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INTRODUCCION:

El Arsénico (As) es conocido en la historia por su relacién a los homicidios y suicidios, ya que se
utilizaba con esos fines por ser incoloro, sin olor ni gusto, causando una muerte lenta y dolorosa.
Existen casos conocidos donde se ha utilizado el semimetal con esta finalidad [1]. No obstante los
problemas de contaminacion ambiental por Arsénico principalmente en agua de bebida se han
tornado de gran interés como problema de salud ambiental asi como la exposicion de
trabajadores a esta sustancia toxica [2].

OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de la Tesina de Graduacidn consiste en el estudio tedrico de la toxicidad del
Arsénico, aguda y cronica, y de sus formas de evaluacién y control del mismo en poblacidon
afectada con un trabajo experimental asociado.

Para facilitar el estudio, el trabajo fue dividido en antecedentes tedricos y trabajo experimental; y
se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Antecedentes tedricos- Relevamiento bibliografico de la toxicidad del Arsénico, aguda y
cronica y de sus formas de evaluacion en la poblacion.

e Trabajo experimental

= Estudio preliminar de poblacién no expuesta laboralmente al Arsénico mediante andlisis
de Arsénico en orina.

= Influencia de las distintas variables, frecuencia de consumo de pescado y mariscos, edad y
sexo, en la cantidad de analito en la poblacién de estudio.

ANTECEDENTES TEORICOS

El Arsénico es un semimetal, con cuatro estados de oxidacidn, +5, +3, -3 y 0; los cuales dependen
del medio donde se encuentra. Los compuestos de Arsénico presentan diferentes grados de
toxicidad, dependiendo de la especie quimica. Si bien el semimetal se encuentra en todas estas
especies, el Arsénico inorgdnico, es el considerado cancerigeno.

La toxicidad del Arsénico disminuye en funcién de las especies quimicas, siendo aquellas
inorganicas mas toxicas que las organicas. Se ha establecido que los compuestos de As (+3)
pueden resultar hasta 10 veces mas toxicos de los de As (+5) [1]. La Tabla 1 muestra la relacién de
dosis letal 50 para las diferentes especies quimicas [2].
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Tabla 1: DL 5, de los compuestos de As segtin sus diferentes especies quimicas [2].

Especies Quimicas de As DL50 en ratas (mg/kg)
Arsina (AsH3) 3
Arsenito (As ) 14
Arsenate (As V) 20
Acido Monometilarsénico (MMA) 700 -1800
Acido Dimetilarsinico (DMA) 700 - 2600
Arsenocolina > 10000
Arsenobetaina > 10000

Para el monitoreo ambiental y bioldgico se considera que es necesaria la especiacion del As, para
reconocer las especies presentes a los efectos de evaluar el riesgo téxico. Por lo tanto la
determinacién de la concentracion de las diferentes formas quimicas de este elemento en una
matriz determinada, constituyen la concentracidon total del elemento en la muestra que
generalmente es la que se determina y compara con los niveles de referencia (Tablas 1y 2).

El uso del Arsénico es muy variado, desde la preservacion de la madera hasta herbicidas y también
se han utilizado sus compuestos inorganicos con fines curativos en homeopatia y medicamentos
para el tratamiento del asma croénica y de la leucemia [3].

La distribucion del Arsénico es muy amplia en la corteza terrestre, en la atmdsfera y en el agua.
Por lo tanto las fuentes de exposicidon son muy amplias pero la toxicidad va a depender de las
especies presentes. Los alimentos representan una fuente importante de Arsénico, sobre todo los
qgue provienen del mar. En los crustaceos, moluscos y peces de agua salada y algas marinas el
Arsénico estd ligado a las proteinas, pero después de la ingesta y la absorcidn, las cantidades de
Arsénico inorgdnico son minimas, por eso la intoxicacion a través de ellos es baja. Otra fuente de
exposicion es el tabaco, debido a que se lo trata con herbicidas que contienen el semimetal [4]. A
pesar de que se prohibié la utilizacién de compuestos con Arsénico inorganico como pesticida, se
utilizan compuestos orgdnicos del mismo como el acido cacodilico, metilarsenato disodio (DSMA)
y metilarsenato monosodio (MSMA). Esto compuestos también se usan en como aditivos en la
alimentacién de los animales [5]. No obstante, la principal fuente de exposicidon al Arsénico



Tesina de Grado- Fiorella laquinta I 2012

inorganico es el agua de bebida, debido a que lo contiene de forma natural gracias a su origen
geoldgico, los cuales pueden ser: superficial, de lluvia, o subterrdnea, en donde las
concentraciones del semimetal son muy variables dependiendo de su origen.

La mayor concentracién se ha encontrado en aguas subterraneas, a causa de los procesos de
interaccion natural roca- agua [6].

Algunos paises sudamericanos como Argentina, Brasil y Chile, son conocidos mundialmente como
consumidores de agua de bebida contaminada, pero hay paises como Uruguay donde no se ha
evaluado aun este problema [7.8].

