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Resumen

El presente proyecto tiene como objetivo optimizar las metodologias analiticas para
evaluar la presencia de metales y semimetales téxicos en la matriz cabello a los
efectos de ser utilizado como matriz biolégica para la determinacion de elementos
toxicos, evaluando su desempefio como posibles biomarcadores de exposicion en
poblacion presuntamente expuesta. Para ello, en primera instancia, se puso a punto
una metodologia para el monitoreo y tratamiento de toxicos metélicos y
semimetalicos en una matriz compleja como lo es el cabello. Se optimizaron las
metodologias para el tratamiento de la muestra y para las determinaciones de los
elementos en estudio se utilizd la técnica de espectroscopia de absorcion atémica.
Se logré desarrollar un protocolo de digestion para determinacion de cuatro
elementos, plomo, mercurio, arsénico y manganeso, en forma simultanea y su
posterior validacion. Luego se realizO un estudio en poblaciébn presuntamente
expuesta a los toxicos estudiados en el asentamiento Aquiles Lanza, con un enfoque
basado en los pilares de investigacion de la Ecosalud: transdisciplinaridad,
participacion social, pensamiento sistémico, equidad social y de género,
sustentabilidad y accién. En el estudio poblacional, se encontraron niveles de plomo
cuantificables, mientras que del resto de los analitos, si bien se detectaron, los
niveles estuvieron por debajo de los limites de cuantificacion. Del analisis
estadistico, surge que podrian existir correlaciones con el sexo de los nifios entre

otras variables estudiadas.

El estudio realizado, ha contemplado una integracion global, utilizando los principios
de la Ecosalud. Es el primer proyecto en Uruguay que plantea desde un comienzo,
la integracién de factores ambientales, sociales, toxicologicos y analiticos sentando

las bases para futuros proyectos.

Palabras clave: Contaminacion, Metales, Semimetales, Nifios, Ecosalud
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1.- Introduccidn

1.1.- Metales y semimetales

1.1.1.- Conceptos generales

A lo largo de la evolucion, los seres vivos han incorporado elementos quimicos
inorganicos de la naturaleza, a sus sistemas biolégicos. Dado que la funcién de
muchos de estos sistemas biolégicos dependen de la presencia de estos elementos,
los mismos se han considerado como esenciales para el desarrollo de la vida.
Dependiendo de la cantidad necesaria de éstos, por parte de los organismos, se
clasifican en elementos mayoritarios, traza o utlratraza. Los mayoritarios son
generalmente aquellos que se encuentran en gran cantidad en la corteza terrestre y
participan en muchos procesos bioldgicos, como por ejemplo el sodio, potasio o
calcio. Los elementos traza, son aquellos que son necesarios en dosis bajas como el
zinc, cobre, o flhor. Por ultimo los elementos ultratraza, son aquellos que se
requieren en muy pequefias cantidades como el manganeso, cobalto o molibdeno
(Baran, E. J., 1995).

Un elemento es considerado esencial cuando su ausencia o defecto produce
problemas en el desarrollo del organismo, pero que una vez incorporado,
generalmente se revierten. La presencia de estos elementos debe ser equilibrada en
el organismo, ya que su exceso puede resultar téxico para la salud. Este equilibrio
es representado en el diagrama de Bertrand, (Figura 1) que muestra la relacién entre

la dosis de un elemento y su efecto (Baran, E. J., 1995).

Los metales y semimetales se han utilizado por el ser humano, desde la prehistoria.
El arsénico y sus sales, era utilizado para decorar tumbas egipcias y era un veneno
muy conocido en la Edad Media. EI mercurio era un metal de gran estudio en la
alquimia, formaba parte de las pinturas, e incluso fue utilizado en un medicamento
para la sifilis. EI manganeso se utilizaba para la fabricacion de vidrio. El plomo era
utilizado en la manufactura de utensilios, en el vino se usaba para quitar la acidez y
para endulzarlo. Sin embargo el uso generalizado de los metales tuvo su auge en la
revolucion industrial. No obstante, los efectos toxicos de varios de estos elementos,
son conocidos por el ser humano desde la antigiedad. Ya en el afio 370 A.C,

Hipocrates asocid la aparicion de colicos a la exposicidn ocupacional de metales
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(Tokar, E. J.; et all, 2013; Bastos Paoliello M.M, Mello De Capitani E., 2003;
Acevedo, F. A., et al, 2003; Matrtins, I., 2003; MomoyoSakuma, A., et al., 2003).

1.1.2.-Biomarcadores

Los biomarcadores son sustancias quimicas, sus metabolitos, o el producto de
interaccion entre una sustancia y una célula o molécula, que se encuentra en el ser
humano. Estos nos permiten evaluar la exposicion, mediante la determinacion de su
concentracion, en una muestra biolégica. Las muestras biolégicas pueden ser:
sangre, cabello, orina, liquido céfalo raquideo, saliva, etc. Dado que los metales no
sufren grandes modificaciones, la determinacion de los mismos en estas muestras,

confirman su presencia en el organismo (WHO, 2001).

Los biomarcadores se pueden clasificar como de efecto, de exposicion y de
susceptibilidad. Los biomarcadores de exposicion son sustancias quimicas, su
metabolito o el producto de interaccidn entre un quimico y alguna molécula o célula
encontrada en el ser humano. Los de efecto, son una alteracion bioquimica,
fisiolégica, conductual, que puede ser medible en un organismo. Dependiendo de la
magnitud, puede ser asociado a una enfermedad. Los biomarcadores de
susceptibilidad son indicadores de la capacidad inherente o adquirida de un
organismo para actuar frente a la exposicidbn de una sustancia especifica (WHO,
2011).

Los metales y algunos semimetales generalmente no se metabolizan, por lo que su
concentracion en sangre, orina o cabello constituye generalmente un biomarcador
muy valido de exposicidn presente o pasada. Permanecen en el organismo antes de
su eliminacion durante un largo tiempo, por lo que varios aspectos particulares

pueden ser considerados:
e Su control biolégico es fiable para confirmar su exposicién.

e La concentracion del metal o su metabolito en sangre y orina suele constituir

un parametro bien correlacionado con la exposicion reciente al metal.

e La concentracion del metal en el cabello suele indicar la carga corporal,
producto de las exposiciones a lo largo del tiempo (Casarett, L. J.; Doull, J.,
2005).
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En el presente estudio de tesis, Unicamente se consideraran los biomarcadores
de exposicion por ser los mas representativos de cada metal a los efectos de los

objetivos propuestos.

Defi- Toxi- 1 Letalidad

ciencia

- - —

Super- Rango éptimo

vivencia

NP ———

Respuesta

W s\ e

Elemento esencial (dosis) ——
Figura 1. Diagrama de Bertrand. Baran, E. J., 1995.

1.1.3.-Toxicocinética de metales y semimetales

La toxicocinética estudia los cambios que ocurren con un toxico, desde que el mismo
ingresa al organismo hasta que es eliminado, es decir que estudia la absorcion,
distribucién, biotransformacién y eliminacion del mismo. En la Figura 2 se presenta

un esquema de la toxicocinética de los metales y semimetales.

La via de ingreso es importante en la determinacién de la toxicidad de un elemento.
Las principales vias por las que un elemento puede entrar en el organismo son: la
respiratoria, la dérmica, la digestiva, la hemodialisis, las prétesis metalicas, la
transferencia placentaria y la leche materna (Lépez, J.L., 2003). En las personas no
ocupacionalmente expuestas, es decir que su trabajo u ocupacion no requieren estar
en contacto con el téxico, la via principal de exposicion es la digestiva, favorecida
por la ingestion de alimentos contaminados. En las personas ocupacionalmente

expuestas, la via de ingreso principal es la respiratoria.

La absorcion de una sustancia, es el ingreso de la misma a la circulacion del

organismo, para ello, las sustancias deben atravesar las membranas biolégicas.
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Figura 2. Esquema de la toxicocinética de los metales. Rojas Martini, M., 2013.
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La funciéon de la membrana es crear una barrera, para controlar el paso de las
sustancias externas a la célula. La estructura de la misma cuenta con dos capas de
moléculas lipidicas, los fosfolipidos que tienen un extremo hidrofilico y una cola
hidrofébica. En las membranas celulares, los fosfolipidos se unen, mediante las
colas hodrofébicas, por lo que la membrana celular, en las caras externa e interna es
hidrofilica (Figura 3).Conociendo la estructura de las membranas observamos que
las mismas permiten el paso de compuestos apolares y lipidicos, siendo como

barrera fundamental para las moléculas polares (Lehninger, 2001).

De todas formas, las membranas tienen proteinas encargadas del transporte de
compuestos, desde el exterior al interior de la célula. Es asi que la difusion de las

moléculas puede ser en forma pasiva, facilitada o activa.

La difusién simple, se da con los compuestos que son liposolubles, una vez que

entran en contacto con la membrana con capaces de traspasar las membranas. Esto
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es debido a la diferencia de gradiente de concentracion, entre el interior y exterior de

la membrana por parte del compuesto.

La difusion facilitada se da en compuestos que no son liposolubles, pero se unen a
moléculas que se ubican en la membrana, capaces de facilitar su penetracion. Una
vez que el compuesto es transportado, se libera y la molécula transportadora vuelve

a la membrana.

El transporte activo, es similar al facilitado, solo que requiere de energia para poder
llevarse a cabo. Este tipo de transporte lo usan moléculas hidrosolubles, iones o con
alto peso molecular. Muchos compuestos toxicos, inhiben este mecanismo
(Lehninger, A., 2001; Rojas Matrtini, M., 2013).

Luego de que la sustancia es absorbida y entra en el torrente sanguineo, se
distribuye a los tejidos. Cuando la concentracién del compuesto es elevada, y ya la
membranas celulares no cumplen la funcién de barrera, los compuestos tienen
tendencia a fijarse en los 6rganos con mayor flujo sanguineo, como el encéfalo,
rinon e higado (Rojas Martini, M., 2013).

La biotrasformacion consiste en la transformacién del compuesto extrafio, en un
derivado del mismo, para poder eliminarlo del organismo (como su metabolito). No
todas las sustancias quimicas sufren el proceso de biotransformacion, algunas son
eliminadas de la misma forma que fueron absorbidas. La biotransfromacién se
realiza a través de las enzimas, como oxidasas y reductasas, entre otras, que son
capaces de incorporar grupos funcionales, como OH’, NH,", COO", etc, a los
compuestos quimicos. Este proceso se realiza principalmente en el higado. Una vez
que el compuesto sufre la biotransformacién, es eliminado por la orina, bilis, heces,

sudor, saliva, leche, entre otros (Rojas Martini, M., 2013).
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Figura 3. Estructura de las membranas bioldgicas. Lehninger, 2001.

En el caso de los compuestos metalicos y semimetélicos, los inorganicos, son mas

hidrosolubles que los organicos, aunque existen algunas sales como el carbonato de

plomo que es insoluble. Asimismo, existen distintos grados de liposolubilidad entre

los compuestos organicos, siendo ésta una caracteristica importante, principalmente

para la absorcion del compuesto.

Es asi que desde el punto de vista toxicocinético de metales y semimetales

podemos resumir los siguientes aspectos:

La absorcién es, principalmente por via digestiva y cutanea. En el caso del
mercurio la via respiratoria es importante, debido a la volatilidad de este

metal.

Los compuestos organicos que contienen metales, son facilmente absorbidos,
por su liposolubilidad. Esto también lleva a que sean almacenados en tejidos
ricos en lipidos, como el sistema nervioso y al no ser hidrofilicos, no se

excretan por la orina.

Son compuestos bioacumulables, es decir que su vida media en el organismo
es prolongada, principalmente, por su acumulacién en el tejido 6seo, como en
el caso del plomo, o en los grupos SH de las ufias y cabello, en el caso de

arsenico y mercurio.

La excrecion del metal depende si compuesto o metabolito, es hidro o
liposoluble (Ferrer, A., 2003).
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1.1.4.-Toxicodinamia de metales y semimetales

La toxicodinamia estudia la accidon de una sustancia sobre los sitios de accion en el

organismo.

Algunas de estas acciones, en el caso de los metales y semimetales, son:

Inhibicion enzimatica: es causada por los metales, cuando se encuentran en
forma i6nica ya que interaccionan con el i6n S, de los grupos SH™ de las
proteinas. Estos complejos son altamente estables, por lo que su accion es
irreversible, inactivando o inhibiendo la accion enzimatica. Muchas de estas
enzimas realizan funciones vitales, por lo que su incorrecto funcionamiento
puede derivar en diferentes patologias e incluso ser letal. (Rojas Martini, M.,
2013)

Reacciones de hipersensibilidad: la afinidad por los grupos SH, puede dar
lugar a reacciones de hipersensibilidad, inmunodepresion o trastornos de
autoinmunidad. En una primera exposicion, el organismo genera anticuerpos
contra el toxico o su metabolito, por lo que en una segunda exposicion al
mismo el organismo genera una reaccion inmunitaria contra el compuesto.
(Rojas Martini, M., 2013)

Inhibicion de la trasferencia de oxigeno: la unién en la citocromo-oxidasa, con
algunos metales, como el Hg, no permite la fijacion del oxigeno, impidiendo la

formacion de ATP, provocando la muerte celular. (Rojas Martini, M., 2013)

Estrés oxidativo: Consiste en la formacion de especies altamente reactivas,
(radicales libres) que provocan la muerte celular. Algunos elementos, como el
plomo, arsénico, mercurio y cadmio, aumentan la produccion de radicales
libres, este efecto también se observa con el arsénico. Disminuyen asi, las
capacidades antioxidantes del organismo, y estimulan el estrés oxidativo
(Martinez, S.A., et al, 2011).
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1.2.- Elementos de estudio

1.2.1.-Plomo (Pb)

1.2.1.1 Generalidades

Tiene dos estados de oxidaciéon +2 y +4, pero el plomo inorganico, de mayor
importancia toxicoldgica, se encuentra en estado +2. En el ambiente, el plomo se
encuentra principalmente como material particulado en suspension. En el agua, se
deposita debido a las corrientes de aire, la lixiviacion de los suelos y de fuentes

antropogénicas, como la industria de baterias.

Las fuentes de exposicidn naturales son las emisiones volcanicas y el desgaste
geoldgico. Sin embargo, la principal fuente de exposicion es la contaminacion
ambiental de origen antropogénico. El uso del plomo es variado, ya que tiene
propiedades que lo hacen muy util, como la maleabilidad, el bajo punto de fusion, la

alta resistencia a la corrosion, y su estabilidad quimica, entre otras.

El Pb era muy utilizado en las cafierias de agua, gracias a sus propiedades de
resistencia a la corrosién y a su maleabilidad; también es un metal que forma parte
de las soldaduras y se utiliza en la produccién de baterias. Las sales de plomo, han
sido utilizadas como tintas y pinturas. En la Figura 4, se muestran los principales

usos del metal.

El agua de grifo, por ejemplo, puede contener plomo proveniente de las tuberias de
este metal. Si bien el plomo tiene poca acumulacion en los alimentos, la
contaminacion exdgena de los mismos es otra fuente de exposicién. El aporte de Pb
al ambiente de los vapores liberados de los vehiculos, ya a través de la combustién
de nafta, con el agregado de antidetonantes a base de plomo, tetraetilo de plomo,
por ejemplo, también ha sido histéricamente, una fuente muy importante de

contaminacion (Lépez, J.L., 2003).

En la década del 60, se declaro la exposicion a este metal, como un problema de
salud publica, siendo un problema prevenible, mediante el monitoreo biolégico de la
poblacién (Cousillas, A. Z., 2013).
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Usos del plomo
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Figura 4. Usos del plomo. Bastos Paoliello M.M, Mello De
Capitani E., 2003

1.2.1.2 Toxicocinética del Plomo

Las principales vias de ingreso suelen ser la respiratoria y digestiva. En la
respiratoria, la absorcién se da facilmente, ya que las particulas presentes en los
humos son muy pequefias. Sin embargo en la digestiva, la absorcion depende
muchos factores como la dieta, especie quimica del metal, o estado nutricional del

afectado.

Una vez en el torrente sanguineo, se distribuye al higado, rifién, cerebro y huesos.
En la sangre se une a los grupos fosfato, formando un compuesto de plomo, soluble,
una vez llegado a los drganos mencionados, se vuelve menos soluble. La
distribucién no es homogénea entre los tejidos, siendo los érganos diana principales,
la sangre, huesos y tejidos blandos.

El Pb, sigue las mismas rutas metabdlicas que el calcio en los animales, gracias a su
similitud de tamafio y carga i6nica. Se han encontrado altos niveles del metal en
sangre, rifiones, higado y huesos (Bastos Paoliello, M.M, Mello De Capitani E.,
2003). La fijacion del plomo se da en los huesos, donde sustituye al fosfato de

calcio, una vez alli sufre la misma fisiologia que el calcio.

El Pb es capaz de atravesar la barrera placentaria, y también se excreta por la leche,
por lo que en las mujeres lactantes y embarazadas, el movimiento del plomo de los

huesos a la sangre, puede afectar gravemente al nifio.
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Su principal via de excrecion es la orina y las heces. Cerca del 60% del plomo
absorbido queda retenido, el restante 40% es el eliminado. Otra via de excrecion es
la leche materna, que esta directamente relacionada con la cantidad de plomo en
sangre de la madre. (Bastos Paoliello M.M, Mello De Capitani E., 2003; Cousillas, A.
Z.,2013).

1.2.1.3 Toxicodinamia del Plomo.

Se une a proteinas que generalmente estan unidas al calcio, pudiendo
desencadenar o desactivar procesos que son mediados por él. Inhibe enzimas por
su afinidad por los grupos sulfhidrilo (SH), y amino. Es capaz de producir cambios

morfologicos, pudiendo causar la muerte.

El ejemplo mas estudiado de la inactivacion enzimatica es el de la sintesis del grupo
hemo, donde se inhibe la accion las enzimas, é-aminolevulinicodeshidratasa y
ferroquelatasa (Bastos Paoliello M.M, Mello De Capitani E., 2003; Cousillas, A. Z.,
2013).

1.2.1.4 Efectos de intoxicacién al Plomo

La exposicion constante a lo largo del tiempo, se conoce como exposicidon crénica y
en el caso del plomo, saturnismo. Algunos sintomas del mismo son: insomnio,
cefaleas, sabor dulce y metdlico, pérdida de apetito, dolor muscular, diarrea
(Ramirez, A. V., 2005). Los cdlicos, también son un sintoma muy comudn a la

exposicion crénica del Pb.

El Pb interfiere en la sintesis del grupo Hemo. Esta afectacion no solo impide
formacién de hemoglobina, sino que también aumenta la cantidad de &cido &-
aminolevulinico, en orina, ocasionando problemas neurologicos. La anemia es otro
sintoma caracteristico, y se conoce como anemia saturnina. Causa insuficiencia y

nefropatias renales, y puede afectar el sistema reproductor masculino y femenino.

El plomo es un toxico que atraviesa la barrera placentaria, causa abortos y expone
al feto, a altas concentraciones del Pb, desde temprana edad. En el caso de los
nifios, causa alteracion en el comportamiento, retardo mental, hiperactividad,
sordera, entre otros, ya que el plomo atraviesa barrera hematoencefalica mas facil
en nifios que en adultos (Cousillas, A. Z., 2013; Casarett, L. J.; Doull, J., 2005).
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Existen estudios epidemiologicos que sugieren la relacion entre la exposicién cronica
al Pb, y cancer de pulmon cerebro y vejiga. Es capaz de formar tumores en el
sistema digestivo y respiratorio (Casarett, L. J.; Doull, J., 2005). La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), determin6 que el Pb
inorganico, probablemente sea cancerigeno, pero aun no hay estudios que lo
comprueben (ATSDR, 2016).

1.2.1.5 Biomarcadores de Plomo

La concentracion de plomo en sangre, es el biomarcador de exposicion mas
utilizado, y se establecen niveles de riesgo para la salud. El plomo en huesos es
considerado como biomarcador de exposicion acumulativa al metal, ya que éste se
deposita en él. La determinacion de plomo en la orina, luego de una inyeccion de
agente quelante, se considera que es una medida fiable de la fraccidon
potencialmente toxica. La cuantificacion de la enzima ALAD y la protoporfirina en
eritrocitos, han resultado buenos biomarcadores de efecto, entre otros (ATSDR (1),
2007).

El cabello es el tejido que concentra mayor cantidad de plomo por unidad de peso.
Esto se asocia a la alta actividad metabdlica de las células de la matriz de cabello.
La concentracion del metal indica el grado de exposicion crénica con relacion a la
edad donde el individuo estuvo en contacto con el metal (Salinas, J. M., Rosile, R.,
1995).

El cabello estd compuesto por queratina, una proteina muy rica en azufre, y como se
menciond anteriormente, el Pb, tiene gran afinidad por estos grupos, lo que hace del

cabello un buen marcador de exposicion al mismo (Cousillas, A. Z., 2013).

