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Presentacion

Con el advenimiento de la Revolucién Industrial, el desarrollo de las ciencias como
quimica, bioquimica, fisica, farmacologia y la industria aparecié una cantidad no des-
preciable de nuevas sustancias de sintesis, las que de forma gradual han entrado en
contacto no solo con el hombre en su medio laboral, sino también en su vida diaria.
Estas sustancias no se encuentran exentas de riesgo para el ser humano, que en
muchos casos no se conoce 0 no se han estudiado suficientemente.

Ante este desenfrenado y exponencial aumento del nimero de sustancias quimicas,
aparecidas durante los ultimos tiempos, la toxicologia ha debido responder de manera
adecuaday obligada a unimportante desarrollo de si misma, buscando nuevas técnicas
para el estudio de las sustancias quimicas y sus efectos sobre el organismo, lo que la
hallevado no solo a separarse de sus ciencias madres, definir sucampoy delimitar sus
fronteras, sino también a crear ramas de especializacion como la toxicologia clinica,
toxicologia industrial, toxicologia prospectiva, ecotoxicologia y analitica.

El estudio de la toxicologia adquiere nueva dimensién para quienes se desempefian en
el campo de la Salud Ocupacional, debido entre otras razones a que el grupo humano
al cual van destinadas las acciones de salud, dada su estrecha relacion con sustancias
toxicas en el ambiente laboral que se desempefian, constituye un grupo de elevado
riesgo en cuanto a intoxicaciones se refiere.

La Toxicologia Ocupacional se diferencia de las demas ramas de esta ciencia en que
su perspectiva predominante es la prevencion, involucra lo concerniente a la vigilancia
epidemioldgica de los trabajadores que se exponen constantemente a sustancias
toxicas en la pesquisa precoz de las poblaciones sobreexpuestas o con dafio inicial,
para ejercer acciones preventivas en el ambito de la higiene industrial y médica que
tienden a prevenir el potencial de dafio a la salud de los trabajadores.

El objetivo de este texto es facilitar a todo el personal técnico y profesional de la Red de
Higiene y Epidemiologia las herramientas adecuadas, crear las bases esenciales para
sustentar el desarrollo de la especialidad de Salud de los Trabajadores, con relacion
al monitoreo bioldgico que se requiere como complemento del Sistema de Vigilancia
a la exposicion de sustancias nocivas en el ambiente laboral.
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Capitulo 1

Generalidades de la toxicologia

La historia de la toxicologia se remonta a la época de la aparicién del hombre sobre
la tierra, donde este debid discriminar tempranamente qué alimentos de la naturaleza
servian para nutrirlo y cuéles podian envenenarlo, de esta distincién dependia su vida.
El hombre fue aprendiendo de la naturalezay utilizé de ella tanto para los tratamientos
con bases empiricas, como para agredir a otros. La historia recuerda que los provee-
dores de venenos distinguian aquellos de accion rapida, retardada y otros de accién
acumulativa. Asf aparecen los primeros modelos experimentales “los probadores de
alimentos” de los reyes, primero hombres y luego perros, con lo cual fue creciendo el
conocimiento. Sin embargo, a partir de la Revolucion Industrial las acciones toxicas
comienzan a tener relevancia en los ambientes de trabajo, de donde surgen los pri-
meros conocimientos acerca de las intoxicaciones, ejemplo, por plomo. A partir de
la Primera Guerra Mundial la busqueda de mayores conocimientos acontece dentro
de la industria bélica, emerge la utilizacion del gas mostaza que elimina primero a los
enemigos, y una veintena de afios después a quienes tuvieron contacto con este gas
(distincion entre los efectos agudos y crénicos de un téxico).

Los riesgos de origen quimico constituyen una de las principales causas de muerte
evitables en el ambito laboral en todo el mundo. La Organizacion Internacional del
Trabajo (OIT) estima que las sustancias peligrosas acaban con la vida de 438 mil
trabajadores al afio, y que la causa del 10 % de cancer de piel detectado se atribuye a
la exposicion a estas sustancias en el lugar de trabajo. Los productos quimicos que
se utilizan en el lugar de trabajo pueden provocar también problemas relacionados
con la salud reproductiva, generar enfermedades al nacer, desequilibrar el sistema
nervioso, causar asma y otros problemas epidérmicos. El dafio provocado por estas
sustancias peligrosas puede suceder tras una breve exposicion o por la acumulacién
de estas particulas en el cuerpo humano; aunque, no solo los trabajadores lo sufren,
el riesgo atafie a las personas y las comunidades en general, al estar expuestas a los
productos quimicos, tanto en sus casas como a consecuencia de la contaminacion
medioambiental.

El primer elemento es lograr un flujo de informacién suficiente acerca de los
riesgos de los productos y las mejores estrategias de prevencion. Lamentablemente
no todos los productos utilizados se han investigado de manera suficiente en tiempo
y forma antes de su introduccién en el mercado, y la epidemiologia demuestra cuan
Util hubiera sido hacerlo oportunamente.



Hoy dia se dispone de informacion, también, el Sistema de Riesgos del Trabajo ha
definido distintos niveles de ayuda para ello, asimismo, las aseguradoras de Riesgos
del Trabajo tienen la obligacién de ofrecer a los empresarios suministro de informacion
relacionada con la seguridad en el empleo de productos quimicos y bioldgicos, ademas,
con la finalidad de que la informacién sea accesible a todos.

Definiciones

La toxicologia se define como la ciencia que estudia el origen y naturaleza de los
efectos tdxicos, provocados por la exposicion a los agentes quimicos en organismos
vivos. Permite hacer un estudio cualitativo y cuantitativo de estos efectos que pueden
ser desde practicamente inapreciables, hasta capaces de provocar la muerte. Incluye
la investigacion de todos los mecanismos y factores que intervienen en el proceso
toxicoldgico, qué hace el toxico al penetrar en el organismo y qué hace el organismo
para inactivarlo y eliminarlo.

La toxicologia preventiva se refiere a aquellos casos en los que existe evidencia de
exposicion a un toxico, este o sus metabolitos se identifican en el organismo, ademas,
aparecen alteraciones a nivel bioquimico, pero el trabajador no presenta ninguna ma-
nifestacion clinica, es decir, no se ha alcanzado aun el nivel del horizonte clinico. En
esta etapa la conducta siguiente es eminentemente preventiva. En general, basta con
retirar al trabajador de la fuente de exposicién para que los niveles bioquimicos remi-
tan en un periodo mas o menos corto y sin necesidad de aplicar tratamiento alguno.

Un agente toxico es el compuesto quimico que, absorbido e introducido en el
medio interno y metabolizado, provoca lesiones en los aparatos y sistemas organicos
del cuerpo, e incluso, causa la muerte del individuo y, por supuesto, puede inducir la
intoxicacion. Todos estos trastornos son ocasionados de forma accidental, o sea, es
el proceso patoldgico con signos y sintomas clinicos provocados por una sustancia
quimica.

La toxicidad es una expresion usada para medir el grado toxico o venenoso de
algunos elementos, puede referirse al efecto de esta sobre un organismo completo
como un ser humano. Uno de los objetivos de los estudios clinicos y experimentales
en toxicologia es definir la capacidad de las sustancias para provocar efectos perju-
diciales, es decir, la toxicidad de estas, que es la accion de un agente toxico sobre un
organismo y significa una alteracion del estado fisioldgico o de salud. Esta toxicidad
puede ser aguda, cuando los efectos adversos suceden en un corto tiempo; crénica,
capacidad de una sustancia para causar efectos adversos consecuentes a una ex-
posicion prolongada; subcronica, por exposicion repetida a una sustancia durante un
periodo, usualmente el 10 % de la vida.
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Clasificacion de las sustancias quimicas

Las sustancias quimicas segun su accion bioldgica se clasifican en:

— lIrritantes. Ejercen accion inflamatoria en las mucosas de las vias respiratorias
por contacto directo.