El metabolismo del Arsénico no es completamente conocido. Una vez ingerido, las formas solubles
del Arsénico inorganico son absorbidas por el tracto gastrointestinal y luego de absorbidos los
compuestos son distribuidos a los érganos y tejidos del cuerpo. En las células hepaticas se da un
proceso de metilacion con la produccidon de dos metabolitos, dcido metilarsénico (AMMA) y acido
dimetilarsinico (ADMA), como producto de detoxificacién, facilitando su excrecion por la orina [1].

En el agua de bebida, el Arsénico se encuentra en forma de arseniato, siendo facilmente absorbido
por el tracto gastrointestinal [9]. Una vez ingerido, es absorbido el Arsénico inorganico es
distribuido por los tejidos y eliminado en la orina, de la forma antes mencionada. Si la ingesta del
semimetal es mayor a su excrecion, el mismo se acumula en cabello y ufias.

Algunos de los efectos del Arsénico son la inhibicion de la respiracion celular, alteraciones en la
expresion génica de proteinas e inactivacion de las mismas y de enzimas, gracias a su afinidad por
los grupos sulfhidrilo (SH). También se puede suponer que el Arsénico sea un co-cancerigeno, o un
promotor de tumores, en vez de un iniciador, pudiendo afectar la expresiéon de genes que
controlan la proliferacion celular [1].

Los efectos de la exposicidn crénica al Arsénico [10,11,12,13,14], que pueden estar relacionados
con la ingesta de agua, entre otros, e incluyen, entre otros cancer de piel, pulmdn, vejiga y rifidn,
asi como también produce cambios en la pigmentacion y grosor de la piel. Se pueden resumir en
los siguientes puntos:

e La intoxicacién crénica por agua de bebida, produce cancer de piel, pulmén, vejiga y rifidn,
asi como también produce cambios en la pigmentacién y grosor de la piel.

e El consumo de agua con Arsénico incrementa el riesgo de padecer cancer de pulmén o
vejiga, y lesiones en la piel, siendo éstas Ultimas el primer sintoma de exposicion crénica,
mientras que el cancer puede tardar afios en aparecer.

e No es muy clara la correlacién entre la exposicion y los efectos en la salud. Se pueden
presentar diferentes sintomas, hipertensidon, enfermedades cardiovasculares, diabetes,
incluso efectos en la reproduccién, todos ellos asociados a la exposicion crdnica del
Arsénico.
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e la enfermedad conocida como “pie negro”, es propia de la exposicion crénica del Arsénico,

mediante al agua de bebida. Esta enfermedad afecta el sistema circulatorio, derivando en

gangrena. También se han encontrado formas leves de enfermedades vasculares,

relacionadas con la exposicion crénica del Arsénico.

e Los signos y sintomas son distintos entre los individuos y las areas geograficas, por lo tanto,

no existe una descripcion universal, de las enfermedades causadas por el Arsénico. Este

hecho es un problema al ponderar la influencia del Arsénico en la salud. De la misma forma,

no existe un método que permita distinguir entre un cancer causado por la exposicion

cronica al Arsénico, de otros tipos de cancer.

e Los signos y sintomas de la intoxicacidn crdnica por agua de bebida y la intoxicacién aguda

no solo son distintos, sino que también la terapia de quelacién indicada es diferente.

A los efectos de su control y seguimiento clinico, se recomienda la dosificacién del Arsénico en

orina y en cabello, ya que su seguimiento a través de la sangre, la cantidad medida se refiere a la

exposicion en las ultimas horas, y no es un buen biomarcador para bajas concentraciones de

exposicion [1].

Los valores de referencia de Arsénico total en orina para la poblacién no expuesta, varian segun el

pais (Tabla 2), al igual que los valores aceptados en aire de ambientes laborales para la poblacién

laboralmente expuesta (Tabla 3).

En Uruguay no existen antecedentes de estudios sistematicos de Arsénico en poblaciones en

general, pero se realiza el control bioldgico en trabajadores de acuerdo a la legislacion vigente

[15]. La misma establece que el limite de tolerancia a la exposicidn al semimetal y sus compuestos,

en orina, debe ser menor a 35 pg.L™.

Tabla 2. Valores de referencia para Arsénico Total en orina de poblacién no expuesta [1].

Lugar As (ug.L™)
Reino Unido 3,65
Italia 16,7 +1,9
Alemania 10,53 + 16,76
Uruguay 0-20*

(*) En nuestro pais el valor de referencia es el citado en ATSDR [5].

Tabla 3. Limites de tolerancia en aire de exposicion al Arsénico y sus compuestos, de Brasil y Estados Unidos [1].

