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RESUMEN
Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) son compuestos organicos,
producidos en forma de mezcla durante la combustion incompleta de materia
organica o bien de forma natural formando parte de la composicion de combustibles
fosiles. Estan clasificados como cancerigenos y su exposicidn en humanos ocurre
principalmente en escenarios ocupacionales y ambientales a través de la inhalacion
de aire contaminado por fuentes moviles (transito vehicular), fuentes fijas (hornos de
industrias manufactureras, quema de biomasa como fuente energética, entre otros),
por exposicion a humo de tabaco o por la ingesta de alimentos ahumados o asados y
el consumo de agua contaminada. Otra via de exposicidn a través de la piel es
durante la aplicacidn de compuestos fabricados a base de creosotas, productos

fabricados a partir de alquitran de carbon (ungtentos).

En este trabajo se evalud la exposicion a la mezcla de HAPs en poblacion infantil
residente de tres comunidades rurales del estado de San Luis Potosi, por medio de
la cuantificacién de 1-hidroxipireno (1-OHP) (metabolito del pireno, HAP que se
encuentra en concentraciones constantes en diversos escenarios de combustion) y
elegido en la literatura como util biomarcador de exposicién a la mezcla de HAPs y
que puede ser determinado en muestras de orina. Las comunidades de estudio
fueron: 1) Santo Domingo (zona control) (n=17), 2) Laguna de San Vicente (zona
ladrillera) (n=35) y 3) Tancuime (zona expuesta al humo de lefia) (n=19). Participaron
72 individuos de 3 a 18 afios de edad, se aplicd un cuestionario a los padres de
familia, para conocer diversos factores de exposicion como tabaquismo pasivo,
quema de basura, tipo de combustible energético del hogar, consumo de alimentos
asados, ahumados o cocinados con lefia, tipo de combustible utilizado en la actividad

ladrillera, entre otros.

Los niveles de 1-OHP en orina en cada una de las comunidades fueron los
siguientes: 0.22 10.16 (0.01-0.55) umol /mol de creatinina (Cr.) en la poblacion
control, 0.55+ 0.42 (0.04-2.25) umol/mol de Cr. en la poblacién ladrillera y 2.1 + 1.2

(0.25-4.55) umol/mol de Cr. en poblacién con uso de lefia. Para conocer la magnitud
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de la exposicidon en nuestras comunidades de estudio, se utilizaron valores
reportados en la literatura de 1-OHP urinario en adultos, conocidos como indices de
Exposicion Biologica (BEls por sus siglas) aplicados para la disminucion de la
exposicidbn a HAPs en escenarios ocupacionales. Se encontré que el 53%, 60% y
10% (z. control, z. ladrillera y z. de humo de lefa respectivamente) tuvieron niveles
de 1-OHP mayores al valor propuesto para adultos no fumadores no expuestos (0.24
umol/mol de Cr), el 0%, 20% y 16% tuvieron valores arriba del valor propuesto para
no fumadores expuestos (0.76 umol/mol de Cr) y el 0%, 3% y 68% presentaron
valores por encima del nivel de no efecto (NOAEL, por sus siglas) de (1.4 umol/mol
de Cr). El 42% de la zona expuesta al humo de lefia presentd niveles mayores al

limite de exposicién ocupacional en hornos de coque (2.3 umol de 1-OHP/mol de Cr).

La poblacién infantil de las tres comunidades de estudio se encontrdo expuesta a
pireno y por lo tanto expuesta a la mezcla de HAPs. El 1-OHP en orina resultd ser un
util biomarcador, para detectar los diferentes niveles de 1-OHP de acuerdo al grado
de exposicidon en los tres diferentes escenarios de estudio. La poblacion infantil que
participd como control present6 valores inesperados de 1-OHP lo cual, se considera
importante ya que muestra los niveles de baja exposicion que pueden ser

encontrados en comunidades rurales de nuestro pais.

La zona ladrillera presentd niveles de 1-OHP importantes en la poblacién infantil,
debe considerarse seguir estudiando este tipo de escenarios ladrilleros, ya que esta
actividad es una microindustria familiar que generalmente se encuentra establecida
en comunidades rurales o en la periferia de las ciudades y tienen una amplia

diversidad de factores de exposicion, que deben ser evaluados.

Se identificd a la poblacion infantil de la zona expuesta al humo de lefia como la
poblacion de mayor riesgo para presentar efectos en salud por la exposiciéon a HAPs,

ya que presentd los niveles mas elevados de 1-OHP en orina.
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CAPITULO1

Antecedentes sobre la exposicion a Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
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1.1 INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) forman una mezcla compleja de
mas de 100 compuestos quimicos organicos, que tienen uno 0 mas anillos de
benceno en su estructura, lo cual les proporciona propiedades fisicoquimicas que
facilitan su transporte en el ambiente y su absorcion en organismos vivos los cuales
pueden ser susceptibles de presentar un efecto toxico por la exposicion a estos
compuestos. Los HAPs se encuentran formando parte de la composicion natural de
combustibles fosiles (carbdn mineral, carbon vegetal y petréleo), de sus productos y
subproductos generados en las plantas manufactureras de coque, semicoque y gas
natural (alquitran de hulla, residuos de alquitran de hulla, compuestos volatiles,
breas, aceites) (ATSDR, 1995). Los HAPs también son generados durante la
combustién incompleta de combustibles fésiles y de biomasa (lefia, abono animal y

residuos agricolas) utilizados como fuentes energéticas (WHO, 2002).

Los HAPs se encuentran en la atmdsfera en fase de gas (HAPs con 3 o menos
anillos de benceno en su estructura, por ejemplo naftaleno y acenafteno) o
adsorbidos a particulas sélidas (PM10, PM5, PM2.5, etc.) (mayores a 4 anillos de
benceno, por ejemplo benzo(a) pireno) por |0 que su trasporte aéreo contamina otras
matrices ambientales como el agua, suelo y sedimentos (Jongeneelen, 1996; Liu. y
col., 2001). En el ambiente pueden ser degradados por fotolisis 0 por degradacion
microbiolégica en suelos su tiempo de duracién en el ambiente puede ser hasta de
30 dias para algunos de los HAPs. Al ser absorbidos por organismos vivos su tiempo
de vida media en un rango de tiempo de horas a un maximo de tres dias, por lo que
no son biomagnificables (ATSDR, 1995).

La exposicion a HAPs ocurre en forma de mezcla y su absorcidén dependera de las
caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos (gas y particulas) y del escenario
de exposicion. Estos compuestos estan clasificados como posibles y probables

cancerigenos en animales y humanos. Cuando se encuentran como mezcla

11
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(creosotas, emisiones diesel, emisiones de humo de lefia) o algunos de ellos en
forma individual (benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno) (IARC, 2003; ATSDR, 1995).

Los escenarios de exposicion ocupacional a HAPs ocurren a nivel mundial en la
industria manufacturera de combustibles fésiles como electrodos de carbén (Omo y
col., 1998) y produccién de asfalto; en industrias con uso de hornos de coque como
la fundicion de aluminio, hierro y acero. En la industria petroquimica e incineradores
industriales y municipales (Rooij, 1993; Géen, 1995; Boorgard, 1995; Kuusimaki,
2004), asi como trabajos relacionados con la aplicacion de asfalto para
pavimentacion e impermeabilizacion, aplicacién de creosotas para la conservacion
de madera, entre otros. En estos escenarios ocupacionales los niveles de HAPs en
aire es elevado (Angerer y col., 1997; Gundel y col., 2000; Heudorf y Angerer 2001,
Jacob y Seidel, 2002).

La exposicion humana a HAPs, en escenarios no ocupacionales depende de la
fuente de emision; de acuerdo al tipo de exposicidn, puede ser por exposicion a
emisiones de diesel provenientes de fuentes moviles -transito pesado- y fuentes fijas
industriales, en ciudades con alto nivel de contaminacién ambiental (Xu X y col.,
1996; Calderdn-Garciduenas y col., 2003, Lionel y col., 2003; Kuusimaki y col., 2004,
Ruchiwarat y col., 2005; Estrella, 2005; Xianglu y Naeher, 2005), por exposicion al
humo de tabaco (Heudorf y Arenger, 2001), por la preparacion y el consumo de
alimentos asados o ahumados (Fiala y col., 2001; Viau y col., 2002), por la quema
de residuos solidos urbanos (hules, llantas) y el humo de la quema de algunos
cultivos agricolas (Godoi y col., 2004). Una forma menos comun de exposicion, €s la
aplicacién tépica de unglentos preparados a base de creosotas para el tratamiento
de lesiones dérmicas (Veenhuis y col., 2002). Por otra parte las fuentes naturales de
exposicion a HAPs son principalmente emisiones generadas en erupciones

volcanicas o en incendios forestales (Menzie y col., 1992).

Ademas de lo sefalado anteriormente, existen otras fuentes de exposicion ambiental

a HAPs derivadas del uso de biomasa (principalmente lefia) como fuente de energia

12
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para la preparacion de alimentos en fogones tradicionales y usos de calefaccion en
viviendas rurales (WHO, 2002), la fuente de combustidn se encuentra generalmente
en el interior de la vivienda y la combustion incompleta de estos materiales genera
HAPs, los cuales son emitidos en el interior de la vivienda (Brauer y col., 1996; Mc
Donald y col., 2000; Liu y col., 2001; Balakrishnan y col., 2002; Myers y Maynar,
2005; Khusshk, 2005). La contaminacion en la vivienda es preocupante, debido a
que son las mujeres y nifos pequenos quienes permanecen por largos periodos de
tiempo dentro de la casa y por lo tanto la exposicidn a HAPs es mayor que en el
resto de la familia, (Luovsky, 2002). Sin embargo, estos individuos no estan del todo
exentos de la exposicién a estos compuestos, en las viviendas rurales indigenas de
nuestro pais, la vivienda es una area multifuncional en donde sus habitantes se
asean, comen y duermen, incrementando asi la probabilidad de presentar un riesgo
de salud. Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indican que cerca del
50% de la poblacion mundial y el 90% de los hogares rurales utilizan biomasa como
fuente de energia, lo que nos muestra el panorama de poblacién humana expuesta a
HAPs (WHO, 2002; Khusshk y col., 2005).

La inhalacion de aire contaminado en espacios interiores (dentro de la vivienda,
oficinas, estacionamientos, edificios, fabricas) y el aire contaminado en el exterior
(ambiente), representa una importante ruta de exposicién a HAPs para la absorcion
de HAPs por via inhalatoria (gases y particulas respirables), tanto para la poblacién
general como para la poblacidén trabajadora. En escenarios ocupacionales ademas
de la absorcion de HAPs a través de via inhalatoria, la absorcion por via dérmica se
considera una ruta importante para los HAPs presentes en fase gaseosa (Van Rooij,
1993; Bouchard, 1999; Xianglu y Naeher, 2005).

13



Evaluacion de la exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos en poblacion infantil

1.2 Evaluacién de la exposicion a HAPs

Los HAPs al absorberse a través de diferentes vias de exposicion (inhalatoria, oral o
dérmica) (Brzeznicki y col., 1997; Viau y col., 1999; Veenhius y col., 2002; ATSDR,
2004) y gracias a su capacidad lipofilica, se facilita su paso a través de las
membranas celulares. Su metabolismo se lleva a cabo en todos los tejidos y el
proceso involucra diferentes vias de trasformacion quimica. Los HAPs son
metabolizados principalmente en el higado y los pulmones mediante la activacion
enzimatica de las isoenzimas CYP1A1 y CYP1B1 del Citocromo P450 responsables
de la activacidon metabdlica de HAPs para la formacion de compuestos areno-oxidos,
una vez formados estos compuestos, pueden ser transformados a dihidrodioles y
posteriormente a dioles-epoxidos o transformarse a fenoles en una reaccion
catalizada por la enzima epdxido hidrolasa. Los fenoles a su vez son transformados a
quinonas y dioles-fenol, posteriormente reaccionan covalentemente con la moléculas
de glutation y sulfatos mediante reacciones enzimaticas con glutation-s-tranferasa y
sulfatasas, asi forman complejos organicos glucurénidos o sulfénicos, que son
eliminados del organismo a través heces y la orina (Fig.3) (van Shooten y col., 1997;
Bouchard y col., 1998; Kim y col., 2004; ATSDR, 2004).