— Asfixiantes. Impiden el aporte de oxigeno a los tejidos sin interferir con el me-
canismo de ventilacion.

— Anestésicos y narcoticos. Actian como depresores del sistema nervioso cen-
tral.

— Toéxicos sistémicos. Aquellos que se distribuyen por el organismo y actian en
mas de un érgano o tejido especifico 0 ambos.

— Neumoconidticos. Penetran y se depositan en los pulmones e inducen neumo-
patias fibroticas o por simple acumulacion.

— Carcindégenos. Capaces de inducir proliferacion celular desordenada.

— Teratégenos. Provocan malformaciones en la descendencia.

Mutagenos. Actlan sobre el material genético, provocando alteraciones here-

ditarias.

— Alergenos. Originan reacciones descontroladas de tipo antigeno-anticuerpo.

Tipos de intoxicacion

Los tipos de intoxicacion debidas a las sustancias nocivas pueden ser: subaguda,

crénica o recidivante:

— Aguda. Consiste en la aparicion de un cuadro clinico patolégico, en ocasiones
dramatico, por la adsorcion de una o varias dosis 0 exposiciones a un agente
durante un periodo de exposicion inferior a 24 h. En algunos casos, como los
que ocurren con el fésforo, los efectos pueden aparecer a la semana de su
ingestion o exposicion.

— Subaguda. Significa menor grado de severidad de la intoxicacion, ocasiona
algunos trastornos a nivel bioldgico, sin manifestaciones significativas casi
siempre aparecen como consecuencia de corto tiempo de exposicion al agente.

— Cronica. Es consecuencia de la absorcion recurrente de un toxico, con tiempo
de exposicion significativamente elevado (mas de 90 dias); en ocasiones esta
intoxicacion sucede por la absorcion de cantidades pequefias del agente toxi-
Co, que con las sucesivas exposiciones se acumula en algun érgano o tejido.
Suele manifestarse (estado subclinico) cuando ocurre un estado fisiolégico
mas bajo o un posible movimiento del agente téxico, aparece a largo plazo. Su
presencia mas bien se debe al uso de plaguicidas, algunos compuestos quimi-
cos y por efecto de la contaminacién ambiental.
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— Recidivante. Conducen al individuo a un estado de carencia bioldgica progresi-
va, que disminuye su capacidad de recuperacion de manera que su restableci-
miento es cada vez mas deficiente.

Situacion actual de la toxicologia

Independientemente de la toxicologia judicial, aunque quiza forzada por esta, tenia
que desarrollarse una toxicologia bdsica o farmacoldgica. Tardieu (Repetto, 2009)
llegd a negar la existencia de la toxicologia como ciencia, alegando que los venenos
no forman un orden natural. Claude Bernard (Rodriguez de Romo, 2007) decia que
toda sustancia introducida en el organismo y extrafia a la constitucion quimica de la
sangre es un medicamento o un veneno, sin embargo, ha quedado bien comprobada
la teoria de Paracelso (Repetto, 2009) respecto a que: “la toxicidad es, en el fondo, una
cuestion de dosis”. Actualmente se calcula que el 1 % de los ingresos en hospitales
se debe a intoxicaciones, y el 8 % de todas las autopsias que se realizan en el mundo
son por muerte toxica.

De la misma manera que la psiquiatria se desarroll¢ en el seno de la medicina legal,
para después constituirse en materia médica independiente, la toxicologia ya no es
una faceta de la medicina legal, como tampoco es de la quimica analitica: la amplitud
de las materias y el elevado numero de sustancias quimicas, que bajo tantas formas
y continuamente estan en contacto con el hombre, exigen una identidad propia de las
nuevas ramas de la toxicologia, en especial de la quimica toxicoldgica y de la toxicologia
clinica. Esta tendra por objetivo la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de las
intoxicaciones que, como cualquier enfermedad, pueden manifestarse con evolucion
aguda o cronica, presentando en cada caso diferentes exigencias terapéuticas.

Las dificultades para alcanzar estos objetivos han suscitado la creacion de un sis-
tema intermedio, con personal especializado en proporcionar informacion toxicologica
con propositos de prevencion y tratamiento; que esta constituido por los centros de
lucha contra las intoxicaciones, iniciados en 1952 en EE. UU., y desarrollados hoy en
todos los paises. El interés y la utilidad de estos centros se deducen claramente por el
hecho de que en EE. UU. llegaron a funcionar en la década de los 80 unos 600 centros,
aunque la aplicacion de criterios de calidad ha disminuido la cifra a la décima parte. De
las observaciones estadisticas de los centros antitdxicos (CAT) surgi¢ la necesidad de
los servicios de farmacovigilancia y, mas tarde, de los de téxicovigilancia, para proteger
a la poblacién de los riesgos toxicos.

El manejo de grandes cantidades de compuestos quimicos por la industria, asi
como su transporte y almacenamiento, incrementan el riesgo de accidentes y con-
secuente afeccion de los seres vivos, al igual que el empleo de sustancias quimicas
en acciones de guerra y terrorismo. Todo ello ha provocado profunda preocupacion
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en ambientes gubernamentales y clinicos, por lo que se desarrollaron programas de
prevencion y tratamiento del medio ambiente y de los individuos afectados por sustan-
cias especialmente peligrosas (conocidas en todo el mundo por las siglas HAZMAT,
acronimo de la expresion inglesa hazardous materials.

En el siglo xx adquiere extraordinaria importancia la toxicologia industrial y am-
pliamente la toxicologia laboral u ocupacional, hasta el punto de haber promovido
en varios paises, entre ellos Espafia (1973), una nueva especialidad profesional. Este
hecho se debe a las circunstancias siguientes:

— La considerable expansion de la industria.

— El crecimiento simultaneo de las diferentes ramas de la quimica industrial: or-
ganica, de los plasticos y resinas, alimentaria, farmacéutica, agricola y quimica
nuclear.

— El reconocimiento de los derechos del trabajador contra los posibles peligros
toxicos en la industria.

La ultima circunstancia requiere especial atencion, pues el reconocimiento de los
derechos del individuo a condiciones higiénicas de trabajo ha sido dificil de conse-
guir. Ya se han citado los antecedentes historicos de Ramazzini y Ximénez de Lorite
(Repetto, 2009) en el siglo XVIII, y aunque la legislacion acerca del tema parece muy
reciente, se debe recordar que el 30 de enero de 1900 fue promulgada en Espafia la
Ley de Accidentes del Trabajo, con reglamentos de aplicacion aprobados por Reales
Decretos del 28 de julio y 2 de agosto. En ella, aparte de especial preocupacion por los
accidentes, se atiende a la pureza del aire, mediante la existencia de aparatos depura-
dores, filtros e instrumentos para comprobar su calidad, asi como las precauciones
recomendables para el manejo de sustancias toxicas; sin embargo, Oliveras y Soler
(Repetto, 2009) en Elementos de higiene industrial (1929, 2009) criticaron algunas de
las prevenciones de la Ley por insuficientes.

Suiza fue la primera nacion que establecié indemnizaciones para la enfermedad
profesional, e Inglaterra y Francia publicaron las primeras listas de enfermedades,
aunque comprendian un numero muy reducido y destacaban como principales el
saturnismo y el hidrargirismo. A partir de 1917 se impulsd de manera significativa
en Rusia la medicina del trabajo, para lo cual se instituyeron centros especializados
en Charkow, Moscu, Leningrado, etc., mientras que Alemania, Austria, Hungria y
Checoslovaquia adoptaron el Sistema de Seguro de Enfermedad, y en las republicas
hispanoamericanas se consideraba al enfermo profesional con los mismos derechos
que el accidentado en el trabajo.