Pais

Descripcion

Limite (pg.L)
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EUA TLV-TWA (Arsénico elemental y compuestos inorganicos) 0,01
EUA REL (Compuestos organicos) 0,002
EUA TWA (8h, compuestos organicos) 0,5
EUA TWA (8h, compuestos inorganicos) 10
EUA TWA (8h, trabajadores de la construccion, compuestos organicos) 0,5
EUA TWA (8h, trabajadores de astilleros, compuestos organicos) 0,5
Brasil LT (hasta 48h/sem), arsenamina 0,04y0,16

En la presente tesina, como trabajo experimental, se inicio un estudio preliminar de poblacién
no expuesta laboralmente al Arsénico mediante analisis de Arsénico en orina.

TRABAJO EXPERIMENTAL

MATERIALES Y METODOS:

Para este estudio preliminar fui capacitada y entrenada para utilizar la metodologia de muestreo y
analitica para Arsénico en orina desarrollada para analisis de rutina en el CEQUIMTOX (Centro
Especializado en Quimica Toxicoldgica) que es el laboratorio de la Catedra de Toxicologia de la
Facultad de Quimica.

Poblacidon y Muestreo.

Estudio preliminar de poblacion no expuesta.

La poblacién de estudio fueron docentes y estudiantes voluntarios de entre 18 y 52 afios,
vinculados a la Facultad de Quimica- UdelaR. Las variables a considerar fueron en base a los
parametros que pueden influir en los niveles de Arsénico (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de las variables elegidas para el estudio preliminar de poblacion no expuesta laboralmente al
Arsénico, basado en un n=36.

Consumo de

Contacto | Consumo de | pescado/mariscos
Sexo Edad P /

con As | agua por dia al mes*

Fuma | Trisenox** | Homeopatia
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F|M|[<22|>22| Si | No | <1L >1L <0,25 >0,25 |Si|No| Si No Si

No

n=20|16|22 | 14 | 2 | 34 3 33 16 20 2134, 0 36 3

33

(*) El consumo de pescado/mariscos al mes esta dado en frecuencias, donde 0,25 corresponde al consumo de una vez
al mes. (**) Trisenox es un medicamento utilizado para el tratamiento de la leucemia.

Para realizar el estudio se pidié autorizacién al Comité de Etica, perteneciente a la Facultad de
Quimica (Ver Anexo) en el marco de un proyecto de trabajo: Evaluacién de Niveles de Referencia
de Arsénico en Orina de la poblacion no ocupacionalmente expuesta para llevar a cabo los
objetivo especificos del trabajo experimental de esta tesina.

Los voluntarios reclutados para el estudio, firmaron su consentimiento y fueron entrevistados por
la suscrita supervisada por la profesora QF. Cristina Alvarez de la Catedra de Toxicologia y luego
entregaron la muestra de orina segun protocolo en la Catedra de Toxicologia (Ver Anexo).

Conservacion de la muestra.

La muestra se mantuvo congelada a -23°C, hasta su analisis.

Metodologia Analitica.

El método de analisis es la absorcién atdmica por generador de hidruros. El mismo, a diferencia de
otros métodos de analisis, no es influenciado por la arsenobetaina, la cual es la principal forma de
expresion del Arsénico en los peces y moluscos. Es muy dificil la transformaciéon a su fase
inorganica, por lo que al utilizar este método, la misma no interviene [16]. La técnica utilizada en la
Catedra como metodologia de rutina es una adaptacion de la usada para la cuantificacion de
Arsénico en el agua [17].

Absorcion atémica por generador de hidruros

La absorcién atémica es un tipo de espectroscopia basada en la atomizacién del compuesto de
interés, es decir, que para la determinacién cualitativa y cuantitativa de uno o varios elementos de
la muestra, es necesario convertir los componentes de la misma en dtomos o iones gaseosos. A
este proceso se le llama atomizacién. Una de las formas de llevar a cabo este proceso, es la
atomizacion por llama (técnica usada en este estudio), en donde una disolucidn de la muestra se
pulveriza en una llama mediante un nebulizador, el cual transforma la disolucién en pequefias
gotas de aerosol, donde estan los &tomos o iones de interés. La técnica de generacion de hidruros
proporciona un método para la introduccién de Arsénico y otros semimetales, como gases en un
atomizador, permitiendo la determinacidn de algunos elementos a bajos niveles de concentracion
[18]. Para esto, el As ™ es transformado en arsina (AsH;) utilizando borohidruro de sodio (NaBH,)
en medio acido. Esta sustancia, gaseosa, es arrastrada por una corriente de nitrogeno hasta la
Ilama, donde es atomizada.
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La absorcién del Arsénico se da cuando éste se encuentra de forma inorgdnica, y en estado de

oxidacion +3. Dado que en la muestra de orina, el Arsénico se puede encontrar tanto de forma

orgdanica como inorganica y en sus dos estados de oxidacidn (+3 y +5), la misma es sometida a una

etapa previa de digestion que tiene como objetivo la eliminacién de la materia organica y

posteriormente una etapa de reduccidn para llevar todo el Arsénico un mismo estado de oxidacion

(As™). En estas condiciones se procede a cuantificar al analito.