Los niveles de Pb total en cabello son muy variados. En Chile se han encontrado
niveles entre 0,92-5,28 ug/g; en Venezuela se ha encontrado una media de 7,7 pg/g
del metal, mientras que en areas donde la poblacion esta expuesta se han
encontrado valores de hasta 313 pg/g (Valdebenito, G. A. ,2008; Marcano, E. et all,
2009; Fergusson, J.E., 1990).
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1.2.2.-Mercurio (Hg)

1.2.2.1 Generalidades

El mercurio tiene tres estados de oxidacion 0, +1 y +2. Cada estado, asi como cada
especie organica, provoca efectos caracteristicos para la salud. En la Tabla 1 se
muestran los compuestos que forma el Hg. Es el Unico metal liquido a temperatura
ambiente. El estado de vapor de este metal es la forma méas toxica en la que se

puede encontrar.

Las fuentes de exposicion naturales, son la desgasificacion de la corteza terrestre,
emisiones volcanicas y evaporacion de masa acuatica. También los combustibles
fésiles tienen altas concentraciones de Hg, siendo una de las principales fuentes de
contaminacion ambiental. Las fuentes antropogénicas, suelen estar dadas por la

quema y uso de los combustibles fésiles (Acevedo, F. A., et al, 2003).

Tabla 1. Compuestos que forma el mercurio.

Organico Metil mercurio CH3HgX
Dimetil mercurio CHs3Hg,
Elemental (metalico) Hg’
Inorgénico I6n monovalente Hg"
I6n divalente Hg"

Al ser un metal de gran movilidad, y dada su estabilidad en la atmésfera, es
considerado un problema mundial. En la Figura 5 se presenta el ciclo biogeoquimico
del Hg, el cual muestra su gran capacidad de movilizacion. Gracias a su gran
volatilidad, es capaz de transportase con las corrientes de aire. El otro mecanismo
de transporte, es la via acuética, y es debido al mercurio organico que se forma
gracias a las emisiones antropogénicas, que una vez que llegan al mar, es
convertido por las bacterias en mercurio organico, principalmente metil-mercurio.
Este compuesto lo consumen los peces, y asi se va distribuyendo al resto de la
especies acuaticas. Este tipo de mecanismo es mas lento, y mas local. El metil-
mercurio permanece en los peces durante largo tiempo y la cantidad del compuesto

gue se encuentra, es dependiente de la especie (Acevedo, F. A., et al, 2003).

El mercurio se utiliza en la produccion de celdas electroliticas, en lamparas
eléctricas, interruptores, termostatos, instrumentos de presion y calibrado. Su uso

también es abundante en los laboratorios analiticos, como objetivo de estudio, en
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amalgamas dentarias, catalizador en reacciones poliméricas, entre otros. En el
sector industrial se sigue utilizando para el tratamiento de oro y plata, en la
produccion de acido acético a partir de acetileno, en la fotografia y en la produccién
de seda.

Existen muchos medicamentos registrados que son en base al Hg, se utilizan
principalmente como conservantes en vacunas, inyectables, soluciones nasales y

oftalmicas.

La bioacumulacién del Hg se da en plantas acuaticas, invertebrados, peces y
mamiferos. La concentracion del mismo aumenta, a medida que aumenta la cadena
trofica. Se han observado diferencias de concentracion entre los peces carnivoros y
los herbivoros, mostrando mayores niveles en los primeros. Esto evidencia la
bioacumulacién del metal a lo largo de la cadena tréfica (Acevedo, F. A., et al, 2003).
Debido a la capacidad mencionada, la principal fuente de exposicion al metal, por el

ser humano, suele ser el consumo de pescados y frutos del mar.

Actualmente hay programas para la eliminacion del uso de este metal. Por ejemplo,
se han eliminado termometros y tensidmetros a base de Hg (Colangelo, C. H.,
2013).
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Figura 5. Ciclo biogeoquimico del Hg. Q.F Cristina Alvarez.
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1.2.2.2 Toxicocinética del Mercurio

La via respiratoria es una de las principales vias de ingreso al organismo, ya que el
Hg es muy volatil. Por esta via, el mercurio suele estar es su estado elemental, lo
que lo hace facilmente absorbible. Al absorberse el metal, el mismo se transporta a
los 6rganos y se oxida a ién mercurio (+2) y se une a los grupos sulfidrilicos de las

proteinas.

Asimismo, el Hg inorganico, y el metil-mercurio, suelen ingresar por via digestiva, y
al absorberse, ya se encuentran en forma idnica, por lo que se unen a las células
plasmaticas. Los compuestos organicos, se transforman en i6n Hg*, una vez

absorbido. Tienen una gran absorcién, gracias a su caracter lipofilico.

La distribucion del metal se realiza a través de las proteinas plasmaticas en el
torrente sanguineo. El Hg metélico, es decir el elemental, es muy liposoluble y llega
al cerebro, pero rapidamente se oxida al i6n Hg*?, por lo que se fija en el mismo, ya
gue éste es menos liposoluble que el metalico. También se deposita en el rifidn. El

Hg organico, se deposita en tejidos ricos en lipidos, como cerebro, higado y rifidn.

Este metal es capaz de atravesar la barrera placentaria. La acumulacién del metal
se da en el cerebro del feto, y puede llegar a concentraciones similares a la de la

madre.

El mercurio presenta varias reacciones de biotransformaciéon: el Hg metalico, se
puede oxidar a ion +2; también se puede producir la reaccién inversa a la anterior,
mediante una reduccion; el mercurio inorganico se puede metilar, convirtiendo el Hg

inorganico en organico, y viceversa.

El mercurio se secreta por la bilis, y su eliminacién se da principalmente por la orina
y heces (Acevedo, F. A., et al, 2003; Colangelo, C. H., 2013).

1.2.2.3 Toxicodinamia del Mercurio

El Hg tiene afinidad, al igual que el plomo, a los grupos sulfhidrilos pertenecientes a
proteinas plasmaticas e histonicas, y a enzimas, provocando su inactivacion.
También se une a otros compuestos como amidas, amia, carboxilos y fosfatos, que

son grupos con varias funciones biolégicas.
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Bloquea la bomba de sodio, disminuyendo el potencial eléctrico de membrana y es
capaz de dafar los nervios motores y sensoriales y (Colangelo, C. H., 2013,
Acevedo, F. A, et al, 2003).

1.2.2.4 Efectos de intoxicacion al Mercurio

Algunos de los sintomas adversos de exposicion al mercurio son: gusto metalico,
irritabilidad, nausea, cefaleas, vision borrosa y encefalopatias. Puede provocar
insuficiencia renal y pulmonar, hasta la muerte. La intoxicacion cronica causa

delirios, alucinaciones y tendencias suicidas (L6pez, J.L., 2003).

La exposicién a largo plazo causa gingivitis, causa Ulceras en la mucosa bucal,
causa hiperqueratosis, y puede llegar a perforar el tabique nasal. Causa lesiones en
el cristalino comprometiendo la identificacion de colores, y causa una macha

amarilla-marron, tipica de la exposicion al metal (Acevedo, F. A., et al, 2003)

También se encuentra la pérdida de memoria, insomnio, temblores, nefrotoxicidad,

dificultad de coordinacion (ataxia), entre otros (Colangelo, C. H., 2013).

En cuanto al sistema reproductor femenino, tiene efectos nocivos como abortos
espontaneos, y es un toxico teratogénico ya que es capaz de atravesar la barrera

placentaria, produciendo malformaciones en el feto (Baran, E. J., 1995).

El Hg tiene propiedades de mutagénesis. Existen estudios que correlacionan la
exposicién al metal, con aberraciones cromosémicas (Acevedo, F. A., et al, 2003).

1.2.2.5 Biomarcadores de Mercurio

El Mercurio total en cabello y orina, son los biomarcadores de exposicion mas
comunmente utilizados. En el caso del metilmercurio, el mercurio en cabello es un
buen biomarcador a utilizar. Como biomarcador de efecto, se han realizado varios
estudios, principalmente en rifién, pero los resultados no has sido concluyentes. El
Mercurio en orina, es el biomarcador al que se le han relacionado mas efectos de
intoxicacion (ATSDR, 1999).

El mercurio en el cabello indica la carga corporal del toxico, y es util para la
determinacion de una posible exposicion a mercurio, ya sea por dieta o intoxicacion

oral, sin relacionarse con la contaminacion ambiental materna (Lopez, J.L., 2003).
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Debido a la afinidad del Hg por los grupos SH°, al igual que el plomo, su

determinacién en cabello suele ser un biomarcador de exposicion al metal.

Segun el programa ambiental de las Naciones Unidas, la concentracién de Hg total
en cabello es de 1 a 2 pg/g para personas que no consumen pescado contaminado.
Se esperan niveles de 10 pg/g de cabello para aquellos que lo consumen

habitualmente (Naciones Unidas, 2011).
1.2.3.-Manganeso (Mn)

1.2.3.1 Generalidades

Tiene varios estados de oxidacion 0, +2, +3, +4, + 6, +7. Es un elemento natural que
se encuentra en las rocas. Las zonas con alto contenido del metal son utilizadas
para explotacibn de manganeso para la produccion de aceros y produccion de
baterias, aunque también se utiliza el manganeso en suplementos dietéticos,

plaguicidas, abonos, ingredientes de ceramicas, entre otros (Martins, I., 2003).

Las principales fuentes de exposiciébn al metal son los alimentos y el agua, en
personas no expuestas ocupacionalmente, mientras que los trabajadores expuestos

al mismo, se intoxican por el contacto directo (Tokar, E. J.; et all, 2013).

El manganeso es un metal esencial para la salud, a niveles ultratraza, ya que
algunas enzimas lo incorporan en su sitio activo, como la superoxidodismutasa o la
catalasa y también es un cofactor enzimatico. (Baran, E. J., 1995, Tokar, E. J.; et all,
2013).

En cuanto a la bioacumulacién del Mn, existen estudios que muestran que se
concentra principalmente en organismos inferiores. Estudios en peces han mostrado
gue el mismo se acumula en huesos, tracto digestivo, cabeza, aletas y branquias.
Luego de la excrecion, el metal continla en grandes concentraciones, en los huesos,

cabeza, aletas y piel (Martins, I., 2003).

1.2.3.2 Toxicocinética del Manganeso

La principal via de ingreso es la respiratoria, y la absorcion del Mn se da a nivel
alveolar. Asimismo, una porcién del metal que entre por via respiratoria, puede llegar
al tracto gastrointestinal. La absorcion aqui depende de la cantidad de hierro
presente en la dieta, la molécula introducida, la edad y el consumo de bebidas

alcohdlicas.
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Existe una competencia entre el Mn y el hierro por lo que una menor ingesta del
altimo, en la dieta, favorece la absorcion del Mn. Ambos tienen un sistema de
difusion facilitada y la escasa presencia de hierro, estimula el transporte del Mn.
Existen estudios, que muestran que la capacidad de absorcion del Mn depende de la
edad. Los jovenes pueden absorber un 70% del mismo, mientras que los adultos un
2%. También se ha estudiado en ratones la absorcion del Mn, en funcion de la
ingesta de alcohol, mostrando que la absorcién en presencia de alcohol, puede ser
hasta dos veces mayor que sin él.

Luego de la absorcion, el Mn en el torrente sanguineo, se une a las proteinas
plasmaticas. Una vez en el organismo se ve favorecida la oxidacion a +3, en el
intestino delgado. Luego en esta forma idnica es transportado a los tejidos. Los
lugares de mayor fijacion, son el higado, panceras, rifilones e intestino, érganos ricos

en mitocondrias, que son el organelo de fijacion preferido.

El Mn es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica, donde el hipotalamo es el
que presenta mayores concentraciones, en exposicion crénica. También es capaz
de atravesar la barrera placentaria y puede ser secretado por la leche. La excrecién
puede ser urinaria, por ufas, cabellos, sudor, secrecién biliar y heces (Martins, |I.,
2003; Tokar, E. J.; et all, 2013).

1.2.3.3 Toxicodinamia del Manganeso

Como el Mn es un cofactor enzimatico, la deficiencia del mismo estd asociada a

anormalidades reproductivas y esqueléticas.

Aun asi, su toxicidad esta relacionada con alteraciones en las enzimas involucradas
en la sintesis de dopamina. Dada la gran cantidad de numeros de oxidacion del Mn,
es posible que juegue un papel en el control de 6xido-reduccién en el cerebro. El Mn
puede fomentar la autoxidacién de la dopamina, generando radicales libres (Martins,
l., 2003).

1.2.3.4 Efectos de intoxicacién al Manganeso

La exposicion a grandes concentraciones, causa inflamaciones en los pulmones,
causando, neumonitis, bronquitis, e incluso neumonia y necrosis pulmonar. También
se han observado efectos como fatiga, nauseas, dolor de cabeza, disnea, es decir

ahogo o falta de aire y fatiga en la exposicion cronica al metal (Martins, 1., 2003).
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La intoxicacion por manganeso afecta el sector del cerebro que ayuda a controlar los
movimientos del cuerpo, afectando las funciones motoras, llegando a causar un
sindrome semejante al de Parkinson. Se han hecho estudios relacionando al metal
con el cancer y la reproductividad en las hembras, pero los mismos no han sido
concluyentes (ATSDR, 2000; José Vaz, A.; Videira de Lima, I., 2003, Tokar, E. J.; et
all, 2013).

1.2.3.5 Biomarcadores de Manganeso

Si bien aun no hay un consenso, los biomarcadores de exposicion utilizados, suelen
ser manganeso en la orina y la sangre. En cuanto a los biomarcadores de efecto, no
se ha encontrado alguno que indique la exposicibn a largo plazo a exceso
manganeso (ATSDR, 2012).

La concentracion de manganeso en cabello suele ser baja. Uno de los motivos es
que altos niveles de hierro, fosforo o calcio facilitan la eliminacién, reduciendo la
concentracion en el cabello. Al igual que el Pb y Hg, el Mn se excreta por el cabello,

gracias a su afinidad por los grupos SH".

En un estudio realizado por Miekeley se determind que los valores normales de Mn
en cabello, para adultos brasileros, son de 0,15 a 1,2 pg/g. Dada la escasez de
estudios en nuestro pais del metal y la matriz, tomaremos como referencia dichos
valores (Menezes-Filho, J.A. et al, 2009).

1.2.4.- Arsénico (As)

1.2.4.1 Generalidades

Es un semimetal, con cuatro estados de oxidacién -3, 0, +3 y +5, los cuales
dependen del medio donde se encuentra. Los compuestos de arsénico presentan
diferentes grados de toxicidad, dependiendo de la especie quimica. En condiciones
reductoras se encuentra en estado +3, y +5 en oxidantes. El As puede formar
compuestos organicos e inorganicos, siendo estos ultimos los mas toxicos, en la
Tabla 2 se presentan las especies y el grado de toxicidad, presentada como Dosis

Letalsg en ratas.
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Tabla 2. DLs de las principales especies de As. Tesina de grado Lic. Fiorella laquinta

Tipo de especie Especies Quimicas de As DL50 en ratas (mg/kg)
Arsina (AsHs;) 3
Inorganica Arsenito (As Ill) 14
Arsenato (As V) 20
Acido Monometilarsonico (MMA) 700 — 1800
Orgénica Acido Dimetilarsinico (DMA) 700 — 2600
Arsenocolina > 10000
Arsenobetaina > 10000

El uso del arsénico es muy variado, desde los productos para la preservacion de la
madera hasta herbicidas, y también se han usado compuestos inorganicos del
arsénico para el tratamiento de la leucemia, asma cronica asi como medicamento

para el tratamiento de la sifilis y la tuberculosis (MomoyoSakuma, A., et al., 2003).

La principal fuente de exposicion al arsénico inorganico, en poblaciones no
expuestas ocupacionalmente, es el agua de bebida en la cual, las concentraciones
del arsénico pueden ser muy variables dependiendo de su origen, ya que puede ser:
superficial, de lluvia, o subterrdnea. Esta Ultima es de mayor riesgo, ya que lo puede
contener de forma natural por su origen geolégico, (Mafay, N. (2), 2013). También
el consumo de frutos del mar, puede provocar niveles elevados de As en el
organismo, debidos fundamentalmente a la arsenobetaina, que es poco toxico. En la
Tabla 3, se muestra algunos frutos de mar, en relacién a la cantidad y tipo de

compuesto que forma el semimetal.

Tabla 3. Concentracion de las especies de As en frutos de mar (ng/g peso humedo, n=4). Momoyo
Sakuma, A, et al., 2003

Tipo As total As inorganico DMA |MMA

Pez de agua salada (asado) 466-6080 <1 <1-5 <0,5
Atun enlatado 156-770 <1 1-6 <0,5
Camardn (cocido) 473-2820 1-3 21-57 <0,5

Pez de agua dulce (asado) 25-555 <1-2 <1-4 <0,5

1.2.4.2 Toxicocinética del Arsénico

Las vias principales de entrada del arsénico son la via digestiva y la respiratoria. En
el agua de bebida, el arsénico se encuentra en forma de arseniato, siendo facilmente
absorbido por el tracto gastrointestinal (Frederick, P., et all, 1994). Una vez ingerido,
las formas solubles del arsénico inorganico son absorbidas por el tracto

gastrointestinal. Luego de absorbidos, los compuestos son distribuidos a los 6rganos
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como higado, rifiones, musculos, corazon, baso, pancreas, pulmones, cerebro, piel y
sangre, en ese orden jerarquico. El As, también es capaz de atravesar la barrera
placentaria. En las células hepaticas se da un proceso de metilacion con la
produccion de dos metabolitos, acido monometilarsénico (MMA) y &cido
dimetilarsinico (DMA), como productos de detoxificacion, facilitando su excrecion por
la orina. También el As™ puede sufrir una reduccién a As*, el cual luego de

acumularse se prepara para la metilacion (Momoyo Sakuma, A., et al., 2003).

Una vez ingerido es distribuido en los tejidos y eliminado en la orina, como MMA y
DMA. Si la ingesta de arsénico es mayor a su excrecion, el mismo se acumula en

cabello y ufias, unido a los grupos sulfhidrilo de la queratina (Mafiay, N. (2), 2013).

1.2.4.3 Toxicodinamia del Arsénico

El As inhibe la respiracion celular, debido a la acumulacién del semimetal en la
mitocondria, provocando el desacople de la fosforilacién oxidativa. Su interaccion
con la succinico deshidrogenasa, no permite la producciéon de ATP, y la sustitucion
del fosfato, por el semimetal, no permite la reduccion del NAD. Ademas de impedir la
formacion de energia y la respiracion celular, aumenta la formacion de radicales de
oxigeno (Casarett, L. J.; Doull, J., 2005).

Se pueden presentar alteraciones en la expresion génetica de proteinas e
inactivaciéon de las mismas y de enzimas, debido a su afinidad por los grupos

sulfhidrilo.

La arsina es capaz de unirse al glutation, pudiendo afectar la integridad de la bomba

de sodio y potasio, de la misma (José Vaz, A.; Videira de Lima, I., 2003).

También se cree que el arsénico es un co-cancerigeno, o un promotor de tumores,
en vez de un iniciador, pudiendo afectar la expresidn de genes que controlan la

proliferacion celular (Momoyo Sakuma, A., et al., 2003; Da Matta, A., 2003).

1.2.4.4 Efectos de intoxicacion al Arsénico

Entre los efectos de exposicion al As se encuentran las enfermedades vasculares,

neurotoxicas, efectos en la piel y sistema nervioso.

Pueden existir efectos gastrointestinales, nduseas, diarrea, colicos anemia y pérdida

de apetito, entre los mas comunes.
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El mas comun de los efectos es el cambio de pigmentacion y espesor de la piel, de
hecho, por estos sintomas se lo utilizaba como medicamento para la soriasis, bajo el

nombre Licor de Fowler.

La enfermedad conocida como “pie negro”, es propia de la exposicién crénica del
Arsénico, mediante el agua de bebida. Esta enfermedad afecta el sistema
circulatorio, derivando en gangrena. Asimismo hay varios estudios que correlacion la
exposicion del As inorganico, con el desarrollo del cancer de piel y de pulmén
(Momoyo Sakuma, A., et al., 2003; Mafiay, N. (2), 2013).

1.2.45 Biomarcadores de Arsénico

El biomarcador de exposicion mas usado, es el arsénico inorganico y sus especies
toxicolégicamente relevantes o el arsénico en la orina que incluye el aporte dietario
de arsenobetaina. La hiperqueratosis e hiperpigmentacion, indican la exposicion a
este semimetal. El arsénico suele interferir en la sintesis de varias enzimas, éstas

podrian ser utilizadas como biomarcadores de efecto (ATSDR (2), 2007).

El cabello puede ser considerado como una via de excrecién del arsénico, ya que
una vez incorporado a él, no esta biolégicamente disponible. La arsenobetaina, el
principal compuesto organico de arsénico en pescados y mariscos, menos toxica
que el arsénico inorganico, no se acumula en el cabello. Esto implica que soélo el
arsénico en su forma inorganica puede ser incorporado al cabello, cuando la ingesta
de mismo supera los 0,50 mg diarios (Mariani, D.D., el at, 2010), debido a la afinidad
de los grupos SH" y el As. Los niveles normales de As en cabello son de hasta 1
ug/g (ATSDR (2), 2007).