A diferencia de los métodos que se han desarrollado para la evaluar la exposicion
mediante la cuantificacidon de los niveles de algunos HAPs especificos (Naftaleno,
Benzo(a)pireno, etc.) o de HAPs totales en matrices ambientales (aire, agua, suelo).
Estos complejos o metabolitos encontrados en heces y orina, conocidos como
biomarcadores de exposicion, son indicadores de la dosis interna por exposicion
reciente a HAPs de la suma de las diferentes vias de exposicidn y proporcionan
informacidn a cerca de la biodisponibilidad o absorcion de estos contaminantes en el
humano. (Jongeneelen, 1987,1997; Kuusimaki, y col. 2004; Wang, y col., 2005)

Algunas especies reactivas formadas durante el metabolismo de los HAPs (dioles-

epoxido) forman enlaces covalentes con el ADN celular, al producto de estas

reaccion se le conoce como aductos de ADN, los cuales pueden encontrarse en

14
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células de linfocitos T, en células sanguineas o en proteinas (albumina). La
formacion de estos aductos puede desarrollar efectos mutagénicos (genotoxicidad) y
por lo tanto incrementar la probabilidad de desarrollar cancer (Waiyanatha y col.,
2004; Wang, y col., 2005).

1.3 Hidroxipireno como biomarcador de exposicién a HAPs

Existen 14 metabolitos urinarios monohidroxilados (Tabla 1) estudiados hasta el
momento como biomarcadores en diferentes escenarios de exposicién a HAPs.

En la mezcla de HAPs el contenido de Pireno se encuentra presente en la mayoria
de los escenarios de exposicion, es encontrado entre 1-10% del total de la mezcla de
HAPs (Buchet y col., 1992, Strickland y col, 1996), es metabolizado y excretado
como 1-hidroxipireno (1-OHP) en orina, este metabolito es dependiente de la dosis
de pireno. Diversos estudios de exposicion ocupacional han mostrado que el 1-OHP
es un util y validado biomarcador de exposicién ocupacional a HAPs debido a su
amplio uso y a ser el primer biomarcador analizado por Jongeneelen en 1987, el
1- OHP es considerado el metabolito estandar en una amplia variedad de estudios en
poblacidn general (indicador de baja exposicion HAPs) y en poblaciéon
ocupacionalmente expuesta (indicador de altos niveles de HAPs) (Bouchard y Viau,
1999). Actualmente, el 1-OHP como otros metabolitos hidroxilados de fenantreno y
antraceno estan siendo probados como biomarcadores para la evaluacion de la
exposicidon a niveles de baja exposicion ambiental en la poblacion general.

Diversos estudios muestran que los niveles de 1-OHP muestran los niveles de
exposicidbn ambiental por diferentes rutas como aire, alimentos y el ambiente en el
hogar, es decir el total de la exposicion (Fiala y col., 2001). Su uso se debe a su
relativa alta concentracidn en orina (se encuentra de 200 a 2000 veces mas
concentracion que el hidroxibenzo(a)pireno) y a su facil medicidon (su tiempo de vida
media es de 18 h. con un rango de 6-35 horas y después de su colecta es estable a
-18° C durante 1 afo), lo que permite su facil deteccion y su aplicabilidad. Es
indicador sensible de la presencia de HAPs independientemente del tipo de fuente

generadora de HAPs y de las caracteristicas de exposicion propias de cada pais.
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(Jongennelen, 1987,1996). Es considerado como un biomarcador de exposicion a
particulas finas (PM 2.5u) que son la principal fuente de exposicidn ambiental a
HAPs (Viau y col., 1995; Joop y col., 1996; Chuang y col., 1999) y su uso como
biomarcador indirecto de la mezcla de HAPs, ha sido ampliamente estudiado y
justificado. En la actualidad, el 1-OHP es una herramienta para la aplicaciéon de
limites de seguridad, conocidos como indices Bioldgicos de Exposicion (BEls, por
sus siglas en inglés) en diferentes ambientes de exposicién ocupacional en Europa
(Guia Benchmark). Esta guia propone tres valores de referencia de acuerdo al
percentil 95: 1) 0.24 umol 1-OHP/mol de Cr para individuos control no expuestos y no
fumadores, 2) 0.76 umol1-OHP/mol de Cr para individuos control no expuestos y
fumadores, 3) 1.4 umol1-OHP/mol de Cr Nivel de No Efecto (NOAEL, por sus siglas)
nivel en el cual no hay efectos observados, 4) 1.9 umol1-OHP/mol de Cr (LOAEL,
por sus siglas) nivel minimo de efecto observado en trabajadores expuestos (efectos
genotdxicos). A partir de este ultimo valor se han creado los limites de exposicidon
ocupacional (OEL, por sus siglas) de HAPs, a partir de la concentracién de 1-OHP en
orina y las concentraciones de HAPs en aire en dos escenarios industriales, 2.3
umol 1-OHP/mol de Cr para trabajadores de coque y 4.9 umol 1-OHP/mol de Cr
para trabajadores de la industria del aluminio (Jongeneelen, 2001). Estos limites han
sido de gran utilidad para disminuir los niveles de exposicidon a HAPs, aunque se

encuentren por arriba del nivel minimo de efecto observado.

1.4 Efectos en salud asociados a la exposicién de HAPs

Las mezclas de HAPs (creosotas, emisiones diesel) y algunos de los HAPs han sido
clasificados como probables compuestos cancerigenos y mutagénicos en animales
de laboratorio y humanos (IARC, 2003). Estudios en ratas reportan asociacién con
cancer dérmico y formacién de tumores (ATSDR, 2004).

Estudios con biomarcadores moleculares a través de bioensayos en bacterias
(Sa/monella), han evaluado la mutagenicidad generada por los metabolitos de HAPs,
eliminados en la orina de individuos no fumadores expuestos al aire urbano y

choferes expuestos a emisiones diesel. Ensayos in vitro demuestran que los HAPs
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alteran la proliferacién y diferenciacion de las células hematopoyéticas CD34
incrementando la probabilidad para el desarrollo de carcinogénesis. (Van
Grevenynghe, 2005).

Efectos citogenéticos como aberraciones cromosomicas, micronucleos e intercambio
de cromatides hermanas han sido evaluados en exposicion prenatal y en poblacion
adulta encontrando asociacion con la exposicion a HAPs (Bocksay y col., 2005;

Vineis y Husgafvel-Pursiainen, 2005).

En estudios epidemioldgicos de cohorte se ha demostrado una asociacion
significativa entre la exposicibn a HAPs cancerigenos [benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, [indeno (1,2,3,c ,a)pireno] (presentes
en el aire urbano y en el humo de cigarro) y el retardo en el crecimiento intrauterino,
se cree que esto se debe a la formacion de aductos en el ADN y a que los HAPs y
sus metabolitos pueden unirse con el receptor de hidrocarburos arilo, presente en el
citosol (AHR, por sus siglas en inglés), acumularse en los nucleos celulares
resultando en un incremento de la tasa de mutagénesis y a su vez generar actividad
estrogénica y deplecidn de estrégenos enddgenos, por lo que se considera que los
HAPs causan un efecto de disrupcion endocrina lo que puede incrementar la
proporcién de canceres y anormalidades en el sistema reproductivo (Sram y col.,
2005, Kamiya y col., 2005). Se ha demostrado también que la exposicion a HAPs
puede afectar los niveles de inmunoglobulinas moléculas importantes en el
mecanismo de defensa inmunoldgica (Karakaya, 1999; Jedrychowski, 2005).

Investigaciones sobre la frecuencia de mutaciones genéticas y aductos de ADN en
corddn umbilical de recién nacidos sugieren dafo al ADN in dtero, aunque estos
resultados no correlacionaron con las mutaciones y aductos de la madre en linfocitos
periféricos, estos estudios comprueban el paso de los HAPs a través de la barrera
placentaria incrementando el riesgo en salud durante el desarrollo hasta el
nacimiento del individuo. La combinacién de altos niveles de aductos de ADN y la
exposicion pasiva al humo de tabaco se han asociado con la reduccién del 7% de
bajo peso al nacer y un 3% con disminucién en la circunferencia de la craneal del

neonato (Perera, 2005).
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Actualmente se ha encontrado una asociacion entre mutaciones del gen TP53,
acumulacion de proteina p53, polimorfismos NBS1, con el desarrollo de cancer
pulmonar, en individuos expuestos a humo de tabaco y humo de combustion fésil

(Lany col., 2005, Vineis y Husgafvel-Pursiainen, 2005).

Investigaciones epidemiologicas en humanos expuestos en diferentes escenarios
ocupacionales, muestran asociacion en el incremento de cancer pulmonar, cancer de
vejiga, cancer de riidn, cancer colorectal y cancer dérmico asociados con la
exposicién altos niveles de HAPs en aire y alimentos (Bofetta y col., 1997;
Ronneberg y col., 1999; Cross y Sinha, 2004)

Estudios realizados en zonas urbanas, han asociado la calidad del aire solo con la
exposicidon humana a particulas menores de 10um (PM10) con la morbilidad y
mortalidad de enfermedades respiratorias y cardiovasculares (WHO, 2000;
Rehwagen y col., 2005, Xianglu y Naecher , 2005, USEPA, 2005).

Actualmente ha aumentado el interés en relacion a los riesgos para la salud humana
asociados con particulas finas (<2.5 um) y ultrafinas (<0.1 um), ya que la evidencia
indica que las particulas generadas en procesos de combustidn principalmente
emisiones diesel que contienen HAPs, se relacionan con una mayor capacidad para
generar efectos en la salud a diferencia de las particulas no generadas en procesos
de combustion. Ademas se ha estimado que el 50% de las emisiones presentes en
areas urbanas altamente industrializadas son generadas principalmente por el
transito vehicular (Xianglu y Naeher, 2005; Myers y Maynard, 2005; WHO, 2005;
USEPA, 2005).

Estudios sobre la contaminacidn en interiores por estas particulas muestran
incremento de sintomas respiratorios (tos, flema, garganta, silbilencias, etc.)
(Jedrychowski y col., 2005), incremento de mortalidad perinatal, cancer nasofaringeo
y laringeo, cataratas (Bruce y Pérez-Padilla, 2000), infecciones respiratorias agudas

(IRAs) que son la causa principal de muerte en nifos pequefos en paises en
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desarrollo, disminucion de la funcion pulmonar, enfermedad obstructiva crénica
(EOC), bronquitis cronica, neumonia, tuberculosis pulmonar y controversialmente
asma (Pérez-Padilla y col.,, 2001; Estrella y col., 2005; Shresta y Shresta, 2005;
Saha, 2005).

En nuestro pais, de acuerdo a los datos del Programa Nacional de Salud 2001-2006,
las enfermedades respiratorias son la causa principal de mortalidad infantil en nifios

menores de 5 aflos de edad en zonas rurales.

Los escenarios en donde existen fuentes de combustion por el uso de combustibles
fosiles y biomasa, no solo generan HAPs, también se generan otros contaminantes
como monoxido de carbono (CO), compuestos organicos volatiles (VOCs), didxido de
nitrégeno (NO), didxido de azufre (SO.,), particulas sélidas (PM) y dioxinas (Albalak,
1999; Mc Donald, 2000; Naeher y col., 2001), por lo que evaluar el riesgo en salud en
estos escenarios representa un reto, ya que la exposicion se da a mezclas no solo de
HAPs sino también a la mezcla compleja de diferentes contaminantes, esta dificultad
se incrementa especialmente en los paises en desarrollo en donde la vulnerabilidad
(desnutricion) y marginacion (pobreza) incrementan el riesgo de enfermedades que a
su vez, representan un problema de salud publica (Khusshk y col.; WHO, 2002;
2005, Mc Donald, 2000).