En Espafia se promulgd, en 1947, un decreto de Clasificacion de Enfermedades
Profesionales, que establecia las Normas Médicas por las cuales debian regirse los
reconocimientos, diagnosticos y la calificacion de algunas enfermedades profesionales,
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como las causadas por los dcidos (sulfurico, sulfuroso y sulfidrico), los hidrocarburos
alifaticos halogenados, el sulfuro de carbono, los nitro- y aminoderivados de los hidro-
carburos aromaticos, arsénico y sus compuestos, los isocianatos, el vanadio y sus
compuestos, el fosforo y sus compuestos, el mercurio, los derivados halogenados de
los hidrocarburos aromaéticos, etc., reglamentacion que se ha modificado por diferentes
disposiciones ulteriores, hasta confluir en el Instituto Nacional de Higiene y Seguridad
en el Trabajo creado en abril de 1970, dependencia del Instituto Nacional de Prevision,
del Ministerio de Trabajo, denominado después Servicio Social de Higiene y Seguridad
en el Trabajo, integrado al Ministerio de Sanidad y Seguridad Social (1977) y, luego,
otra vez en el Ministerio de Trabajo.

De manera similar habria que considerar la contaminacién ambiental urbana, con
su incidencia en la salud del ciudadano, en el paisaje y en las obras culturales (pic-
téricas, escultéricas, arquitecténicas o de ingenieria), asi como la contaminacion de
los espacios naturales, sus animales y vegetacion, todo ello, materia de la toxicologia
ambiental y de la ecotoxicologia. De modo muy expresivo, G. Persoone (Repetto, 2009)
distingue ambas ramas, considerando que para la toxicologia ambiental es critico o
crucial que se afecten o mueran algunos individuos, pero la ecotoxicologia solo se
interesa cuando aparecen desequilibrios en el ecosistema.

Se cree que la toxicologia ya ha superado la etapa de ciencia descriptiva, de acu-
mulacion de datos, de listados de sustancias y de sus dosis toxicas agudas y letales,
aunque prosiga el desarrollo de subespecialidades en los 6rganos especificos (neu-
rotoxicologia, dermotoxicologia, nefrotoxicologia, inmunotoxicologia, genotoxicologfa,
toxicologia genética, etc.).

En efecto, se puede ver que la tendencia de la toxicologfa en los Ultimos 20 afios es
la comprension de los fendmenos en términos de toxicologia bioquimica o toxicologia
molecular, lo cual significa la linea mas potente del desarrollo de la toxicologia: el mejor
conocimiento de las interacciones entre los xenobidticos y las biomoléculas, y aun mas,
entre las moléculas exodgenas y los mediadores intracelulares, interpretado a la luz de
los progresos en genética, polimorfismos enzimaticos (por su variabilidad bioquimica)
y de los estudios poblacionales. Esto requerira mayor atencion de los toxicélogos a
la bioestadistica, que se ha establecido como importante ciencia auxiliar; solo con la
experta aplicacion de esta herramienta, podran establecerse de manera adecuada los
limites maximos permitidos de contaminacion ambiental urbana, en el medio laboral y
en los alimentos, asf como se podran encontrar las causas de algunas enfermedades,
como determinados trastornos mentales y neuroldgicos, cuya incidencia aumenta sin
que alin se conozca su causa.

La toxicologia mecaniscista o mecanistica busca identificar todo el entramado mo-
lecular que conduce desde la exposicion inicial al toxico hasta la Ultima manifestacion
de trastorno en el organismo. Ademas, pretende encontrar las explicaciones moleculares
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de como los xenobidticos penetran en el organismo, se distribuyen, biotransforman y
excretan (procesos toxicocinéticos), como los xenobidticos o sus metabolitos ejercen
sus efectos a través de interacciones moleculares (toxicodindmica) y, finalmente, como
la célula, el érgano o el cuerpo reacciona ante el ataque, con respuestas que pueden
ser adaptativas, de tolerancia o de reparacion o bien sucumbiendo al dafio.

En ocasiones estos procesos son sencillos, se desarrollan en un Unico nivel, pero
frecuentemente tienen lugar a través de cadenas o cascadas de acontecimientos
bioquimicos.

La toxicologia cambia rapido, principalmente debido al avance en los conocimientos
de los cambios que acontecen en las sefiales de transduccién celular provocados por
las sustancias quimicas (endo- o xenobidticos). Especial actualidad poseen las protei-
nas de superficie celular (cadherinas, integrinas, etc.), los factores de transcripcion y
de transporte (chaperonas), las quinasas del estrés (MEKK, por sus siglas en inglés),
la proteinquinasa mitogénica (MAPK, por sus siglas en inglés), los factores antiapopto-
sicos y proapotésicos (caspasas, Bcl, factores de necrosis, caspasacitocromo ¢, etc.),
proteinas, glutamico piruvico transaminasa (GTP), interacciones de proteinas Ras-Raf,
el papel de las mitocondrias y las numerosas cascadas de sefiales.

También tiene desarrollo acelerado la toxicogenémica, ciencia que estudia las
modificaciones de la expresion de los genes por la accion de los téxicos, a partir de las
nuevas tecnologias, como el “microarray”, que permite evaluar de modo masivo
los cambios en la expresion génica. Esta ciencia combina la informacion de los estu-
dios a escala genomica (perfiles de expresion de ARNm), a escala protedémica (perfiles
proteicos globales, tanto celulares como tisulares), de la susceptibilidad genética y
de los modelos computacionales, para comprender la funcién de las interacciones
gen-ambiente (Rockett, 2003) (Repetto, 2009).

Toxicometria

Se define como conjunto de determinaciones cuantitativas de parametros bioldgi-
cos afectados por los téxicos. Cuantifica la toxicidad de una sustancia o mezclas de
ellas mediante la determinacion de las relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta. La
relacion dosis-efecto es el vinculo que existe entre la dosis y el efecto a nivel individual;
la relacion dosis-respuesta es el nexo entre la dosis y el porcentaje de individuos que
presentan un determinado efecto.

Curvas dosis-efectos y dosis-respuesta

Cuando se administra una cantidad determinada de un agente quimico a una
poblacion supuestamente homogénea, se obtiene una respuesta cuya magnitud
depende de la cantidad de téxico administrado, por lo que se producira una gama de
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respuestas graduadas que ird desde 0 hasta 100 %. Las dosis o concentraciones del
téxico administrado se relacionaran con el peso corporal del animal y la superficie de
aplicacion, en el caso de que la via de penetracién utilizada sea la dérmica. Las rela-
ciones mds usuales son gramos (g) o miligramo (mg) por kilogramo de peso corporal,
microgramo (ug) por gramo de peso corporal, gramo-microgramo por metro cubico
de superficie, etcétera.

La relacién entre la dosis del compuesto-prueba y la respuesta obtenida se repre-
senta graficamente mediante las curvas dosis-efecto y dosis-respuesta, donde la dosis
representa la cantidad de agente administrado y la respuesta a la intensidad del efecto
que este provoca en la poblacién investigada. Cuando el efecto que se produce es la
muerte, la curva dosis-respuesta se expresa como dosis-letalidad.

Mediante las curvas de letalidad se pueden obtener los valores de las dosis o
concentracion letal media para una especie determinada. Las curvas dosis-respuesta
presentan casi siempre una forma sigmoidal cuando se relaciona el logaritmo de las
dosis con el grado de respuesta. Las curvas sigmoidales se pueden hacer lineales por
el uso del logaritmo de las dosis en las abscisas y la escala de las ordenadas.