1.3.- Determinacién de biomarcadores

1.3.1.-Generalidades

Las metodologias de determinacion de los metales y semimetales en las diferentes
matrices, son ampliamente utilizadas, y estan bien descritas. No obstante, cada vez
que un laboratorio desea determinar un metal, semimetal su metabolito (en el caso
del As) en una matriz biologica, debe realizar una optimizacion, bajo las
caracteristicas y condiciones del mismo. Estas metodologias, para ser confiables,

necesitan ser validadas, (laquinta, F., Mafay, N., 2014; Mafay, N., 2013). En esta
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tesis se desarroll6 y optimizé la metodologia analitica para la determinacién de Pb

total, Hg total, As total y Mn total en cabello.

1.3.2.-El cabello como matriz

Como se mencion6 el analisis de los elementos en cabello es una herramienta de
identificacion de exposicion pero también es una herramienta clinica, que nos habla

de una exposicion a lo largo del tiempo.

La Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR)
especifica las siguientes caracteristicas, en el uso del cabello como matriz biol6gica

para la determinacion de elementos:

e Desde la perspectiva de la exposicion, el andlisis del cabello sirve para
identificar o simplemente confirmar la exposicién. De todas formas es dificlil
distinguir entre la contaminacién interna y externa. Se recomienda que para
utilizar los datos se asegure un correcto tratamiento previo de la muestra.
Para utilizar los datos obtenidos como herramienta clinica de exposicion

actual, se sugieren otros tipos de analisis, no solamente de cabello.

e De acuerdo con la ciencia actual, la utilidad principal de analisis de metales y
semimetales en cabello es conocer la exposicion histérica. El enfoque de la
investigacion tiene que estar en la busqueda de datos que establecen

relaciones dosis-respuesta.

e Desde una perspectiva clinica, para que el andlisis de cabello sea
considerado como un medio fiable para medir una sustancia en particular: la
concentracion de la misma se debe correlacionar con los érganos del cuerpo,

tejidos o fluidos y si existe dicha correlacion, ésta sera predictiva.

¢ Debido al crecimiento del cabello en general y los patrones de corte, para las
exposiciones anteriores a un afio 0 muy recientes, el analisis del cabello no es
atil.

e Dependiendo de la prueba o elemento objeto de estudio, un resultado

negativo puede ayudar a descartar una exposiciéon y cualquier problema

potencial.
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e Antes de considerar el analisis del cabello, un aspecto practico es investigar si
existen laboratorios disponibles que proporcionen servicios eficaces y
resultados fiables (ATSDR, 2001).

1.4.- Metodologias analiticas

1.4.1.-Validacién de los procesos analiticos

Los estudios poblacionales que buscan monitorear o estudiar la exposicidon a un
cierto compuesto, toxico o no, requieren de un meétodo analitico confiable. Para
lograr esta confiabilidad, el laboratorio debe realizar una serie de pruebas, con el
objetivo de estudiar el desempefio de los métodos por medio de la evaluacion de

algunas las cifras de mérito y, realizar la validacion del método.

Las guias Eurachem, definen el proceso de validacibn como un requerimiento
analitico, que confirma que el método considerado cumple con las capacidades que
requiere su aplicacion. Para evaluar el desempefio de nuestro método es necesaria

la evaluacién de las conocidas cifras de mérito o de performance (Eurachem, 2014).

Las cifras de mérito son parametros o caracteristicas de desempefio del método.
Las evaluadas en este trabajo son: rango de trabajo y modelo del mejor ajuste,

limites de deteccion y cuantificacidn, veracidad y precision.

El rango de trabajo es el intervalo en el cual el método presenta valores aceptables.
De ser posible, se busca encontrar un rango de trabajo que se comporte de forma
lineal, pero pueden existir casos en que no sea asi. Para la determinacion del
modelo de mejor ajuste, existen varios criterios: inspeccion visual, coeficiente de

determinacion, calculo de residuales, andlisis de prueba de falta de ajuste (LOF).

El limite de deteccién (LOD) corresponde al valor minimo detectable por el método.
Las guias Eurachem, plantean la determinacion del mismo, basandose en el criterio
3s. Es decir, la desviacion estandar (s) del blanco de muestra (muestra sin analito),

medida 10 veces.

Limite de cuantificacion (LOQ) es el nivel minimo en el cual es confiable el
desempeiio del método y a partir del cual se puede informar un resultado con su

incertidumbre. Se calcula de la misma forma que el LOD, pero en este caso es 10s.
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La veracidad es una expresion que corresponde a la cercania de los resultados
obtenidos con el método, realizada infinitas veces, con respecto a un valor de
referencia. La forma de estimar la veracidad de un método es mediante el calculo del

sesgo, o0 mediante el porcentaje de recuperacion.

%R= promedio/valor de referencia *100

El valor de referencia esta dado por un material de referencia certificado de la matriz
en estudio, 0 en caso de no contar con uno, se puede utilizar el método de
fortificacion de muestra. El mismo consiste en adicionar una cantidad conocida de
analito, en la misma especie que se encuentra en una muestra, y con las
concentraciones obtenidas con y sin la adicién, calcular el %R, en donde el valor de

referencia sera la cantidad exactamente conocida adicionada.

La precision se refiere al grado de dispersion de los resultados obtenidos por un
método analitico. Esta se puede evaluar en tres niveles: repetitividad, precision
intermedia y reproducibilidad. La repetitiblidad consiste en la dispersion de estos
resultados obtenidos en una corta medida de tiempo, con los mismos analistas,
equipos y reactivos. La precision intermedia nos da una estimacion de la variacion
de los resultados, pero en periodos de tiempo mas largos e incluso realizando
alguna modificacion, como los reactivos o el analista. La reproducibilidad

corresponde a la variabilidad entre laboratorios.

El método elegido puede haber sido previamente descrito por otro laboratorio, pero
debemos cerciorarnos de que el mismo cumple con los parametros requeridos, en

las condiciones de nuestro laboratorio.

En nuestro caso, al tratarse de elementos traza, en cabello, debemos tener un
especial cuidado con la contaminacién. Esta puede ser del ambiente del laboratorio,
como del material y reactivos o sustancias a utilizar. Para los elementos traza se
recomienda la utilizacion de material de vidrio, previamente descontaminado con
acido nitrico (HNOg3), la utilizacion de reactivos puros para analisis y agua deionizada
o ultrapura (Augusto Pitta G. Cotta, T., 2003).

1.4.2.-Espectrometria de absorcién atbmica

La absorcion atbmica es una técnica espectroscopica basada en la atomizacion del

elemento de interés, es decir, que para la determinacion cualitativa y cuantitativa de
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uno o varios elementos de la muestra, es necesario volatilizar los componentes de la
misma y transformarlos posteriormente en atomos gaseosos. De esta forma, cuando
la radiacion atraviesa la zona donde se encuentran estos atomos en estado
gaseoso, se produce su absorcién en frecuencias definidas. Estas frecuencias estan
relacionadas con el tipo de atomo, y la absorcién de la radiacion se corresponde con

la cantidad del elemento presente (Skoog et al, 2000).

1.4.2.1 Determinacion de mercurio por vapor frio (CV-AAS)

Es la técnica de atomizacion mas utilizada para la detecciéon de Hg, recomendada
por la United States Environmental Protection Agency (EPA), the National Institute
for Occupational Safety and Health (NIOSH) y Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC) (Augusto Pitta G. Cotta, T., 2003).

Consiste la generacion de vapor atobmico de mercurio. Este vapor se produce por la
accion de un reductor, en nuestro caso se utilizé borohidruro de sodio (NaBH,),
favorecida en un medio acido. El acido clorhidrico (HCI), es quien proporciona este

medio.

Mediante el proceso de digestion asistida por microondas, el mercurio presente en la
muestra se oxida a Hg*?, sin importar si formaba parte de un compuesto organico o
no. Luego todo el mercurio es reducido a Hg elemental, en un sistema cerrado.
Gracias a la volatilidad de éste, es convertido rapidamente en vapor, el cual es
arrastrado por un gas portador (inerte al Hg) y es determinado

espectrofotométricamente. Por esto, la determinacion es del Hg total.

Los sistemas utilizados para la determinacion de Hg, pueden ser en batch o en flujo.
En nuestro caso, como muestra la Figura 6, el sistema utilizado es un maddulo
comercial de flujo continuo. En este tipo de sistema, el reductor, la muestra y el
acido, son transportados a través de tubos, por accién de una bomba peristaltica, a
una bobina de reaccion. Luego el gas y el liquido seran separados en un separador
de fases Una vez separado el liquido del gas el vapor es dirigido al
espectrofotometro, y a la celda, mientras que el liquido se descarta. Luego de la
vaporizacion, el mercurio se concentra en una celda de cuarzo, que esta alineada
con el haz del espectrofotdmetro y se obtiene la sefial analitica. El caso de este
sistema en flujo, no se obtiene una sefal transitoria sino que se obtiene una sefial

gue luego de alcanzado el equilibrio se mantiene constante mientras se mantenga el

Pagina 36 de 112


https://www.cdc.gov/niosh/index.htm
https://www.cdc.gov/niosh/index.htm

suministro de muestra. Esta sefial se relaciona con la concentracién de mercurio
total en la muestra (Welz, B.; Sperling, M., 1999).

Dada la toxicidad del vapor de este metal, se utiliza una trampa con permanganato
para retenerlo, Figura 7.

Espectrofotametro
A
Separador Bobina de reaccidn Bc'm_b?” _
gas/liguido persitaltica
—f Muestra
—— Acido
M —‘ Reductor
l rFy <
Descarte )
Controlador de flujo ———d Argon
>

Figura 6. Sistema de flujo continuo del VGA77.

Celda de absorcion

hv
) | | e—p
Gas
portador 253-7 nm Hg[)
A TRAMPA
Desecador

Figura 7. Sistema con trampa de Hg. 1.Q. Isabel Dol.

1.4.2.2 Determinacion de arsénico por generacion de hidruros (HG-AAS)

Consiste en la generacion de especies volatiles, en el caso del As siendo la especie

reactiva la arsina (AsHs) (Tabla 2). Esta generacion se realiza con un reductor, en
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nuestro caso el NaBH4, y se ve favorecida en un medio acido. Que en este caso fue

HCI en concentraciones de 0,5a5 M %.

Tipicamente las concentraciones del reductor para sistemas de inyeccién continua,
entre 0,5 y 1%. En este trabajo utilizando una concentracion de 0,6 % (m/m) se

obtuvieron resultados satisfactorios.

El As que se encuentra en forma pentavalente (+5), no se comporta de igual forma
que el trivalente (+3), en la formacion de hidruros. Las mismas condiciones en
ambos, suelen dar sefales poco definidas y muy bajas para el caso de las especies
pentavalentes. Por esto, para la determinacion total de As, se recomienda una pre-
reduccion de las especies presentes de forma tal de ingresar al sistema el elemento
en sus formas trivalentes. Los reductores mas utilizados en la literatura son ioduro

de potasio (KI) o ioduro de sodio (Nal).

En el caso de este trabajo, la muestra se digiere para eliminar la materia organica
utilizando una digestion asistida con microondas y acido nitrico, por lo cual las
especies de As luego de este proceso se encuentran en un medio oxidante,
desfavorable para la generacién de hidruros lo que hace imprescindible la etapa de

pre-reduccion.

El médulo del sistema en flujo continuo fue el mismo que para la determinacién de
Hg, como se muestra en la Figura 6. En esta oportunidad, se requiere de un
atomizador y el vapor generado (hidruros de As) llega a la celda de atomizacién
transportado por un gas inerte (nitrégeno). La celda de atomizacién de cuarzo es

calentada exteriormente por una llama, favoreciendo la atomizacion.

La espectrometria atdbmica con generacion de hidruros es una técnica que tiene
como ventaja que el analito que forma el hidruro es arrastrado de la matriz
minimizando asi posibles interferencias generadas por ésta. En general los limites
de deteccion son adecuados para muchas aplicaciones en muestras biolégicas sin
necesidad de pre-concentracion, llegando a trabajar en rangos de concentracion de
ng mL™* (Dedina, J.; Tsalev, D.L., 1995).

1.4.2.3 Determinacion de plomo y manganeso por absorcién atémica con

atomizacion electrotérmica (ET-AAS)

La determinacion mediante atomizacion electrotérmica, consiste en colocar un
volumen pequefo de la muestra en un tubo de grafito, y someterla a un programa de
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temperaturas. Este programa depende del analito y la matriz que se estén

analizando.

Los programas de temperatura consisten en varias etapas en las que se va
aumentando la temperatura efectuandose primero el secado de la muestra, pasando
luego por la pirdlisis, etapa donde se elimina la matriz y, terminando con la
atomizacion, etapa de mayor temperatura. En esta etapa de atomizacion una sefal
transitoria que esta directamente relacionada con la concentracion del analito en esa

matriz.

En este tipo de atomizacion es critico el volumen de inyeccién, la optimizacion de las
rampas de temperatura, los tiempos de mantenimiento de cada etapa, el gas
portador utilizado y su flujo. Todas estas variables deben ser optimizadas, para

lograr una correcta determinacion.

Muchas veces, es necesaria la incorporacion de modificadores quimicos, que son
sustancias quimicas, que no afectan la determinacion de la concentracion del
analito, y que nos permiten llegar a mayores temperaturas de pirdlisis y/o de
atomizacion. La adicion de los mismos, cuales utilizar y en qué concentracion,
también forman parte de la optimizacion del método (Beaty, R. D.; Kerber, J.D.,
1993).

1.4.3.- Aspectos generales de la preparacién de muestras

La espectrometria atdbmica cuenta con algunos métodos de andlisis directo. No
obstante la mayoria de los métodos requieren que el analito esté en solucién. Para
lograr esto, la muestra debe ser sometida a ciertos tratamientos, lo que se conoce
como preparacion de la muestra. Este proceso consiste de operaciones fisicas y/o
qguimicas, que permiten la introduccion de la muestra al instrumento de medida,

para mejorar la determinacion de los analitos.

El uso de las microondas para la digestion de muestras es muy frecuente.
Actualmente es de los mas utilizados, y se le conocen amplias aplicaciones. La
digestién asistida por microondas se basa en dos fenbmenos: la migracién ionica y
la rotacion de polos. Estos dos procesos son estimulados por la frecuencia de las
microondas, donde en calentamiento de la solucion, favorece la descomposicion de

la matriz donde se encuentra el analito (Krug, F.J., Piovezani Rocha, F.R, 2016)
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1.5.- Poblacion de estudio: Antecedentes del asentamiento Aquiles

Lanza (Montevideo)

La poblacion de estudio fueron nifios del Asentamiento Aquiles Lanza. El mismo se
encuentra ubicado en las inmediaciones del complejo Euskal Erria, Malvin Norte,
Montevideo y cuenta con 246 viviendas, construidas de diversas combinaciones de
varios materiales. Segun los datos del censo 2011, Aquiles Lanza tiene una
poblacidén de 890 personas, de las cuales 344 son menores a 14 afios (38,6% de la

poblacion total).

Segun la informacion brindada por los referentes del asentamiento, la condicion
sanitaria de las viviendas es muy diversa. Existen algunas sin conexién a agua
potable, pudiéndose encontrar la conexion mas cercana a 100 metros. Si bien hay
viviendas que tienen un bafio y una evacuacién de desechos sanitarios, también hay
algunas que no lo tienen. Esto ha generado problemas higiénicos, donde se destaca
el trabajo de las Doctoras Ana Acuiia y Estela Skapino, 2009, quienes estudiaron la
parasitosis de los nifios de dicho asentamiento. El nivel educativo maximo alcanzado
en el asentamiento es la primaria y, si bien en 2011 el 96,8% de los nifios y
adolescentes de 5 a 14 afios asistia a un establecimiento de ensefianza, los niveles
de asistencia a partir de los 15 afios disminuyeron dramaticamente a un 25,5%
(censo, 2011). Esto trae consecuencias directas en el acceso de la poblacién del
barrio al mercado laboral, presentando un alto porcentaje de desocupacién y acceso

a condiciones de trabajo formal (Nodo familia, 2015).

El bajo nivel educativo y el escaso acceso a servicios de proteccién social del lugar,
han obligado a la poblacién a idear estrategias de trabajo informales, por ejemplo la
recoleccion y clasificacion de residuos, le venta callejera, la limpieza de jardines y
obras, el comercio en ferias y servicio doméstico, entre otras. Dicha estrategia tiene
como objetivo la supervivencia familiar, ya que gran cantidad de tareas recaen
principalmente sobre los seres humanos jovenes que componen los hogares,

ocasionando una clara diferencia en torno al género (Nodo familia, 2015).

La poblacién es muy consciente de los problemas causados por la exposicion al
plomo en el asentamiento, y es muy protectora con sus nifilos. Generalmente la
policlinica del lugar asi como las organizaciones sociales, recibian consultas y

guejas, sobre la situacion, por parte de las madres de familia, quienes son las que
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mas contacto tienen con sus hijos. Declaraban que en muchas de las casas de
familia, los esposos, son recolectores y tienen como estrategia de sobrevida, la
quema de cable ya que sin esta actividad, la economia de estos hogares, no
existiria. Por parte de los esposos, si bien saben de la problematica del plomo, la
contaminacion y su vinculacion con la quema de cable, aseguran que dicha actividad

es el unico sustento familiar (Nodo familia, 2015).

En el afio 2013, se aprob6 una ley de regulacion de la exportacion de cobre, Ley N°
19.138, ya que en esos afios Uruguay era el segundo pais exportador de cobre
mundial entre los paises no productores de ese mineral. Esta situacion se origina

gracias a estas “estrategias”, como la quema de cable (Nodo familia, 2015).

Existen antecedentes del afio 2011, en el que se realizé un estudio poblacional en
los nifios y los suelos del asentamiento, estos estudios mostraron concentraciones

de plomo considerables (Nodo familia, 2015).

La quema de cable para la extraccion de cobre, puede estar directamente
relacionada con las altas concentraciones del metal, ya que la realizacién de esta
actividad se realiza en los suelos. Si éstos tienen plomo, el movimiento de las
particulas del metal, se ve favorecido por la quema. Estas particulas tienen acceso

al organismo por via respiratoria facilmente.

Dados los niveles de riesgo del metal, encontrados en suelos y en sangre de los
nifios, y conociendo sus efectos nocivos para la salud, se propuso realizar un trabajo
de investigacion en el Area de Toxicologia de Facultad de Quimica, que estudiara
con mayor profundidad esta problematica con un abordaje transdisciplinario, en el
marco de los pilares de la Ecosalud. Esto llevé a realizar un proyecto conjunto con la
Organizacion Gurises Unidos que realiza acciones de apoyo trabajando con las
familias para mejorar la calidad de vida de los nifios, en el marco de los pilares de la

Ecosalud.

Asimismo, para realizar una evaluacion mas completa de la exposicion de los nifios,
ademas del Pb se plante6 el estudio de As, Hg y Mn. Los tres primeros por su
importancia toxicolégica, siendo las primeras tres sustancias de la lista prioritaria de
sustancias peligrosas segun la ATSDR (ATSDR, 2015). El Mn, si bien se encuentra

en el puesto 139, es interesante su estudio, ya que a nivel nacional no existen
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valores basales, y es un metal ampliamente estudiado en la region (Menezes-Filho,
J.A. et al, 2009; Riojas, H., Rodriguez, S., 2014; Mora, M., et al, 2014).

1.6.- Ecosalud

La Ecosalud es un campo de investigacién, educacién y practica que tiene como
meta la mejora de la salud humana. Es decir que, esta metodologia de investigacion
utiliza la educacién como una herramienta para promover comunidades prosperas,
robustas y ambientalmente sustentables, llevando a la accion o a la practica,
cambios que hagan esto posible. Es un tipo de investigacion innovadora, que busca
lograr un cambio sustentable y equitativo en la salud y bienestar humano a través de

mejores interacciones con el medio ambiente (Charron, D. F., 2014).

La OPS y OMS definen a los determinantes de la salud, como propiedades que se
basan en elestiio de vida que puede ser afectada por lasfuerzas sociales,
econdémicas y politicas que influyen en la calidad de la salud de las personas. Aqui
se incluyen, también factores como la educacion, empleo, nivel socio-econémico-
cultural, género, raza, nutricion, trabajo y ambiente (Figura 8). Estos factores no se
pueden estudiar por separado cuando nos enfrentamos un problema de salud, ya
que estan estrechamente vinculados entre ellos. Esta unidén, también se ve
asociada al desarrollo de enfermedades, esperanza de vida y mortandad (OPS,
OMS, 2016).