La estandarizacion de métodos analiticos que nos permitan cuantificar los niveles de
exposicion y la biodisponibilidad de cada uno de estos contaminantes en la mezcla,
son de gran necesidad, por lo que uno de los objetivos de este trabajo fue la
validacion del método analitico para cuantificar la exposicion a HAPs en orina en tres

poblaciones con diferente riesgo.
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CAPITULO 11

Justificacion, Hipotesis y Objetivos
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2.1 JUSTIFICACION

En México la exposicion a hidrocarburos totales, ha sido evaluada en matrices
ambientales (aire, agua, sedimento y elutriados), en diversos sitios contaminados por
fuentes de combustion como fuentes moviles e industriales de las zonas
metropolitanas, pertenecientes al programa de calidad del aire IMECA (COFEPRIS,
2002) o en algunos estados con actividad petrolera (Sanchez, 1994). Sin embargo,
se carece de estudios que evaluen especificamente el riesgo por la presencia de
HAPs. Existen estudios que evaluan el riesgo a la salud mediante la metodologia de
evaluacion de riesgo de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(US EPA) mediante calculos matematicos (Sanchez, 1994) y estudios en biota
marina expuesta a estos contaminantes (Zapata-Pérez, 2004). Sin embargo, la
evaluacion de la contaminacion por HAPs en poblacidn humana es un reto, este
problema resulta complicado debido a que la exposicion se da a mezclas no solo de
HAPs, sino de una variedad amplia de contaminantes generados en los procesos de

combustién (CO,, NO,, SO, dioxinas, etc.).

Con base en estudios de la Agencia de Proteccion del Ambiente de los Estados
Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) y de un estudio realizado en la Zona
Metropolitana del Valle de México en 1999, se estima que entre los principales
compuestos toxicos contaminantes que contribuyen en el desarrollo de cancer se
encuentran la materia organica policiclica, el 1,3-butadieno, el formaldehido, el
benceno, los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las emisiones que se generan
por el uso del diesel (COFEPRIS, 2002). A pesar de ello no existe ningun estudio en
nuestro pais, que evalue especificamente el riesgo de exposicion a HAPs en

poblacion humana en México.

En México 3 millones 694 mil viviendas correspondientes al 17% del total de las
viviendas en el pais usan lefia como fuente de energia, constituyendo cerca del 18%
del total de la poblacion nacional expuesta a esta fuente de HAPs. En el estado de

San Luis Potosi, aproximadamente el 32 % de la poblacion utiliza biomasa como
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combustible para la coccién de alimentos, calefaccidon, entre otros. (COFEPRIS,
2002) (Fig.1).

En nuestro pais, ademas del uso de lefia, existen otras fuentes fijas de exposicién de
origen microindustrial que contribuyen a la de contaminacion atmosférica, estas
fuentes son la alfareria y la fabricacion de ladrillos. Para generar energia en los
hornos ladrilleros y en hornos alfareros, los trabajadores utilizan diversos materiales
que se encuentran a su alcance y a bajo costo como residuos sélidos domésticos,
biomasa y residuos industriales (plasticos, madera, aceites usados, llantas de
automdviles, fibras sintéticas, entre otros) (COFEPRIS, 2002).

En las comunidades y ciudades en donde se encuentran estas microindustrias, es
comun que los hornos se localicen dentro de los patios de las viviendas, de ahi que
la exposicion es de tipo ocupacional y ambiental. En las comunidades rurales
dedicadas a la actividad ladrillera, sus habitantes se exponen también al humo de
lefia que usan como combustible en el hogar. En las ciudades las emisiones de los
hornos, contribuyen al incremento de la contaminacion atmosférica exponiendo asi a

la poblacién general.

En México, se han reportado 15 entidades federativas con actividad ladrillera (Fig.2).
Pese a que no existe un censo global del numero de ladrilleras en la Republica
Mexicana, en algunos lugares del pais, existen mas de 300 hornos ladrilleros (Corral,
2005). Las entidades federativas con actividad alfarera registradas hasta el momento
son 25 (Fig. 2). Ambas microindustrias son familiares por lo tanto nifios y adultos
trabajan en la elaboracion de ladrillos y piezas de alfareria durante jornadas de 10-24
horas por semana, por lo cual estas labores se consideran un problema ambiental,
social y de salud (COFEPRIS, 2002).

Otros escenarios de exposicion no estudiados en México, son los sitios
contaminados por la industria petroquimica, escenarios rurales con uso de biomasa
en donde los nifos pequefos y sus madres se encuentran mayor tiempo expuestos

dentro de su vivienda y quema en zonas agricolas, entre otros.
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El sector infantil se encuentra expuesto en estos escenarios, los nifios son individuos
en desarrollo que pueden tener una mayor vulnerabilidad para presentar riesgos en

salud, por lo que es importante evaluar su exposicidén en sitios contaminados.

Debido a la escasa informacion en la identificacion de fuentes generadoras de HAPs
en diversos escenarios de riesgo, tanto rurales como urbanos de nuestro pais y a la
falta de estudios que evaluen la exposicion a la mezcla de HAPs, en la poblacién
residente de estos escenarios, consideramos llevar a cabo este trabajo, el cual
representa el inicio de un proyecto que tiene por objetivo, evaluar el riesgo en salud
por exposicion a fuentes generadoras de HAPs y corresponde a este trabajo la parte
inicial de este proyecto, que es identificar poblaciones rurales expuestas a HAPs a
través de la cuantificacion de 1-OHP como biomarcador de exposicion,
principalmente en la poblacion infantil ya que consideramos es el sector de la

poblacion con una mayor susceptibilidad para presentar efectos en la salud.
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2.2 HIPOTESIS
La poblacion infantil expuesta continuamente a emisiones provenientes de fuentes

importantes de combustion, presentaran niveles de 1-OHP en orina mayores que la

poblacion no expuesta.

2.3 Objetivo general

Identificar comunidades de alto riesgo expuestas a HAPs a través de la cuantificacion

de 1-OHP en orina como marcador de exposicion.

Objetivos especificos

1) Validar el método analitico para la determinacion y cuantificacién de 1-OHP

en orina.

2) Cuantificar los niveles de 1-OHP en muestras de orina de nifios residentes de

tres comunidades: zona control, zona ladrillera y zona con uso de lefa.
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CAPITULO 111

Metodologia de muestreo
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3.1 Zonas de Estudio

Santo Domingo

Sitio que se localiza en la zona centro, esta situado en las coordenadas geograficas
22° 05°55" latitud norte y 100° 44" 45" longitud oeste, con una altura media de 1970
msnm. y pertenece al municipio de Villa de Zaragoza, San Luis Potosi.

Cuenta con 330 habitantes, 50% son hombres, el 49% son mujeres, el 11%
corresponde a la poblacion infantil de O - 4 afios de edad y el 86% de 5 afios y mas.
El 13.5 % de la poblacidén de 15 afios 0 mas es analfabeta.

Aproximadamente el 31% de la poblacion es econdmicamente activa (PEA), el 7% se
dedica al sector primario, el 33% al sector secundario y el 53% al sector terciario. La
mayor parte de la poblacidon se transporta a la capital del estado para trabajos
temporales. De acuerdo al diagnostico del Consejo Nacional de Poblacion
(CONAPOQ) el grado de marginacion es medio en esta localidad y el 41% de las
viviendas utiliza gas como combustible y el 23% lefia. Un 67% cuenta con servicios
de agua y energia eléctrica (CONAPO, 2000).

Laguna de San Vicente

Localidad situada en la zona centro-sur del estado, en las coordenadas geograficas
21° 56°48 " latitud norte y 100° 51°37"" longitud oeste, con una altura media de 1820
msnm., localidad perteneciente al municipio de Villa de Reyes, San Luis Potosi.
Cuenta con 2749 habitantes de los cuales el 48% son hombres, el 52% son mujeres,
el 12% en poblacion infantil de 0 - 4 afnos de edad y el 87% poblacion de 5 afios y
mas. De acuerdo a la PEA el 8% se dedica al sector primario, 67% corresponde al
sector secundario y el 22 % al sector terciario.

El 8.7% es analfabeta y de acuerdo al total de viviendas el 65% utiliza gas como
combustible y el 35% aun utiliza lefia. EI 6.1% carece de servicios de luz eléctrica y
agua; en la comunidad no existe un sistema de drenaje adecuado. De acuerdo a
CONAPO el grado de marginacion de esta localidad es alto (CONAPO, 2000).

La fabricacion de ladrillos es su principal actividad econdmica, las ladrilleras son

micro industrias familiares en donde participan nifios, jovenes y adultos, existen mas
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de 30 hornos ladrilleros con capacidad de 3000 a 6000 ladrillos se encuentran en
funcionamiento de 2 a 4 veces por mes (coccidn de ladrillo), se utilizan como
combustibles residuos industriales, como hules, plasticos, aceite usado, madera,
llantas y basura de todo tipo. El 85% de la poblacién infantil encuestada trabaja en la
ladrillera en el acarreo de material, amasado de la mezcla y elaboracion de los
bloques de arcilla. Los hornos ladrilleros se encuentran en el patio de las casas a
una distancia de 100 m aproximadamente o a las orillas de la localidad, precisamente

estos ultimos se encuentran cercanos a la escuela primaria y al jardin de nifios.

Tancuime

Sitio que se localiza en la zona huasteca, esta situado en las coordenadas
geograficas 21° 36°05"" latitud norte y 99° 00'37"" longitud oeste, con una altura
media de 100 msnm, esta localidad pertenece al municipio de Aquismén, San Luis
Potosi. Cuenta con 1453 habitantes, 51% son hombres y el 49% son mujeres, el 15%
representa la poblacion infantil de 04 afios de edad y el 84% de 5 afios o mas. E| 98
% de la poblacidon mayor de 5 afos de edad es indigena (Tenek) y el 24% de 15
anos 0 mas es analfabeta. De acuerdo a la poblacion econdmicamente activa, el
57% forma parte del sector primario, 18% al sector secundario y el 24% al sector
terciario. El grado de marginacion de esta localidad es alto (CONAPO, 2000).

Con respecto al total de viviendas habitadas el 96% utiliza lefia como combustible en
el hogar (fogones tradicionales tipo fogata) y el 53% carece de servicios de agua
potable, electricidad vy drenaje (Fig. 4). La mayoria de las viviendas indigenas
constan de una pieza con piso de tierra, donde realizan varias actividades como
cocinar alimentos, dormir y es un area de juego para los nifos, por lo que la

exposicion a las emisiones del fogdn es continua.

3.2 Seleccion de la Poblacion

El muestreo se realizé en tres comunidades rurales. En dos de las comunidades se

visitaron las escuelas de nivel primaria, se informd a los maestros y padres de familia

sobre las caracteristicas del estudio. A los padres que aceptaron que sus hijos
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participaran en el estudio se les solicitd su aceptacion voluntaria de manera escrita.
Se incluyeron nifios que vivieran en la comunidad desde su nacimiento. En las tres
comunidades la poblacion se selecciond por la aplicacion de cuestionario donde se
evaluaron factores de riesgo (tabaquismo pasivo, uso de lefia en el hogar, consumo
de alimentos asados, sintomas respiratorios), nivel socioecondmico y actividad

econodmica.

3.3 Muestreo Bioldgico

Santo Domingo. Se seleccionaron 17 nifios de 7 a 11 afos de edad de la escuela

primaria “Librado Rivera”, uno de los criterios de inclusion fue que no utilizaran lefia
como fuente de energia en sus casas. Para la colecta de muestra se citdé a los nifios

con la primera muestra de orina de la manana.

Laguna de San Vicente. Se seleccionaron 35 nifios de 7 a 13 afos de edad de la

escuela primaria “Emiliano Zapata”. Para la colecta de la muestra, se citd a los nifios

con la primera muestra de orina de la manana.

Tancuime. Se realizd una reunién en el centro de salud de la comunidad y se informo
a los padres de familia sobre las caracteristicas del estudio con ayuda de un
traductor de lengua tenek, la colecta de muestras de orina se realizé en cada una de
las 6 familias participantes, la edad de los 20 participantes fue de 7 a 18 afos de

edad. En todas las familias participantes usaban lefia como combustible.