Para la verificacion del procedimiento y el equipo, se analizaron algunas muestras por duplicado, y

otras cargadas con 6 pg .L" de Arsénico a partir de la solucién estandar de 300 pg .L", elegidas al

azar. Ambos procedimientos tienen que ser coherentes en sus resultados.

Materiales y Equipos.

Equipo de Absorcién Atémica Varian - Spectr AA 55B
Nitrégeno

Ldmpara de cdtodo hueco de Arsénico

Tubo atomizador de cuarzo

Estandar de Arsénico 1000 mg.L"

Solucién de HCI 5N: En un matraz erlenmeyer de 250 mL colocar aproximadamente 30 mL
de agua destilada, luego agregar lentamente 40 mL de acido clorhidrico concentrado. Llevar
a 100 mL con agua destilada.

Solucion de NaOH 0,5%: Disolver 0,5 g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua destilada

Solucién de Borohidruro de Sodio 0,6%: Disolver 0,6 g de borohidruro de sodio en 100 mL
de NaOH 0,5%. Preparar diariamente.

Solucion de H2S04 2,5N: En un matraz erlenmeyer de 250 mL colocar aproximadamente 30
mL de agua, luego agregar muy lentamente 7 mL de acido sulfurico. Esperar a que enfrie y
llevar a 100 con agua destilada.

Solucion de Persulfato de Potasio 5%: Disolver 5 g de persulfato de potasio en 100 mL de
agua destilada.

Solucion de HCI 1.5%: Diluir 15 mL de acido clorhidrico en 985 mL de agua destilada.

Solucion de Nal 20%: Disolver 20 g de ioduro de sodio en 100 mL de agua. Puede utilizarse
Kl a una concentracién de 22% (m/v).

HCI concentrado (12M)
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Octanol

Pipetas automaticas de 10 a 100 pL, 100 a 200 L, 200 a 1000 pL.

Tips descartables para las pipetas automaticas

e Programa estadisticoR 2.12.2

Preparacion del estandar de 300 ppb:

A partir del estandar de Arsénico de 1000 mg.L-1 preparar una solucién de 20 mg.L-1 (Solucidn
intermedia) tomando de 0,5 mL de estandar de 1000 mg.L-1 y llevando a 25,00 mL con HCI 1,5 %.

Tomar 0,375 mL de la solucidn intermedia y llevar a 25,00 mL con HCI 1,5 %. Esta solucion final
tendra una concentracién de 300 pg .L-1.

Procedimiento.

Condiciones instrumentales:

e longitud de Onda: 193.7 nm

Ganancia: < 35%

e Ancho de rendija: 0.7 nm

e Gas portador: Nitrégeno

e Correccién de Fondo: Ldmpara de Deuterio

e Tiempo de Integracion: 10 segundos.

Curva de calibracién:

Para la curva de calibracion se toman 10 mL de muestra de orina de un adulto no expuesto
ocupacionalmente al Arsénico, se transfieren a un matraz erlenmeyer y se agregan 0, 0,20 y 0,40

mL de solucion final de Arsénico. Las concentraciones obtenidas seran de 0, 6, 12 ug Lt
respectivamente.

Luego de agregado el estandar, se realiza la técnica como con las demds muestras.

Verificacidn del procedimiento y del equipo:

Previamente se debe elegir al azar cuales muestras seran cargadas con 6 ppb de Arsénico, y cuales
se haran por duplicado. Para cargar la muestra con 6 ppb, se agregan 0,20 mL de solucion final de
Arsénico a 10 mL de muestra.
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Luego de agregado el estandar, se realiza la técnica como con las demds muestras.

Digestion:

1.- Llevar la muestra a temperatura ambiente.

2.-  Tomar 10 mL de la muestra y colocarlos en un matraz erlenmeyer.

3.-  Agregar 10 mL de agua destilada.

4.-  Agregar 0,6 mL de acido sulfurico 2,5 N, y 1,2 mL de persulfato de potasio.

5.- Calentar las muestras en una plancha calefactora a ebullicién lenta, hasta que el volumen se
reduzca a 10 ml aproximadamente, y dejar enfriar.

Reduccién:

6.- Llevar a 20 mL con agua destilada.

7.- Agregar 2 mL de 4cido clorhidrico concentrado (12 M) y 2 mL de ioduro de sodio 20%.
Homogeneizar y dejar reposar durante 30 minutos.

8.-  Trasvasar la muestra a un tubo de 10 mL, agregar 3 gotas de octanol y agitar.

9.- Centrifugar la muestra durante 15 minutos a 3500 rpm.

Manejo del Equipo:

e Abrir la valvula del cilindro de nitrégeno. La presién debe ser de 50 psi.
e Abrir la valvula del cilindro de acetileno. La presién debe ser de 15 psi.

e Encender el extractor.

e Encender el compresor de aire.

e Colocar la ldmpara de Arsénico.

e Encender el equipo.

e Encender la lampara y dejar estabilizar durante 15 min. Luego alinear.

e Colocar la celda y alinearla.

e Encender lallama.

e Ajustar los tubos de bomba verificando que queden correctamente puestos. No modificar la
presidén a menos que sea necesario.