Edad, sexo y factores
constitucionales

Figura 8. Determinantes de la salud. OPS. OMS, 2016.
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Dentro de un enfoque ecosistémico para la salud humana o Ecosalud, los humanos
son colocados en el centro de las consideraciones sobre el desarrollo, al tiempo que
se busca asegurar la durabilidad del ecosistema del cual ellos son una parte integral.
A efectos de desarrollar intervenciones adecuadas, se hace hincapié en el disefio y
ejecucion de soluciones intersectoriales basadas en una gestion alternativa de
recursos naturales, en lugar de acciones exclusivas del sector salud. Ya que la
mejora de la misma es promovida por la interaccién que tienen las personas con el
ambiente. No puede existir un desarrollo sustentable a menos que las intervenciones
tomen en cuenta tanto el bienestar de los humanos y la sobrevivencia de los

ecosistemas.

La Ecosalud investiga la relacion entre todos los componentes de un ecosistema, es
decir, los determinantes de la salud y las interacciones dindmicas que se dan entre
ellos, para definir y evaluar problemas prioritarios que afectan la salud de la
poblacién y la sustentabilidad de sus ecosistemas. Es capaz de reconocer la
interaccién dinamica entre los diferentes componentes del ecosistema y el bienestar

y la salud humana.

La Ecosalud, considera qué proyectos interdisciplinarios (con analisis de género y
meétodos participativos) pueden resultar en mejores investigaciones y mejoras de la
salud humana y medio ambiente. Requiere nuevas metodologias que integren el
bienestar y salud humana en evaluaciones de impacto. Es capaz de generar nuevos

conocimientos que sirven de evidencia para lograr cambios.

Esta metodologia se basa en seis pilares o lineamientos: transdisciplinaridad,
pensamiento sistémico, participacién social, equidad de género y social,
sustentabilidad y accion. Los tres primeros pilares hacen énfasis en el proceso de
estudio, mientras que los ultimos tres son metas de los proyectos basados en
Ecosalud (Charron, D. F., 2014).

1.6.1.-Lineamientos de la Ecosalud

1.6.1.1 Pensamiento sistémico

Consiste en aceptar la complejidad de los sistemas e intentar comprender los
vinculos del ecosistema, las relaciones entre las personas, el ambiente, la cultura, la
salud. El pensamiento sistémico permite ordenar la realidad de los ecosistemas, y

visualizar los vinculos entre la salud, la sociedad, la economia y la cultura. También
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nos permite establecer los limites, escala, dinamicas y jerarquia de los problemas
presentados. Este tipo de pensamiento ayuda a los investigadores en la compresion

de los agentes que promueven ciertos contextos y problemas (Charron, D. F., 2014).

1.6.1.2 Transdisciplina

La transdisciplina no consiste solamente en formar un grupo de trabajo con
diferentes disciplinas, sino que también involucra la integracion de metodologias y
herramientas de investigacion de las mismas. Al involucrar varias disciplinas, se
logra un mejor entendimiento del ecosistema y sus vinculos con la salud. Estas
disciplinas pueden ser ambientales, sociologicas, culturales, economicas, de la
salud, etc. La combinacion de todas, funcionando como una unidad colectiva, un
grupo funcional, aumenta las posibles estrategias de investigacion para la mejora de
la salud. Un equipo transdisciplinario de Ecosalud, no involucra solamente a la
academia, sino que también a otros actores sociales, como representantes de las

comunidades afectadas (Charron, D. F., 2014).

1.6.1.3 Participacion social

Como se menciond anteriormente, la poblacién afectada debe estar involucrada en
el proyecto de investigacion. En necesario que la poblacion cuente con un
representante, que estard en el equipo de investigacion. La participacion de
personas que viven en el ecosistema de estudio, contribuye a informacion que
generalmente se obtiene solamente si se estd inmerso en ese entorno. Asimismo,
estos representantes de la poblacion pueden influenciar a la comunidad y estimular

los cambios de hébito, para la mejora de la salud humana. (Charron, D. F., 2014).

1.6.1.4 Sustentabilidad

La investigacion en Ecosalud, tiene como uno de sus objetivos, la sustentabilidad.
Como nos basamos en que la mejora del ambiente, repercute en la mejora de la
salud, se plantea el bienestar de los mismos, a través de las generaciones. La
busqueda de la sustentabilidad implica cambios estables en el tiempo, que sean
éticos, ambiental y socialmente sostenibles (Charron, D. F., 2014).

1.6.1.5 Equidad social y de género

La OPS define a la equidad de género como “una distribucion justa de los beneficios,

el poder, los recursos y las responsabilidades entre las mujeres y los seres
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humanos. El concepto reconoce que entre hombres y mujeres hay diferencias en
cuanto a las necesidades en materia de salud, al acceso y al control de los recursos,
y que estas diferencias deben abordarse con el fin de corregir desequilibrios entre
ser humanos y mujeres. La inequidad de género en el &mbito de la salud se refiere a
las desigualdades injustas, innecesarias y prevenibles que existe en la poblacion
considerando el estado de la salud, la atencion de salud y la participacion en el
trabajo sanitario. Las estrategias de equidad de género se utilizan para finalmente

lograr la igualdad. La equidad es el medio, la igualdad es el resultado.”(OPS, 2016)

Podemos extrapolar el mismo concepto a la equidad social, y definir la equidad
como la condicibn de dar a cada uno lo que se merece segun sus Méritos y

condiciones.

La distribucion de los bienes es desigual e injusta en muchos casos, esto lleva a un
desequilibrio en lo ecosistema, que abarca el acceso a la salud, educacion trabajo y
vivienda. La inequidad es considerada como factor clave de la salud, segun la
Comisién sobre los Factores Sociales Determinantes de la Salud, y su reduccion es
un deber ético (CSDH, 2008). Es asi que la Ecosalud propone realizar estudios de

investigacion de calidad ambiental, que fomenten la equidad social y de género.

1.6.1.6 Accidn

La creacion de conocimiento por parte de la investigacion y la ciencia, es y debe ser
utilizada para la mejora de la salud y bienestar del ambiente y consecuentemente del
ser humano. Por ello, una vez creado el conocimiento tedrico, es fundamental para
la Ecosalud, el ponerlo en practica. Debe realizarse una traduccién del conocimiento
generado, en una accion: politicas de accién, politicas que requieren nuevos

conocimientos o intercambios colaborativos entre publicos (Charron, D. F., 2014).

1.6.2.-Uruguay y Ecosalud - Antedecedentes

Uruguay participa en la Comunidad de Practica del Enfoque Ecosistémico en
América Latina y el Caribe (CoPEH-LAC), desde el afio 2005. La CoPEH-LAC, es
“un grupo transdiciplinario de investigadores de varios paises de América Latina, el
Caribe y Canada para formar una Comunidad de Practica, estableciéndonos en 6
centros regionales de excelencia en investigaciones e intervenciones en
Ecosistemas, localizados en diferentes regiones: México, América Central y el

Caribe, Regién Andina, Brasil, Cono Sur y Canada” (CoPEH-LAC, 2017).
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Desde el Area de Toxicologia, se comenzé a participar en este grupo, estudiando las

bases de la Comunidad de Practica, participando en diferentes actividades:

ler Taller de Integracion, Cuernavaca- México, 2006
2do Taller Nodo Cono Sur, Montevideo, 2007

Curso “introduccion al enfoque ecosistémico para la salud humana: ecosalud”
Apoyado por la Unidad de Educacion Permanente de Facultad de Quimica, la
IDRC y el Nodo Cono Sur de Copeh-LAC, 2008

Encuentro para la Difusion del Foro Internacional de ECOSALUD — 2008

Curso para la formacion y asistencia técnica en Proyectos de Investigacion
sobre contaminantes metélicos y otros toxicos en América Latina, Montevideo,
2009

Taller de capacitacion para grupos de investigacibn en metales con un

enfoque en Salud, Ambiente y Sociedad, Montevideo, 2010

Jornada de la Comunidad de Practica sobre el Enfoque Ecosistémico en

Salud Humana, en la Facultad de Quimica, Montevideo, 2011

Segundo Taller de capacitacion para grupos de investigacion en metales con

un enfoque en Salud, Ambiente y Sociedad, Montevideo, 2012

Taller sobre metales, ambiente y salud, con Enfoque Ecosistémico, Oruro,
Bolivia. 2013

Ecohealth Conference 2014, Montréal, Canada. Presentacion de trabajos.

Taller de dialogo “Integracion y difusion del enfoque ecosistémico utilizando
como ejemplo el proyecto: “Evaluacién a la exposicion de metales téxicos en

el asentamiento Aquiles Lanza — Montevideo, Uruguay” Noviembre 2014.

Ecosystem Approaches to Health: Summer Workshop and Field School -
CoPEH-Canada Université du Québec a Montréal, Canada, 2015

The 4th International One Health Congress and 6th Biennial Congress of the

International Association for Ecology and Health, 2016

Curso: Herramientas para una metodologia de investigacion integral

en salud: un Enfoque Ecosistémico, a realizar en junio de 2017.

Pagina 46 de 112



Hasta la fecha se ha integrado el tema en los cursos curriculares del Area de
Toxicologia de las carreras que se dictan en la Facultad de Quimica (Grupo
CSIC: Ecosalud, n° 797725).

En el aio 2012, la responsable de este estudio, ha participado en el mencionado
taller, realizado en Montevideo, mostrando interés en el area, y participando en las
tltimas cinco actividades mencionadas. Se ha presentado a becas de apoyo para

especializarse en el area, siendo aprobadas las siguientes:

2014 - Beca del Nodo Cono Sur de CoPEH - LAC de para participar de "Ecohealth
Conference 2014"

2014 - Taller de Dialogo: Integracion y difusion del enfoque ecosistémico utilizando
como ejemplo el proyecto: "Evaluacion a la exposicion de metales téxicos en el
asentamiento Aquiles Lanza - Montevideo, Uruguay". Realizado en Montevideo,

Facultad de Quimica.

2015 - Ecosystem Approaches to Health: Summer Workshop and Field School
CoPEH-Canada Université du Québec a Montréal, Canada - June 3-16, 2015.
2016 - Fellowship award to attend the 4" International One Health Congress &
6™ Biennial Congress of the Intenational Association foe Ecology and Health, en
Melbourne, Australia, 2016

Asimismo, desde el afio 2015, colabora con el Area de Toxicologia, en el dictado de

los tedricos de los temas de Ecosalud.
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2.- Objetivos

2.1.- Objetivos generales

Desarrollar una metodologia para la determinacion de Pb, Hg, Mn y As en cabello,

con un solo paso de preparacion de muestras.

Evaluar la exposicion a metales y arsénico de los nifios de un asentamiento de
Montevideo utilizando el cabello, mediante un abordaje transdisciplinario teniendo

en cuenta los aspectos de género y participacion social.
Difundir la informacién del problema de contaminacion de la zona, asi como la
capacitacion a las familias involucradas través de talleres y otras formas de
divulgacion.

2.2.- Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

e Evaluar metodologias disponibles para la determinacibn de plomo,
manganeso, mercurio y arsénico, en cabello de acuerdo a bibliografia de

referencia

e Elaborar un protocolo de muestreo y preparacion de las muestras para la
determinacion de los metales y semimetales seleccionados en cabello

e Optimizar las condiciones analiticas para determinar niveles de toxicos

metalicos y semimetalicos en cabello
e Validar los métodos analiticos en las condiciones optimizadas

e Realizar un estudio de la exposicion en poblacién infantil presuntamente
expuesta a los metales y semimetales seleccionados, del asentamiento

Aquiles Lanza

e Divulgar los resultados y realizar una capacitacion de las familias que alli

viven
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3.- Materiales y métodos

3.1.- Reactivos
e Acido clorhidrico (HCI) pa. J. T. Baker. Lote: 9535-05

e Acido nitrico (HNOs) ACS. Concentracion 65% m/v. Macron. Lote:
0000032603

e Acido nitrico (HNOs) ultrapur. Concentracion 69% m/v. J.T. Baker ultrapur.
Lote: C30061

e Acido sulfarico (H,SO,) pa. Carlo Erba. Lote: 410301

e Agua deionizada

e Borohidruro de sodio (NaBH,). Aldrich. Lote: STBC2667V

e Estandar de Arsénico 999 mg L™. Fulka. Lote: BCBP4276V.

e Estandar de Manganeso 1000 mg L™. Merck. Lote: HC383248.

e Estandar de Mercurio 1000 mg L™. SCP Science. Lote:S140917012
e Estandar de Plomo 1000 mg L™. Merck. Lote: HC5669876.

e Fosfato de amonio monobasico (NH4H,PQO,). Carlo Erba. Lote: V3B429113F
e Hidréxido de sodio (NaOH) pa. Panreac. Lote: 131687

e loduro de sodio (Nal). Dolder Lote: 24811

e Permanganato de potasio (KMnQg4). Mallinckrodt. Lote: 7056G

e Tritobn X-100 Merck. Lotes: K35190503642// K38559703836

e Material de referencia certificado NIES n° 13 Human Hair. National Institute for

Environmental Studies, Japoén.
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3.2.- Equipos

Balanza analitica Radwag As 60/220/C/2

Bafio de ultrasonido Branson 5510

Digestor de microondas Marca CEM. Modelo Mars 6 (Figura 9)

Espectrofotometro de Absorcidon Atdmica con atomizacién electrotérmica
(horno grafito) Thermo iCE 3000 series (Figura 10)

Espectrofotometro de Absorciébn Atdmica Varian 55B de llama con sistema

acoplado de generacion de hidruros y vapor frio (Figura 11)

Figura 9. Digestor de microondas.
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Figura 10. Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica con atomizacion electrotérmica
3.3.- Materiales

e Celda de cuarzo para Generacion de Hidruros para VGA 77 Agilent. Part No.
9910040000

e Celda de cuarzo para Vapor Frio para VGA 77 Agilent. Part No. 9910040700

e Horno de grafito para atomizacién electrotérmica Thermo. Part No.
942339395041

e Lampara de catodo hueco de Arsénico (193,6 nm). Varian. Lote: 5610122200

e Lampara de catodo hueco de Manganeso (279,5 nm). Thermo. Lote:
13442568

e Lampara de catodo hueco de Mercurio (253,7 nm). Varian. Lote: 5610125300

e Lampara de catodo hueco de Plomo (283,3 nm). Thermo. Lote: 13392252
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Figura 11. Espectrofotometro de Absorcion Atdémica Varian 55B de llama con

sistema acoplado de generacién de hidruros y vapor frio

3.4.- Poblacién estudiada

Se realiz6 una convocatoria, a las familias de la zona, con la ayuda de la ONG
Gurises Unidos, el CAIF y algunas madres del asentamiento. La toma de muestra de
cabello se realizé en dos dias, en el local del CAIF “El Coyote”, ubicado dentro del
asentamiento. Al momento de realizar la toma de muestra, el responsable del nifio,
firm6 un consentimiento informado, se le entregd informacién acerca de los riesgos
de exposicion y se le realizé6 una encuesta (ANEXO 6). Con los resultados de las
determinaciones de los metales y los datos proporcionados por los participantes se
evaluaron las principales fuentes de contaminacion, a través de un estudio

estadistico, utilizando el programa Excel 2007.
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4.- Metodologia

4.1.1.-Descontaminacion del material

Para establecer un protocolo de lavado de los tubos de digestion se plantearon tres
formas de lavado: 3 horas con HNO3 10% v/v, 3 horas con HNO3 20% v/v y 2 horas
con detergente + 3 horas con HNO3; 20% v/v. Posteriormente se realizé un programa
de digestién con concentraciones de 0; 0.5; 1y 2 ug L™ de Mn y HNO; concentrado.
Se evalud la eficiencia del lavado midiendo la sefial de Mn, la discusion de la
eleccion se vera en la seccion 5.1, concluyendo que para la descontaminacién del

material se usara HNO3 20% v/v.

4.1.2.-Tomay acondicionamiento de muestras

La toma de muestra debe ser lo mas cercana al cuero cabelludo, y en la zona de la
nuca del individuo. Esto debe ser asi ya que en esa zona la contaminacién ambiental

€S menor.

Se debe utilizar una tijera de acero inoxidable, para asegurarse de no contaminar la
muestra. Para realizar el corte, se toma un mechdn de cabello de aproximadamente
0,5 cm de didmetro, y se le realiza un nudo con hilo dental, lo més cercano al cuero
cabello que sea posible. Con el hilo dental nos aseguramos que no contaminamos la
muestra y nos facilita el corte del cabello manteniendo al mechén unido, y también
se lo “marca” ya que el extremo mas cercano al hilo, sera el mas cercano al cuero

cabelludo, que es nuestra zona de interés.

Luego de que se corta, se lo guarda en una bolsa plastica, con cierre hermético y se
la rotula correctamente. Las bolsas se almacenan a temperatura ambiente, en el
laboratorio, hasta el analisis de la muestra. Este protocolo de toma de muestra es
adaptado al utilizado por el Dr. Antonio Menezes-Filho, en el Laboratorio de
Toxicologia Analitica de la Universidad Federal de Bahia, Labotox, donde la tesista

ha realizado una pasantia en el afio 2015.

4.1.3.-Lavado de la muestra

Para eliminar toda contaminacion exdégena de la muestra, se trabajo con el protocolo
de lavado que se utiliza en Labotox. EI mismo consiste en cortar un centimetro de la

muestra, del lado del cuero cabelludo, es decir de donde el hilo dental se encuentra

Pagina 53 de 112



mas cerca. Se coloca la muestra en un vaso de bohemia y se le agrega Triton 1%
m/m, hasta cubrir todo el cabello. Se deja en bafio ultrasonido durante 20 minutos.
Luego se lo enjuaga con agua deionizada hasta retirar toda la espuma, se agrega
HNO3; 1N hasta cubrir el cabello y se deja en bafio ultrasonido durante otros 10
minutos. Una vez finalizado este proceso, se enjuaga tres veces con agua

deionizada y se coloca en un papel libre de tinta. Se deja 24 hs en la estufa a 70°.

4.1.4.-Digestion asistida con microondas

Se probaron tres concentraciones de HNOj3; para la digestion del cabello: HNO3
concentrado, al 50% v/v y al 25% v/v. Como resultado de las tres digestiones se
obtuvieron soluciones limpidas y sin material en suspension, por lo que acorde con
los principios de la Quimica Verde, se establecio utilizar HNO3z al 25% (v/v), ya que
es el menos concentrado y el menos dafino tanto para manipular, como para la

generacion de residuos.

Se pesan exactamente 25 mg de cabello en balanza a la centésima de mg y se
coloca en los tubos de digestién. Luego de realizadas las adiciones del patron
necesarias, se completa hasta 10 mL con HNO3 al 25% v/v y se hace una pre-
digestion de 15 minutos, dejando durante este tiempo los vasos de digestion,
tapados a temperatura ambiente. Simultaneamente se trata un blanco de digestion,
gue consiste en 10 mL de HNOj3 al 25% v/v. La muestra es sometida a un programa

de temperatura segun se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Programa de temperaturas.

Etapa Tiempo (minutos) Temperatura
Rampa de calentamiento 15 Hasta 180°C
Mantenimiento 15 180°C
Enfriamiento 15 40-50°C

Una vez finalizado el programa, se espera una hora antes de la apertura de los
vasos. Se colocan las soluciones en matraces de 25,00 mL y se lleva a volumen con
agua deionizada. Para asegurarse de que el trasvase ha sido cuantitativo, se

enjuaga tres veces con agua deionizada cada tubo digestor, y luego se enrasa.

En el caso del material de referencia certificado, la toma minima recomendada en

base seca es de 120 mg. A esta toma se agregan 10 mL de HNO3; 25% vivy 3
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gotas de HF (sugerido por el proveedor). La digestion se realiza de igual forma que

con las muestras, obteniendo una solucién limpida y sin material en suspension.

4.1.5.-Evaluacion de linealidad: Modelo de mejor ajuste

Para la determinacion del modelo del mejor ajuste para las curvas de calibracion de
cada uno de los analitos, se realizdé una digestion de 25 mg cabello, proporcionado
por adulto no expuesto ocupacionalmente, previamente lavado. Se trabajo de la
forma que indica la Tabla 5. En el tubo 1 no se colocé muestra, sino que es el blanco

de digestion.

Solucién estandar de 250 ug L™: Se toman 50 pL de solucion patrén de los analitos

de aproximadamente 1000 mg L™ y se lleva a un volumen de 10 mL, con agua
deionizada. Esta solucién intermedia es de 5 mg L™ y se puede conservar en

heladera, 4°C, una semana.

Se toman 500 L de la solucién intermedia de 5 mg L™ y se llevan a un volumen de
10 mL con agua deionizada. Esta nueva solucién es la de 250 pg L™, se recomienda

preparar esta solucién a cada vez que sea necesaria.

Solucién estandar de 25 ug LY Se coloca en un matraz de 25 mL, 2,5 mL de la

solucion de 250 pg L™, y se completa con agua deionizada.

Preparacion de modificador fosfato de amonio (2 gL™): Tomar 0,2 mL de HNOs3

ultrapur, colocar en un matraz de 100 mL, junto con un gramo de triton X-100y 0,2 g
de fosfato de amonio monobésico (NH;H,PO,4). Completar con agua deionizada.