Todas las muestras de orina, se colectaron en recipientes de plastico nuevos vy
estériles de 100 ml, previamente etiquetados y se resguardaron en hieleras durante
su transporte al laboratorio. Ya en el laboratorio las muestras fueron filtradas a través
de membranas milipore 45um y se alicuotaron en volumenes de 10ml en tubos

nuevos de polipropileno en donde fueron almacenados a -20° C hasta su analisis.
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CAPITULO 1V

Metodologia y Validacion del Método Analitico
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4.1 Estandarizacion del Método Analitico.

Equipo

El analisis de las muestras se realizd en un cromatografo de liquidos de alta
eficiencia (HPLC) HP 1100 series (Hewlett Packard) acoplado a un detector de
fluorescencia G1321A con precolumna ZORBAX SB-C18 de 46 x 125 mm de
diametro interno y 5 um de espesor de pelicula, columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
de 4.6 mm x 250 mm diametro interno x 5 um de espesor de pelicula y lampara de

xenon.

Condiciones de trabajo

De acuerdo con los datos reportados en la literatura sobre el método analitico para la
determinacion de 1-OHP (Jongennelen, 1987; Kuusimaki, 2004), se realizaron varias
pruebas inyectando el estandar de 1-OHP en una concentracién de 240 nmol/L para
verificar los cambios en la elusion y recobro de este analito. Para la fase movil, se
trabajaron diferentes proporciones de acetronitrilo y de metanol, se probaron las
longitudes de onda reportadas, se trabajaron diversas velocidades de flujo y
diferentes condiciones de temperatura. Para la identificacion de 1-OHP se considerd
el tiempo de retencidén de 4.7 min para el estandar en metanol. El propédsito de estas
pruebas fue la obtencion de las condiciones adecuadas de trabajo de acuerdo a la
resolucion del pico de 1- OHP en el cromatografo (tabla2).

Las condiciones cromatograficas lineales para el desarrollo del método analitico
fueron las siguientes: Fase movil: 88 % agua y 12% metanol, flujo: 1ml/min.,
temperatura: 40° C, tiempo de corrida: 7 min., presién: 76 psi y longitudes de onda:
Aexcitacion=242 NM, Aemisisn=390 nm.
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Tabla 2. Modificaciones de las condiciones cromatograficas

. Longitud de onda ]
Fase movil o Flujo Temperatura
de excitacion y ] o
% L (ml/min) (°C)
emisién (nm)

Metanol:Agua

242-388 1 24
80:20
Acetonitrilo:Agua
242-390 0.8 40
80:20
Metanol:Agua
88:12 242-392 0.6 40
Ac. Ascorbico
Metanol:Agua
242-390 1 40

88:12

Ac. Ascorbico

4.2 Procedimiento de Extraccion

Condiciones de extraccion

El proceso de extraccion se realizd en columnas Octadecil C18 polar plus fase
solida-liquido con un volumen de 6ml y 1g de adsorbente (J.T. Backer).

El proceso de extraccidn consiste en la activacion, acondicionamiento, paso de la
muestra, lavados y extraccidén del analito (1-OHP). La retencién del analito se lleva a
cabo de acuerdo a las caracteristicas de polaridad del mismo y del adsorbente
presente en las columnas. En nuestro caso con la finalidad de tener la menor pérdida
de analito (1-OHP) posible y disminuir los efectos de matriz (orina), que interfieren en
el analisis de estandares y muestras, se realizaron diferentes pruebas en los pasos
mencionados anteriormente sobre el acondicionamiento y lavado de las columnas de
extraccién (tabla 3).

Se realizo el siguiente procedimiento para desarrollar la extraccion de 1-OHP:

a) Se activaron las columnas con un volumen de (5 x 2) ml metanol (100%) y se

eluyd este volumen sin flujo en la camara de vacio.
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b) Para el acondicionamiento se utilizdé un volumen de (5 x 2) ml de solucion 1:1 de
agua desionizada y solucion amortiguadora de acetatos con 2% de metanol, se eluyé
con un flujo menor a 2.5 psi en la camara de vacio.

c) Se realizd el paso de la muestra la cual fue adicionada previamente con 0.1%
metanol (segun el volumen de muestra), sin flujo al vacio.

d) En el lavado se utilizd un volumen de (5 x 2) ml de agua desionizada con un flujo
de 2.5 psi en camara de vacio.

e) El segundo lavado se dividid en dos partes, en la primera parte se lavdé con un
volumen de (3.5 x 2) ml de acetronitrilo al 30% vy la segunda parte con un volumen
de (3.5 x 2) ml de metanol al 30%, aplicando 2.5 psi de flujo en la camara de vacio.

f) Para el secado, se aplico un flujo menor de 5 psi en la camara de vacio durante un
tiempo de 1 min. Posteriormente con el propdsito de eliminar la cantidad de agua
presente en las columnas, estas fueron centrifugadas durante 5 min. a 2500 r.p.m.

g) Para la elusién del analito se utilizé un volumen de (3 x 2) ml de metanol en 1%
acido acético glacial, se eluyd este volumen sin uso de vacio. EI metanol se aplicé en
dos partes con el propésito de incrementar la eficiencia en la elusidn. Al finalizar se

aplico flujo de 2.5 psi hasta secar completamente las columnas.

Tabla 3. Modificaciones en las condiciones de extraccion de 1-OHP

Acondicionamiento Acondicionamiento Lavado Lavado Elusion
Muestra
1 2 1 2 (ml)
Metanol Agua - Agua - 5
Agua: Soln. Metanol
Metanot " e Agua 3x3
Amortiguadora 15 %
Agua: Soln.
] Metanol Metanol
Metanol Amortiguadora metanol Agua 3x3
0.1% 25 %
5%
Agua: Soln.
] Metanol Metanol
Metanol Amortiguadora metanol Agua 3x2
0.1% 30 %

2%
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Curva de calibracion

Estandares: Se prepard un estandar de 240 nM de 1-OHP en metanol y acido
ascoérbico (1mg/ml) a partir del estandar de referencia 1-OHP 98% (ALDRICH) en
matraces aforados, el estandar de 240 nM de 1-OHP se utilizé para la preparacion de
los estandares en orina para la curva de calibraciéon (anexo 1).

Se prepard un “pool” de orina para la preparacion de la curva de calibracion, se
colectaron orinas durante 3 dias de nifios no expuestos, se mezclaron las orinas, se
centrifugaron y filtraron con membrana milipore 0.45 um. Los estandares de la curva
de calibracién fueron preparados con este pool y con los volumenes calculados para

cada punto de la curva (ver tabla siguiente).

Tabla 4. Curva de calibracion estandar de 1-OHP en orina.

Volumen de
Concentracion del Volumen final de
solucion stock de
estandar aforo con orina
240 nmol/L
(nmol/L) (ml)
(ul)
7.2 30 10
14.4 60 10
24 100 10
48 200 10
60 250 10

4.3 Validacion del método analitico

Especificidad
Para determinar el analito de interés dentro en una mezcla de diferentes compuestos

(orina), primero se prepard e inyectd el estandar de referencia para 1-OHP 98%

(ALDRICH) en metanol, para asegurarnos que la respuesta a una medicidon fuera
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solo originada por el analito. En un inicio se inyectd una concentracién de 240 nmol/L
en metanol para detectar la sefial de 1-OHP y se midio el tiempo de retencidn el cual
fue de 4.6 min. Posteriormente se prepararon concentraciones de 0.48 — 6.0 nmol/L
del estandar de referencia en metanol para confirmar el tiempo de retencion (Fig. 5).
Posteriormente se prepararon estandares en orina en donde el tiempo de retencion
varié ligeramente de 4.6 a 4.7 min., debido a que no fue lo mismo inyectar un solo
compuesto en solvente que inyectar una muestra problema debido a que en la
muestra se tiene una mezcla de compuestos e impurezas que pueden mover
ligeramente el tiempo de retencién por lo cual fue importante considerar esta

variacion (Fig. 6).

Linealidad

Para verificar que la Ley de Lambert y Beer se cumpliera es decir, asegurar que la
respuesta fuera proporcional a la concentracion de la sustancia dentro de intervalo
determinado, se calculd el coeficiente de correlacion el cual de acuerdo a los criterios

de linealidad debe ser = 0.99.

Linealidad del sistema.

Con el propodsito de evaluar la reproducibilidad del analista se realizaron 6 curvas de
calibracion en metanol, cada una por friplicado, en un periodo de 1 semana de
trabajo, donde podemos observar la linealidad en nuestros resultados (tabla 5).

Se realizé una comparacion entre la curva de 1-OHP en solvente con respecto a la
curva de 1-OHP en la matriz (orina) de acuerdo a las pendientes obtenidas. El
Intervalo lineal fue de 7.2 a 60 nmol/L de 1-OHP (Fig.7). Debido a la diferencia entre
las pendientes se eligidé preparar los estandares de la curva en orina ya que es de
mayor utilidad para la interpolacién de las muestras problema, debido a su similitud
en el efecto de matriz, por lo que se decidid trabajar con curvas de calibracién en

orina para la validacion y cuantificacién de 1-OHP en las muestras problema.
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Tabla 5. Linealidad instrumental

Curva promedio r m b
Dia 1 0.9995 3.829 1.414
Dia 2 0.9992 4.089 1.135
Dia 3 0.9995 4.016 1.863
Dia 4 0.9993 3.729 1.586
Dia 5 0.9993 3.817 1.183
Dia 6 0.9988 3.545 2.996

Linealidad del método.

Se realizaron 6 curvas de calibracion, cada una por triplicado, en un periodo de 3
semanas de trabajo. En la tabla se muestran los resultados de: coeficiente de
correlacion (r), pendiente (m) e intercepto al origen (b) (Tabla 6).

Como puede observarse las curvas de calibracién para 1-OHP son lineales ya que
todos los coeficientes de correlacion fueron = 0.99 cumpliendo con el criterio de
linealidad. Debido a la variacion que se observa en el intercepto se preparo curva de

calibracion en cada procesamiento de las muestras.
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Tabla 6. Linealidad del método.

Dia 1
curva Semana 1
r 0.9955 0.9995 0.9978
m 2.3843 2.1956 2.4522
b -8.5460 -4,3288 -7.5331
Dia 2
curva 1 2 3
r 0.9989 0.9988 0.9977
m 2.4335 2.3729 2.5074
b -9.3374 -7.4572 -9.1298
Dia 3 Semana 2
curva 1 2 3
r 0.9990 0.9904 9980
m 1.6417 1.7268 1.6697
b -1.56337 -1.9499 -1.2948
Dia 4
curva 1 2 3
r 0.9988 0.9990 0.9997
m 1.7229 1.7239 1.7675
b 46770 46412 4.0021
Dia 5 Semana 3
curva 1 2 3
r 0.9990 0.9981 0.9920
m 1.7283 1.8327 1.8655
b 3.6062 0.6989 0.8310
Dia 6
curva 1 2 3
r 0.9989 0.9990 0.9982
m 1.8464 1.7422 1.7403
b 0.2564 2.6179 2.5570
Exactitud

Para conocer la concordancia entre los valores obtenidos experimentalmente y el
valor de referencia, se procesaron estandares certificados de 1OHP en orina de baja
y media concentracion Clin-Cal-Recipe 50013 (9.1nmol/L) y Clin-Cal-Recipe 50014
(32.5 nmol/L) en cada lote de muestras, se obtuvo una exactitud de 101 y 105 %
respectivamente. Para la exactitud del método cromatografico el porcentaje
recomendado es del 50-120% (AOAC/FAO/IAEPA/IUPAC, 1999) (Tabla 7).
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Tabla 7. Exactitud

Estandar Media .
. % recobro % Exactitud
certificado (nmol/L)
Clin-Cal-Recipe
9.1 99 101
50013
Clin-Cal-Recipe
32.5 99 105
50014
Precision
Repetibilidad.

Para observar la concordancia entre los resultados analiticos individuales cuando el

procedimiento se aplica repetidamente,

la guia Eurachem (Europa Analytical

Chemistry) indica que para la precision del equipo, el analisis debe realizarse por

sextuplicado de una misma solucion de referencia, con un criterio de aceptacion de

CV (coeficiente de variacidon) < 1.5 %, para ello se prepard un estandar de 4.8 nmol/L

de 1-OHP en metanol y se inyectd repetidamente en 6 ocasiones, el resultado del

CV fue de 0.76% menor al criterio de aceptacion (tabla 8), lo que indica que el

sistema trabaja con precision.