Parametros toxicométricos

Los parametros toxicométricos constituyen principios basicos para evaluar la to-
xicidad de un agente quimico, ellos cuantifican la toxicidad de una sustancia o mezcla
de ellas, y tienen como objetivo hallar relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta, asf
como caracterizar el nivel de toxicidad y riesgo. Entre estos pardmetros se citan la
dosis letal media (DL 50) determinada por via oral o dérmica, la concentracion letal
media (CL50) determinada por via inhalatoria, el limite agudo (Limac), coeficiente de
acumulacion (K), limite crénico (Limch) y niveles limites admisibles en el aire de la
zona de trabajo, entre otros.

A partir de la valoracion de los parametros toxicométricos citados se establecen
los limites de seguridad, concentraciones maximas admisibles y concentraciones
promedio admisibles en el aire de la zona de trabajo.

Dosis letal media (DL 50). Puede determinarse por via oral o dérmicay se de-
fine como la dosis que por administracion Unica a una poblacion supuestamente
homogénea produzca el 50 % de muertes durante un periodo de observacion de
hasta 15 dias después de la administracion.

Es una medida simple y aproximada de la toxicidad aguda de una sustancia, de
facil calculo, pero solo ofrece el efecto dramatico final, no permite conocer efectos
adicionales, exclusivamente carencia de efecto observable o muerte; sin embargo,
orienta acerca del modo de accién de la sustancia y permite comparar diferentes to-
xicos, facilitando su clasificacion de toxicidad. Para disminuir sus limitaciones durante
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el periodo de observacion, el investigador o técnico debe anotar signos o sintomas de
intoxicacion que suelen aparecer, y enriquecer aun mas la informacién toxicoldgica
obtenida. Estos pueden ser:

— Limitacion en la ganancia de peso.

— Trastornos gastrointestinales.

— Alteraciones de la actividad locomotora.

— Incoordinacion, ataxia, dificultades respiratorias, convulsiones y otros.

Un anadlisis anatomopatoldgico posmorten o inmediatamente después del sacri-
ficio, conducird a un enriquecimiento de la informacion obtenida.

Concentracion letal media (CLso). Se diferencia de la dosis letal media en que la
via de penetracion del toxico es la inhalatoria, en un tiempo de exposicion que varia
segun la especie animal utilizada.

Al realizar la determinacion de los parametros toxicométricos para un compuesto
o mezcla de ellos, es muy importante tener en cuenta que existen diversos factores
que deben ser conocidos y controlados, ya que, de lo contrario, se puede tomar como
veridicos resultados total o parcialmente errados.

Factores que pueden modificar la toxicidad

Factores que dependen de la sustancia y la via de administracion. Para que un
agente quimico produzca un efecto bioldgico debe entrar en contacto con células
bioldgicas y precisamente la intensidad del efecto dependera entre otros factores de
la capacidad del toxico para atravesar las barreras bioldgicas, ademas del grado de
sensibilidad del receptor. Las caracteristicas de los compuestos que se administran
influyen en mayor o menor absorcion y traslocacion de estos al interior del organismo.
Segun la via de entrada puede acelerarse o retardarse su llegada al sitio de accion. El
toxico puede absorberse por via sanguinea, inhalatoria, conjuntiva, oral, intraperitoneal,
y dérmica, pero las mds utilizadas o las que con mayor frecuencia suceden son casi
siempre la inhalatoria, la oral, la intraperitoneal y la dérmica.

La concentracion del toxico determinara proporcionalmente una mayor toxicidad. La
velocidad de absorcion dependera del medio o vehiculo en que el toxico esté disuelto,
su naturaleza quimica y su estado fisico y, asimismo, influirdn la presencia de otros
compuestos que conlleven a una absorcion simultanea de téxicos en combinacion.

Factores que dependen del individuo. Cada individuo presenta caracteristicas
personales que hacen que este responda de forma diferente a los téxicos, aun al
compararlos con sujetos de su misma especie, lo que dificulta generalmente la ex-
perimentacion en animales y mas tarde la extrapolacion de los resultados obtenidos
del hombre.

Toxicologia Ocupacional_9



Existen diferencias entre especies que varian los valores de los pardmetros to-
xicométricos, debido a diferencias en la absorcion, por la ausencia de mecanismos
similares para la detoxificacion o por diferencias en su grado de eficiencia entre otras.

Entre los sexos existen diferencias en la actividad de algunas enzimas que pueden
influir en la respuesta tdxica. Estd demostrado que las hormonas sexuales desem-
pefian un importante papel en el metabolismo de los toxicos. Cuando estas enzimas
pertenecen a sistemas de eliminacion, el fendmeno es favorecedor porque disminuye
el riesgo, pero cuando las enzimas estimuladas producen metabolitos mas toxicos,
se incrementa la toxicidad.

Las diferencias en la edad influyen también debido al estado de desarrollo o madu-
racion de los sistemas enzimaticos involucrados en la inactivacion de los compuestos
extrafios o de determinados sistemas fisiolégicos, como el sistema nervioso central
en los recién nacidos. Con la edad se disminuyen las capacidades hepaticas y renales
para biotransformar y eliminar el téxico.

Determinados alimentos de la dieta pueden hacer menos intensos los efectos téxi-
cos sobre el organismo sobre todo cuando se logra buena nutricion proteica y caldrica.

Factores que dependen del medio. Las condiciones climaticas y meteorologicas
influyen en la toxicidad. Dentro de estos factores tiene gran importancia la tempera-
tura; las diferencias de temperatura pueden activar o deprimir el metabolismo para
un determinado compuesto o el producto o metabolitos derivado de este, influye en
la velocidad de las reacciones quimicas, modifica la vasodilatacion superficial y con
ello altera el volumen de sangre circulante y como consecuencia la cantidad de toxico
que llega a los receptores.

La presion atmosférica o del ambiente en que se localice el sujeto expuesto influira
en laabsorcion de gases y vapores y en la eliminacion por via pulmonar; se sabe que la
velocidad de las reacciones quimicas es proporcional a la presion, de tal manera que
la reaccion de los toxicos con los receptores sera mas intensa al aumenta la presion.
Otros elementos del medio que influyen son la luz, la humedad, el ruido, la estacién
del afio y la contaminacion del medio por otros elementos.
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Capitulo 2

Toxicocinética

Los trabajadores, en suambiente de trabajo, se encuentran expuestos a diferentes
factores de riesgos en su zona de labor, por lo que se define la exposicién como todo lo
que se relaciona con las sustancias quimicas en el aire del medio laboral y el riesgo a
ese contacto, donde es posible la aparicion de alteraciones de salud como consecuen-
cia de la exposicion a un agente determinado, o sea, a uno o varios factores de riesgo.

Las principales vias de ingreso de las sustancias toxicas al organismo son: inha-
lacién, ingestion y contacto epidérmico. En el primer caso, habria que tener en cuenta
factores como estado fisico de los agentes nocivos (vapor o gas), proceso respiratorio
en si (L/min que se introducen por via respiratoria), area pulmonar (m?) y permeabilidad
(capacidad de retencién superior).

Tras la absorcion por cualquier via de entrada de la sustancia quimiotoxica, se
produce una respuesta concreta del organismo, cuyas caracteristicas y magnitud
dependen del ente nocivo especifico y de la dosis absorbida correspondiente, esto
es lo que se denomina toxicodinamia, el estudio de la relacion entre la dosis que
entra en el organismo y la respuesta medida; por lo general, la magnitud de una
respuesta toxica se relaciona con la concentracion de la sustancia toxica en su sitio
de accion, a lo cual le antecede el proceso de toxicocinética que es el estudio del
desplazamiento de las sustancias toxicas dentro del cuerpo (es decir, absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion).

