otm_ii/pdfs/otmii_chpt2_appb.pdf

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

Caravanos, J., et al., Blood Lead Levels in Mexico and Pediatric Burden of Disease
Implications. Annals of Global Health, 2014. 80(4): p. 269-277.

Weinhold, B., Lead in Mexican Children: Pottery Use Slows Reductions in Blood.
Environmental Health Perspectives, 2004. 112(10): p. A569-A569.

Azcona-cruz, M.1,, et al., Lead-Glazed Ceramic Ware and Blood Lead Levels of Children in the
City of Oaxaca, Mexico. Archives of Environmental Health: An International Journal, 2000.
55(3): p. 217-222.

Xiang, Q., et al., Effect of fluoride in drinking water on children's intelligence. Fluoride, 2003.
36(2): p. 84-94.

Todaro, A., et al., [Acute exposure to vanadium-containing dusts: the health effects and
biological monitoring in a group of workers employed in boiler maintenance]. La Medicina
del lavoro, 1990. 82(2): p. 142-147.

Kucera, J., J. Lener, and J. Miukova, Vanadium levels in urine and cystine levels in fingernails
and hair of exposed and normal persons. Biological trace element research, 1994. 43(1): p.
327-334.

Kiviluoto, M., L. Pyy, and A. Pakarinen, Serum and urinary vanadium of workers processing
vanadium pentoxide. International archives of occupational and environmental health,
1981. 48(3): p. 251-256.

Kawai, T., et al., Urinary vanadium as a biological indicator of exposure to vanadium.
International archives of occupational and environmental health, 1989. 61(4): p. 283-287.
Alcazar Magana, A., et al., Application of liquid chromatography/electrospray ionization ion
trap tandem mass spectrometry for the evaluation of global nucleic acids: methylation in
garden cress under exposure to CuO nanoparticles. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, 2016. 30(1): p. 209-220.

Rota, C., et al., A serially coupled stationary phase method for the determination of urinary
8-oxo-7, 8-dihydro-2’-deoxyguanosine by liquid chromatography ion trap tandem mass
spectrometry. Redox biology, 2013. 1(1): p. 492-497.

58



ANEXOS

ANEXO I: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Carta de Consentimiento Informado
Elaborada con base a la Ley General de Salud
en materia de Investigacion para la salud

Nombre del proyecto:
Andlisis de exposicidn a benceno, tolueno, xileno, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y organoclorados en el municipio de Salamanca, Guanajuato

Responsable: Dra. Diana Oliva Rocha Amador
Departamento de Farmacia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de

Guanajuato.

Después de recibir la informacion del proyecto, asi como los riesgos y beneficios, el
participante acepta participar en el mismo sabiendo que:

1) No hay ningun costo de participacion.

2) La informacidn que usted nos proporcione, asi como los datos resultantes de las
muestras se guardara bajo llave y seran manejados confidencialmente. La informacidén sélo
serd accesible a los investigadores del proyecto y sera utilizada para propdsitos de estudio.
Los investigadores y toda persona que maneje la informacidon se comprometera a guardar
por escrito confidencialidad. La informacidn se almacenara en archivos electréonicos que
contendran la informacion sobre usted, para ello se le dard un cddigo de identificacion. Sdlo

se tendra acceso a sus datos con una contrasefia confidencial.

3) Es su decisidn si quiere o no participar en este estudio. Podra salirse del mismo
en el momento que usted lo desee. Su participacién no tendra ningun efecto en el cuidado
médico futuro. Si usted decide abandonar la investigacidn, sélo avise al coordinador del

proyecto.

59



4) En el caso que el equipo de investigacion le diagnostique algun problema, el
coordinador del estudio en su localidad le orientara sobre el servicio médico al que podra

asistir para obtener una atencién adecuada.

A quién avisar.

Si usted tiene alguna pregunta sobre este estudio, por favor comuniquese con la
Dra. Diana Olivia Rocha Amador quien es el coordinador de este estudio, al Departamento
de Farmacia de la Universidad de Guanajuato con teléfono 01 473 7320006 ext 8130.

Si tiene alguna pregunta acerca de sus derechos como sujeto de investigacion, usted
puede llamar a la Dra. Victoria Navarrete Cruz, presidenta del Comité de Bioética de Ila

Universidad de Guanajuato, al teléfono 01(477)7138459.