Tabla 8. Precision instrumental

Lectura
Repuesta
(4.8 nmol/L 1-OHP)

1 29.6
2 29.6
3 29.3
4 29.3
5 29.1
6 29.1
Media 29.3
D.E* 0.22
% CV** 0.76

37



Evaluacion de la exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos en poblacion infantil

Repetibilidad del método

Es la concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo
las mismas condiciones (analista, tiempo, instrumentos, laboratorio) y forman parte
fundamental de la precision. Por lo tanto, se realizaron 6 mediciones repetidas de
una muestra en orina con una concentracion conocida de 15 nmol/L de 1-OHP, esta
muestra fue procesada en 6 ocasiones en un solo dia, bajo las mismas condiciones
de trabajo. El valor calculado con la media y la desviacion estandar del CV fue del
6%, este valor esta por debajo del valor recomendado para esta concentracion que
es de 14% (Horowitz, 1982) por lo que se concluy6 que el método tiene una precisidon

aceptable.

Reproducibilidad.

Este parametro fue calculado con el promedio de las pendientes obtenidas de las
seis curvas de calibracion estandar en orina, realizadas en seis diferentes dias. El
CV calculado con la media (1.9640) y la desviacidén estandar (0.3376) fue de 17%, el
método es reproducible ya que el valor del CV es menor al valor recomendado para

este parametro el cual es del 20% (Horowitz, 1982).
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Limite de deteccidon y limite de cuantificacion del método.

a) Limite de deteccién (LDD): Minima concentracion de 1-OHP que puede ser

detectada.

b) Limite de cuantificacién (LC): La menor concentracién de 1-OHP en una muestra

que puede ser cuantificada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones

de operacion establecidas.

En estos dos parametros fueron calculados por el método geométrico (Miller y Miller,

2000), los datos que se pueden observar en la siguiente tabla:

Limite de deteccion y limite de cuantificacién de 1-OHP

LDD (IC 95%)
(nmol/L)

LC (IC 95%)
(nmol/L)

0.1 (0.5-0.7)

0.3 (0.3 -0.9)
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CAPITULO V

Analisis de muestras v Resultados
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Cuantificacion de 1-OHP

La deteccion con fluorescencia es utilizada para la cuantificacion de sustancias con

fluorescencia nativa como es el caso de 1-OHP, se usan dos longitudes de onda, una
de excitacion y una de emision. Al excitar la muestra por medio del haz de luz a una
dada longitud de onda, donde varios componentes de la muestra podrian absorber
energia, pero pocos emitiran a la longitud de onda elegida para la emision.
(Quatrochi, 1992).

Pretratamiento de estandares y muestras.

Las muestras de orina al llegar al laboratorio fueron centrifugadas durante 15 min.
(Centrifuga SOLBAT) a 3000 r.p.m, para descartar que el 1-OHP estuviera unido a
los cristales y o particulas presentes en las muestras de orina, se realizaron varias
pruebas con anticipacion con algunas muestras que no fueron centrifugadas ni
filtradas y fueron procesadas de la misma forma que el resto de las muestras, se
obtuvo el mismo recobro. Las muestras centrifugadas se filtraron en sistema de vacio
(matraz PIREX-milipore) con membrana milipore de 45 um. El filtrado se distribuyd
en alicuotas de 10 ml en tubos conicos de plastico de 50 ml (Corning) y fueron

almacenados a -20° C hasta su analisis (REVCO Technologies).

5.1 Tratamiento de muestras y estandares.

Hidrélisis enzimatica

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se les anadié un volumen
de 10 ml de solucién amortiguadora de acetatos pH=5.0 (anexo 1), se mezclaron en
vortex durante 1min. Enseguida se afadi®é un volumen de 30 pul de enzima pB-
glucuronidasalarilsulfatasa (Helix Pomatia tipo H-2/98000U/SIGMA), a los estandares
para la curva de calibracién no se les afnadié el volumen de enzima. Las muestras y
estandares se incubaron durante la noche por 16 hrs a 37° C con agitacion
constante a 100 r.p.m. (agitador LW Scientific, 2100A).
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Extraccion

Después de la incubacién, las muestras y estandares se centrifugaron en los tubos
conicos de 50ml, durante 15 min. a 3000 r.p.m. posteriormente se anadié 0.1% de
metanol antes de pasar las muestras por las columnas de extraccion previamente
activadas y acondicionadas mediante las condiciones de extraccion explicadas en la
seccidon 4.2. El solvente con el analito obtenido en la extraccidén se evapord con flujo
de nitrégeno durante 45 min. a 40° C (Zymark), el concentrado se aforé con metanol
en matraces de 1ml, posteriormente se filtrd6 con disco milipore 45 um, se recibié en
viales ambar silanizados los cuales se cubrieron inmediatamente con sus septas y se

cuantificaron por HPLC.

5.2 Analisis estadistico

Se cred una base datos con la informacién que se obtuvo en la aplicacion de
cuestionarios adecuados a cada comunidad (anexo 3) y con los valores de 1-OHP
cuantificados por HPLC. Las variables continuas fueron los niveles de 1-OHP
umol/mol de Cr, edad, talla para la edad, peso para la talla, escolaridad del padre,
escolaridad de la madre, tiempo de residencia y horas de trabajo en la ladrillera. Se
clasificaron como variables categéricas; zona de estudio, género, familia, actividad
del padre, tipo de combustible utilizado en el hogar, exposicion al humo de tabaco,
consumo de alimentos asados o ahumados, nifio trabajador en la ladrillera, ubicacién
de la ladrillera, tipo de material que se quema en el horno ladrillero, niumero que
quemas, sintomas respiratorios, habitos de higiene y nivel socioeconémico.

Se aplicaron las pruebas estadisticas de normalidad para variables continuas en la
poblacion total y para la poblacion por cada una de las zonas (medidas de tendencia
central: media, mediana, sesgo, kurtosis y prueba de normalidad Shapiro Wilks). Los
niveles de 1-OHP no presentaron distribucién normal para la comunidad de Laguna
de San Vicente (zona 2), por lo que se realizé una transformacion logaritmica de los
datos y se aplico nuevamente la prueba de normalidad, los datos transformados no
presentaron una distribucién normal por lo que se aplicaron pruebas no paramétricas

para el analisis posterior de los datos.
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Se realizd una prueba de Kruskal Wallis H., con esta prueba no parametrica se
compararon las medianas de los niveles de 1-OHP en las tres grupos de estudio
(zona 1= Santo Domingo, zona 2= Laguna de San Vicente, zona 3= Tancuime).

Para las variables categéricas de mas de dos categorias se aplico la prueba de
Kruskal Wallis para conocer si existia diferencia significativa en los niveles de 1-OHP
por categoria y por zona (niveles de 1-OHP por tipo de combustible utilizado, niveles
de 1-OHP por edad categorizada, 1-OHP por familias para la zona 3), para las
variables de dos categorias se aplicd prueba de Wilcoxon W para evaluar si existia
alguna diferencia entre dos poblaciones en cada una de las zonas (niveles de 1-OHP
por sexo, 1-OHP por actividad ladrillera, 1-OHP por exposicion al humo de tabaco).
Se utilizaron frecuencias simples para calcular el porcentaje de la poblacion con
niveles superiores a los limites de referencia aplicables a diferentes grados de

exposicidén. Para el analisis se utilizd el programa estadistico SPSS version 10.0.1.

5.3 Evaluacion nutricional y nivel socioeconémico.

Se obtuvieron datos de talla, peso y edad. A partir de estos datos, se calcularon los
parametros de talla para la edad, peso para la edad y peso para la talla como
indicadores de desnutricion crénica y aguda respectivamente. Estos parametros se
calcularon con el programa Epi Info versidn 6.0, el cual utiliza como referencia las
tablas del Centro Nacional de Estadistica de Salud de los Estados Unidos (NCHS)
(Dibley M.J. y col., 1987), que son las recomendadas por el CDC (Centro de control y
prevencion de enfermedades de los Estados Unidos) y por la OMS, (Anexo 2). Los
valores obtenidos fueron transformados a unidades z, debido a que se utilizaron las
puntuaciones de menos de 2 DE como punto de corte para clasificar a los nifios
como desnutridos (talla o peso bajos para la edad y peso para la talla) y mas de 2 DE
del z de peso para la talla para clasificar a los nifios con sobrepeso, estos puntos de

corte son utilizados por la Encuesta Nacional de Nutricidon de México (1999).
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El nivel socioecondmico (NSE) se calculd con el cuestionario de evaluacién del
Comité de Niveles Socioecondémicos de la Asociacidn Mexicana de Agencias de
Investigacién de Mercados y Opinion Publica, A.C. (AMAI, 2004) (Anexo 3)

5.4 RESULTADOS

En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos de los datos sociodemograficos
de las tres comunidades de estudio. La proporcidén de nifios y nifias participantes en
el estudio fue aproximadamente del 50% en ambos sexos. La edad promedio en las
tres comunidades fue de 7 a 9 anos, el tiempo de residencia en las tres comunidades
fue desde su nacimiento. El nivel socioeconomico (SE) de las comunidades obtenido
por cuestionario mostré que en la comunidad de Sto. Domingo, el 80% de la
poblacion tuvo un nivel bajo/alto y un nivel menor pero no menos importante del 13%
tuvo un nivel bajo, en la comunidad de Laguna de San Vicente el 72% de la
poblacion corresponde al nivel bajo/alto y el 19% al nivel bajo. En la comunidad de
Tancuime el 100% de la poblacién presentd un nivel socioecondmico de ingreso
minimo. En esta tabla se presenta también el porcentaje de la poblacién expuesto a
factores contundentes en la exposicion a HAPs como tabaquismo pasivo, porcentaje
de la poblacion con uso lefia como combustible en el hogar y en le caso de la
comunidad ladrillera el porcentaje de nifios trabajadores expuestos a las emisiones
de los hornos por esta actividad. El 86% de la poblacién infantil encuestada, contestd
trabajar en las ladrilleras con un promedio de 2 horas por dia con un maximo de 4

horas.

En la tabla 10, se presentan las mediciones antropométricas con las cuales se
determinaron los niveles de desnutricion, los parametros dados por la Encuesta
Nacional de Salud indica desnutricién aguda para valores menores a 2 desviaciones
estandar (DE), en este parametro Laguna de San Vicente presentd el porcentaje
mayor del 14% y la comunidad de Tancuime presento el 9%. Para el parametro de
desnutricién crénica se indica para valores menores a 2 DE, en este parametro la

comunidad de Tancuime presentd el mayor porcentaje con un 18% y en la
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comunidad de Sto. Domingo un porcentaje del 12%. El parametro de obesidad toma
en cuenta valores mayores a 2 DE, Laguna de San Vicente presenta que el 25 % de

la poblacién infantil participante se encuentra dentro de este parametro.

En la Fig. 8, se muestra la diferencia estadistica encontrada (Kruskal Wallis p<0.01)
entre los valores de las medianas de 1-OHP en las zonas de estudio; El valor de la
mediana de 1-OHP fue de 0.22 £ 0.16 umol 1-OHP/mol de Cr (Santo Domingo-
Control), 0.55 £ 0.42 umol 1-OHP/mol de Cr (Laguna de San Vicente-Ladrillera) y 2.1

1 1.2 umol 1-OHP/mol de Cr (Tancuime- Humo de lefia).

En la Fig. 9 se muestran los niveles de 1-OHP por zonas de estudio de acuerdo a la
exposicion pasiva al humo de tabaco. No se encontré diferencia estadistica entre los
niveles de 1-OHP de los niflos que estuvieron expuestos a tabaquismo pasivo y entre
los nifios no expuestos, en las comunidades de Santo Domingo y Laguna de San
Vicente, sin embargo en la comunidad de Tancuime se encontré una diferencia
estadistica entre los nifios expuestos (mediana de 1.3 £ 0.69 umol/mol de Cr) el valor
de los nifios no expuestos (mediana de 2.6 £ 1.19 umol/mol de Cr) (Mann Whitney,
p < 0.05).