La respuesta bioldgica se manifiesta y se refleja en las alteraciones de determi-
nados parametros internos y/o externos del organismo. Los externos pueden ser los
sintomasy signos que refiere el individuo durante el examen clinico, y que proporcionan
al médico algunos de los elementos necesarios e imprescindibles para establecer el
diagndstico clinico correspondiente de intoxicacion. Por su parte, también en el interior
del organismo se operan cambios que no necesariamente tienen que reflejarse como
sintomas y signos externos, y lo que es mas importante, pueden comenzar a producirse
mucho antes de que se manifieste la intoxicacion clinica.

La deteccion de los primeros cambios internos puede y debe contribuir tanto a la
determinacion de la magnitud de la exposicion ambiental, como a la prevencién de la
propia enfermedad u otro tipo de alteraciones reversibles de salud entre los trabaja-
dores. Muchas de las intoxicaciones profesionales crénicas por sustancias nocivas,
cuando se declaran como tales, son practicamente irreversibles, por lo que es necesario
detectarlas y controlarlas en sus primeros estadios, cuando aun los cambios puedan
considerarse como reversibles.



Un compuesto quimico cualquiera, al presentarse ante el organismo humano, debe
romper la primera barrera que es su entrada, una vez que el compuesto ha logrado
penetrar, sucede su absorcion para entrar a los 6rganos y tejidos. En este lugar el
compuesto quimico debe librar una verdadera batalla —a biotransformacion— en la
que saldra vencedor el mas fuerte, como es un elemento que el organismo no desea,
tratard de eliminarlo por cualquiera de las vias previstas.

Absorcion

Los agentes toxicos pueden entrar al organismo humano por 3 vias, la respiratoria,
cuténea y gastrointestinal. Este capitulo tratara cada una de ellas.

Via respiratoria

Esta via es muy importante en la exposicion ocupacional y en los casos de sus-
tancias quimicas volatiles. Mediante esta via entran los vapores, gases y particulas.
El drea por donde penetran los toxicos en el pulmdn es muy grande (de 90 a 100 m?)
y el grosor de la membrana es de 0,007 a 0,004 mm, lo cual hace que esta sea una de
las principales vias para el acceso de sustancias al organismo. En esta absorcion se
involucran factores mecanicos, proceso similar a la toma de muestra de aire como si
fuera el hombre una bomba de aspiracion, factores anatomicos, fisioldgico-bioquimicos
que reglamentan tanto el ritmo de entrada como la intensidad de la absorcion y las
posibilidades de retencion.

Esta via se divide en dos partes: la via respiratoria superior y los alvéolos.

Via respiratoria superior

Esta se considera como via de paso sin funcion activa, aunque si participan tanto
en la absorcién como en la retencion de los téxicos.

Las fosas nasales calientan y humedecen el aire inhalado, y en el caso de las
particulas actian como un filtro natural que permiten retener el 50 % de las particulas,
cuyo diametro sea superior a 8 .

En comparacién con la mucosa nasal, la faringe y la laringe juegan un papel acce-
sorio; en cuanto a la traquea, bronquios y bronquiolos la importancia de la retencion
esta ligada al tamafio de las particulas. La incesante actividad de los cilios que recubren
esta parte de la via respiratoria, la secrecién mucosa de las células y el reflejo nervioso
ocasionado por la presencia de cuerpos extrafios, contribuye a expulsar las particulas
e impiden que estas penetren en zonas mas profundas.

Aungue este espacio no participa en el intercambio gaseoso no puede ser sub-
estimado en el caso de los gases y vapores en cuanto a los aspectos toxicoldgicos.

Mientras mas soluble en agua es el gas o0 vapor, mayor es su tendencia a ser rete-
nido en esta parte de la via, debido a la humedad constante de la mucosa que la tapiza.
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También es posible que estos agentes tdxicos produzcan una reaccion de hidrolisis
en esta zona, como ejemplo de estos agentes quimicos existe el tricloruro de fosforo,
que en contacto con el agua libera acido fosférico y acido clorhidrico; por esta razén
pueden ocurrir efectos irritantes locales que a su vez contribuyan a la penetracion de
sustancias quimicas por esa mucosa dafiada.

Alvéolos

En esta etapa del trayecto de un agente toxico son muy importantes sus carac-
teristicas fisico-quimicas.

Si la sustancia toxica es particulada, llegaran a los alvéolos aquellas particulas
gue tengan un didametro entre 1y 5y, y ya en este lugar, se absorberan facilmente a
través del torrente circulatorio.

Es muy importante ademas del tamafio, el peso de las particulas, y en los casos
de sustancias de 0,1 a 0,5 p que casi siempre tienen poco peso son expulsadas al
exterior nuevamente. Existen algunas particulas que, aunque son pequefias, tienen
una densidad elevada como el caso de particulas metalicas o sus oxidos, las que
son retenidas por las vias respiratorias superiores, lo contrario, en caso de particulas
grandes como el amianto que tienen poco peso, penetran profundamente.

El paso del toxico a la sangre se efectua a través de 400 millones de alvéolos, cuyas
células estan en contacto estrecho con los capilares y permiten el intercambio de 6 a
8 m? de aire por dia; ninguna otra parte de la via respiratoria posee una participacion
tan masiva y activa en la absorcion del agente toxico.

La concentracion de las sustancias toxicas en la sangre esta regulada por leyes
fisicas, entre ellas la ley de Dalton, que dice: “el contacto con un liquido la absorcién de
un gas o vapor se efectiia de manera independiente para cada gas y vapor”. Otra ley es
la de Henry, que dice: “la cantidad de gas o vapor disuelto es directamente proporcional
a la presion ejercida por el gas o el vapor a la superficie del liquido”.

Por lo tanto, la presion parcial, 0 sea, la concentracion del toxico en el aire alveolar
interviene de manera preponderante para asegurar una determinada concentracion
del toxico en la sangre.

Las tres cuartas partes de la sangre estdn formadas por agua, constituye un
solvente excelente para los toxicos solubles en agua, y seran tanto mejor absorbidos
cuanto mas solubles sean en este medio, es decir, en el plasma sanguineo.

La solubilidad del agente toxico en los lipidos también es importante, asi como en
los glébulos rojos o eritrocitos. Ademas de solubilizarse, puede ocurrir una combinacion
quimica entre el téxico y determinados constituyentes sanguineos, por ejemplo, el
mondxido de carbono que representa el téxico mas significativo de este grupo y que
forma la carboxihemoglobina. La estabilidad de la combinacién va a depender del pH
del medio y de la fuerza quimica de la union.
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Via cutanea

La piel estéa revestida de una pelicula de aguay grasas. Las grasas interrumpen el
paso a las sustancias hidrosolubles y favorecen el paso de compuestos con estructu-
ras similares a ellos, como los hidrocarburos alifaticos y aromaticos, y sus derivados
halogenados y oxigenados.

Para la penetracion por la piel es importante tomar en cuenta la viscosidad y
volatilidad del toxico; un compuesto volatil tendré menos probabilidad de penetrar
porque no ha tenido tiempo de estar en contacto con la piel, y en el caso de sustancias
viscosas sera a la inversa, pues es dificil eliminarlas de la piel y permanecen durante
mayor tiempo en la superficie cutanea.

La entrada, ya sea fisica o quimica, va a ser total a nivel de érganos anexos, como
el aparato pilosebaceo y los poros, donde la capa hidrolipidica esta en déficit.

El agua de las glandulas sudoriparas y la transpiracion sirven de vehiculo para la
penetracion a los toxicos solubles en agua.