Tabla 5. Concentraciones y volimenes necesarios para el estudio del modelo del mejor ajuste y el
rango lineal.

Tubo 1* 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Vol. Estandar

1 0,125 | 0,250 | 0,375 | 0,500 | 0,625 | 0,750 | 0,875 | 1,000 | 1,125 | 1,250
250 pg L (mL)

Vol. HNO3 25%
(mL)

10,00 | 10,00 | 9,875 | 9,750 | 9,625 | 9,500 | 9,375 | 9,250 | 9,125 | 9,000 | 8,875 | 8,750

Conc. de analito
0,00 0,00 1,25 2,5 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00 | 11,25 | 12,50

esperada (ugL™)

*blanco de reactivo, ** blanco de muestra
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4.1.6.- Estudio de efecto matriz

Se utilizé6 un material de referencia certificado NIES n°13, Human Hair. Estos son
materiales con propiedades y homogeneidad definidas que se utilizan para el control
y evaluacion del desempefio de las metodologias desarrolladas. Tienen
concentraciones de analitos ya determinadas, y uno puede comprar el valor obtenido
con su metodologia, frente al valor proporcionado por el fabricante. De esta forma se
evalla si la metodologia es valida para ese analito o no (Krug, F.J., Piovezani
Rocha, F.R. ,2016).

Para el estudio del efecto matriz, se realizd una curva de calibracion, utilizando un
estandar de 25 pg L™ de Mn, Hg y Pb en HNO3 0,2% v/v. Para el Hg, Mn y Pb, se
digirio el material de referencia certificado y a la disolucion obtenida se le realizaron
distintas diluciones al 5,00%, 6,67%, 10,00%, 11,11%, 12,50%, 14,29%, 16,67% Yy
20%. Estas diluciones se interpolaron en la curva de calibracion para evaluar el
efecto matriz, a través de los porcentajes de recuperacion. Esta dilucion se realizo

para el material de referencia y para el blanco de digestion.

El material certificado que se utilizd contiene niveles de As inferiores a los que se
pueden determinar por nuestro método, por lo que el efecto matriz se evalud
comparando estadisticamente las pendientes de las curvas de calibracion del As en
cabello y en HNO3 0,2% v/v.

4.1.7.- Optimizacion

4.1.7.1 Plomo

La determinacion de plomo se realizé mediante Espectrometria de absorcion

atdbmica con atomizacion electrotérmica (ET-AAS).

Se estudiaron las temperaturas de calcinacion y atomizacion para esta matriz y el
Pb, Figura 12 y 13, Anexo 1. El volumen utilizado fue de 15 pL de muestray 7 uL de
modificador fosfato 2 gL™.El mejor resultado evaluado a nivel de la sefial Area.s, se
obtuvo aplicando el programa de temperaturas que se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Programa de temperaturas para la determinacion de Pb en cabello

T Tiempo | Rampa Flujo de gas portador Etapa
(°C) (s) (L/min)

95 10 4 0,2

100 20 4 0,2 Secado
130 5 2 0,2

450 30 84 0,2

800 5 50 0,2 Pirdlisis
2200 2 0 Apagado Atomizacion
2300 1 170 0,2 Limpieza

4.1.7.2 Mercurio

Para el estudio del comportamiento del Hg en cabello, se realizé la digestion como

indica la Tabla 5.

La determinacion de Hg se realizd por Espectrometria de absorcion atémica
mediante vapor frio (CV-AAS). Se evaluaron las mismas condiciones operativas que
utiliza el CEQUIMTOX, para la determinacion de Hg en orina. Al obtener sefiales
estables y con buena sensibilidad, es decir la mayor pendiente de las curvas de

calibraciéon evaluadas, se mantuvieron las mismas condiciones.

Condiciones operativas:
e Flujo de la muestra: 6 mL/min
e HCI: 40% viv
e NaBH,4 0,6% m/v en NaOH 0,5% m/v

4.1.7.3 Manganeso

La determinacion de manganeso se realiz6 mediante Espectrometria de absorcion

atdbmica con atomizacion electrotérmica (ET-AAS).

Al igual que con el Pb, se estudiaron las temperaturas de calcinacién y atomizacion,
Figura 14, Anexo 1. El volumen de muestra en este caso, es de 20 pL, sin
modificador. El resultado basado en la sefial obtenida Area.s, fue el programa de

temperaturas que se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Programa de temperaturas para la determinacion de Mn en cabello.

T(°C) | Tiempo (s) | Rampa Flujo de gas (L/min) Etapa
100 30 10 0,2 Secado
800 20 150 0,2 Pirdlisis
1900 3 0 Apagado Atomizacion
2000 3 0 0,2 Limpieza
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4.1.7.4 Arsénico

La determinacion de As, se realiz6 por Espectrometria de absorcion atdémica,
mediante generacién de hidruros (HG-AAS). El As debe estar en su estado de
oxidacion +3 para poder determinarlo, por lo que a la muestra se le debe realizar una
reduccion. De esta forma todo el As que se encuentra en la misma especie y se
reduce a +3. Esta reduccion se realizd agregando 1 mL de Nal 27% m/vy 1 mL de

HCI conc., a 10 mL de muestra digerida.
La reaccion involucrada es la siguiente:
H3AsO,4 + 31" + 2H30+ — H3AsO;z; + I3 + 3H,0

Al igual que con el Hg, tanto la reduccidén de la muestra, asi como las condiciones
para la generacion de hidruros se evaluaron primeramente realizando el protocolo
que se utiliza en el CEQUIMTOX para la determinacion de As total en orina. Al
obtener sefales estables y con buena sensibilidad se mantuvieron las mismas

condiciones.

Condiciones de para la generacion de hidruros:

e Flujo de la muestra: 6 mL/min

e HCI5N

e NaBH;0,6% m/v en NaOH 0,5% m/v
4.1.8.-Validacion

Las cifras de mérito fueron evaluadas de acuerdo al procedimiento de validacién de
metodologias analiticas (PLB05), del CEQUIMTOX:

Modelo de mejor ajuste y rango de trabajo: mediante inspeccion visual, coeficiente

de determinacién (R?), test de lack-of-fit (LOF) y evaluacién de los residuales

respecto al modelo de mejor ajuste.

Limite de deteccidn: utilizando el criterio 3s, mediante la determinacién de la sefal

de blanco, con un n=10. Se calcula la desviacion estandar (s) de 10 muestras sin el

analito, se multiplica por 3 y se la divide entre la pendiente de la curva.
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Limite de cuantificacion: utilizando el criterio 10s, mediante la determinacion de la

sefal de blanco, con un n=10. Se calcula la desviacion estandar (s) de 10 muestras

sin el analito, se multiplica por 10, y se la divide entre la pendiente de la curva.

Precision a nivel de repetibilidad e intermedia: en ambos casos con un n=10, a tres

niveles de concentracion diferentes, se calcula la desviacion estandar.

e Repetibilidad: se calcula con el coeficiente de variacion, donde:

5
CV=————x 100
promedio

e Precision intermedia: La variable a modificar es el tiempo. Para evaluar si los
promedios son comparables se debe analizar primeramente la comparacién de las

desviaciones estandar.

La misma se calcula con el estadistico F, segun

g

F=

v |H]
[ 2]

Las desviaciones estandar, se deben elegir de forma que F1. Los grados de libertad
son ni;-1 y ny-1, respectivamente. Se compara F obtenido con el valor F establecido
para un contraste de dos colas, P=0,05. Si F<Fi, no existe diferencia significativa

entre las s.
Si las desviaciones estandar son iguales, se calcula el t estadistico segun:
{xj_ - x:]

JE D)
y  Ng

t=

donde s se calcula:

(ny — 1]5E + g —1)s3
(hy,+n;—2)

53 =

En el caso en que el t estadistico sea mayor a t critico, se evaluard la precisiéon

intermedia con el coeficiente de variacion segun:

(£, — ©2)
cVv=—""%2 %100
X1-3
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donde X1, es el promedio de la primer serie de medidas, §2, es el promedio de la
segunda serie de medidas, y Xi-» es el promedio de los promedios anteriores. En
este caso, para el criterio de evaluacion utilizaremos la Trompeta de Horwitz (Figura

15), con el objetivo de obtener un CV de 15%, como valor maximo.

=

T 20}

§ ="
5 + 10 p=

2 ceuticals =2"
S Aflatoxing =2
S 10° 10

& -0} Trace

= Major Minor

& 20 Nutrients Nutrients

O

60—

10%
0.01%

conceniration

Figura 15. Trompeta de Horwitz. Jurado, J. M., 2008.

Veracidad

La veracidad del método de determinacion para el Hg y Mn, se evalué utilizando un
material de referencia certificado de cabello a n=8, se calculdé el porcentaje de
recuperacion, y el mismo debe estar entre 70 y 120%.

Como los limites de deteccion y cuantificacidn de nuestro método fueron mayores a
la cantidad de As que contiene el material de referencia por lo que, para determinar
la veracidad se fortificaron muestras de cabello, antes de ser digeridas, una con 3 pg
L' y la otra con 6 ug L™ de una solucién de As. Este procedimiento se realiz por

duplicado. Se evaluo el porcentaje de recuperacion y la aceptacion del mismo es de
70 a 120%.

Para ello se colocaron 0,3 mL y 0,6 mL de una solucién de 250 pg L™, junto con los

25 mg de cabello, previamente pesados en los tubos del digestor de microondas, y
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se completa con HNO3; 25% v/v los 10 mL, es decir se le agregan 9,7 y 9,4 mL,

respectivamente. Luego se le realizo la digestion, descrita anteriormente.

En el caso del Pb, la toma minima de CRM, contiene niveles que sobrepasan el
rango de trabajo, y al realizar la dilucién se produce un efecto matriz. Por ello la

veracidad fue evaluada de la misma forma que para As.

En el caso del Pb, las fortificaciones fueron de 6,25uL y 12,5uL y el procedimiento se
realizé por duplicado, con los mismos criterios de evaluacién y aceptacion que para
As.

En este caso los volimenes de solucién de 250 pg L™, fueron de 0,625 mL y 1,250
mL, junto con los 25 mg de cabello, completando los 10 mL con HNO3; 25%, para
luego digerir la muestra en el microondas. Una vez finalizado se coloca la soluciéon

en un matraz de 25 mL, completando con agua deionizada.

Incertidumbre: se estimdé segun el protocolo de validacion utlizado en el

CEQUIMTOX. ElI mismo establece el uso de los datos de precision intermedia y de
ensayos interlaboratorio. Al no contar con datos de ensayos interlaboratorio, se

evaluara solamente la precision intermedia. Lamisma sera €Stimada:

U= 2 X Sinter
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5.- Resultados y discusién

5.1.- Det

5.1.1.- Protocolo de descontaminacion del material para digerir

Como se observa en la Figura 16, la sefial obtenida con el HNO3; 10% (v/v), es
mayor a la observada con los otros lavados, por lo que se descarta esta

concentracion del acido, ya que una mayor sefal sugiere que el material no esta

bien descontam

sin el mismo,

descontaminacion del material. Al no utilizar del jabdén, se contribuye con los

principios de la

erminacion analitica

inado. No se observan mayores diferencias en el lavado con jabon y
por lo que se opt6 por el lavado con HNO3; 20%(v/v), para la

Quimica Verde, ya que se genera menos residuo, y a su vez genera

menos gasto econémico al laboratorio.

Por esto, cada vez que se utilice el digestor de microondas, se deben descontaminar

los tubos 24 horas antes con HNO3z 20%.

Abs.s 0.06

0.05
0.04
0.03
0.02

0.01

Eficiencia de descontaminacion de
tubos digestores

4 HNO3 20%

7 M Jabon+ HNO3 20%
. HNO3 10%

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
Concentracion de Mn en pg L

Figura 16. Evaluacién de la eficiencia de descontaminacién del material de

digestion

5.1.2.-Plomo

Rango de trabaj

0 v modelo de mejor ajuste

Luego de establecidas las condiciones experimentales 6ptimas, se realizd una curva

de calibracioén e

n cabello digerido, para evaluar el modelo del mejor ajuste. El rango
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de estudio fue hasta 16 pg L™, ya que si bien no existen valores de referencia para el
plomo a nivel internacional, los valores de la regién, de 6 a 8 pg g™ de cabello, se
encuentran contemplados en el rango seleccionado. En la Figura 17 podemos
evaluar mediante inspeccion visual, que el mismo tiene un comportamiento lineal. De
todas formas, para su validacion se realizo el test de lack-of-fit (LOF) (Tabla 8 Anexo
2), y evaluacion de los residuos respecto al modelo de mejor ajuste (Figura 18,
Anexo 2) y se estudié su coeficiente de determinacién R?. Si bien la linealidad se
evalué hasta 16 pg L™, el rango de trabajo definido seré hasta 12,5 pg L™, a efectos

practicos de realizar las diluciones correspondientes.

Curva de calibracion de Pb
Area(UA.s)

0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03 -

y=0.003x+ 0.0125
R?=0.9919

0.02 -

Ly

0.01

0 T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8&.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Concentracion de Pb en pg L

Figura 17. Curva de calibracion de Pb en cabello.
Efecto matriz

El efecto matriz se evalu6 con el material de referencia certificado, el mismo se
analizé por duplicado. En la Figura 19 se observa la curva de calibracion para el Pb
en HNOj 0,2%, mientras que en la Tabla 9 se muestran los resultados. Como el
criterio de evaluacion es el porcentaje de recuperacion, podemos observar que los
valores obtenidos no entran dentro de nuestro rango de aceptacion, por lo que se

evidencia el efecto de matriz.

Se estudio6 si existe efecto matriz entre los cabellos, ya que si lo hubiera, deberiamos

realizar adiciones estandar para la cuantificacion del Pb en cada muestra.

Se realizé un estudio estadistico para evaluar el efecto matriz entre muestras. Se

utilizé el test de Chow que permite establecer si dos regresiones lineales en dos sets
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de datos son iguales. Para ello se realizaron 7 curvas de calibracion, de muestras
diferentes, con tres puntos cada una, ya que la linealidad estaba determinada, y se
realizaron dos grupos, uno con 3 curvas de calibracion y el otro con 4. Esta
separacion estuvo determinada por los dias en que se realizaron las digestiones y

analisis del Pb.

El test de Chow estd determinado por los cuadrados de los residuales, y se lo

relaciona con el estadistico F. La relacion esta dada por:

_ (ee—(ee tee))/k
(e,e, +e,e,) [(n, +n, —2k)

(k. +n,-2K)

Los resultados de presentan en la Tabla 10 (ANEXO 3), y muestran que no hay
diferencia entre ambas regresiones, por lo que no hay efecto matriz entre cabellos.

Curva de calibracion de Pb

Area(ua.s) 903
0.03 +

0.03 -
0.02 ~
0.02 ~
0.02 -
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.00
0,00 T T T T T T T T T T T 1

0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 6.25 750 875 10.0011.2512.5013.75

Concentracion de Pb en pg L

y=0.002x+ 0.0029
R?=0.9985

Figura 19. Curva de calibraciéon de Pb en HNO; 0,2%.
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Tabla 9. Porcentaje de recuperacién de la concentracion del material certificado obtenido para Pb,
interpolada en una curva de calibracién de HNO3 0,2%, para la evaluacién del efecto matriz.

Dilucién % Recuperacion NIES 1 % Recuperacién NIES 2
5,00% -597,77 -485,49

6,67% 40,71 45,55

10,00% 41,33 50,15

11,11% 25,08 61,11

12,50% 38,94 59,54

14,29% 52,75 74,65

16,67% 37,14 67,05

20,00% 32,90 60,46

Limites de deteccidn y cuantificacion (LOD vy LOQ):

Se utilizo el criterio 3s y 10s, definidos en la seccion de validacion. Dado que en el
caso del plomo existe efecto matriz, se debio realizar la curva de calibracién sobre la
matriz. El pool de cabello utilizado para la determinacién de plomo de las muestras
fue el mismo que se usdé para curva de calibracidbn en la validacion. Para la
determinacién de los LOD y LOQ, se digirieron 10 muestras de un pool de cabello
utilizado para la realizacion de la curva, sin agregado de fortificacion. Los valores
obtenidos fueron:

LOD: 1,0 pg g™

LOQ: 3,2 ug g™

Los valores de referencia utilizados fueron los niveles basales encontrados en
poblacién no expuesta ocupacionalmente en Venezuela y Chile. Los mismos eran de
Pb total en Chile de entre 0,92-5,28 ug/g; y en Venezuela se de 7,7 pg/g del metal.
(Valdebenito, G. A. ,2008; Marcano, E. et all, 2009). Los limites obtenidos en nuestra
metodologia nos permiten realizar estas evaluaciones ya que se encuentran dentro

de los valores de referencia.
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Precision:

La repetibilidad se evalu6 en dos niveles (6 y 9 pug L'1) con un n= 7. La presion fue

evaluada con el coeficiente de variacion antes mencionado.
Precision a:
6 ug L™ 10,9%
9ug L™ 6,4%
En la Tabla 11 (ANEXO 4) se muestra el estadistico de la precision intermedia, y se
muestra que los promedios son iguales en el tiempo.

Veracidad:

Como se mencioné anteriormente, debido al efecto matriz presente entre el cabello y
el material de referencia, se evalué la veracidad fortificando a distintos niveles (6,25
y 12,50 pug L) y evaluando su porcentaje de recuperacion. El porcentaje de

recuperacion fue del 94,9%.

Incertidumbre: Como se menciond anteriormente, la misma se estimé segun lo

establecido en el procedimiento utilizado en CEQUIMTOX, PLB 05, en este caso:
Incertidumbre (U):
6 ug L™ 2,3 ug g-*
9ug L™ 2,6 ugg™
5.1.3.-Mercurio

Rango de trabajo y modelo de mejor ajuste

Se realizé una curva de calibracion, para evaluar el modelo del mejor ajuste, en un
rango hasta 12,5 pg L™. Se seleccioné este rango ya que los niveles de referencia
estan contemplados. En el Figura 20 podemos evaluar mediante inspeccion visual,
gue el mismo tiene un comportamiento lineal. De todas formas, para su validacion se
realizaron otras pruebas, como LOF, residuales (Tabla 13, Figura 21, Anexo 2) y

coeficiente de determinacion.
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Abs

0.20
0.18
0.15
0.13
0.10
0.08
0.05
0.03
0.00

0.03%

Curva de calibracion de Hg

Abs=0.0148C- 0.0074
R?=0.9983

'l
00 125 250 375 500 6.25 7.50 8.75 10.00 11.25 12.50
Concentracion de Hg en ug L!

Figura 20. Curva de calibracion del Hg en cabello.

Efecto matriz

Como se menciond anteriormente, el efecto matriz del Hg se evalu6 con el material
de referencia certificado hasta un una concentracién de 15 12,5 ug L™. Se realiz6
por duplicado y se interpolé en una curva de calibracion en HNO3 0,2%, que se
observa en el Figura 22. En la Tabla 14 se pueden ver los porcentajes de
recuperacion de las diferentes diluciones, donde NIES 1 y NIES 2 corresponden a
las soluciones del material de referencia. Si bien el porcentaje de recuperacion de la
dilucién el 5% no es de los esperados, entre el 70 y 120%, esa dilucion esta cercana

al limite de deteccion del método, por lo que, no es representativa para tomar

decisiones.

Abs

0.20
0.18
0.16
0.14
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

Curva de calibracion de Hg

Abs=0.0109C+ 0.0029
R?=0.998

0.00 150 3.00 450 6.00 7.50 9.00 10.50 12.00 13.50 15.00

Concentracion de Hg en pg L

Figura 22. Curva de calibracion del Hg en HNO3 0,2%.




Tabla 14. Porcentaje de recuperacion de la concentracion del material certificado obtenido para Hg,
interpolada en una curva de calibracién de HNO3 0,2%, para la evaluacién del efecto matriz.

Dilucion % Recuperacion NIES 1 % Recuperacién NIES 2
5,00% 50,72 93,84

6,67% 86,81 99,40

10,00% 95,04 108,83

11,11% 112,01 118,84

12,50% 113,19 121,11

14,29% 116,38 122,23

16,67% 122,05 121,79

20,00% 129,58 116,97

Limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ):

Se utilizé el criterio 3s y 10s, definidos en la seccién de validacién. Los valores

obtenidos fueron:
LOD: 0,2 ug g™

LOQ: 0,8 ug g+

Los valores de referencia de Hg total en cabello, estan establecidos segun el
programa ambiental de las Naciones Unidas, y es de 1 a 2 ug/g para personas que
no consumen pescado contaminado. Se esperan niveles de 10 ug/g de cabello para
aguellos que consumen habitualmente (Naciones Unidas, 2011). La metodologia
desarrollada nos permite determinar esos valores, permitiendo discriminar la

poblacién expuesta y la que no.
Precision:

La repetilibilidad se evalué en tres niveles con un n= 10 mediante coeficiente de

variacion.
Precision a:
3pug L™ 5,8%
6 ug L™ 7,8%

9ug L™ 4,9%
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En la Tabla 11 a Anexo 4 se muestra el célculo de la precision intermedia, donde se
demuestra que a 6 pg L™, no existe diferencia entre los promedios, durante el correr
de los dias. Sin embargo, para los otros dos niveles si hay una diferencia, por lo que
se procede al siguiente criterio de evaluacion segun el PLB 05. En la Tabla 12,
ANEXO 4, se muestra el calculo de CV segun el criterio de Horwitz. Si bien el CV
obtenido es menor que el de Horwitz, nuestro objetivo de un CV maximo de 15%, a 9

Hg L™ se cumple, no asi en 3 ug L™,
Veracidad:

El criterio de aceptacion es de 70 a 120% de recuperacion. Se evalu6 analizando el
material de referencia a n=8 por duplicado, y el promedio fue de 108,1%, como

muestra la Tabla 14.