En la Figura 10, se presentan los niveles de 1-OHP en la poblacién de acuerdo al
tipo de combustible que utilizan como fuente de energia en sus viviendas, uso de
leAia, uso de gas o el uso de ambas. En la comunidad de Laguna de San Vicente
existe una parte de la poblacion que utilizan ambos combustibles (lefia y gas) de
manera alternada y otra parte de la poblacion solo utiliza gas, no se encontro
diferencia estadistica en los valores de 1-OHP en estos sectores de la poblacién. En
la comunidad de Sto. Domingo en los hogares de los nifios seleccionados solo
utilizaban gas y en la comunidad de Tancuime la poblacién utilizaban exclusivamente
lefia. Sin clasificar por zona de estudio, es decir con la poblacidn general y
clasificando por tipo de combustible, se compararon los niveles de 1-OHP de la
poblacion y se encontré diferencia significativa (Kruskal Wallis p<0.01). Entre los

niveles de 1-OHP de sector que usa ambos combustibles y el sector que solo usa
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gas también se encontro diferencia estadistica (Mann Whitney U p<0.01) los niveles
de 1-OHP para los nifilos expuestos a ambos combustibles la mediana fue de 0.55
1 0.45 umol 1-OHP/mol de Cr (0.04 - 2.25 umol 1-OHP/mol de Cr), para los nifios en
donde solo usaban gas fue de 0.25 + 0.81 umol 1-OHP/mol de Cr (0.01 - 0.81 umol
1-OHP/mol de Cr). Los nifios expuestos a lefia unicamente, tuvieron una mediana de
1.80 £ 1.26 umol 1-OHP/mol de Cr (0.22 — 4.55 umol 1-OHP/mol de Cr). No se
encontrd diferencia estadistica en Laguna de San Vicente, entre los niveles de
1-OHP de los nifios que vivian en hogares donde se usan ambos combustibles y los
nifios que vivian en hogares que solo utilizan gas.

Los niveles mas elevados de 1-OHP por uso de lefia fue la comunidad de Tancuime.

Con respecto a la actividad ladrillera en la Figura 11, se la gréfica con los valores
promedio de 1-OHP por cada tipo de combustible utilizado en los hornos ladrilleros
de Laguna de San Vicente, no se encontro diferencia estadistica. El nivel de 1-OHP
en nifos que trabajan en las ladrilleras fue de 0.58 + 0.44 umol 1-OHP/mol de Cr y
los nifios no trabajadores fue 0.34 + 0.22 umol 1-OHP/mol de Cr, no se encontrd
diferencia estadistica aunque hay que aclarar que existe una diferencia amplia en el
tamafno de muestra de estos sectores de la poblacion (n=30 Vs n=5), tampoco se
encontrd diferencia en los niveles de 1-OHP con respecto a la distancia del horno

ladrillero.

En la Figura 12 se presentan los niveles de 1-OHP por rango de edad, segun zonas
de estudio. Los nifos de menor edad (< 6 afnos) de Tancuime presentan los niveles
mayores de 1-OHP (2.0 £ 4.55 umol 1-OHP/mol de Cr) y puede apreciarse que estos
niveles disminuyen conforme incrementa la edad. En las comunidades de Santo
Domingo y Laguna de San Vicente no se observa el mismo comportamiento. Al
analizar los datos no se encontrd diferencia entre los niveles de 1-OHP de acuerdo al

SeXO0.

En este trabajo no se realizd ninguna determinaciéon de algun biomarcador de daro.

Sin embargo, para conocer la magnitud de la exposicidn en nuestros escenarios de
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estudio, se realizd una comparacion con niveles reportados en la literatura en los
cuales puede presentarse un efecto en individuos expuestos a HAPs y nuestros

resultados, en la Tabla 13 se muestran estos resultados.

En la Figura 13, se muestran los porcentajes obtenidos por los niveles de 1-OHP
categorizados en relacion a los indices de exposicidn bioldgica en escenarios
ocupacionales (Guia Bechmarck). En donde se observa que el 42% de la comunidad
de Tancuime se encuentra arriba del nivel de no efecto observado (1.4 umol/mol de
Cr.).
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CAPITULO VI

Discusion v Conclusiones
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6.1 DISCUSION

El método para cuantificar el 1-OHP por HPLC, fue desarrollado por primera vez en
1987 por Franz Jogeenelen, a partir de entonces este método ha sido utilizado a
nivel mundial para la evaluacion de la exposicion a HAPs, principalmente en
escenarios ocupacionales (Angerer J y col., 1997, Omo M y col., 1998; Gindel J y
col., 2000; Heudorf U. y Angerer J., 2001; Jacob J. y Seidel A., 2002).

En la actualidad en escenarios no ocupacionales (Viau C. y col., 2000; Fanou L.A., y
col, 2005). Estudios realizados por otros investigadores han modificado algunas
condiciones cromatograficas para obtener mejores resultados, estas modificaciones
han sido desde la adicion de acido ascérbico a la fase movil (Kuusimaki, 2004), hasta
el uso de un sistema de columna de limpieza acoplada al cromatdgrafo que sustituye
el uso de las columnas de extraccion (Ching-Tang K. y col., 2004). Estos estudios
reportan diversos limites de deteccion y porcentajes de recobro en un rango muy
amplio para 1-OHP. En la tabla 11, se comparan algunos parametros obtenidos en el
método de este estudio y parametros reportados en la literatura. En base a los
resultados obtenidos en la validacidén, consideramos que se lograron establecer las
condiciones Optimas para la obtencidn de datos confiables. Se logré también probar
la utilidad del método, al trabajar con diferentes niveles de exposicién de 1-OHP de la
poblacion, lo que indica que el método es confiable para la identificacion de

diferentes escenarios de exposicion.

En base a los resultados obtenidos de 1-OHP en orina de las poblaciones
participantes en este estudio, la poblacién infantii de Tancuime (Aquismon) se
encuentra expuesta a altos niveles de pireno, por lo tanto se encuentra expuesta a
altas concentraciones de HAPs. En esta comunidad indigena las viviendas son
fabricadas con paredes de carrizos y techos de palma, tienen pisos de tierra, el clima
es humedo y presenta temperaturas mayores de 32° C en verano, las emisiones de
los fogones de lefia permanecen en el interior de la vivienda y en el techo se forman

mezclas entre las grasas provenientes de los alimentos, la humedad del ambiente y
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las particulas emitidas, contaminandose asi, el interior de la vivienda, sus alimentos y
las areas de recreacion interior de los nifios pequenos. Estos factores en conjunto
pueden estar asociados a los altos niveles de 1-OHP en esta poblacién,
consideramos que el uso de lefia como fuente de energia es la principal fuente de

exposicion a HAPs.

Los nifios menores de seis anos de edad en esta comunidad presentaron la mayor
concentracién de 1-OHP lo que indica mayor tiempo de exposicion con respecto a los
nifos mayores, esto lo atribuimos a su permanencia en el interior de la vivienda
donde tienen un gran apego a sus madres.

Un estudio realizado en Burundi en poblacion adulta expuesta al humo de lefa
reporta un valor promedio de 1-OHP de 1.50 umol/mol de Cr (Viau, 2000), el valor de
la mediana de 1-OHP en la poblacion infantil de Tancuime fue de 2.17 umol/mol de
Cr, es decir aproximadamente el doble de la concentracion en Burundi. Pese a que
no son escenarios completamente iguales, la fuente de exposicidén es la misma y la
concentracién es mayor en la poblacion infantil de Tancuime que en la poblacién
adulta de Burundi, lo que confirma los datos reportados por la Organizacion Mundial
de la Salud sobre la susceptibilidad y el riesgo en nifilos en estos escenarios rurales
(WHO, 2002).

Para conocer la magnitud de la exposicion en nuestros resultados en comparacion
con estudios realizados en poblacion infantil, los resultados de 1-OHP de la
comunidad de Tancuime reportados en ng de 1-OHP/g de Cr se compararon con un
estudio realizado en poblacion general (incluyendo poblacion hispana) residente en
Estados Unidos, esta investigacion fue realizada por el Centro Nacional de Nutricion
(NHANES por sus siglas) (CDC, 2003). Se seleccionaron solo los datos que se
obtuvieron en niflos de 6 a 11 anos de edad (tabla 12), la poblacién infantil de
Tancuime tuvo aproximadamente 40 veces mas de 1-OHP urinarios, que los nifios
evaluados en el estudio del NHANES.
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Haciendo uso de los indices de exposicion bioldgica (Jongeneelen, 2001) puede
observarse en la Fig. 14 que, aproximadamente el 68% de a poblacién infantil de
Tancuime estuvo por arriba del limite de no efecto observado en trabajadores
expuestos y con base a los efectos reportados en la literatura asociados con
poblacion ocupacionalmente expuesta (Tabla 13), puede observarse que la poblacion
infantil de Tancuime puede expuestos a HAPs puede presentar efectos a nivel
genético (Intercambio de crématides hermanas) y un 60% puede presentar efectos
mutagénicos (incremento en la formacion de aductos de ADN) que se encuentran por
arriba del nivel de minimo efecto observado en trabajadores expuestos. Estos datos
no fueron confirmados en nuestro laboratorio, por lo que se propone continuar
estudios en este sitio, para la evaluacién del riesgo en salud por medio de
biomarcadores de efecto que indiquen el grado de afectacion en la poblacion infantil

de esta comunidad.

Escenarios con exposicion a humo de lefia, existen en toda la Republica Mexicana
(Fig. 1), se estima que 3 millones 694 mil viviendas usan lefia como fuente de
energia, constituyendo cerca del 18% del total de la poblacion nacional expuesta a
esta fuente de HAPs, por lo que, es necesario evaluar la exposicidn en estos
escenarios, ya que representan un problema de salud publica.

En estos escenarios 10s ninos se encuentran expuestos a estos contaminantes desde
su desarrollo en el vientre materno y posterior a su nacimiento contindan expuestos
por el ambiente contaminado en su entorno, si aunado a esto se considera el nivel de
desnutricion y pobreza existente en la mayoria de las comunidades rurales de
nuestro pais, esto podria ser un factor importante que disminuya su capacidad de
madurez bioldgica y tenga una mayor susceptibilidad a presentar efectos adversos

en la salud.

La comunidad de Laguna de San Vicente también se encuentra expuesta a pireno e
HAPs, en esta comunidad ademas de las emisiones de las ladrilleras, existe también
emisiones por el uso de lefla. En esta comunidad no encontramos una diferencia

estadistica en los niveles de 1-OHP por el uso de lefia. No todos los hogares de
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estos nifos usan lefla para cocinar y en otros solo usan la lefia una vez por semana,
a diferencia de la frecuencia en el uso de este combustible en la comunidad de
Tancuime, las estufas de lefia en San Vicente no se encuentran en el interior de la
vivienda sino en un area aparte. Al no encontrar diferencia en los niveles de 1-OHP
por uso de lefa, pero si encontrar niveles importantes de este metabolito con
respecto a la poblacion control, no expuesta al uso de lefia y a las ladrilleras,
consideramos que la fuente de exposicion principal en esta comunidad son las
emisiones de las ladrilleras. No encontramos diferencia en los niveles de los nifios
trabajadores (86%) con respecto a los no trabajadores (14%), aunque esto
posiblemente sea atribuido al factor de respuesta (tamafio de muestra) en nuestra
poblacidén. No encontramos diferencia en los niveles de 1-OHP por tipo de
combustible utilizado en los hornos ladrilleros, esto posiblemente se deba a que el
combustible no es homogéneo como en Tancuime (solo lefia), sino que se usa una
amplia variedad de materiales, y no siempre se quema el mismo tipo de material en

el horno ladrillero.

Los niveles de 1-OHP comparados con el estudio NHANES mostraron que los nifios
de Laguna de San Vicente tuvieron niveles de 1-OHP aproximadamente 12 veces
por arriba de los nifios del NHANES (Tabla 12).