10
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e Medir la curva de calibracion y las muestras por triplicado, haciendo circular agua destilada
por el sistema entre cada medida para evitar la formacidn de espuma en el separador.

e Al finalizar, cortar el flujo de nitrégeno.

e Apagarlallama.

e Hacer circular agua por el sistema durante 5 minutos.
e Apagar labombay liberar los tubos.

e Apagar el compresor y cerrar los cilindros.

e Apagar el equipo.

e Retirar la celda.

Antes de comenzar la medida de las muestras como la de la curva, se debe verificar que la
absorbancia de una solucién de 3 pg.L™ sea mayor a 0,045.

Calculos.

La curva de calibracidn se realiza graficando la absorbancia promedio de los puntos de la curva,
menos el promedio de la absorbancia del blanco en funcién de la concentracion de Arsénico en
pg.L™. Luego se calcula la pendiente y la ordenada segtin el método de minimos cuadrados. Para
que la curva de calibracidn sea aceptable el R debe ser mayor a 0.995.

Una vez obtenida la ecuacion de la curva se calcula la concentracion de Arsénico de cada muestra,
segln la ecuacion:

Absorbancia = (pendiente. [Concentracion de As]) + ordenada en el origen

Influencia de distintos factores que pueden afectar la concentracion del analito.

Con este objetivo se realizd un estudio estadistico, para el cual se utilizd el programa R 2.12.2,
donde se toman como variables de fuente de Arsénico el sexo, la edad y la frecuencia con la cual
se come pescado y mariscos durante la semana (mayor a 0,25 veces por semana, lo que implica
una vez al mes, y menor o igual). El error aceptado sera de 0<0.05.

La razdén por la que se eligieron estos criterios es porque de todos los datos éstos eran los mas
homogéneos y mas practicos de usar. La eleccidn de la divisién de la frecuencia con que se come
pescado y mariscos era para hacer al estudio lo mas equitativo posible, es decir que hubiera
aproximadamente la misma cantidad de personas en ambos grupos.

11
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RESULTADOS:

Previo a la obtencion de los resultados de la cuantificacidn, se realizd una base de datos con la
informacién obtenida en la encuesta. Finalmente se completd la base de datos con los resultados
obtenidos de la cuantificacion.

Estudio preliminar de niveles de As en orina de poblacion no expuesta al laboralmente al
Arsénico.

Con los valores de concentracién de analito obtenidos, se estimaron los niveles normales de
Arsénico de la poblacion estudiada. En los resultados obtenidos no se encontré diferencia entre
las personas no expuestas y los 2 individuos que manifestaron que podian estar en contacto
laboralmente al Arsénico, por lo que para esta etapa del estudio, se utilizd toda la poblacién
reclutada con un total de 36 personas.

Por lo tanto la poblacién estudiada fue un total de 36 adultos, entre 18 y 57 afios. Como resultado
se obtuvo una media geométrica de 4,96 + 1,78 ug.L™", con un rango de valores entre 11,21 pg.L™" y
2,67 pg.L™.

Influencia de las variables seleccionadas en la concentracion de Arsénico.

En esta etapa se intentd evidenciar la influencia del sexo, edad y frecuencia con la cual se consume
pescado y mariscos por semana, sobre la cantidad de Arsénico cuantificada, para lo cual se utilizé
el programa estadistico R 2.12.2. La frecuencia fue ingresada como factor, considerando dos
categorias: mayores a 0,25, es decir mas de una vez al mes (n=21), y menores e iguales a 0,25
(n=16). Se llevd a cabo un modelo lineal generalizado, equivalente a un ANCOVA, (analisis de co-
varianza) en el cual la cantidad de Arsénico fue ingresada como variable de respuesta y las
restantes tres como variables explicativas (Fig. 1). Este analisis permite ver como varia una variable
de respuesta continua en funcién de otras variables que incluyen tanto continuas como factores.

Primeramente se contempld en el modelo tanto la influencia de las tres variables por separado
sobre la cantidad de Arsénico, asi como las interacciones entre ellas. Por ejemplo, de qué forma
influia la interaccidn entre la edad y el sexo sobre la cantidad de Arsénico cuantificada.