Si usted estd de acuerdo en participar en este estudio, por favor, firme con su
nombre abajo. Su firma indica que entiende los riesgos y beneficios de la investigacion y
gue estd de acuerdo en participar en los procedimientos descritos en este formato de
consentimiento. Incluso, después de firmar este formato de consentimiento, como lo
dijimos anteriormente, usted puede elegir no continuar con su participacién en cualquier

momento sin que esto le afecte de manera alguna.

Nombre:

Firma:
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Si el participante es menor de edad, nombre y firma del padre o tutor:

Lugar y

fecha

Testigos

Firma de testigo

1.

Firma de testigo
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ANEXO II: CUESTIONARIO (ENCUESTA)

CUESTIONARIO GENERAL
Folio | _|__|__|__| Fecha de aplicaciéon |__ | __ |/ ||/ 1__1__l__|_| (dd/mm/aa)
Datos de Identificacién personal
Nombre:
Apellido Paterno Apellido Materno Nombre(s)
Fecha de nacimiento: | /707111 __l_] (dd/mm/aaaa)
Grado Escolar: Sexo: Nifo [] Niﬁal:I
Peso| | _|Kg Talla |_|__|__|cms

Lugar de nacimiento
Municipio: Estado:
Lugar de Residencia

Calle y Namero: Colonia:
Localidad: Municipio: Estado:

Exposicidn

2.1 éCudntos anios lleva viviendo en

su municipio actual? Neafios |__|__| Nmeses |__|__|

2.2 iDesde cuando vive en su casa
actual? (mes / afio)

|11 /]




2.3 iDesde cuando estudia en su
escuela actual? (mes/afio)

|1 /]

(T To ] [T 1=] = TR 01
Taller de hojalateria y pintura................ 02
2.4 Su vivienda se encuentra cerca TINTOrerian e, 03
de: Ferreteria e 04
Ninguna de las anteriores.........cccoeu... 111
NO SADE...ecee e, 666
. En caso de ser “Si” su respuesta, favor de indicar el
2.5 ¢Vive cerca o sobre alguna Si ...01 - P
avenida principal actualmente? No 02 nombre de la avenida:
R ¢éA cuantas calles queda de su casa?
. K T 01
2.6 ¢Por lo general mantiene las No 02
ntan iertas2 | NOw
ventanas abiertas No sabe............... 666
Electricidad.......cooeeeevieieeecee e e 01
Gas propano en Cilindro.......cccoceeveeeceieieieieinenns 02
s Gas natural conectado a la red publica................ 03
2.7 éQué recurso emplea para N , o
. Lefia, madera, carbon de lefa.......ccceeevvvverivvvennnes 04
cocinar? , ,
Petrdleo, gasolina, alcohol.........ccceevevvevervennenen. 05
Materiales de desecho..........cccovevecieverecrecceennnns 06
NO SADE...ccuteieeecre ettt et 666
2.8 ¢Cuantos vasos de agua Ne |||
“natural” toma el nifo al dia? —
) i , No sabe.......... 666
(promedio en los ultimos 7 dias)
De lallave..... e 01
2.9 ¢De dénde toman el agua para | Embotellada o de garrafén............... 02 Marca

beber?

Otro (especifique):

No sabe.......
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De lallaVe.. e 01

. E Il fon............... 2 M
2.10 ¢ De donde toman el agua para mbotellada ° de garraton 0 arca
inar?
cocnar: Otro (especifique):
NO SAbe...oceeeeee e 666
NINGUNO...couiiieiieie e 01
HIEIVE ot 02
2.11 ¢Qué tratamiento le da al agua 01 o] - TS 03
gue consume? Hierve y clora ....cecvveeviececceeee e, 04
Otro (especifique):
NO Sab€...uceeece e, 666
o di 0
2.12 ¢Qué otros liquidos consume R?fresco ................ 01 Nodl,a ||| Nosemana |||
su hijo(a) durante el dia/semana? Tl 02 Nedia |_|__|N2semana |__|__|
, ' Leche.....ccoverveveneen. 03 Nedia |_|__| N2semana |__|__|
(Anote el numero de vasos ,
. JUBOS..cooiveerrnene 04 Nedia |_|__| N2semana |__|__|
consumidos del producto oo ,
seleccionado) Otros (especifique): Nedia |_|__| N2semana |__|__|
NO Sab€...ecieee e 666
Fumigacié i ici laguicidas...... 1
2.13 éCon qué quimico controla umgacnon con insecticidas/plaguicidas......0
. RAtiCidas....coueieirrieireee e e e 02
plagas y fauna nociva (cucarachas, -
ratones, moscos, zancudos, etc.) Otro (especifique):
’ ’ T NO SADE....eeecteeece e 666
Guardar alimentos y agua....... 01
Varios usos en el hogar............ 02
Los ti la basura.......ccccevuee.
2.14 En caso de usar quimicos, o3 tlra.a a basura 03
. . Los entierra.....cccoeeeeveeeerireennneen 04
¢Cual es el uso final que le da a los
, LOS qUEMA....eceece e 05
envases vacios? o
Otro (especifique):
NO apliCa...ceeeeeerecreeecee e, 333
NO sabe....ccecveie e 666
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2.15 éComo considera el estado de Bueno................. 02
salud del nifio? Regular................ 03
Malo....ceeveeeenen. 04
......................... 1
2.16 ¢Alguien de la familia que vive ;IO 82
e > No,
con el nifio fumas No sabe........... 666
St 01
2.17 De las personas que fuman, Nlo 02
éalguna lo realiza al interior de la e
casa? No aplica........... 333
' No sabe............. 666
Shee e 01
2.18 ¢El nino se encuentra cerca de [N Lo T 02