Incertidumbre: Estimada como el procedimiento PLB 05:

Incertidumbre (U):

1

3pug L™ 0,3 g g-

1

6 ug L™ 3,7 ug g-
9ug L 09pgg?
5.1.4.-Manganeso

Ranqgo de trabajo y modelo de mejor ajuste

Una vez optimizadas las condiciones de calcinacion y atomizacion, se realiz6 una
curva de calibracion para evaluar el modelo de mejor ajuste, en un rango hasta 13,5
ug L™. En el Figura 23 podemos evaluar mediante inspeccién visual, que el mismo
tiene un comportamiento cuadrético, evaluando el coeficiente de determinacion, asi
como los residuales (Figura 24, Anexo 2). El test de LOF, se encuentra en la Tabla
15, ANEXO 2. Si bien el rango se estudi6 hasta 13,5 pg L™, el rango de trabajo sera
de 12,5 ug L™, por el mismo motivo que en el plomo.
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Area(uas)  Curva de calibracion de Mn

0.60
0.53 -
0.45 -
0.38 -

0.30 Area =-0.0006C2+ 0.033C+ 0.2056

R?=0.9932

0.23
0.15 -
0.08 -

0,00 T T T T T T T T T
0.00 150 3.00 450 6.00 7.50 95.00 10.50 12.00 13.50

Concentracion de Mn en pg Lt

Figura 23. Curva de calibracion del Mn en cabello.

Efecto matriz

El efecto matriz se evalu6 de la misma forma que con el Hg y el Pb. La curva de
calibracion en HNO3 0,2% se muestra en la Figura 25, mientras que los porcentajes
de recuperacion del material certificado, se encuentran en la Tabla 16. En este caso,

al igual que en el Hg, tampoco se hay efecto matriz.

Curva de calibracion de Mn

Abs.s 0.30 -
0.28 -

0.25 -
0.23 -
0.20 -
0.18 -
0.15 -
0.13
0.10
0.08
0.05
0.03
000 1 T T T T T T T T T T 1

0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 6.25 7.50 8.7510.0011.2512.5013.75

Concentracion de Mn en pg Lt

Area=-0.0016C2+ 0.0416C+0.018
R?=0.9972

Figura 25. Curva de calibracion del Mn en HNO3; 0,2%.
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Tabla 16. Porcentaje de recuperacion de la concentracion del material certificado obtenido para Mn,
interpolada en una curva de calibracion de HNO3 0,2%, para la evaluacion del efecto matriz.

Dilucién % Recuperacion NIES 1 % Recuperacién NIES 2
5,00% 87,80 96,15
6,67% 131,71 115,38
10,00% 97,56 105,77
11,11% 96,59 108,17
12,50% 109,27 115,38
14,29% 105,85 111,06
16,67% 105,37 98,08
20,00% 100,00 105,77
20,00% 129,58 116,97

Limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ):

Se utilizé el criterio 3s y 10s, definidos en la seccion de validacion. Los valores

obtenidos fueron:
LOD: 1,32 ug g™
LOQ: 3,86 ug g™

Si bien los limites de cuantificacion del Mn estan por encima de lo que se han
encontrado efectos adversos en nifios de Montreal (3 pug g* de cabello), disminuir
esta cifra de mérito queda planteado como para las perspectivas a futuro, ya que, no
existen datos de este metal en cabello en nuestro pais, por lo que no sabemos si
estos valores son andémalos o no (Menezes-Filho, J.A. et al, 2009).

Precision:

La repetibilidad se evalué en dos niveles (6 y 9 pg L") con un n= 10 mediante

coeficiente de variacion.
Precision a:
6 ug L™ 4,9%
9ug L™ 4,1%

La precisién intermedia se pudo calcular para los niveles de 6 y 9 ug L™, Tabla 11
Anexo 4, para la concentracion 6 ug L™ se comprueba que el promedio no varia en el

tiempo. Sin embargo para de 9 pg L™, se debe calcular el CV segun el criterio de
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Horwitz. En la Tabla 12 se muestra que en este nivel, se cumple con el CV de

Horwitz y con el fijado como obijetivo.
Veracidad:

El criterio de aceptacion de veracidad es de 70 a 120% de recuperacion. Se evalu6
con el material de referencia a n=8, y el promedio fue de 105,6%, los datos se

encuentran en la Tabla 16.

Incertidumbre: Se calculé segun el procedimiento PLB 05, por lo que:
Incertidumbre (U):
6 ug L™ 0,59 ug g-*
9pg L™*: 0,85ug g™
5.1.5.-Arsénico

Rango de trabajo y modelo de mejor ajuste

Una vez establecidas las condiciones experimentales éptimas, se realizd una curva
de calibracién para evaluar el modelo de mejor ajuste, en el rango hasta 12,5 pg L™.
En la Figura 26 podemos evaluar mediante inspeccién visual y determinacion del
coeficiente de determinacion que el mismo tiene un comportamiento lineal. De todas
formas, para su validacion se realiz6 el estudio de residuales, el LOF (Figura 27 y
Tabla 17, Anexo 2).

Curva de calibracion de As

Abs 0.30 -
0.28 -
0.25 -
0.23 -
0.20 -
0.18 -
0.15 -
0.13 -
0.10 -
0.08 -
0.05 -
0.03 -
000 T T T T T T T T T 1

-gvggono 125 250 3.75 5.00 6.25 7.50 8.75 10.00 11.25 12.50

Abs=0.0259C-0.0112
R?=0.992

Concentracion de As enp L!

Figura 26. Curva de calibracion del As en cabello.
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Efecto matriz

Como se menciond anteriormente, en el caso del As, dadas las bajas
concentraciones del analito, presentes en el material de referencia, no es posible
determinarlo mediante nuestra tecnologia. Por ello, para evaluar el efecto matriz de
este semimetal, se realizO una comparacion estadistica de las pendientes de la
curva de calibracion de HNO3 0,2% v/v, y la de cabello. Se realizaron tres curvas de
calibracion en cabello y tres curvas en HNO3 0,2% v/v (Figura 28, ANEXO 3). El test
estadistico utilizado es la prueba t- Student para muestras independientes. Para
poder aplicarlo, previamente se tuvo que realizar un analisis de varianzas, para ver

si eran iguales.

En la Figura 29 del Anexo 3 podemos ver que la prueba F, nos afirma que
estadisticamente las varianzas son homogéneas, por lo que a continuacion
realizamos la prueba t-Student para muestras independientes. En la Figura 30 del
Anexo 3 se comprueba que las pendientes son estadisticamente iguales, por lo que

no existe efecto matriz, para el As.

Limites de deteccidn y cuantificacion (LOD vy LOQ):

Se utilizé el criterio 3s y 10s, definidos en la seccion de validacion. Los valores

obtenidos fueron:
LOD: 0,1 pg g™
LOQ: 0,4pg g™

Los niveles normales de As en cabello son de hasta 1 ug/g (ATSDR (2), 2007). La
metodologia desarrollada en este proyecto nos permite la determinacion y
discriminacion de esos niveles, haciendo posible la utilizacion de As total en cabello

como biomarcador de exposicion.
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Precision:
Se evaluo el nivel de repetibilidad en tres niveles con un n= 10 mediante coeficiente
de variacion.
Precision a:

3ug L™ 8,8%

6 ug L™ 9,0%

9ug L™ 6,0%
En la Tabla 11 del ANEXO 4 se presenta la Tabla correspondiente al calculo de la
precision intermedia, donde se muestra que el promedio, para los tres niveles
analizados, no es el mismo, en el correr de los dias. Por lo que se debid utilizar el
criterio de Horwitz que se presenta en la Tabla 12, ANEXO 4. Si bien en todos los
niveles se cumplio con el criterio. En el caso del As no se logré con el objetivo de un

CV menor a 15%, sino que los resultados afirman la necesidad de seguir

optimizando el método.
Veracidad:

El criterio de veracidad es de 70 a 120% de recuperacion. Se evalud utilizando
muestras fortificadas con un n=4, a dos niveles de concentracién cuantificables y el
promedio fue de 106,5%.

Incertidumbre: Al igual que los otros analitos, se calculé segun el procedimiento
PLBOS.

Incertidumbre (U):
3ug L™ 04 pg gt
6ug L™ 0,7 pg g-*
9ug L™ 1,3 pg g-

En la Tabla 18 se encuentran resumidas las cifras de mérito para cada analito.
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Tabla 18. Cifras de mérito.

Pb Hg Mn As
Rango de trabajo (ug L'l) 3,2-12,5| 0,8-12,5 3,86-12,50 0,1-12,5
LOD (pglL™)3s; n=10 1,0 0,2 1,32 0,1
LOD (pgg’)3s 1,0 0,2 1,32 0,1
LoQ (ugL?) 10's; n=10 3,2 0,8 3,86 0,4
LoQ (ugg™) 10s 3,2 0,8 3,86 0,4
3pglL? - 5,8 - 8,8
Precision (%) (Repetibilidad)
6pglL?t 10,9 7,8 4,9 9,0
n=10
opglL? 6,4 4,9 4,1 6,0
3pglL? - 16,2 - 20,7
Precision (%) (intermedia)
6pglL?’ - - - 17,0
n=10
opglL? - 8,3 13,6 15,4
Veracidad (%) 94,9 ** 108,1 * 105,6 * 106,5 **
3pgl? - 0,3 - 0,4
Incertidumbre (pgL™) 6pgl? 2,3 3,7 0,59 0,7
opglL? 2,6 0,9 0,85 1,3

*CRM Number 13 Hair, NIES ; ** Spike sample
5.2.- Estudio poblacional

5.2.1.-Toma de muestra

Luego de la aprobacion del comité de ética, de Facultad de Quimica, asi como el
aval del Servicio de Atencion a la Salud de la Intendencia de Montevideo, la toma de

muestra fue realizada en dos dias. Los voluntarios se acercaron al centro CAIF,
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ubicado en el asentamiento. En las dos jornadas se les dio una capacitacion de la
importancia del estudio y los analitos de interés. A los tutores, padres o madres de
las familias participantes se les realiz6 una encuesta (Anexo 6), y se les entreg6 un

consentimiento por escrito que debieron firmar.

Se tomaron 38 muestras de nifilos y adolescentes (Figura 31) . De acuerdo a la
encuesta, en la poblacion no hubo diferencias en el consumo de agua. Todas las
familias declararon beber agua de OSE y tener instalacion sanitaria con el mismo
tipo de agua. Solamente en dos de los nifios se reporté haberse realizado un estudio
de plombemia anterior sin conocer el resultado. De acuerdo a estos resultados de la
encuesta y otros, los factores estudiados con una posible relacibn a la
concentracion de los analitos, son los presentes en la Tabla 19, sin considerar
aquellos datos que no se diferenciaban en la poblacion.

Tabla 19. Datos mas relevantes de la poblacién de estudio.

Famili i | I
Sexo Edad amiliar practica Cercania de Quema Se lava las manos antes
quema de comer
<
MIFL S| > No Al 200130 1 NC el Ns | Ne
anos | anos lado | casas | casas
15| 23 23 15 21 17 19 6 2 11 21| 8 3 6

NC corresponde a “no contesta”, mientras que NS corresponde a “no siempre”.

5.2.2.-Anédlisis de las muestras

Luego de la toma, las muestras se lavaron, digirieron y analizaron segun lo

mencionado anteriormente. Los resultados se presentan en la Tabla 20.

Para el As y Hg, los valores obtenidos se encuentran por debajo del limite de
deteccion. Sin embargo, para el caso del Mn y Pb, se encontraron valores por

encima de los esperados.

En el caso del Pb, 5 nifios (13%) se encuentran por encima de 9 ug L™, valor
superior al encontrado en Venezuela o Chile (Valdebenito, G. A. ,2008; Marcano, E.
et all, 2009). Aun con estos valores no podemos confirmar la exposicion de estos
nifos a los metales, ya que este es el primer estudio poblacional en nifios utilizando
estos metales en cabello como biomarcador, por o que estos valores en nuestro
pais podrian ser aceptables. Cousillas et at, en el afio 2005, han encontrado que, a
nivel latinoamericano, los valores de Pb en sangre son mas elevados que otro
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paises latinoamericanos, al igual que sucedio en el caso del cabello. Para evaluar si
los valores encontrados en los nifios de Aquiles Lanza, elevados o, no se debera
realizar un estudio en una poblaciébn control. De todas formas, dados los
antecedentes de la poblacion de nifios con exposicion a este metal, deberiamos
esperar altas concentraciones del mismo y en gran parte de la poblacién. Por este
motivo, es necesario el estudio del Pb en sangre, de esa forma, podriamos obtener
mejores resultados, para poder decidir si el Pb en cabello es un bueno biomarcador

de exposicién o no.

Figura 31. Toma de muestra.

En cuanto al Mn, hay 10 casos entre el LOD y el LOQ. Esto no permite determinar la
concentracion exacta del metal, y podemos tener algunos valores que estén por
arriba de 3,0 pg L™, valor tomado como méximo admisible (Menezes-Filho, J.A. et al,
2009). Estos limites de cuantificacion deben mejorarse, y de esta forma poder
discriminar los valores de riesgo. De todas formas, como este es un estudio piloto, y
al no existir estudios de Mn en poblacién en Uruguay, no podemos saber si estos
resultados son normales en esta poblacibn o no. Para ello se debe realizar un
estudio en una poblacién control. A efectos practicos, estos niveles seran tomados
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como normales, y se dard una capacitacion de como disminuir la absorcion del

metal.
Tabla 20. Resultados de la determinacién de

metales, en nifios de Agquiles Lanza.

Participante | Hg ug/g | As pg/ | Pb pg/g | Mn pg/g
1201 ND ND ND ND
1202 ND ND ND ND
1203 ND ND ND ND
1204 ND ND ND ND
1205 ND ND ND ND
1206 ND ND <3,2 ND
1207 ND ND ND ND
1208 ND ND ND ND
1209 ND ND ND ND
1210 ND ND ND ND
1211 ND ND ND ND
1212 ND ND ND ND
1213 ND ND ND ND
1214 ND ND ND ND
1101 ND ND <3,2 ND
1102 ND ND ND <3,86
1103 ND ND 23,7 <3,86
1104 ND ND ND ND
1105 ND ND ND <3,86
1106 ND ND ND ND
1701 ND ND ND ND
1702 <0,8 | ND | <32 ND
19.1 ND ND <3,2 ND
19.2 ND ND <3,2 ND
19.3 <0,8 ND 9,4 <3,86
194 ND ND 16,1 ND
19.5 ND ND ND ND
19.6 ND ND <3,2 <3,86
19.7 ND ND ND <3,86
19.8 ND ND 3,4 <3,86
19.9 ND ND 10,1 ND
1910 ND ND <3,2 <3,86
19.11 ND ND 6,2 <3,86
19.12 ND ND 27,8 <3,86
19.13 ND ND ND ND
19.14 ND ND ND ND
19.15 ND ND ND ND
19.16 ND ND <3,2 ND
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5.2.3.-Analisis estadistico

Se realiz6 un estudio de correlacion entre los factores sexo, edad, practica de la
quema por parte de la familia y cercania del hogar a una fuente de quema de cable,
junto con la concentracion de Pb, ya que fue el Unico analito que mostré valores

cuantificables, los resultados se encuentran en la Tabla 21.

La correlacion con el lavado de manos no se pudo realizar, ya que todos los valores

cuantificables, contestaron que si lo hacian.

Para el estudio estadistico de la edad se utilizd en test de Pearson, dado que el
mismo relaciona dos variables cuantitativas. Como se observa, en caso de haber
una correlacion esta seria inversa ya que el resultado es -0,18, sin embargo, como la
misma es del 3% (r* x 100), por lo que podemos establecer que no existe correlacion
significativa entre la cantidad de Pb en cabello encontrado y la edad.

En el caso del sexo, la practica de quema y la cercania del hogar, se realizé una
prueba t independiente, para varianzas iguales en caso del sexo, y desiguales en
los otros dos casos. El estudio de varianzas se realiz6 con la prueba F. En el caso
del sexo si existe una diferencia estadistica, es decir que la variable estaria
relacionada al mismo. En 1984, Schutz encuentra evidencia de que pueden existir
diferencias segun el sexo, presentando los varones, valores de Pb en sangre algo
mas elevados que las nifias. Schutz plantea que esta diferencia puede deberse a la
diferencia de actividades recreativas entre los nifios y nifias, ya que los primero
estarian mas en contacto con el suelo, que las nifias (Schutz et al, 1984). En nuestro
caso, las nifias mostraron mayores niveles de plomo en cabello, pero el nimero de
muestras estudiado fue muy bajo, ya que solamente 7 de las mismas pudieron ser
cuantificadas. Asimismo, cabe recordar que hoy en dia tales diferencias de
actividades recreativas, son casi inexistentes, por lo que también se puede dar un

cambio en la relacion Pb en sangre y sexo.

Se deberia realizar un estudio poblacional con mas cantidad de nifios para confirmar

0 no, esta relacion.

En el caso de las otras dos variables, no se muestra correlacion. En el Anexo 5 se

presenta el estudio estadistico poblacional.
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Tabla 21. Estudio estadistico poblacional

Variable
Edad R R’
-0,18 0,03
t critico t estadistico
Sexo 2,78 3,89
Practica de quema 12,71 0,08
Cercania 3,18 -1,82

5.2.4.-Abordaje Ecosistémico (Ecosalud)

Es asi que, en el marco de la Ecosalud, y basandonos en sus pilares, realizamos

este proyecto en el asentamiento de Aquiles Lanza.

Dada la complejidad de la problematica, y con los antecedentes de la poblacién, es
decir, con su falta de credibilidad a las autoridades que antes estudiaron el
problema, y los elevados niveles de plomo en sangre encontrados anteriormente, no
difundidos, la estrategia de trabajo, consisti6 principalmente en acercarse a la

poblacion y escucharla.

De alli surgid6 que la principal solucién, que notoriamente, era suspender con la
guema de cable, o buscar lugares lejanos a las casas. Pero esto, no podria ser
llevada a cabo, porque era la principal fuente de ingresos econémicos. También
habia que tener en cuenta que el plomo, no representa el Unico problema de Aquiles
Lanza, como se mencion6é anteriormente, también es una zona propensa a la
parasitosis, violencia de género, y social, desigualdad, y abandono, entre otras, por
lo que era de esperar que el plomo, no sea fuera la principal preocupacion de estas

familias.

Los proyectos basados en Enfoque Ecosistémico, suelen traer este tipo de desafios.
Algunos de los que se pueden presentar son por ejemplo, el trabajar de forma
transdisciplinaria, implica una articulacion de saberes, que muchas veces se
dificulta, ya que por ejemplo podemos no utilizar el mismo lenguaje técnico. Pero
este no es el Unico desafio, es necesaria la participacién de los involucrados, de esta
forma podemos entender mejor el problema, e incluso llegar a mejores resultados,
ya que a la poblacion se la empodera. No siempre la poblacion comunidad esta

dispuesta a participar, ya sea porque no se quiere involucrar, o porque luego de
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varias propuestas frente a la problematica, nunca se llegé a concretar una solucién
(Nguyen, V. et al, 2014).

No obstante, el trabajar con este tipo de enfoque, es un aprendizaje constante para
los investigadores y para la poblacion. Muchos son los proyectos que presentan los
distintos obstaculos presentados en este abordaje, pero concluyendo en que el

aprendizaje y los resultados merecen el esfuerzo (Arroyo, R.; Lujan, A., 2015)

Por lo antes mencionado, lo mejor forma de encarar este estudio fue formar un
equipo de trabajo transdisciplinario, que contaba con las ONG: Gurises Unidos, y
Julana, que es una ONG que trabaja desde la Educacién Ambiental acompafiando
procesos que problematicen la relacion sociedad- naturaleza, haciendo especial
énfasis en la participacion activa de todos los involucrados. Ellos buscan fomentar la
curiosidad a través de metodologias ludico-recreativas con diversos niveles de
abstraccion, entendiendo que éstas facilitan la conexidén con las emociones humanas

basicas y por ende del humano con su entorno (Julana, 2017).