Después que un toxico ha pasado esta primera barrera se establece el contacto
conla segunda linea de defensa, representada por las diferentes capas que constituyen
la epidermis, y el téxico puede pasar por difusion inter-y transcelular.

El gel, constituyente esencial de la célula, asegura la solidez y la plasticidad de la
piel, algunas sustancias segun su composicion quimica, rebasan la barrera lipidica, se
infiltran y entran en contacto con el gel, como resultado se originara una alteracion en
funcion de la estructura quimica del toxico. Existen algunos toxicos que solo actuan
en la superficie precipitando o modificando esta estructura proteica, lo que no excluye
que pasen a la sangre por difusion pasiva y absorcién por los vasos capilares que se
encuentran en la dermis.

Via gastrointestinal

Desde el punto de vista de la absorcion, esta es una de las vias principales por-
que los téxicos pueden ser absorbidos a través de cualquier zona de ella, aunque
fundamentalmente a través del intestino delgado por la longitud de su superficie y
abundante irrigacion sanguinea. Es la via menos importante para la salud ocupacional,
pues cuando una sustancia quimica entra al organismo, en este caso va a ser debido
a malos habitos higiénicos fundamentalmente, por comer o beber en la zona de
trabajo, o sin lavarse las manos o por fumar.

El transporte a través del epitelio es principalmente por difusién y, menos impor-
tante, por transportadores.

El grado de absorcion de las sustancias, incluso los tdxicos, depende de muchos
factores, entre los mas importantes estan:

— Propiedades fisicoquimicas, especialmente solubilidad, disociacion y coefi-

ciente de particion n-octanol/agua.
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— Cantidad de alimentos presentes que pueden diluir el producto y disminuir el
grado de absorcion.

— Tiempo de estadia de las sustancias en cada parte del sistema digestivo.

— Capacidad de absorcion del epitelio en esa zona y su pH.

— Flujo sanguineo.

— Cambios de solubilidad.

— Tamano de particulas.

Estos factores hacen muy dificil predecir la conducta de una sustancia toxica en
el tracto gastrointestinal y su rango de absorcion.

Distribucion, localizacion y acumulacién

De forma disuelta o combinada el toxico va por la sangre hacia todos los tejidos,
segun su vascularizacion y permeabilidad tisular.

El organismo puede dividirse en tres grandes zonas de retencion:

— Visceras.

— Piel, musculo y tejido conjuntivo.

— Tejido adiposo.

Alas principales visceras llega cerca de las tres cuartas partes del flujo sanguineo
y al resto del cuerpo, la cuarta restante. Esta irrigacion implica mayor numero de mo-
léculas toxicas que llegan a estas visceras y una saturacion mas rapida de sus tejidos.

En el organismo existen dos medios que conspiran a favor del toxico, el agua y
los lipidos. El agua constituye el 70 % del peso corporal, y es el solvente que ocupa
el primer lugar en la disolucion de las sustancias quimicas, ya sean biolégicas como
xenobidticas.

Dado que no existe una sustancia quimica totalmente insoluble en agua, alguna
parte de ella se solubiliza con el plasma sanguineo, lo transporta y, si su afinidad por
los lipidos tisulares es mayor, lo cede a estos.

La constitucién lipoproteica de las membranas orgdnicas extracelulares permite
la penetracion por difusién de los téxicos liposolubles, cualquiera que sea el tamafio
de las moléculas, por lo cual se explica la predileccion de los solventes y derivados
organometalicos por los tejidos abundantes en lipidos. Si se toma en cuenta que la
mayor concentracion de lipidos en el organismo se encuentra en el sistema nervioso
centraly en el higado, se explica la tendencia de estos compuestos a localizarse en ellos.

Los electrolitos penetran segun el grado de disociacion idnica y, por ejemplo, los
compuestos minerales ionizables y solubles en agua prefieren la via renal y algunos
se localizan en él, y actlian sobre este tejido.
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El toxico posee, ademas de la solubilidad, otras propiedades quimicas que lo ca-
racterizan, como la afinidad quimica, por ejemplo, la del mondxido de carbono con la
hemoglobina para formar la carboxihemoglobina; el fluor esta dvido por el calcio, con el
que se combinay se deposita en los huesos y dientes; el berilio posee elevada afinidad
por los fosfatos y compite con el magnesio y el calcio. El plomo circula bajo las formas
de fosfato de plomo, sigue el metabolismo del calcio y se acumula en los huesos.

Determinado numero de metales como: cadmio, manganeso, plomo, arsénico y
selenio tienen tendencia a fijarse sobre los grupos tiol de las proteinas y enzimas que
portan grupos sulfidrilos.

Ademas de todo lo antes expresado y no menos importante, existen otros factores
que van a influir en la localizacién y retencién del toxico, que son:

— La rapidez e intensidad con las cuales el receptor tisular apropiado capta el

toxico.

— El grado de oxidacion del elemento.

— El' metabolismo del toxico.

Biotransformacion

Si el téxico no posee la polaridad indispensable para su eliminacion, el organismo
dispone de los mecanismos para su transformacion, estos pueden presentarse de
manera aislada o combinada.

La primera via es de destruccion, basada en procesos metabdlicos de degradacion
(formacion de metabolitos) y la segunda via es de construccion, que se lleva a cabo
mediante mecanismos de conjugacion.

En algunos casos los metabolitos formados poseen la particularidad de presentar
mejor solubilidad en medio acuoso y, por consiguiente, mejora la eliminacion por la
orina con tendencia a disminuir la toxicidad, aunque otros presentan una toxicidad
mas elevada.

Los mecanismos que rigen esta degradacion poseen naturaleza enzimatica, mi-
crosémica o0 no microsémica, tanto para sustancias endégenas como exdgenas, es
decir, que estos mecanismos no son especificos para las sustancias toxicas, sino que
los emplea el organismo en sus procesos bioguimicos normales.

Reacciones microsémicas

El reticulo endoplasmatico del higado es el sitio preferencial para la biotransfor-
macion de las sustancias quimicas y existen distintos tipos de reacciones que se
realizan en él.

16 _Toxicologia Ocupacional



Oxidacion microsémica

Pueden esquematizarse de la manera siguiente:
RH + NADPH + H2 + O2 —— ROH + NADP + H20
con la presencia de cit P 450, donde RH es la sustancia quimica inicial y ROH, la
sustancia quimica oxidada.
Dentro de estas reacciones de oxidacion se pueden sefialar las siguientes:
— Hidroxilacion de compuestos aromaticos como el benceno, que se transforma
por esta via en fenol.
— Hidroxilacion alifatica, un compuesto alquilico a un alcohol secundario.
— Hidroxilaciéon de compuestos aliciclicos como el hexano al hexanol.
O: Dealquilacién: un éter que se transforma en alcohol y aldehido.
— N: Dealquilacion: una amina secundaria en amina primaria y aldehido.
- S: Dealquilacion: RS—CHs —— RSH + HCHO (aldehido).
Desulfuracion: eliminacion de azufre y sustitucion por oxigeno paration a paraoxon.

— N: hidroxilacion de aminas aromaticas: amina aromatica a hidroxilamina.

Reducciéon microsémica

— Reduccién de nitrocompuestos: nitrocompuesto con formacién de aminas.
— Reduccién de azocompuesto: azocompuestos con formacion de aminas.

Hidrolisis
— Esteres: con formacién de 4cido y alcohol.
— Amidas: con formacién de acido y amina.
— Acidos hidroxédmicos: con formacion de &cido y amina.

— Hidrazida: con formacién de acido y aminas.
— Nitrilos: con formacion de acidos y cianuros.

Reacciones no microsémicas

Se sabe que gran cantidad de transformaciones metabdlicas ocurren fuera de
sitios microsomales, tanto en tejido hepatico como extrahepatico.