12
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Call:
glm({formmla = conc ~ sexo * frec * edad, data = datos)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-2.4600 -1.0665 -0.1811 0.6140 4_.7550

Coefficients:

Estimate 5td. Error t value Pr(>|t])
{(Intercept) 5.44208 1.68032 3.239 0.00305 %+
sexoM 3.0469%9 2.45784 1.240 |0.22538
frecB 1.72411 2.24774 0.767 |0.44947
edad -0.02646 0.06682 -0.32%&6 |0.69510
sexoM: frecB -3.65004 3.74575 —-0.974 (D.33818
sexoM:edad -0.08654 0.09377 -0.923 |0.36396
frecB:edad -0.03321 0.08218 -0.405 |0.&68827
zexoM: frecBE:edad O0.08B7&5 0.14049 0.&624 |0.53778

Sagmif.  codess 0 MWERE OQo00E YEEE OO YEECGDLES ML W d R

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 3.228352)
Hull deviance: 110.605% on 35 degrees of freedom

Eesidual deviance: 90.32%94 on 28 degreezs of freedom

ATC: 153.321

Humber of Fisher Scoring iterations: 2

Figura 1. Resultados del modelo que contempla tanto la accion independiente de las variables explicativas como sus
interacciones. SexoM: masculino; frecB: frecuencia que se consume pescado y mariscos menor o igual a 0,25. Sexo
femenino y frecuencia mayor a 0,25 son tomadas por defecto como referencia por el programa para el calculo de los
restantes paramentros, por lo tanto, estan contempladas en el intercepto (Intercept).

Los resultados muestran que las interacciones entre los factores, incluso la combinacién de los
tres, no influyen en la cantidad de analito (P>0.05).

Luego se considerd solo la influencia de cada factor por separado, sobre la cantidad de analito (Fig.
2).



Tesina de Grado- Fiorella laquinta I 2012

Call:
glm({formula = conc ~ sexo + frec + edad, data = datos)

Deviance Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-2.6989 -1.1%91& -0.1657 0.5629 5.5555

Coefficients:

Estimate Std. Error t walue Pr{>|t])
(Intercept) 6.50075 0.88280 T.364 2.20e-08 #**
sexoM 0.22563 0.55032 0.382 0.7048
frech 0.25945 0.589335 0.437 0.6649
edad —-0.05957 0.03043 -1.9%7 0.0551

Signif. codesg: 0 EEEE QL0001 MR CGgo0L YTODLES MG led Ytk

(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 3.062962)
Hull deviance: 110.60% on 35 degrees of freedom

REesidual deviance: G8.015 on 32 degrees of freedom

ATC: 148.22

Humber of Fisher Scoring iterations: 2

Figura 2. Resultados del modelo que contempla la accién independiente de las variables explicativas por separado.
SexoM: masculino; frecB: frecuencia que se consume pescado y mariscos menor o igual a 0,25.

El resultado fue que la influencia de la edad sobre la cantidad de Arsénico es marginalmente
significativa (P=0.0591), mientras que los otros dos factores no influirian sobre la variable de
respuesta.

A continuaciodn, se llevo a cabo el andlisis de residuos de este ultimo modelo. El mismo indicé que
los datos son heterogéneos en cuanto a la varianza. Con el fin de hacerlos mas homogéneos
fueron transformados a logaritmo. Finalmente se probdé un modelo que incluye como Unica
variable explicativa a la edad (Fig. 3).



Tesina de Grado- Fiorella laquinta I 2012

Call:

glm(formula

Deviance Residuals:
Min
-0.689787

Coefficients:
Eszstimate 5td. Error t wvalus Pr(>|t])

(Intercept)

log (edad)

Signif.
(Dispersion parameter for gaussian family taken to be 0.08492058)

Hull deviance:
Residual deviance:

ATC:

Humber of Fisher Scoring iterations: 2

17.328

log (conc) ~ logl{edad), data = datos2)

-0.1688 -0.00416 0.12215 0.71500

codes: ool ot I | Rl N 1 ¢ S A 5 - P S [ G S

L2382 on 35 degrees of freedom
2.8873 on 34 degrees of freedom

Median 30 Ma=x

0.5184& 5.105 1.26e-05 ***

0.1625 -2.033 #

Figura 3. Resultados del modelo que tiene como variable de respuesta el logaritmo de la concentracién y el logaritmo

de la edad como variable explicativa.

En este modelo la edad influye de forma significativa sobre la concentracién de Arsénico (P=0,05).

Posteriormente se llevé a cabo el analisis grafico de los residuos (Fig. 4).
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Figura 4. Analisis grafico de los residuos del modelo que tiene como variable de respuesta el logaritmo de la
concentracion de Arsénico y como variable explicativa el logaritmo de la edad.

Mediante la transformacién logaritmica se logré minimizar la heterogeneidad de los datos. En el
primer grafico no se observa una tendencia residual de los datos pero en el tercero si. Ademas, el
segundo gréfico (Q-Q plot) indica que los datos no ajustan correctamente a una distribucion

normal.

DISCUSION:

Los valores “normales” obtenidos de la poblacidon no expuesta laboralmente al Arsénico, 4,96 +

1,78ug.L", estan dentro de los valores esperados (Tabla 2).