alguien cuando esta fumando?

No aplica........ 333

No sabe.......... 666

0-5 cigarros.....oceevveevieenns 01
2.19 De las personas que fuman al 6-10 Cigarros......ccccecvevnns 02
interior de la casa, ¢écuantos 11 cigarros o mas ............ 03
cigarros al dia fuman en promedio? No aplica....cccceevecveenenne. 333

No sabe......cceevervrennen. 666

Sivverreennnn.01 ¢Cuantos cigarros al dia en promedio? N9

2.20 ¢Durante el embarazodelnifio | | _ | | |
usted fuma? NO .ooveenes 02

No sabe.......666
2.21 ¢Durante el embarazo de este | Si ...01 ¢Cudntas copastomabaaldia? N2 |__ | | __|
nifo usted tomd bebidas que | No................ 02
contengan alcohol? No sabe....... 666
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2.22 iConsume jugos o alimentos ) PR 01
procesados? (Sabritas, Gansitos, 1\ 1o T 02
Galletas, Jugos JUMEX, Refrescos) No sabe........ 666
2.23 En las dltimas 24 horas | .. , S 0
. . . . ¢éCudles?
é¢Consumio algun alimento
rocesado? [N\ [o TN 02
P ' No sabe......... 666
Herbicidas |__| | __| Tiempo aprox. de uso (meses) N2
2.24 El nifio ha estado en contacto |
I(?s _ ditimos ~ meses  con los Fertilizantes|__|__|__| Tiempo aprox. de uso (meses) N2
siguientes productos: L
Solventes | | | | Tiempo aprox. de uso (meses) N2 | | |
ANOTAR : ppﬁs de solverg)tles:
Si oo 01 A'” EF v o
NO weeoeeereesee e eeeeeeeeee 02 Ggualr. FaS. . o
Ocasional .....cccceeueen.e. 03 Pafol;na """""" 05
Frecuentemente ....... 04 Ce ro eto """"" '06
No sabe.......cvevveueee. 666 'emen Orreee
Tinta fuerte.....08
Otros (especifique): 09

2.24 Con qué frecuencia realiza el nifio las siguientes actividades:

Menos de 1 Veces a la semana Veces al mes

A . . N
ctividad UNea 1 yez al mes 1 2a4 |5oméas |1 2a4 |5omas

Cocinar con lefa

Come carne asadaoala
parrilla

Quema basura fuera de
la casa
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2.25 Actividades fuera de la casa:

Actividad Nunca <30 min 30 mina2horas | 2a4 horas | 4 a6 horas
Caminar
Jugar con amigos en la calle
Otra actividad:
. Salud y nutricion
: — 5
31 ¢El nifio se encuentra enfermo Sivvreeeireeeer e 01 éQué enfermedad padece?
5 s
sctuamente? (recverde s ditmas 3| g 02
No sabe 666
3.2 (El nifo estda tomando algun | Si.....eneee. 01 ¢éQué medicamento(s)?
medicamento para curar o controlar su | No............. 02
enfermedad? No sabe 666

3.3 (A lo largo de su vida el nifio ha
presentado alguna de Ilas siguientes

enfermedades?
ANOTE
Si s 01
N\ [0 N 02

No contesto....999

Respiratorias

(Asma, bronquitis,

infecciones, otros)

Dermatoldgicas (piel)

Anemia

Neurodegenerativas |__|__|__|

Renales
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Cardiacas || |__|

Céancer || [__|

Problemas de vision | | | |

Otras:
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ANEXO Ill: RESUMENES DE LOS TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS

3.1. CONGRESO DE LA MUJER EN LA CIENCIA

DETERMINACION DE FLUORUROS EN POBLACION INFANTIL EN SALAMANCA, GTO.