Existen érganos especializados en la biodescomposicién activa que facilitan la entra-
da o salida del cuerpo, como los pulmones, rifiones, tracto gastrointestinal y el plasma.

Otros tejidos no hepaticos con determinada capacidad de biotransformacion
son: piel, bazo, glandulas endocrinas, musculos, cerebro, retina y placenta. Esta bio-
transformacion cuando ocurre en el intestino usualmente se realiza por la accion de
la microflora intestinal.

A nivel subcelular la transformacion no microsémica de las sustancias nocivas
se realizan en la mitocondria, el citosol y el espacio extracelular (sangre) (Tabla 2.1).
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Las sustancias nocivas que se parecen en su estructura quimica a los bioconsti-
tuyentes normales pueden seguir la via utilizada por ellos.

Tabla 2.1. Tipos de biotransformaciones no microsémica

Tipo de conversion

Producto metabélico

Enzima involucrada y sitio

Alcoholes alifati-
cos, aromaticos,
ciclicos

Aldehido

Alcohol dehidrogenasa, catalasa (en
citoplasma hepatica, higado y rifidn)

Acidos carboxilicos

Acetil y propionil CoA

Dehidrogenasas especificas mas aci-
dos grasos dehidrogenasa oxidasas
(en citosol + mitocondrién en higado)

Aldehidos alifaticos
y aromaticos

Acidos

Aldehido oxidasa, aldehido dehidro-
genasa, xantina oxidasa (en citosol
hepatico)

Aminas alifaticos y
arilsustituidas

Aldehido + aminas (dea-
minacién oxidativa)

Nitroalcanos Aldehidos + NO, Nitroalcano oxidasa

Reduccioén: Alcoholes secundarios Cetonas reductasa (en citoplasma
Cetonas aromaticas hepatico)

y alifaticas

Esteres organicos Nitroglicoles Poliolnitrato reductasa (en el citosol
nitrados (dinitrogli- hepatico)

coles)

Dehidroxilacion: Fenoles Dehidroxilasa (en la flora intestinal)
-Dihidroxibenceno Aminas N-deshidroxilasa (en higado)
-Hidroxilamina

Acidos arilarsénicos  As +5 a As +3

Hidrdlisis:
Desesterificacion

Acidos y alcoholes

Carboxiesterasas, arilesterasas (en
higado y sangre en mitocondria)

Deamidacion:

Acido y NH,

Carbosiamidas, arilamidas (en higado
y rifiones)

Procesos metabdlicos de conjugacion

Las principales caracteristicas de la biotransformacién por conjugacién son las
siguientes:
— Laconjugacion sucede después de ocurrir los cambios de oxidacion, reduccion
o hidrdlisis.
— Cuando la sustancia nociva posee determinados grupos reactivos (hidroxilo,
carboxilo, amino), la conjugacion puede ser la primera etapa de biotransfor-
macion.
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— El'tiempo que demora en suceder la conjugacion, asi como su tipo, dependen
de la configuracion del compuesto que se metaboliza, especialmente de la es-
tructura de sus grupos funcionales.

— La conjugacion representa un proceso de sintesis, lo contrario de la primera
fase de la reaccion que tiene naturaleza degradativa.

— En pocas excepciones, las reacciones de conjugacion disminuyen la toxicidad
de las sustancias nocivas, representan un verdadero proceso de detoxificacion.

— En la conjugacion los metabolitos tienen una naturaleza polar mas pronuncia-
da, que favorece la excrecién por la orina o la bilis.

— La conjugacién es un mecanismo que incluye varias sustancias normales del
organismo que sirven de transporte, de activacion y excrecion de pigmentos
biliares como las sales biliares, hormonas y productos de desecho del meta-
bolismo intermediario.

— La conjugacién se forma por la adicion de los agentes conjugantes al grupo
funcional de la molécula de la sustancia nociva.

— Los agentes conjugantes (glucuronil sulfato, aminodcidos, metilo, acetilo)
usualmente no se unen directamente, sino a través de la formacion interme-
diaria con las enzimas que donan al agente conjugante a la molécula aceptora.

Dentro de las reacciones de conjugacion existen: glucuronidacion, esterificacion
con sulfato, metilacion, acetilacion, conjugacion con aminoacidos, conjugacion con
el glutation, como las principales.

Glucuronidacion

La transferencia del glucuronil se acompafia de la uridindifosfato transglucoro-
nilasa, que existe en los microsomas de los tejidos, principalmente en el higado y
también en el rifidn y la piel.

Los O-eterglucurdnidos se forman en gran proporcion (de 50 a 80 %) en el caso
del fenol, los fenoles mono y sustituidos, asi como los naftoles forman los correspon-
dientes B-fenilglucuronidos.

Pequefias cantidades de B-alquilglucurénido son productos de los alcoholes
alifaticos primarios y en gran cantidad, con los alcoholes secundarios o terciarios y
halogenados (por ejemplo, dcido monocloralico y el tricloroetanol).

Los alcoholes aromaticos forman el correspondiente alquilfenilcarbinil glucurénido
(de 50 a 70 %).

Los acidos aromaticos mono y polisustituidos dan lugar a los arilglucurénidos
sustituidos en proporcion variada (del 10 al 60 %).

Los N-glucurdnidos se producen (en péquela proporcion) en el caso de las anilinas
sustituidas y naftilaminas. Los productos de la glucuronidacion indirecta se forman
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de los etanos y etilenos clorados, cetonas, alquilbencenos, hidrocarburos policiclicos,
bencenos halogenados, éteres aromaticos y compuestos aromaticos nitrados.

La conjugacion de estos compuestos requiere la formacion de compuestos inter-
mediarios con grupos “OHs "COOH o NHa.

Esterificacion con sulfato

La sulfonacion se realiza con la intervencion de sulfotransferasas (sulfoquinasas)
que estan localizadas en el citosol hepatico. Esta reaccion la efecttan los fenoles no
sustituidos, los alcoholes alifaticos y las aminas aromaticas.

Metilacion

Lareaccion es catalizada por la O-metiltransferasas y la amina N-metiltransferasa
especificas, que se encuentran en la fraccion microsémica o la fraccién soluble del
higado, y participa la metionina.

Esta via de conjugacion la siguen las aminas enddgenas y heterociclicas como la
piridina, catecolaminas, fenoles trihidricos, O-halofenoles y mercaptanos.

Acetilacion

Se cataliza por la transacetilasa y la reaccion ocurre en el higado, bazo y rifiones.
Esta reaccion la realizan aminas aromaticas, ariltioaminas, sulfonamidas.

Conjugacion con aminoacidos

En este proceso los aminoacidos, especialmente la glicina, son donados direc-
tamente sin formacion con la coenzima a la molécula receptora. Los compuestos
que siguen esta via de conjugacion que son los dcidos aromaticos (acido benzoico,
acidos hidroxibenzoicos, dcido cloro y etilbenzoico), requieren previa transformacion
en derivados de la aroil coenzima A para luego conjugarse. También ocurre esta
reaccion con el tolueno, xileno, alquilbenceno, estireno cuyo metabolismo forma el
acido aromatico intermediario.

Conjugacion con el glutatién

Este es un proceso que incluye varias fases:
— Adicion primaria del glutation (GSH) al receptor:
RX + GSH ——— RSG + HX
— Desdoblamiento de los residuos de glicina para formar S-cisteinil derivados
(RS-cisteinil).
— Acetilacion para formar dcidos mercapturicos (RS-acetilcisteina).
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En todos los casos se forman acidos alquil o arilmercapturicos, segun su receptor
primario si es un compuesto alifatico (halégeno o nitroalcano) o aromaticos (deriva-
dos halogenados del benceno, del nitrobenceno, hidrocarburos policiclicos, aminas
aromaticas).