En cuanto a la influencia en la cantidad de Arsénico de las variables estudiadas, los resultados
muestran que la Unica variable que puede afectar la concentracién final del semimetal, es la edad.
El hecho de que los residuos del modelo final (Figura 4) no se ajusten perfectamente a una
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distribucién normal no tendria mayor importancia, ya que analisis como el aqui realizado son muy
robustos a desviaciones de dicha distribucién. Sin embargo, el problema de las tendencias
residuales si es importante. Debe considerarse que la base de datos para el analisis contenia un n
de 36, lo cual es extremadamente bajo para sacar conclusiones definitivas. Si bien no es posible
conocer cudl seria el n mas apropiado para evidenciar la verdadera relacion entre las variables
aqui consideradas, se podria repetir el estudio considerando un mayor nimero de muestras.
También es de recordar que al ser el drea de estudio la Facultad de Quimica, la mayoria de los
voluntarios tenian entre 20 y 25 afios, es decir que en el estudio no hay una amplia
heterogeneidad en cuanto a la edad, sino que mayoritariamente se concentrd en ese rango. Para
establecer la relacion entre la edad y la concentracién de Arsénico encontrada, es conveniente
obtener muestras de poblacion mds heterogéneas en cuanto a esa variable. De hecho algunos
estudios indican que la edad no influye en relacién a la cantidad de Arsénico encontrada, ya sea
evaluando sus metabolitos [19], o estudiandolo también como variable [12]. Si bien en nuestro
estudio la edad fue estadisticamente significante, el valor obtenido fue de P=0,05, lo que es
exactamente el valor fijado como maximo error tolerado, por lo que la relacién encontrada, se
esta el limite de error establecido.

CONCLUSIONES:

Los niveles de Arsénico obtenidos para poblacién no expuesta laboralmente son aceptables de
acuerdo a los valores de referencia citados.

Con respecto a la influencia de variables en la cuantificacion final del semimetal, si bien la edad en
este trabajo es estadisticamente significativa, es necesario realizar mas estudios de mayor tamafio
de muestra, y mas heterogéneos, con lo que respecta a la edad, para poder establecer una
relacion.

Asimismo, el consumo de pescado y mariscos en la poblacién estudiada no es altamente
significativo con relacion a la frecuencia de consumo mensual que se observa en otros estudios.

No obstante, la importancia de estos resultados, radica en que este ha sido el primer estudio
sistematico en poblacién adulta no expuesta laboralmente en Uruguay, que podra servir como
base para generar estudios posteriores con un disefio estadistico representativo de la poblacién
con mas variables de inclusién y exclusion.
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ANEXO- Documentos presentados al Comité de Etica de La Facultad de Quimica I

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO.

Montevideo, Fecha...........ccevvivveiiiiiiiiiiieee

Y 0, SIIST@ ittt Cloeiiiiiiiiein,
(nombre y apellidos escritos por el participante del estudio)

Doy mi pleno consentimiento, de manera libre, para participar en el proyecto de investigacion
“Evaluacion de Niveles de Referencia de Arsénico en Orina de la poblacion no
ocupacionalmente expuesta”, a cargo de la Prof. Dra Nelly Mafiay (Céatedra de Toxicologia e
Higiene Ambiental de la Facultad de Quimica habiendo sido informado/a de los alcances del
mismo.

He sido invitado/a a participar y se me realizara una encuesta por parte de integrantes del equipo
investigador.

He comprendido que la investigacion es una contribucidn para conocer y generar el conocimiento
sobre los niveles de este toxico ambiental y entiendo que los datos seran tratados en forma
estadistica, por lo que se mantendra mi identidad en forma confidencial.

Estoy de acuerdo en que se tomen registros de mis datos para ser utilizados en dicha investigacion
y en suministrar una muestra de orina, segln instructivo, para que se realicen los estudios de
laboratorio.

Doy mi permiso para que los registros sean utilizados por el equipo de investigacién para generar
publicaciones y recomendaciones especificas de salud,entendiendo que la informaciéon que pudiera
identificarme sera utilizada en forma confidencial y se eliminard, al terminar el estudio.

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion sobre el mismo.

He comprendido que este trabajo es una contribucion a la ciencia y a la mejora de las condiciones
de salud ambiental en Uruguay.

Comprendo que mi participacion es voluntaria y gratuita, y presto libremente mi conformidad para
participar en el estudio. Sé que puedo retirar mi consentimiento en cualquier fase del
procedimiento.

Nombre y Apellidos (PArtiCIDANTE).........oi i eree e e
Firma del PartiCiPante..........oii it
Confirmo que he explicado al participante el caracter y el propdsito del proyecto de investigacion.
Nombre y Apellido (ENCUESTATON)........ccooiiiiiie et
FIrMa (ENCUEBSTAON) ... cee ittt ettt e et e e e e et e e e e et et e e e bbeeeeeasbbbeeeenn

Entrega muestra SI/NO FECNA. ... i

Firma del investigador PriNCIPA .........oo e essrb e ee e
Prof. Dra. Nelly Mafiay
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Encuesta - Cuestionario: Cddigo Participante:

Nombre:

Apellido:

Sexo: Edad: Domicilio Barrio

E-Mail: Teléfono/ Cel

Ocupacioén

¢En qué consiste su trabajo? ¢esta en contacto con As?_S/N_

Donde Ud. vive, ¢hay alguna fabrica proxima? __S/N

¢cual (es)?