También fueron parte de este equipo el CAIF El Coyote, y la poblacion de Aquiles
Lanza e investigadores de Toxicologia de Facultad de Quimica. Este equipo fomento
el desarrollo de un proyecto presentado y aprobado ante ANII, estimulando a las
familias, principalmente a las madres, logrando generar un gran interés en su

desarrollo.

La ONG Gurises Unidos, asi como el CAIF, estaban en comunicacién con la
poblacién del asentamiento, quienes eran los mas interesados en realizar un estudio
de estas caracteristicas. Cada consulta, era informada al equipo de trabajo que se
reunia una vez al mes, en los llamados, “Nodos de familia”, que tenian lugar en el
Centro de Barrio, Malvin Norte. En estas reuniones, no solamente asistia el equipo
de profesionales, sino que también algunos padres que tenian consultas
particulares. De esta forma durante todo el proceso se mantuvo en contacto con la
comunidad, dandole la oportunidad de participar del proyecto, ya sea consultando, y

a veces hasta ofreciendo ayuda, por ejemplo, en la convocatoria.

Hay estudios que muestran que los nifios que presentaban altas concentraciones de
plomo en sangre y que no se los retira de sus casas, con la capacitacion en ciertos
cuidados de higiene, y una buena alimentacion, se disminuye la absorcién de metal,

bajando considerablemente los niveles del metal en sangre (Cousillas et al, 2008).
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Por ello, se realiz6 una actividad donde se mostro la importancia de la participacion
en el estudio, para generar conciencia del problema en el que viven, y poder pensar
en estrategias para disminuir la absorcion de los metales, llevando nuestra

investigacién a una accion.

La actividad tuvo lugar en el mismo centro CAIF, donde se tomaron las muestras, y
se pidié la colaboracion de Julana. Es asi que, en octubre de 2016, se realizo el
taller, en el cual participaron 10 padres y 7 nifios. La dinamica del taller quedd en
manos de Julana y consto de cuatro partes:

e Dramatizacién de contaminacién de plomo

e Ejemplificacion de las etapas de exposicion a metales y semimetales

mediante el uso de fotografias

e Preguntas frecuentes sobre Pb, Hg, Mn y As, y presentacion del estudio

llevado a cabo
e Busqueda de estrategias para la disminucion de la absorcion de los metales

Si bien esta fue la primera instancia de participacion colectiva, los presentes eran
conscientes del problema y de la posible intoxicacion por estos elementos. Se
gener6 un espacio en el cual se hablé abiertamente de la situacién del asentamiento
y de los nifios afectados. Los participantes mostraron su preocupacion y hasta
propusieron ideas para prevenir la absorcién de los toxicos. Estas ideas fueron
escritas en una hoja que se les repartio a los presentes y que, también quedaron en
el Centro de Barrio, para seguir entregando en el asentamiento como inquietudes
registradas de la actividad. Si este material, con sus ideas, es seguido por las
familias, se puede esperar que si bien, no se limita la exposicidon a los metales, la
absorcion de los mismos disminuird, creando una posible sustentabilidad para

mejorar el problema.

Para nuestra gratificacion, uno de los presentes era un padre, quién de hecho, fue
de los participantes mas activos, y que mayor preocupaciéon mostré. Esto nos
muestra que si bien, como se sospeché al principio, existe una diferencia bien
marcada por el sexo y el cuidado de los nifios, existen algunas excepciones, que nos
permiten creer en una equidad futura. En la Figura 32, se presentan fotos de este

taller.
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La mejor estrategia de accion en el ambito de la Ecosalud, es crear espacios y
normas que amparen de mejor forma la sustentabilidad y fomenten la equidad social
y de género y para ello se invita a participar a algun actor politico. En este proyecto
lamentablemente no hemos podido lograr esta instancia, por lo que con los
resultados del taller, y tomando a éste como estrategia de accidon, quedamos muy
conformes, sabiendo que debemos obtener la participacion politica para favorecer

las acciones de mejora en futuros proyectos.

Figura 32. Taller de capacitacién a padres y nifios del asentamiento, organizado por Julana.
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6.- Conclusiones

El presente estudio ha contemplado una integracién global, utilizando los principios
de la Ecosalud. Es el primer proyecto en Uruguay, que plantea desde un comienzo,

la integracién de factores ambientales, sociales, toxicologicos y analiticos.

Los resultados de los elementos de estudio en cabello de los nifios (poblacion
presuntamente expuesta), presentaron niveles de plomo acordes a lo esperado ya
gue dados los antecedentes de contaminacion del lugar, se podria incluso obtener
valores superiores a los encontrados. Si estos resultados son importantes como se
vislumbra, se deberan realizar estudios sistematicos incorporando el disefio de

muestreo mas apropiado.

El estudio mostré una posible relacion entre la cantidad de Pb en cabello y el sexo,
si bien existen estudios que evidencian esta correlacion, para poder confirmarla se

deberia realizar un estudio poblacional mayor.

Desde el punto de vista analitico, el resultado de este trabajo es muy importante ya
que se logro desarrollar y validar un método de digestion y de determinacién de

cuatro elementos en un solo paso de preparacion de la muestra.

Este proyecto, que buscaba una primera aproximacion a la determinacién de cuatro
analitos en cabello (Pb, As, Hg Mn), siendo el primer estudio realizado en poblacién
presuntamente expuesta, ha cumplido con los objetivos planteados.

Los elementos de estudio en cabello son ampliamente utilizados a nivel internacional
como biomarcadores de exposicion por lo cual debemos seguir avanzando e
intentar, optimizar estos limites de deteccion y cuantificacion, principalmente de Pb 'y
Mn. Asimismo, se establecer valores propios basales de estos elementos en cabello

de poblacion de nuestro pais.
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7.- Perspectivas a futuro

Desde el punto de vista analitico se pueden seguir mejorando las condiciones, para
obtener limites de cuantificacion y de deteccion mas bajos de Mn, asi como mejorar
la precision intermedia, por ejemplo utilizando una concentracion menor de HNO;

para la digestion de la muestra.

Se plantea como continuacion de esta investigacion, realizar el biomonitoreo de
esta poblacion, controlando no solo a los nifios ya estudiados, sino ampliando el

estudio al resto de los nifios del asentamiento, e incluyendo a una poblacién control.

Seria necesario poder realizar un estudio poblacional, donde aparte del cabello, se
cuente con otras matrices biolégicas, que son utilizadas para determinar la
exposicion reciente a los elementos, como son la determinacion de plomo vy
manganeso en sangre y de arsénico y mercurio en orina. De esta forma se podrian
evaluar correlaciones con la matriz de estudio y evaluar su desempefio como posible
matriz bioldgica de screening e incluso su la utilizacién de los analitos estudiados en

cabello, como biomarcadores de exposicion reciente si corresponde.

Es de gran importancia seguir con el trabajo con enfoque ecosistémico e involucrar

actores politicos para lograr mejores acciones preventivas y correctivas.
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ANEXO 1 - Curvas de calcinaciéon y atomizacion
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Figura 13. Curva de atomizacion del Pb.
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Figura 14. Curva de calcinacion y atomizacién del Mn.
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ANEXO 2 — Modelo del mejor ajuste

Para realizar este test de lack-of-fit, es necesario realizar anteriormente un test de
homogeneidad de varianzas. Antes de presentar los resultados del test se muestra

el estudio de homogeneidad de las mismas.

Pb Residuales

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

T T | T T T
0] 2.5 5 10
-0.0002

-0.0004

-0.0006
Concentracion de Pb (ug L)

Figura 18. Residuales del Pb.

Prueba F para varianzas de dos

muestras de Pb en cabello.

Variable 1 Variable 2

Media 0.02035667 0.01975444

Varianza 0.00104181 0.00096398

Observaciones 9 9

Grados de libertad 8 8

F 1.08073611 . p

P(F<=f) una cola 0.45762447 Varianzas homogéneas ya que
Valor critico para F (una cola) 3.43810123 F estadistico menor a F critico

Tabla 8. LOF del Pb

U 2,571
F0,95(3,18) 3,160

LOF del Pb como U < F, el modelo es lineal.
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Hg Residuales
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Figura 21. Residuales del Hg.

Prueba F para varianzas de dos

muestras de Hg en cabello.

Variable 1 Variable 2
Media 106.708333 85.8
Varianza 5269.57765 3779.60988
Observaciones 12 10
Grados de libertad 11 9
F 1.39421205
P(F<=f) una cola 0.31400014
Valor critico para F (una cola) 3.10248541

Tabla 13. LOF del Hg

u

2,333

F0,95(3,22)

3,049

Varianzas homogéneas ya que

F estadistico menor a F critico

LOF del Hg como U < F, el modelo es lineal.
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Mn Residuales
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Figura 24. Residuales del Mn.

Prueba F para varianzas de dos muestras de

Mn en cabello.

Variable 1  Variable 2

Media

Varianza
Observaciones

Grados de libertad

F

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una
cola)

0.50259 0.68053182
0.08061027 0.03119609

11 11
10 10
2.58398657
0.07514165
2.97823702

Tabla 15. LOF del Mn

U 2,750

F0,95(3,22) | 3,049

Varianzas homogéneas ya que
F estadistico menor a F critico

LOF del Hg como U < F, el modelo es cuadratico.
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As Residuales
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Figura 27. Residuales del As.

El andlisis de homogenidad de varianzas se encuentra en la Figura 29, ANEXO 2.

Tabla 17. LOF del As

U 2,444
F0,95(3,22) | 3,049

Como U < F, el modelo del mejor ajuste para el As, es lineal.
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ANEXO 3 - Efecto matriz

Tabla 10. Estadistico de Chow, para la evaluacion de efecto matriz de Pb entre distintas muestras

de cabello.
e’e elel e2’e2 n, n, F Ferit
6,7E-06 1,6E-06 5,05E-06 2 9 12 1,08E-15 2,8

Figura 28. Curvas de calibracion de As en cabello y en HNO; 0,2% vl/v, utilizadas para evaluar el
efecto matriz.
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Figura 29. Prueba F para varianzas de dos muestras.

Variable 1 Variable 2

Media 0,02356329 0,02193778
Varianza 4,8985E-06 1,2389E-06
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 3,95377655 Varianzas iguales y
P(F<=f) una cola 0,20186619 homogéneas ya que F
Valor critico para F (una cola) 19 ,
estadistico menor a F
critico

Figura 30. Prueba t para dos muestras suponiendo
varianzas iguales

Variable 1  Variable 2
Media 0,02356329 0,02193778
Varianza 4,8985E-06 1,2389E-06
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 3,0687E-06
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 1,13646784 t estadistico menor a t critico,
P(T<=t) una cola 0,1596137
Valor critico de t (una cola) 2,13184679 las variables son iguales
P(T<=t) dos colas 0,31922739
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511
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ANEXO 4- Precision intermedia

Tabla 11. Pardmetros estadisticos para la determinacion de precisién intermedia, primer criterio.
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51 sy F Feritico s? s t Leritico
Pb 6 pg L‘i 0,68 0,85 0,80 7,15 1,38 1,18 0,19 2,78
9pugl 0,34 1,15 0,30 7,15 1,68 1,29 1,89 2,78
3pglL? 0,03 0,02 1,72 4,03 0,02 0,15 7,70 2,26
Hg 6pglL? 0,11 6,69 0,02 4,03 3,40 1,84 0,05 2,26
9ug Lt 0,24 0,20 1,18 4,03 0,22 0,47 3,76 2,26
Mn 6uglL” 0,07 0,11 1,61 4,03 0,09 0,30 0,61 2,26
9puglL? 0,08 0,28 3,43 4,03 0,18 0,43 5,80 2,26
3pglL? 0,04 0,03 1,34 4,03 0,04 0,19 3,41 2,26
As 6pglL? 0,13 0,11 1,23 4,03 0,12 0,34 4,36 2,45
9puglL? 0,47 0,35 1,35 4,03 0,41 0,64 5,69 2,26
Tabla 12. Parametros estadisticos
para la determinacion de precision
intermedia, segundo criterio.
CV% CV% horwitz
3pugl? 16,2 38,3
Hg 9pglL? 8,3 32,5
Mn 9pglL? 13,6 32,5
3pgl? 20,7 38,3
As 6puglL’ 17,0 34,5
9uglL* 15,4 32,5




ANEXO 5- Estudio estadistico poblacional

Relacion entre la cantidad de Pb en cabello y la edad,

Se utilizé el coeficiente de Pearson, con el programa Excel, Los resultados se

presentan abajo, en caso de existir correlacion positiva o directa, el R debe ser

cercano a 1, de lo contrario, si es -1, sera negativa o indirecta, En nuestro caso

presenta una correlacion indirecta, El R? establece qué tan estrecha es esa relacion

al multiplicarlo entre 100, en este caso, un 3% seria la relacién, por lo que podemos

establecer que no existe dicha relacién, no influye la edad en la concentracion de Pb

en cabello,

Relacién entre la cantidad de Pb en cabello v el sexo,

-0,18

0,03

Primeramente se realizO un estudio de homogeneidad de varianzas con el

estadistico F, de los valores cuantificables, Una vez establecida la relacion de

varianzas (igual o desigual) se realizé el t estadistico independiente.

Prueba F para varianzas de dos muestras

Variable 1

Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Grados de libertad

F

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

22,5533333 8,55333333
34,5449333 4,26253333

3

2
8,10431981
0,10983797
19

3
2
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

iguales

Variable 1  Variable 2
Media 22,5533333 8,55333333
Varianza 34,5449333 4,26253333
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 19,4037333
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 3,89252147
P(T<=t) una cola 0,00882643
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 0,01765286
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511

t estadistico mayor a t critico,

> las variables son diferentes

Relacién entre la cantidad de Pb en cabello v la practica de guema por algin

familiar

Primeramente se realzé un estudio de homogeneidad de varianzas con el estadistico

F, de los valores cuantificables, Una vez establecida la relacion de varianzas (igual o

desigual) se realiz6 el t estadistico independiente,

Prueba F para varianzas de dos

muestras
Variable 1  Variable 2

Media 14,428 13,54
Varianza 64,16352 207,2648
Observaciones 5 2
Grados de libertad 4 1
F 0,30957268

P(F<=f) una cola 0,14669993

Valor critico para F (una cola) 0,12972444
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales
Variable 1 Variable 2
Media 14,428 13,54
Varianza 64,16352 207,2648
Observaciones 5 2
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 1
Estadistico t 0,08228394
P(T<=t) una cola 0,47386708 t estadistico menor a t critico,
Valor critico de t (una cola) 6,31375151
P(T<=t) dos colas 0,94773417 las variables son iguales
Valor critico de t (dos colas) 12,7062047

Relacion entre la cantidad de Pb en cabello y la cercania a una quema de cable,

Primeramente se realz6 un estudio de homogeneidad de varianzas con el estadistico

F, de los valores cuantificables, Una vez establecida la relacion de varianzas (igual o

desigual) se realiz6 el t estadistico independiente,

Prueba F para varianzas de dos

muestras

Variable 1 ~ Variable 2
Media 8,13 16,4333333
Varianza 7,4498 51,3137333
Observaciones 2 3
Grados de libertad 1 2
F 0,14518141
P(F<=f) una cola 0,2601498
Valor critico para F (una
cola) 0,00501253
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales

Variable 1 Variable 2
Media 8,13 16,4333333
Varianza 7,4498 51,3137333

Observaciones

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

2

0

3
-1,81933754
0,08321532
2,35336343
0,16643064
3,1824463

3
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ANEXO 6- Encuesta

Encuesta - Cuestionario: Numero Participante:

Datos del nifio/a,

Nombre:

Apellido:

Sexo: Edad:
Datos de padre/madre/tutor:

Ocupacion Edad: Sexo:

¢ En qué consiste su trabajo?

Alguien de su familia practica la quema de cable? SI/NO ¢Quién/es?
¢ A cuanto vive de la fuente de quema? Al lado, 10 casas, 20 casas, 30 casas, mas,

El niflo/a ¢a qué escuela va?

¢,Cual es su horario?

., Come en la escuela?

¢,De ddénde saca el agua que toman?

¢ Y la que usa para cocinar?

Cuando el nifio/a llega de jugar ¢ se lava las manos? SI/NO
El nifio/a ¢ se hizo un estudio de plomo en sangre? SI/NO ¢, Cuando?

¢, Quién se lo mando? ¢Jle dieron el resultado? SI/NO

¢Le comunicaron si tiene plomo en sangre? SI/NO

¢Alguien de su familia se lo hizo? SI/NO ¢, Cuando?

¢Le comunicaron si tiene plomo en sangre? SI/NO

Fecha recepcion muestra -----------------=-m-mmn---

Observaciones:
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ANEXO 7: Produccién cientifica

e Presentacién en modalidad poster

e Presentaciéon en modalidad oral

e Publicaciones cientificas
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21 de octubre de 2016

DRAL

Fiorella laquinta

Facultad de Quimica, Universidad de la Repiblica
Uruguay

Reciba un cordial saludo de parte del Comité Organizador del X1 Congreso Latinoamericano de
Toxicologia Forense, TIAF-2016. De la manera mas cordial le indicamos que su trabajo titulado
Desarolle v optimizacion de metodologias para la determinacion de toxicos metdlicos y
semimetdlicos de importancia toxicologica en cabello, autores: laguinta, Fiorella, Alvarez,
Cristing, Pizzorno, Paulina, Cousillas, Adriana, Maday, Nelly, foe aceptado para ser presentado
en modalidad de Poster.

Le indicamos que los posters deberin ser escrito en inglés y presentarse impreso durante el
congreso, en alta calidad, con tamafio de letra minimo de 24. El poster debe tener un tamafio
miaximo de 100 cm. de alto y 70 cm. de ancho. Adicionalmente debe enviarlo por medio de comeo
electronico previo al Congreso en formato PDF o JPG antes del 1 de noviembre de 2016.

El o los autores deberin estar frente a su poster durante las sesiones del dia destinadas para la visita
a esta drea. El Comité Cientifico hara una seleccion de posters que seran presentados oralmente en

sesiones programadas.

Agradeciendo su participacion en el evento, suscribe

“Freddy Arias Mora
Organizador
X1I Congreso Latinoamericano de Toxicologia Forense, TIAF-2016
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ECOHEALTH 2014

August 11-15, 2014, Universite du Québec a Montreéal, Canada
Co-hosted by Cinbiose and CoPEH-Canada

The 5th Biennial Conference of the International Association for Ecology and Health

ABSTRACT BOOK

Conference detailed programme

You can consult the programme from your computer. http://ecohealth2014 sched.org
Or you can use your smart phone or tablet: http://ecohealth2014.sched.ocg/mobile

Connections for health ecosystems and society
Tisser des liens pour la santé, les écosystémes et la société

RESPONSIDLE
EVENT

councd

INTRANATIONAL ASSODUTIATION
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F6.6: Advances in the assessment of exposure to toxic metals in children from Aquiles Lanza ghetto-
Montevideo, Uruguay

Fiorella laquinta, University of the Republic, Uruguay; Nelly Maiiay, University of the Republic; Adriana Cousillas,
University of the Republic

In 2011 a study was performed on blood samples in Aquiles Lanza ghetto’s children, which showed high
concentrations of lead. Gurises Unidos NGO takes action to support this ghetto working with the families that live
there to improve their children's quality of life. Because of this organization’s concern for the results obtained in
the study mentioned above, the Department of Toxicology poses a project in conjunction with the organization,
based on the EcoHealth parameters. The aim of this project was to assess the exposure to lead and other metals
of toxicological relevance, such as manganese, arsenic and mercury, being the first time in Uruguay that the
manganese was involved in a toxicological study. The biological evaluation was made on children's hair samples,
which is challenging for this kind of studies. In this paper we present the progress of this study (based on the
EcoHealth parameters from its beginning) as an innovating approach to this kind of environmental health
problems in Uruguay. As a part of a master’s thesis, the analytical methodologies are being developed in hair
matrix. We have also been in contact with Gurises Unidos which works with doctors, social workers and
teachers. We are altogether preparing didactic materials to present in workshops. These workshops are
organized with a multidisciplinary approach training in order to reduce metals exposure. Once we have
developed the analytical methodologies and analyzed every sample we have collected, a comparative study with
a control group will be done. The results obtained will be presented to the families in the workshops where we
will show the differences and similarities between both populations. We will also give the families some tools in
order to improve their children’s quality of life.

EcoHealth 2014 - Connections for Health, Ecosystems and Society |
57
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CTJ EKOSANTE
UNA COLABORACION AMERICA LATINA,

CARIBE ¥ CANADA EN ECOSALUD |
C'EQUIMTOX FACULTAD DE

QUIMICA

CATEDRA DE TOXICOLOGIA
& HIGIENE AMBIENTAL

TALLER DE DIALOGO - 2014

Integracién y difusién del enfoque ecosistémico utilizando como ejemplo el proyecto:
"Evaluacion de la exposicion a metales téxicos en el asentamiento Aquiles Lanza-

Montevideo, Uruguay.”