Israel Enciso-Donis’, Fatima del Carmen Duran-Mendoza', Ricardo Omar Fernandez-Hernandez', Gustavo Cruz-Jiménez', Diana Olivia

Rocha-Amador!.

1 Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato

RESUMEN

De acuerdo con estudios previos, en la ciudad de Salamanca, Guanajuato, se ha encontrado que los niveles de fllor en algunos pozos de localidades
y aguas embotelladas son superiores a los reportados en las normas NOM-127-SSA1-1994 y NOM-041-SSA1-1993', las cuales, indican los valores
limite para aguas de uso y consumo humano, y aguas embotelladas, respectivamente. La presencia de estos niveles puede llevar a una ingesta
elevada de fllor, por lo que resulta de importancia estudiar los niveles de flGor (en orina) en la poblacién de Salamanca. Actualmente, la normativa
existente solo muestra normas de exposicién ocupacional.

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que 48.48% de la poblacion se encuentra en el limite establecido por la ACGIH al inicio de la
jornada laboral o lo sobrepasa (2 mg/L). Por otro lado, cuando se realiza la correccién por creatinina se obtiene que 8.08% sobrepasa el valor limite
de 3 mg/g de creatinina establecido por la NOM-047-SSA1-2011, para antes de la jornada laboral. Por ultimo, las comparaciones con las normas
nos muestran que los niveles encontrados son de preocupacion, esto debido a que estas no son para la poblacién en general y mucho menos para
ninos, puesto que para estos no existe un limite de regulacién en normas, y los resultados obtenidos muestran que posiblemente por lo menos un
8.08% de la poblacion puede presentar los efectos asociados a este elemento.

1. INTRODUCCION
Los fluoruros se encuentran de manera natural en el ambiente. Pueden encontrarse en pequefias cantidades en lugares como pueden ser
rocas, carbon, tierra y arcilla, ademas de plantas y animales. Debido a los ciclos naturales, este elemento puede pasar al agua, por lo cual es comuin
encontrarlo en fuentes naturales de agua y a su vez, por los procesos que éste sigue, se puede encontrar en agua de la llave, asi como en agua de
garrafén. Los fluoruros generalmente pueden adicionarse al agua en cantidades de 1 ppm, sin embargo, muchas veces los niveles de éste
compuesto pueden verse aumentados debido a las fuentes de donde se toma el agua? (ATSDR).
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En la actualidad, existen normas que regulan las concentraciones maximas permitidas tanto para agua de la llave como para agua
embotellada. La NOM-127-SSA1-1994 "Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y tratamientos a que
debe someterse el agua para su potabilizacion" hace mencion a los limites de fluoruros que deben encontrarse en agua potable y de consumo
humano, limite establecido por esta norma es de 1.5 mg L' (3 Norma). Por otro lado, la NOM-041-SSA1-1993 “Bienes y servicios. Agua purificada
envasada” establece el limite maximo permisibles para el agua embotellada, el cudl es de 0.7 mg L' (4 Norma). Sin embargo, éstos limites la
mayoria de las veces se ven excedidos y es cuando puede representar un problema de salud para la poblacion, por lo que es de relevancia estudiar
los niveles de fluoruros en la poblacion. Los niveles de fluoruros pueden ser determinados en orina y hasta el momento sélo existen normas tanto
extranjeras como mexicanas que regulan la cantidad de fluoruros a nivel ocupacional.

Como ya se menciond anteriormente, en la ciudad de Salamanca, Gto., se han realizado estudios para determinar la cantidad de fluoruros
existentes en el agua de los pozos, y debido a los resultados, se considera de importancia el estudio en la poblacion de ésta ciudad, ya que éste
compuesto puede causar efectos adversos a la salud. La NOM-047-SSA1-2011 “Salud ambiental-Indices biolégicos de exposicion para el personal
ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas” (5 Norma) menciona que los niveles maximos de fluoruros al inicio de la jornada laboral deben
ser de 3 mg/g de Creatinina y al final de la jornada de 10 mg/ g de Creatinina. Como se menciona anteriormente, existe también una normativa
internacional (ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists) la cual establece un limite de 2 mg L' 3.