¢ Hay transito pesado? Bajo/Medio/ Alto
¢,Coémo consume el agua? Embotellada S/N
Agua de Grifo OSE S/N
Agua de Grifo POZO S /N
Otros ¢.cual?
¢, Cuéanta agua consume por dia incluyendo en el mate, sopa, etc? 2 1L~ /< 1L’
¢, Consume pescado? _S/N_ ¢cuantas veces por semana?
¢Fuma? _ S/IN_ ¢ cuantos cigarros por dia?
¢Alguien de su familiafuma en su hogar? _ S/IN__ ;Cuantos integrantes?

¢,Fuman en el interior del domicilio? S/N

¢En algin momento ha recibido la medicacion Trisenox? _ S/N_¢ Cuando?
¢, Toma Homeopatia? S/N ¢ Cual?

Fecha recepcién muestra orina

Observaciones:
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Proyecto: Evaluacion de niveles de Referencia de Arsénico en
Orina de la poblacion no ocupacionalmente expuesta. Estudio

reliminar.

Instructivo para la recoleccién de muestra de orina

e Agradecemos su participacion en este estudio. Ud va a recoger
la primera orina de la mafiana por ser la mas concentrada.

e Se le entrega un envase limpio y estéril con su identificacion.
Manténgalo cerrado hasta colectar la muestra.

e Deje caer el primer chorro de la miccion en el inodoro, colectar la orina del
chorro del medio y retirar el envase sin tocar la boca de este, para terminar de orinar en el
inodoro.

o Entregar la muestra en el Laboratorio. De no entregarla enseguida debe mantener la orina
refrigerada para evitar su descomposicion.
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INFORMACION DE REFERENCIA PARA EL PARTICIPANTE

Adaptado del documento: ATSDR : As ToxFAQ, 2007 (http://www.atsdr.cdc.gov/tfacts2.pdf)

Esta hoja informativa contesta las preguntas mas frecuentes acerca del arsénico y sus efectos. Es importante
que usted entienda esta informacién ya que esta sustancia puede ser perjudicial para la salud. Los efectos de
la exposicion a cualquier sustancia toxica dependen de la dosis, la duracion, la manera como usted esta
expuesto, sus habitos y caracteristicas personales y de la presencia de otras sustancias quimicas.
Importante: La exposicion a niveles de arsénico mas altos que lo normal ocurre principalmente en lugares de
trabajo, cerca de sitios de desechos peligrosos o en areas con niveles de arsénico ambiental naturalmente
elevados.

Arsénico

El arsénico es un elemento natural ampliamente distribuido en la corteza terrestre. Los compuestos
inorganicos de arsénico se usan principalmente para preservar la madera (CCA), mientras que los
compuestos orgénicos se han usado como plaguicidas.

Arsénico y medio ambiente

El arsénico ocurre naturalmente en la corteza terrestre. Por lo tanto, puede ingresar al aire, agua y a suelos
mediante el polvo que levanta el viento o puede contaminar el agua de bebida mediante efluentes de lluvias,
en aguas que se filtran a través del suelo o en el agua subterranea por la presencia de minerales de arsénico.
El arsénico no puede ser destruido en el ambiente. Solamente puede cambiar de forma. Muchos compuestos
comunes de arsénico pueden disolverse en agua. La mayor parte del arsénico en el agua terminara
eventualmente en el suelo o en el sedimento.

Los peces y mariscos pueden acumular arsénico; la mayor parte de este arsénico esté en una forma organica
llamada arsenobetaina, que es mucho menos peligrosa.

Exposicion al arsénico
e Se pueden ingerir pequefias cantidades de arsénico presentes en los alimentos y el agua o
respirando aire que contiene arsénico.
e Inhalando aserrin o quemando madera que ha sido tratada con arsénico.
e Viviendo en areas con niveles naturalmente altos de arsénico en las rocas y en el agua subterranea.
e Trabajando en una ocupacion en la cual se produce o usa arsénico, por ejemplo tratamiento de
madera o aplicacién de plaguicidas.

La salud y el arsénico

Arsénico y cancer

Varios estudios han demostrado que la ingestion de arsénico inorganico puede aumentar el riesgo de cancer
de la piel y del higado, la vejiga y los pulmones. La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) ha determinado que el arsénico inorganico es carcinogénico en seres humanos.

Examen médico de exposicién al arsénico

Existen pruebas para medir la cantidad de arsénico en la sangre, la orina, el cabello y las ufias. La prueba de
orina es la mas confiable para determinar exposicién reciente al arsénico y se establecen niveles limites de
exposicién para la poblaciéon no expuesta y expuesta laboralmente.

En Uruguay el limite establecido para agua potable es de 0,050 partes por millén (50 microgramos /Litro) para
arsénico.
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