Realizacion: jueves 6 y viernes 7 de noviembre 2014, de 14 a 18 hs.
Lugar: Facultad de Quimica, Sala Piriz Mc Coll
PROGRAMA

Jueves 6 de noviembre

e 14:00 - 14:15 hs Presentacion del taller y organizadores

e 14:15- 14:45 hs Presentacién de la disciplina Ecosalud
e 14:45-15:45 hs Ecosalud en Uruguay

e Fiorella laquinta — Proyecto de trabajo en Aquiles Lanza, FQ
e Soledad Nion - Revision de casos a partir del enfoque de Ecosalud, FCS

e 15:45-16:15 hs Coffee Break

e 16:15-17: 45 hs. DISCUSION: ¢ de qué forma este enfoque aporta a mejorar la
calidad de vida del ser humano? ¢,son necesarios este tipo de enfoques
(ecosistémicos)? ¢ existen barreras para la realizacién de estudios y/o programas
utilizando esta forma de trabajo? ¢ es un beneficio o una dificultad trabajar de esta
forma?

Viernes 7 de noviembre

e 14:00-16:00 hs Herramientas de la Ecosalud
o Nelly Mafay - Laboratorio: importancia de resultados confiables, FQ
o Graciela Castellano — Aporte de la Epidemiologia al enfoque de Ecosalud, FM
o Gabriella Feola — Gobierno, actor diligente en la Ecosalud- Caso préctico:
recuperacion de &reas contaminadas, IM
o Soledad Nion - Construccion social del riesgo, FCS
e 16:00-16:15 Hs Coffee Break

e 16:15-17:00 hs. Herramientas de la Ecosalud (Continuacion)

Transdisciplinaridad, equidad de género y social: Julia Medel

e 17:00-17:45hs TALLER DE DIALOGO, con las herramientas presentadas, y la
informacion brindada, los participantes realizaran sus aportes en el tema.

17:45 cierre y agradecimientos
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cucga’

Libro de resumenes del
4° Congreso Uruguayo de Quimica Analitica
25 al 29 de setiembre de 2016
Montevideo — Uruguay

Pagina 112 de 112



mqa T Congren Liruguies de O fnalifica E E
hlwm IR R RTLELE -
5 ol 20 de netinien 2006 DLIMIC,, & BRED

O TOE 01

Desarralio y optimizacién de metodologias para la determinacion de tbxicos
metdlicos ﬂiiﬂpﬂl‘h‘lﬂl tﬂﬂﬁﬂwﬂiﬂ cabella

Mouints Fiomila: Alarer, Crsniod; Pizzomo, Fading, Cousilas, Adraca; Manay, Maly
Erun o Teanologhs, DEC, Faculsd de Cuimics - Udelsi

El cumipa hifmand e canfades muy pequafica o la mesoris o loe ckememioa. Muchos O elos Son
ok s paara 13 vila, par oFod, uas S Seponian eetlasivamenin Wedoos, S Ran erodiined Mol it
i f Sl Casod fundama sl pars Tunckones Maeskdy] e [1).

Lo edioes goraralmenid no sofmen mebolzacones, por b Gl S0 condoniraceln o sangid, oing o
bl b COMBINIYE L DRMECad0r ValdD O EXpaaktiin R Gne O Pasad.

La ATEDR empacifica que o andlisis dol cabedle pusdo s Giil |2

v D la parspiicdva de la eapoaiddn, o andisls del cabills sirve pae enmilfcar o simplermsmie
coarlirmiar ke ek i,

v D @diedd oo la dendcla aoiuel, & edided principel do andlsl ol ool &6 e miedids oo la
cEpiGiEin histdiica. Bl enfogu do o sashpachn tene qu ddler on kb Disleds o0 dald Gl
bl Doy nelaciones osE-resplisia

v D una perspdciva olinica, ol cobells ondend una oonoeniracks o B Susianoi Gie S

cofmelecing oo os Grgands del cueipo, tejides O Mudesr i cormelecionas axksion ¥ son predecivas
Db Lifi pLNDG o ViSE Slindsd iy ! O Ioniins.

Lo objathels e ebie Wabag lubron:

»  Ewpluar metodologias dsponibles para o analss de teioos meimlicos, espedcamoene ploma,
MHETCLD, G dnio y Mmang s, on cabell S acuerds bibkogralia do nelenencia

= Pondd @ punio une maledlogis Ob Mmussired § IR RS 0k mussreg pane analss oo od metaks
Sl bSO a0 G Calallo.

= Oylimnizer ke condiomion et analificas para miedi rivebs de oedons metdioos on caballa

B ickiin®id @l ardniin, MErciind § ploma, dafs su condcda maitidad, y problomat 9 sakid ocaskonades
PO o eEpOGicEin @ Ko mismes. Pend edemds, fo sSiudi & manganeed debilio @ b esiasar O i
pobletionalis gue axdsten en o pals, en relacien & e metal por Talaree of un oligoolema s el

para b Sakal, pars S oOfcEl e Gl o SPohcidn ambleninl eh aotisn did s, akiiis o Sotln dl
carebn gue ayeda & oomrolar kos movimbenies dol oaema, afes ado lEs funcones mokenas [J].

Para oplimize las condoones of Talamoantd do midEre o il cabally propoicknadd por adulbos
WL G, S, M 00 Di RS0, OO Padis i aa] BT,

La digesidn de les mussings =& nealizd en homo microondas ¢ la delerminecitn oo B concenmacion s
nealizd por especiraoopla de absorodn aidmica (AAT)

S xSl Ly PIOROooiD o lavaedo: o la iraazsing, uilzsngs Tk, HNO, § ullfaSosna, y un prodoooks di
lavado com HMNO, de bos fubos o wilzer o la digestidn.

B oplimizancn Bs meloooky el di cuanlifcackdn oo e cuaie maldis on eriehs. Bl comporiamiseme dol
T, S O Y THEPCAIED £ Brelil, Mmisniras Gue & G manganses of g Mo cuadratoa.

47

Pagina 113 de 112



One Health EcoHealth 2016

» = Melbourne, Australia

The 4th International One Health Congress & 6th Biennial Congress of the International Association for Ecology: nd

216

Assessment OF Exposure To Toxic Metals In Children From Aquiles Lanza Ghetto-

montevideo, Urnguay.

Fiorella laguinta
Nelly Mafiay', Adriana Cousillas', Cristina Alvarez'

"Toxicology Department, Universidad de la Repiblica, Facultad de Quimica

Recently a children’s health survey showed blood lead levels of concern in Aquiles Lanza’s
gheto. The families were not well advised about this environmental problem and they were
worried about their children. These families showed their concern to an NGO, Gurises Unidos
that takes care of this ghetto working with the families living there, by 1aking actions to improve
their children's quality of life. Owing to this children’s lead health risks issues, families'
demanded urgent solutions, so the Toxicology Area of Chemistry Faculty, proposed a joint
project with the NGO, based on EcoHealth pillars. This project s aims were to assess lead and
other toxic metals exposure, such as manganese, arsenic and mercury in children’s hair samples
and their possible correlations with health, social and environmental status. Physicians, social
waorkers, teachers, biologists, chemical toxicologists and a biochemist integrated the research
team. This team prepared didactic materials to present in several workshops with this
community in order to inform and prevent toxic metals exposure. In the meantime, hair samples
and individual interviews were taken and laboratory analysis were carry out afterwards. We
present the analytical results and statistical processing data with our conclusions and learnings
to continue working on Ecohealth approach within these environmental health problems in

Uruguay.
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2y,
&,
EL CABELLO COMO MATRIZ PARA ANALISIS DE METALES Tox
[aquinta, Fiorella; Mafiay, Nelly X1
.EOUIMTOX - Citedra de Toxicologia e Higiene Ambje
- Facultad de Quimica - UdelaR, Uruguay ntal,
e-mail: fiorellaiaquinta@gmail.com
Resumen 1 | ]
i i ia de tales a nivel toxicologico, debid
Es sabido de la importancia de los me : , debido a log ¢
causan en el organismo humano. Es por e!lq que es .ne.cesa.rm su evgluamém para de p;:éos iy,
un control y un seguimiento de la exposicion ambiental u ocupacional. Este contro e 'p;lcv;,_, :;.
%€ pueg,

les absorbidos en varias matrices biol6gicas, entre las cuales se desta ey,
Imente en muchos paises se utiliza ¢ Cabe“can la Sa%f‘?

biologica para el estudio de la exposicion a téxigos. Esta matriz tiene una serie de vaa‘aso mw; i
las otras dos, entre las cuales se destaca la} sencillez de la toma de mu'est.ra y el beneficiq . fes;;%}
matriz que nos permite evaluar la exposicion presente y Pasada. El objetivo de esta revisign " *2 g
tenido en cuenta para la evaluacién a la exposicién de metales tox;cf;d Wy

que ¢l cabello debe ser ( e loa] :
ciertos estudios puede ser mejor su uso como muestra biologica, en comparacién con lag tradicio,mquc o
e,

analizando los meta bi
la orina que son las mas utilizadas. Actua

Abstract
In toxicology it is well known the importance of the metals because of their effects
an

organism. For this reason the evaluation of these rt}etals is necessary, in order to control and fojjgy
exposure. This control is commonly done analyzing met'al-s levels in blood and wrine as the mai:m
biological samples. Nowadays, in many countries the ha}r is us.ed as a biological sample to perfy
evaluation to toxicological chemicals. The use of the hair as biological sample has many adVantaEm
the other ones. The most remarkable advantages are the simplicity of the sampling and the be{%son
evaluate the present and the past exposure. The aim of this review is to demonstrate that in the cx;otze
assessment to toxicological metals the hair is a biologic sample to take into account and as a point of 2::
in some cases the use this sample can be better than the traditional ones.

Los metales y el ser humano

esita, e incorpora cantidades muy pequefias de la mayoria de los element

El cuerpo humano nec
presentes en la naturaleza. Muchos de ellos son esenciales para la vida y se conocen bien sus funciones e

los ciclos bioldgicos, mientras que otros se ha demostrado que son necesarios en determinadas funcione
fisiolégicas y en algunos casos son esenciales para la vida en cantidades “traza” mientras que pueden
resultar téxicos en concentraciones mayores (L6pez Colén, 2003). ;

Dentro de los elementos esenciales una gran proporcién son metélicos donde encontramos el Fe,
Mn, Ni, Zn, Co, Cu, Mg, Ca, K, entre otros. Algunos de estos elementos como el Mg, K y Na, s
necesarios en grandes cantidades para llevar a cabo las funciones biolégicas. Sin embargo otros como el
Mn, Ni, Zn, son elementos traza u oligoelementos, es decir que son esenciales pero en bajas cantidades
por lo que si estos elementos se absorben en mayor cantidad que la necesaria, pueden producir efectos
toxicos. Un ejemplo como el manganeso (Mn), es un elemento necesario para el funcionamiento d¢ ‘
algunas enzimas, pero la intoxicacioén por el mismo afecta el sector del cerebro que ayuda & controlar &5~
movimientos del cuerpo, alterando las funciones motoras (ATSDR, 2000). S

eralmente van# ;
o que s

) En cambio, aquellos que no cumplen ninguna funcién biolégica reconocida, generair
producir efectos adversos a la salud, como por ejemplo, el plomo, ¢l cadmio y el mercurt
categorizados como toxicos (Selinus O, 2004). i : ‘,
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iemplo ¢s e
Un_ eJ . Pem1 .l ma.ngapeso (Mn) a7
enzimas, pero la intoxicacion » Que es yp ¢

Por el m; em
entos del cuerpo, afectando |ag Mismo afe ENO necesr
i 5a
ﬁ]ncl(,nes ta ¢ Sector de} ccr’no para e

m
Dentro de los elementos Mmetalicog Otorag (ATSDR 000 bro que

; intervienen en ci tOXicos e
orgaqlsmo, ! \ ertos Procesos b | _encontramoS 1
O \iduo eXpuesto. POr €emplo el plomg (reEo% Provocandg s Y A% au
{ a » € .
hematolégxcos donde‘ se une a la hemgglobi (Pb) Produce efendo efectos NOCiy()scuandQ NZresan
cambios severos, pudiendo causar g Rt na,l afectandg o sintcm's neurolégicos vgag( ‘
P 1 a altas €s1s, t Lo s BAStIOINtesting e
jcion al mercurio . con ) , tambig ! nales
la eXPO° (He) son: gusto Cei:rt-r:‘ e Algunosrc‘i;r;hlbc{ enzimas y produce
abilidad 0s sintomas ad
! » Nauseas t adversos de
. » temblores en |
a3 manos,

algunas

movimi .
ung Honamierag Ae

U3 2 Controiay s

]
Para la sajud de}

yarias enzimas. También se ha descrito a]

enes que controlan la proliferacié _ .
de g n celular (Taquinta, 2012). geno, pudiendo afectar la expresion

Actualmente la exposicién a 1o
s S meta i
laboralmente, POr €] ?mplo en las fabricas de b;.::rit:s

slisis se los encuentra e :
electrolisis ; p Xpuest0§ al mercurio, entre otros. Asi mj
no estan involucradas con estos téxicos, se encuen + Asi mismo las personas que laboralmente

1 1 1 o tra-n eXpuestos 5
alimentos y el ambiente, gracias a la actividad antropogénica y los cic?ologi é:x;sgr:;sé por medio del agua,
La via de ingreso es importante en la determinacién de 1 gicos (Ferrer, 2003).

principales vias por las que un elemento puede ingresar al i
rincir las : organism
digestiva, 1}2 hem((;)c??lls}zs(,)(}g mtraver'xosa, las prétesis metalicas, la transferencia lacentari

— pezti olén, 20 ). Las vias dérmica y digestiva favorecen la absorciég del As r gblapleche
parte Hg en su forma metélica es un elemento volatil, y 1a via inhalatoria es la de mayor impo};tam;ia o

a toxicidad de un elemento. Las
0 son: la inhalatoria, la démmica, la

Monitoreo y Biomarcadores

El monitoreo blolé.)gico mide la cantidad de analito de interés absorbido por el organismo, en este
caso los metales, independientemente de su via de ingreso. Para poder realizar este proceso, se debe tener
en cuenta el analito de interés, el método de andlisis, la estrategia de medicién y la interp;etacién de los
resultados (Ramirez, 2006).

El analito debe estar presente en algin tipo de tejido o fluido y debe ser cuantificable. El método
de analisis debe ser validado y de uso préctico. La estrategia de evaluacién y medicion, se refiere a la
toma de muestra, la misma debe ser representativa y tomada en correctas condiciones. Para esto se
requiere se realice un protocolo de toma de muestra y métodos de procesamiento y analisis quimico. En
cuanto a la interpretacién de los resultados, los mismos debes ser capaces de ser estadisticamente

representativos.

Los biomarcadores son los analitos de interés,
determinar su concentracién nos permiten evaluar la exposic
metabolizaciones, por lo que su concentracion en .sangre, orina 0
vilido de exposicién presente 0 pasada y de evolucion. Por lo tanto,

exposicion para estos toxicos metalicos son los propios metales O

biolégicas donde estan presentes (Paustenbach, 2006) e me@es Tntias
i bi . i6 . acién de una gran varie : 0s,

Si bien las técnicas de deteccion Y cuantificac orio analitico debe desarrollar y optumizar

oy t
estén bien desarrolladas, y ampliamente utilizadas, cada labora

sustancias quimicas o metabolitos, que al -
sicién. Los metales generalmente, no sufren
cabello constituye un indicador muy
la mayoria de los biomarcadores de
xicos analizados en las muestras
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¢ se determing y © ala verificacion (Leermarkers, 2005), i,

disponibles par
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ademas de materiales
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4 4,

de referencia
de los elementos quimicos. “

ja del desarrollo g
de absorber € inco

todologias anal
ala mayoria

es de su eliminacién durante un largo tiem
PO, by

porque, ' ant
o
Los toxicos metalicos permanccen en el organism
lo que: ;
" i co. ) )
Suelen admitir un control bioldgt e constituir un parémetro bien COFrclaciOHado
Con jy

La concentracion del metal en sangre Su

exposicion total al metal. _ .
. La concentracion del metal en orna yen

las exposiciones a o largo del tiempo-

1 cabello suele indicar la carga corporal, Produ,
0 de

corpora metales €n su estructura a medida que g
hora de hacer una evaluacién de metales t4x; da
en el impacto de la comaminac?di;?c

El cabello como matriz

El cabello es un prod
crecimiento. Es por esto que esta mé
hecho, los resultados obtenidos se ut
comunidades de estudio (Rivai, 2001).

El analisis en cabello es una

ucto final metabolico qué in
triz tiene relevancia ala _ :
ilizan como monitoreo biolégico,

herramienta de identificacién de exposicion y también es una herramep,
: Tilenty

clinica.

La ATSDR 2001 es
- Desde la perspectiva de la exposicion,
confirmar la exposicién. De todas formas es

externa. Se recomienda que para utilizar los datos se
muestra. Para utilizar los datos obtenidos como herram

analisis, no solamente de cabello.
De acuerdo al conocimiento actual, la utilidad principal de anélisis del pelo es como una medida
de la exposicion histérica. El enfoque de la investigacién tiene que estar en la busqueda de datos

para establecer relaciones dosis-respuesta.
d[Zecssbeeﬁréa perspectiva clinica, las siguientes condici-ones deberian cumplirse para que el anélisis
s sea v-xsto cc;mobunlmedlo _ﬁable para medir una sustancia en particular:
el cabello contiene una concentracién de la sustancia que se correlaciona
clon los érganos del cuerpo, tejidos o fluidos
= las correlaciones existen y son predicti ista clini
ctivas
16 fopermes p desde un punto de vista c]mxcoy
[ ] sy
el cabell;; se puedc? utilizar de forma fiable en los individuos de la muestra,
g tgmsols y/ o poblaciones para medir la sustancia.
utilidad para las expgs?cioile: ﬁsgge:?engtzneral y los patrones de corte, puede no resultar d¢
£ \Bepsntientio dels, prsks S O anteriores a un afio. :
o elemento objeto d i
descartar una exposicién i jeto de estudio, un resultado negativo puede ayudar 2
p y cualquier problema potencial, ¥ 4 _

pecifica en que el analisis del cabello puede ser atil en los siguientes aspectos:

el analisis del cabello sirve para identificar o simplement
dificil distinguir entre la contaminacién interna y
asegure un correcto tratamiento previo de h
ienta clinica se sugieren otros tipos de
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muestra qué 1 q Mmantenimiento Particular, g; ¢ ¥ sencilla (Mehra, 2004). Asimismo es
Ut . derable de tiempo, Una vez obtenida la myes » SIno que
conS‘.ar con esta muestra en toxicologia de los
trab?ma en el resto de 1os tejidos (Rivai, 2001),
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C . jas de
Oncentracion en cabello resulta mayor a la que

el u:l? (Foo, 1993), que estudia la correlacién e
et. inari

¢l Mn urinario y el del cabello. En los tres metales se de cabello, asi como la correlacidén
en'tlr'iadas 6n entre las dos muestras biolégicas
uttdl
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g, respectivamente en las distintas muestras biologicas (sangre y orina)
esultados obtenidos del estudio de Foo et all (Foo, 1993).

Gréficos. Scatter plot de las concentraciones de Pb, Mny H
y las concentraciones obtenidas en cabello. R

De acuerdo a lo anterior, la matriz cabello es de utilidad para el monitoreo de metales téxicos,
ya que existen varios estudios que avalan la correlacion de los metales en otra§ muestras. l?or otra parte la
utilizacién de esta matriz permite trabajar de una forma més cémoda, Yya que tiene beneficios tanto para el
individuo en estudio como para el laboratorio. Es una muestra no invasiva, que no requiere de \;n
mantenimiento estricto y que gracias a su gran concentracion de analitos permite que desde el punto de
vista analitico sea mas sencilla su deteccién.

Por ultimo, otro gran beneficio es que esta matriz es la que permite tener una idea del progresol
de la toxicidad ya que es una muestra que puede representar no solo la exposicion al presente sino que a
pasado.

e v g a
No obstante, las dificultades analiticas que presenta esta mfa:tnz ;:‘,u()iliigxcg;ﬁc (';15; ef/?)rlr:lccién
incertidumbre de la utilizacién de los niveles de metales en cabello con fines gn

i i idad cientifica internacional.
futi int i i controversias en la comunid '
rapéitioa continfan dlenclo temas da dfcusLs zta varias ventajas potenciales sobre otras técnicas de

E el analisis del cabello prese a3 - N&! . 1 anAlisis cuimico:
mzegs?:;a:;i:ﬁ')lcgzz se han puesto de manifiesto las limitaciones asociadas con € q

imitaci a la toma de muestras y
toxicolégico en el pelo. Por ejemplo, existen muchas hmm?lqniioesnp::?::gﬁzados en forma estandar
andlisis en especial porque no se han establecido los procedlrpxea O Tis, téchicas de. lavado. y
Para indicar el lugar de corte o el largo c?e_l cabel}o, laéslzdecuadas para determinados elell’}entos
descontaminacion asi como la técnicas de al;lélésols ;uaﬁ:;fizi;ndei cabello se ha realizado para un nimero
xicos en las muestras de cabello. Sin embargo,
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