2. PARTE EXPERIMENTAL

a. Seleccién de la poblacién
La poblacion que estudiada fueron 107 niflos de entre 6 y 12 afos, asistentes a 4 escuelas cercanas a las principales industrias que se
encuentran en la ciudad. Para el caso de la poblacién control se estudiaron 22 nifios de diferentes escuelas de zonas rurales.

b. Aspectos éticos del estudio

Para llevar a cabo el estudio, se solicitd y obtuvo la aprobacién del Comité de Bioética de la Universidad de Guanajuato, el cual avalé que
los procedimientos que se llevaron a cabo se apegan al protocolo establecido, también se solicité y obtuvo el permiso de las autoridades
correspondientes del municipio.

Ademas, se llevaron a cabo platicas informativas para los padres o tutores de los nifios que participaron en el estudio, esto con el fin de que
conocieran en que consiste el proyecto, asi como los posibles riesgos y los beneficios que tiene dicho estudio. Como la edad de la poblacién no
sobrepasé los 18 anos, fue necesario solicitar la firma del padre o tutor como aceptacién de lo establecido en un consentimiento informado.

Los resultados seran informados a los padres o tutores de los nifos participantes, una vez que se ha realizado el estudio.

Es importante mencionar que no es obligatoria la permanencia de los participantes, por lo que el padre o tutor tuvo la opcién para retirar al
nifio del estudio realizado.

c. Protocolo de toma de muestra
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Las muestras se colectaron en frascos de polipropileno, nuevos y estériles, siendo la primera orina de la manana la que se
colectd. Las muestras se mantuvieron a una temperatura de 4°C durante su traslado y a -20°C una vez en el laboratorio y hasta
su andlisis.

d. Preparacion de soluciones
Para el analisis de las muestras se preparé una solucion de TISAB, la cual contiene acido acético, cloruro de sodio, citrato de sodio y se
ajusté a un pH entre 5y 5.5. Ademas, se prepard una solucién patrén de 100 mg L' de fluoruros, para la cual se tuvo que desecar durante 2 horas
a 105°C 0.221 g de NaF. Una vez preparada la solucién de fluoruros se prepararon soluciones de 1y 10 mg L-', para llevar a cabo la calibracion
del equipo.

e. Andlisis de las muestras
24 horas antes del andlisis de las muestras se les adicion6 0.2 g de EDTA x 100 mL y se dejan a 4°C. Una vez transcurridas las horas, se
pasé una alicuota de 1 mL a un vaso de precipitados y se le adicion6 la misma cantidad de la solucién de TISAB previamente preparada.
Se realizé la calibracién del equipo, cuidando que la pendiente tuviera un valor de -57+2.
Las muestras fueron leidas obteniendo los resultados en ug L. El electrodo utilizado fue un electrodo de ion selectivo de fluoruro Thermo
Scientific conectado a un medidor Orion Star de la misma marca.

Los resultados obtenidos fueron corregidos por creatinina por el método colorimétrico de Jaffé.

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que la media de fluoruros en la poblacion estudiada fue de 1.62 mg/g de creatinina con una
desviacién estandar de 1.02, con un minimo de 0.30 mg/g de creatinina y un maximo de 6.42 mg/g de creatinina.

Un porcentaje del 8.08% excede o esta en el limite de la NOM-047-SSA1-2011, la cual establece un limite de 3 mg/g creatinina al inicio de la jornada
laboral. Por otro lado, la ACGIH, establece limites de 2 mg/L, un porcentaje del 48.48% del total, excede o se encuentra en éste limite; en donde la
media fue de 1.83 mg/L y una desviacion estandar de 1.03 mg/L, con un minimo y un maximo de 0.7 y 5.83 mg/L.

5. CONCLUSIONES

Las fuentes con las que normalmente se abastecen de agua a un gran niumero de personas no esta regulado en el aspecto de contenido de
fluoruros, lo cual puede ocasionar que aquellas personas que consuman de esta agua estén expuestas a este elemento. Los resultados encontrados
durante esta investigacidon muestran que los nifios tienen un alto grado de exposicién, ya que hay que recalcar que las normas que son mencionadas
son para gente ocupacionalmente expuesta.

Es de importancia verificar las fuentes de consumo de la poblacién afectada, asi como verificar el estado de salud del nifio y prevenir o tratar posibles
afectaciones debido a la exposicion a fluoruros.
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