En la Fig. 14 puede observarse que Laguna de San Vicente la poblacion infantil, se
encuentra en los limites de exposicidn biolégica de trabajadores no fumadores y
trabajadores fumadores, aunque solo el 2.8 % de la poblacidén infantil de Laguna de
San Vicente presentd niveles de 1-OHP (Tabla 13) mayores al nivel de no efecto
observado, las concentraciones encontradas son importantes ya que la magnitud de
la exposicion en adultos puede ser mayor para los nifios, es decir, que la exposicion
a concentraciones bajas de HAPs en poblacién adulta (Fumadores) pueden ser
concentraciones mas téxicas para la poblacién infantil, por ello se recomienda
continuar evaluando la exposicion de la poblacion a emisiones en comunidades

ladrilleras de nuestro pais.
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En México existen varios estados con actividad ladrillera, en estos escenarios existen
mas de 300 ladrilleras en funcionamiento, las ladrilleras se encuentran dentro de las
comunidades y en la periferia de las mismas. En esta micro industria familiar los
nifos participan y esto puede incrementar su riesgo de exposicion. Es necesario
evaluar la exposicion a HAPs en estos escenarios ya que cada uno tiene sus propias
caracteristicas de exposicidon y mediante esta medida, podra identificarse las

comunidades ladrilleras de mayor riesgo.

Los niveles de 1-OHP cuantificados en la comunidad de Santo Domingo fueron mas
bajas que en las otras dos comunidades de estudio, a pesar de ello la poblacion
infantil presentd concentraciones de 1-OHP aproximadamente 4 veces mayores, que
la poblacion infantil del estudio NHANES (Tabla 12). La poblacién seleccionada en
esta comunidad no se encuentra expuesta la humo de lefia ya que utilizan gas como
combustible, no se encuentran expuestos de forma pasiva a humo de tabaco, por lo
que consideramos que los niveles de 1-OHP encontrados en esta comunidad
posiblemente muestren la exposicidn a HAPs por fuentes moviles. En base a los
resultados obtenidos, la poblacion de Santo Domingo se puede considerar como una
poblacién de baja exposicidn a HAPs no como una poblacion control. Por lo que es

recomendable continuar estudiando los escenarios rurales.

Este trabajo es el primer estudio de evaluacion de la exposicidén a HAPs en poblacion
infantil y aporta, el uso de 1-OHP como biomarcador de exposicion a pireno,
asociado a la exposicion al resto de los HAPs como herramienta de rapido analisis
que contribuye a la identificacién de las poblaciones de riesgo en nuestro pais.
Algunos de estas poblaciones pueden encontrarse en escenarios que no han sido
evaluados y que es necesario evaluar, como zonas cercanas a industrias
petroquimicas, microindustria ladrillera, quema en zonas agricolas, minas de carbén,

zonas con incendios forestales, zonas urbanas, entre otros.
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6.2 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1).- Este trabajo, ademas de proporcionar informacién para la identificacion de
fuentes fijas generadoras de HAPs, cumplidé con el propdsito de identificar la
poblacion de mayor riesgo por exposicion en poblacidon infantil en comunidades

rurales del Estado de San Luis Potosi.

2).- Tancuime fue la comunidad con mayor probabilidad de presentar un riesgo en
salud, por lo que se recomienda llevar a cabo una evaluacion para comprobar
verificar esta hipotesis. Esta comunidad forma parte de un gran numero de
comunidades marginadas y con un importante indice de pobreza, lo que puede

incrementar el riego en salud en estas comunidades.

3).- Es necesario continuar estudiando la exposicibn a HAPs en la comunidad
ladrillera de Laguna de San Vicente, en este momento este sitio forma parte de un
estudio que evalua los efectos respiratorios en poblacién infantil, expuesta a
materiales de combustion en ladrilleras, por lo que se espera obtener mas

informacidn sobre la afectacion en la poblacién infantil de esta comunidad.

4) La evaluacidn de la exposicion en la comunidad de Santo Domingo, nos
proporciona informacién sobre la contaminacion existente en comunidades rurales de
nuestro pais, por lo que se propone se evalué también la exposicidn de la poblacion
infantil, en las ciudades con mayores niveles de transito pesado y fuentes

industriales.

5) Se recomienda necesario, mejorar la eficiencia del tiempo de analisis del método
analitico para la determinacion de 1-OHP y trabajar en el procedimiento de limpieza
de la muestra, con el propdsito de utilizar el método de extraccidn para el analisis de

otros metabolitos urinarios de HAPs.
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6) El aporte de este estudio es que proporciona una herramienta para la evaluaciéon
de la exposicidén a pireno, HAP que se encuentra presente en la mezcla de HAPs. La
determinacion de 1-OHP es una herramienta para la identificacion de HAPs
presentes en escenarios contaminados por mezclas de contaminantes (ademas de
HAPs, CO,, SO, NO,, entre otros). Quizas sea complejo definir, en sitios donde
existan varias fuentes de HAPs, especificamente cual fuente es la que contribuye
con una concentracién mayor de HAPs (ciudades donde existen fuentes moviles y
fijas). Este trabajo contribuye con una herramienta nos ayuda a determinar si estos
contaminantes cancerigenos estan presentes o no en un escenario, que con el
simple hecho de conocer la presencia de estos compuestos cancerigenos es ya un

riesgo.

7) Este trabajo también es el inicio de la apertura de una linea de investigacion que

genere mas informacién sobre los HAPs en diversos escenarios en México.

8) Ademas de esto el uso de 1-OHP se esta aplicando como herramienta de
evaluacion del programa denominado “Programa de Intervencion de Vivienda
Indigena”, que se encuentra en proceso de desarrollo y que tiene como propdsito
disminuir la exposicion no solo a la mezcla de HAPs sino a la mezcla de
contaminantes (Mondxido de carbono, dioxinas) presentes en el aire interior de la
vivienda (fogon tradicional con uso de lefia). Los niveles de 1-OHP seran evaluados
antes y después de la aplicacion de piso firme y estufas ecolégicas, en cada uno de

los miembros de las familias que habitan estas viviendas.
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Tabla 1. HAPs y sus metabolitos urinarios en humanos.

Estructura Quimica HAP Metabolito hidroxilado
1
11 1z O . .
@GQ 4 Benzo(a)antraceno* 1-Hidroxibenzo|a]antraceno
E 3-Hidroxibenzo|a]antraceno
Benzofenantreno 1-Hidroxibenzo|c]fenantreno
2-Hidroxibenzo|c]tenantreno
~ I —
| . Criseno* 3-Hidroxicriseno
= 6-Hidroxicriseno
~ T
| B Fluoranteno* 1-Hidroxifluoranteno
m 2-Hidroxifluoreno
O O Fluoreno 3-Hidroxifluoreno
I
5 ” |7
4 . .
3 48 e Fenantreno 1-Hidroxifenantreno
25 roa” 2-Hidroxifenantreno

12 1
Veu! T
. 3-Hidroxibenzo(a)pireno
OQ‘ Benzo(a)pireno* d @p
v E 5

N

A}
[+
=

~

3l | . Naftaleno 1- H%drox%na&aleno
b 2- Hidroxinaftaleno

OQ Pireno 1-Hidroxipiteno

(NHANES, 2003)
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Tabla 9. Datos sociodemograficos de las comunidades de estudio.

Santo Domingo Laguna de Sn. Vicente Tamcuime
(n=17) (n=35) (n=19)
Sexo
Nifias (9) 52% A7) 47% (10) 52%
Nifios (8) 47% (19) 52% (9) 47%
Edad (aiios) + d.e 8614 9.1+1.6 9.7+4.1
(minimo-maximo) (7-11) (7-13) (3-19)
Tiempo de residencia 89116 96140 827219
NSE*
D+ (bajo/alto) (12) 80% (26) 72% ©)
D (bajo) (2) 13% (7) 19% ©)
E (ingreso minimo) (1) 6% (3) 8% (19) 100%
Tabaquismo pasivo
Sj 4) 27% (15) 43% (7) 36%
No (11) 73% (20) 57% (12) 63%
Uso de leiia
Si
No
0% (21) 62% (19) 100%
(15) 100% (13) 38% 0)
Nifios que trabajan en
la ladrillera
s (30)86% e
o]
No (5) 14%
Trabajo niiio
R et 2 e
(horas/dia) (0-4)

(minimo- maximo)

*Nivel socioecondmico cuestionario AMAI
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Tabla 10. Mediciones antropométricas en los nifios residentes de las comunidades de

estudio
. Laguna de .
Santo Domingo San Vicente Tancuime
Desnutricion
Z Pesoledad % <2DE*
D. Aguda 0 14.8 9.0
Normal
Desnutricion
Z Talla/edad o N
D. Crénica %o < 2DE 125 3.7 18.1
Normal
Sobrepeso
Z PesolTalla %> 2DE* 6.2 25.0 0
*Valores utilizados en la Encuesta Nacional de Nutricién (1999)
Tabla 11. Comparacion de los parametros de validacién
Recuperacion de LDD LC | Rangolineal | %CV
(%) (nmol/L) (nmol/L) | (nmol/L)y (r) (nmol/L)
J°"91’32$e'e" 83-88+ 9 05 NR* (10-800) 12.6
(1-OHP) 0.99 (167)
Nuestro
método
2006 101-105% 0.1 .36 (7.2 - 60) !
(1-OHP) 0.99 (1.5)
Kuusimaki
2004 . 5-13
(para varios 84 +17 01-04 6.9 NR (23)
metabolitos)

*no reportado

r= coeficiente de correlacion
LDD= Limite de deteccién

LC= Limite de cuantificaciéon
CV=coeficiente de variacion
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Tabla 12. Niveles de 1-OHP en poblacién infantil por percentiles.

Edad Media
. Lona I3 50 i 9 9% f
(aiigs) ng/g de creat
ol NHANES 91 316 5.5 912 168 33 i 310
: (1999:0000  (T6-115) (13-46) (4545) (82.1-107) (124237) (231-436) (332-889)
398 3l m 49 663
611 1069 15
(2375%9) (6-56) (272-469) (479-508) (S10816)
1142
160 | 656 1187 1894 U4
611 ! (806-1477) 3
(80-401) (361-521) (S95-117) (%60-1414) (1553-0235) (1492-5395)
3798 1495 2980 4866
611 7655 9
(2248-5348) (37:2050) (1926-4035) (2912-6820)

Zona 1=Santo Domingo (control)
Zona 2=Laguna de San Vicente (Ladrilleros)
Zona 3= Tancuime (uso de lefia)
NHANES = Instituto Nacional de Nutricion de los Estados Unidos

Tabla 13. indices de Exposicion Biolégica reportados en la literatura y efectos

asociados.
1-OHP
mmol/mol de . Laguna de San .
creatinina EFECTOS Sto. Domingo Vicente Tancuime
% o %
0
>1.4 Intercambio de
cromatides 0 2.8 68
hermanas
Aductos de
>1.9 DNA en
linfocitos 0 2.8 60
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Figura 1. Distribucién de hornos ladrilleros y alfareros en la Republica Mexicana.
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Figura 2. Poblacion expuesta al uso de lefia y carbén en la Republica Mexicana

ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA

(
)

2,649,888
551 %

Golfo de México

8,774,868

% Estaral 36.81 %
Dl atDO -
1razén
251500
W lagop
riox : ¥ i Oceano Rp,el'ficﬁ_
* INEGI censo de Poblacién y vivierda 2000 4,218,452 AMERICA CENTRAL

57.32 %

COFEPRIS, 2002

70



Evaluacion de la exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos en poblacion infantil

Figura 3. Esquemas del metabolismo y mecanismo de toxicidad de HAPs.
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Figura 4. Localizacion de las zonas de estudio en el estado de San Luis Potosi.
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Figura 5. Cromatograma curva estandar de 1-OHP en metanol.
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Figura 7. Comparacion del comportamiento de las pendientes de 1-OHP
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Fig. 9 Concentracién de 1-OHP por comunidad de estudio segun tabaquismo

pasivo.
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Fig. 10 Concentracion de 1-OHP por comunidades de estudio segun tipo de

combustible.
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Fig. 11 Concentracion de 1-OHP por tipo de combustible utilizado en los

hornos ladrilleros.

1 hidroxipireno (umol/mol de
creat)

Concentracion de 1-OHP y tipos de combustibles

0.7 4
0.6 -

utilizados en el horno ladrillero

0.61
0.57
051
0.37
P
b®<b ‘.3\3@ ‘.o\,\cp )
xﬁfb . Q\’b
o @
& &
N

0.40

Fig. 12 Concentraciéon de 1-OHP por comunidad de estudio segun rango de

edad.
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Figura 13. Porcentaje de la poblacion infantil por comunidad de estudio segun

indices bioldgicos de exposicion.
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ANEXO 1
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Reactivos y preparacion de soluciones.
Reactivos: Metanol y Acetonitrilo (Burdick & Jackson, grado HPLC), acido acético glaciar
100% (MERCK), agua desionizada (MiliQ > 18 QM), columnas de extraccion fase reversa
Octadecil C18 polar plus (J.T. Backer), estandar de referencia para 1-OHP 98% (ALDRICH),
enzima [-glucuronidasa/arilsulfatasa de Helix Pomatia tipo H-2 (98000 U)(SIGMA),
congelador -86° C (REVCO Technologies), balanza analitica (explorer OHAUS), evaporador
(Zymark), estandares certificados para 1-OHP Clin Cal-Recipe (calibrador 1 y 2 liofilizados/
Munich/Germany) No. 50013 (9.1 nmol/L) y No. 50014 (32.5 nmol/L).
1) SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACETATO/AC. ACETICO 0.2 M pH=5.0
Pesar 0.75g de Acido ascorbico
Pesar 27.216 g de Acetato de sodio
Agregar el acido ascorbico y el acetato de sodio a 900 ml de agua desionizada, mezclar
con agitacion magnética, ajustar pH=5.0 con acido acético glaciar, aforar en matraz
volumétrico de 1L.
2) SOLUCION DE ACIDO ASCORBICO EN METANOL 1mg/mlL
Pesar 0.01g de acido ascorbico, disolver, mezclar en vortex y aforar con metanol en matraz
volumétrico de 10ml.
3) SOLUCION ESTANDAR 4.8 mM DE I-HIDROXIPIRENO
Pesar 0.01047g de estandar de referencia de 1-OHP, en un matraz volumétrico de 10 ml
colocar 100 pul de acido ascorbico (1mg/ml) agregar 5 ml de metanol, agregar la cantidad
previamente pesada de 10HP disolver, aforar con metanol y resguardar en recipiente
ambar silanizado en congelador a -20° C.
4) SOLUCION ESTANDAR 24 uM DE 1-HIDROXIPIRENO (Preparar cada 2 meses)
En un matraz volumétrico de 10 ml colocar 100 ul de acido ascorbico (1mg/ml), agregar
un volumen de 50ul de solucion stock de 4.8 mM mezclar en vortex 1 min. y aforar con
metanol, resguardar en recipiente ambar silanizado a -20° C.
5) SOLUCION ESTANDAR 240 nM DE 1-HIDROXIPIRENO (para curva estindar

en orina)
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Tomar 50 ul de Ac. Ascorbico Img/ml y colocar en matraz volumétrico de 5 ml, afiadir
50 ul de solucidn stock de 24 uM, mezclar en vortex 1 min. Aforar con metanol.

6) SOLUCION AMORTIGUADORA/AGUA 1:1 mas 2% METANOL (SAAM)

Colocar 10.4 ml de metanol en probeta de 500 ml aforar con agua desionizada hasta 260
ml, vaciar en un recipiente ambar de 1L y agregar 260ml de solucion amortiguadora de
acetatos. Almacenar en el refrigerador hasta su uso.

7) ACETONITRILO 30%

Colocar 120 ml de ACN en probeta de 500 ml, agregar agua desionizada hasta la marca de
400 ml. Almacenar en el refrigerador hasta su uso.

8) METANOL 30%

Colocar 120 ml de Metanol en probeta de S00ml, agregar agua desionizada hasta la marca
de 400ml. Almacenar en el refrigerador hasta su uso.

9) METANOL 1% AC. ACETICO

Colocar 3ml de acido acético glacial en probeta de 500 ml, agregar metanol hasta la marca

de 300ml.
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ANEXO 2
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Evaluacion del estado nutricional

Los nifios participantes del estudio fueron pesados y medidos durante la realizacion
del muestreo. Se calculd la talla y peso para la edad como indicadores de

desnutricidn (crénica o aguda).

Talla para la edad = Estatura actual o talla (cm)/referencia de estatura para la edad(cm) *100

Peso para la edad=Peso actual (kg)/referencia de peso para la edad (kg)*100

Peso para la talla = Peso actual (kg)/referencia de peso para la talla (Kg)* 100

Los indices de referencia de talla y peso para la edad, fue el percentil 50 de las
tablas del Centro Nacional de Estadistica de Salud de los Estados Unidos (NCHS).
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ANEXO 3
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
TOXICOLOGIA AMBIENTAL, FACULTAD DE MEDICINA

EXPOSICION A HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS EN LA COMUNIDAD DE
LAGUNA DE SAN VICENTE, VILLA DE REYES-S.L.P.
Escuela primaria

FOLIOIT 111

Fecha de entrevista

L. DATOS DE IDENTIFICACION

1.1 Nombre del padre

1.2 Nombre de la madre

1.3 Nombre del nifio

1.4 Domicilio particular

1.5 Entre que calles

1.6 Teléfono

1.7 Edad del nifio

1.8 Grado escolar y grupo

1.9 Lugar de nacimiento

1.10 Fecha de nacimiento

1.11 Cuantos hermanos tiene el nifio

1. EXPLORACION FISICA

2.1 Peso Kg

2.2 Tallacm

23 IMC

2.4 Aseo general
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lil. HISTORIA MEDICA
3.1 antecedentes personales patoldgicos (sefiale mas de una si es necesario)

( ) Problemas respiratorios al nacimiento
( ) Infecciones en los ojos
( ) Infecciones en los oidos
( ) Infecciones frecuentes en la garganta
( ) Flema

() Tos

( ) Silbidos en el pecho
( ) Irritacién ocular

( ) Diarreas

( ) Irritacién o problemas de la piel
( ) Ninguno

( ) Otros ;Cuales?

3.2 ¢Actualmente el nifio tiene alguna enfermedad?

] [ 01
No............ 02
sCual?
3.3 ¢Actualmente el nifio toma algin medicamento?
] [ 01
No............ 02
sCual?
Dosis
3.4 ;Algun o algunos hermano (s) del nifio han fallecido?
] [ 01
No............ 02
¢De qué?
3.5 ¢Alguno o algunos de los hermanos del nifio estan enfermos?
] [ 01
No............ 02
¢De qué?
3.6 ¢Algun miembro de la familia fuma?
L] F— 01
No............ 02
cQuién?
3.7 ¢Quema la basura que recolecta de su casa?
] [ 01
No............ 02
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¢En dénde?

3.8 ¢Cuantas veces come su nifo al dia? (desayuno, comida, cena)

Una........... 01
Dos........... 02
Tres........... 03
3.9 ;Qué es lo que desayuna su niiio normalmente? (Hoy)
3.10¢ En su familia acostumbran a comer alimentos asados?
L] [ 01
No............. 02

3.11;Cuando fue la ultima vez que su hijo comié jamoén, salchicha o carne asada?

IV. ACTIVIDAD LADRILLERA

4.1; Tiene ladrillera en el patio de su casa? (distancia)

£ ] T 01
NO oo, 02
4.2 ;Existen ladrilleras cerca de su casa? (Cuantas)
£ ] T 01
NO oo, 02
4.3 ;Qué clase de combustible utiliza para quemar en el horno ladrillero?
(=] 1 TR 01
Aceite quemado................ 02
Diesel......ccoeviiiiiiiiiiee, 03
Madera...........ccooviminnen. 04
Fibras.......ccocoiiiiiiiiiininns 05
Plasticos....ccccevvvvveicncnnnn. 06
Otros

4.4 ;Cuantas horas y que dias trabaja el nifio en la ladrillera?

4.5 ;Qué actividad realiza el nifio en la ladrillera?
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V. NIVEL SOCIOECONOMICO

5.1 ¢Cual es la ocupacién del padre?

Profesional............c..oocoeenni. 01
Empleado de mando medio..... 02
Obrero estable........................ 03
Jubilado.........c.coovviiiiiiiiieas 04
Desempleado............ccceueunenns 05
OtroS...cc i 06
sCual?
5.2 ;Cual es la ocupacion de la madre?
Hogar..........cc........ 01
Otro

5.3 Pensando en el Jefe de familia de su hogar ¢cual fue el ultimo afo de
estudios que completo? (espere respuesta y pregunte) ¢(Realizo otros
estudios? (reclasificar si es necesario).

. No estudio

. Primaria incompleta

. Primaria completa

. Secundaria incompleta
. Secundaria completa

. Carrera comercial

. Carrera técnica

. Preparatoria incompleta
. Preparatoria completa

- 10. Licenciatura incompleta
- 11. Licenciatura completa
- 12. Diplomado o Maestria
- 13. Doctorado

- 14.NS/NC

1
OCO~NOONRAWN=

Grado

5.4 Pensando en la madre ¢cual fue el ultimo aifio de estudios que
completo? (espere respuesta y pregunte) ;Realizo otros estudios?
(reclasificar si es necesario).

. No estudio

. Primaria incompleta

. Primaria completa

. Secundaria incompleta
. Secundaria completa

. Carrera comercial

. Carrera técnica

. Preparatoria incompleta

1
O~NOONRAWN=
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- 9. Preparatoria completa

- 10. Licenciatura incompleta
- 11. Licenciatura completa

- 12. Diplomado o Maestria

- 13. Doctorado

- 14.NS/NC

Grado

5.5 ;Cual es el total de las piezas y/o habitaciones con que cuanta su hogar?, por favor no
incluya barnos, medios baios, pasillos, patios, y azoteas.

.Uno

. Dos

. Tres

. Cuatro

. Cinco

. Seis

. Siete o mas

1
NOoOORARWN =

5.6 ;Cuantos baifios completos con regadera y W.C. (excusado) hay para uso exclusivo de
los integrantes de su hogar?

- 0.Cero

- 1.Uno

- 2.Dos

- 3. Tres

- 4, Cuatro o mas

5.7 En su hogar ¢;cuenta con calentador de agua o boiler?

- 0.No
- 1.Si

5.8 Contando todos los focos que utiliza para iluminar su hogar, incluyendo los de los
techos, paredes y lamparas de buré o piso, digame ¢ cuantos focos tiene en su vivienda?

- 1.Cinco o menos

- 2. Entre seis y diez

- 3. Entre once y quince

- 4. Entre dieciséis y veinte
- 5. Veintiuno o mas

5.9 ¢ El piso de su hogar es predominantemente de tierra, o de cemento, o de algun otro
tipo de acabado?

- 1. Tierra
- 2. Cemento (firme de)
- 3. Otro tipo de material o acabado

5.10 ;Cuantos automaviles propios, excluyendo taxis, tiene su hogar?

- 0. Ninguno
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- 1.Uno
- 2.Dos
-  3.Tres

5.11 Cuenta su hogar con aspiradora que funcione?

- 0.No
- 1.Si

5.12 ;Cuenta su hogar con lavadora de ropa que lave y enjuague automaticamente que
funcione?

5.13 ;Cuenta su hogar con horno de microondas que funcione?

- 0.No
- 1.Si

5.14 ;Cuenta su hogar con tostador eléctrico de pan que funcione?
- 0.No
- 1.Si

5.15 ;Cuenta su hogar con videocassetera que funcione?

- 0.No
- 1.Si

5.16 ;Cuenta su hogar con computadora personal?

- 0.No
- 1.Si
5.17 ¢ Qué clase de combustible utiliza para cocinar?

Carbén............... 01
Gas......cceeveeennnns 02
Lefa.........cvunenee 03
Electricidad........ 04
Otro

¢Cuantas veces al dia?
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