Eliminacion

La eliminacion de un téxico del organismo, tanto biotransformado o no, ocurre
como una expulsion puray simple de regreso al medio externo a través de la:

— Viarenal.

— Via respiratoria.

— Via cutdnea mucosa.
— Via gastrointestinal.

Mediante la via renal se eliminan las sustancias solubles en agua y los productos
de su biotransformacion. Las sustancias que se disuelven poco en agua, como el
plomo, se eliminan por esta via lentamente.

A través de la via respiratoria se eliminan particulas y, ademas, las sustancias
volatiles como los alcoholes, éteres, cloroformo, cetonas, estireno, ciclohexano, por
solo citar algunos. La eliminacion de las particulas dependera del diametro y del peso
segun se explico en el caso de la absorcion por esta via.

Por medio de la via cutaneomucosa ocurre la eliminacion de sustancias solubles
en grasas, que salen por las glandulas sebaceas y también por las mamarias, entre
ellas se encuentran el alcohol, cloroformo, benceno. Por las gldndulas sudoriparas se
eliminan el mercurio, cobre, arsénico, sulfuros y otros.

Mediante la via gastrointestinal se eliminan las sustancias que se disuelven poco
0 nada en agua, como el plomo, mercurio, manganeso, antimonio y otros. Existen
algunas que lo hacen por la saliva como el plomo y el mercurio.
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Capitulo 3

Mecanismos de accion toxica

El desarrollo tecnolégico, el crecimiento demografico, la industrializacién y el uso
de nuevos métodos de agricultura tecnificadas son factores que contribuyen a que
entren al ambiente de manera continua cantidades crecientes de gran nimero de
sustancias quimicas sintéticas y naturales, con interacciones y efectos adversos tanto
sobre el ambiente mismo como sobre los seres vivos.

El impetuoso avance de la bioguimica ha permitido una toxicologia que estudia
porqué vias y fuentes hacen entrada al organismo las sustancias toxicas, qué eventos
tienen lugar una vez dentro, o sea, qué transformaciones experimentan, cual es su
modo de accion, etc.

La rama de la toxicologia que da respuesta a estas interrogantes es la bioquimica
de los compuestos extrafios, estos Ultimos son ajenos a las vias metabdlicas normales
del organismo.

Los efectos que desencadenan esos compuestos extrafios a nivel celular se
trataran en este capitulo.

Todos los mecanismos profundos de accion toxica pueden resumirse en dos
grupos principales, segun su enfoque desde el punto de vista siguiente:

— Alteracion de las estructuras proteicas que conducen a la destruccion total de

la célula (necrosis).

— Alteracion de la estructura de la membrana celular (que originara la salida del

contenido celular).

— Afeccion en las estructuras de los organelos subcelulares (reticulo endoplas-

madtico, mitocondrias, ribosomas, lisosomas) que provocaran trastornos en
actividades metabdlicas, sintesis proteicas, etc.

Afeccion de la funcion celular

— Modificaciones de la permeabilidad de la membrana (que afectan entrada y
salida de alimentos, farmacos y excretas de los iones sodio, potasio y calcio).

— Modificaciones de la actividad enzimatica por afeccion de una enzima o siste-
ma de enzimas o por sustancias desproteinizantes que lesionan la estructura
proteica de la enzima.

— Modificacion de la reproduccion celular (mutagénesis, carcinogénesis).



Toxicidad selectiva

Este concepto alude a las diferentes respuestas de las distintas células a los
agentes quimicos, y refleja una capacidad del toxico para actuar de manera selectiva
sobre las diferentes células.

El fendmeno de toxicidad selectiva exige al menos dos condiciones basicas:

— Existencia de 6rganos diana susceptibles al toxico.

— Presencia de mecanismos que modifiquen las concentraciones del agente en
forma activa en la proximidad de los lugares efectores. Estos mecanismos de-
ben modificar la molécula para originar un producto mas téxico o liberarlo de
Su union con las proteinas transportadoras.

Ademas, la cuantia del efecto no solo dependera del nimero de receptores afec-
tados, sino de la velocidad o intensidad con que esto ocurra.

Estas dianas pueden ser lugares vitales, cuya alteracion por la reaccion con el
agresor quimico conduce a la muerte celular o pueden ser lipidos y proteinas cuya
modificacion no altera directamente las funciones celulares.

Algunas veces tales receptores estan bien definidos, pero usualmente no pasan
de ser elementos hipotéticos situados dentro o en la superficie de la célula, o en una
molécula de proteina circulante. Ejemplos: los grupos sulfidrilos (SH) de los sistemas
enzimaticos son los receptores especificos para los metales pesados, la acetilcolines-
terasa es el receptor especifico para los organofosforados.

En ocasiones la accién toxica de un producto se basa en su ocupacién por un
receptor que fisiolégicamente se combina con sustancias endégenas, hormonas o
neurotransmisores; por ejemplo, el efecto letal de la d-tubocuranina se debe a la para-
lisis de los musculos esqueléticos consecuente al bloqueo selectivo de los receptores
fisiolégicos para la acetilcoling, en la sinapsis o placa neuromuscular.

Con arreglo a la teoria de la toxicidad selectiva, la copulacion de un posible toxico
con su respectivo receptor dependera de las caracteristicas fisico-quimicas y estructura
molecular del compuesto.

De manera empirica se sabe que en la toxicidad influyen:

— El peso atdmico o molecular.

— Lavalencia de la cual depende la solubilidad de las sales.

— Lanaturaleza quimica.

Muchos fenémenos toxicos se deben a que un agente bloquea los grupos funcio-
nales de las proteinas celulares (grupos aldehido, amino, sulfuro y oligoelementos),
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por lo que seran téxicas todas las sustancias capaces de reaccionar de este modo,
ejemplos, metales pesados para los sulfuros.
Las sales de los metales son tanto mas toxicas cuanto mas raros son estos en
la naturaleza.
Enlineas generales y conforme a la estructura molecular la toxicidad aumenta con:
— Lainsaturacion.
— La sustitucion de hidrégeno.
La posicién orto confiere distinta actividad que las posiciones para y meta.
— La isomeria geométrica (los compuestos simétricos son mas téxicos que los
asimétricos).
Los isémeros épticos (la actividad bioldgica corresponde a los levégiros, sien-
do menores en los dextrégiros y los racémicos).
— Las formas estereoisdmeras cis son mas téxicas que las trans.

Procesos fisiopatoldgicos de origen toxico

La accién de un agente tdxico sobre un organismo consiste en una alteracion
del estado fisioldgico o de salud. La amplitud de las materias y el elevado numero de
sustancias quimicas, que bajo tantas formas y de manera continua estén en contacto
con el hombre, exigen una identidad propia de las nuevas ramas de la Toxicologia,
especialmente de la Quimica toxicoldgica y de la Toxicologfa clinica. Esta tendra por
objetivos la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de las intoxicaciones que, como
cualquier enfermedad, pueden manifestarse con curso agudo o cronico, presentando
en cada caso diferentes exigencias terapéuticas.

Irritacion

La irritacion puede tener diferentes manifestaciones como las dermatitis, con-
juntivitis, bronquitis, necrosis, es decir, irritacion, inflamacion rotura y muerte celular.

Los agentes causantes de este proceso son: gases, vapores, polvos y liquidos
(causticos o acidos).

Alteracion de la respiracion celular

— Anoxia (por disminucion de la presion parcial de oxigeno) que puede ser causa-
da por diéxido de carbono, nitrégeno, metano, propano y butano.
— Asfixia que puede ser provocada por:
* Interferencia del transporte de oxigeno como el bloqueo de la hemoglobina
por el mondxido de carbono.
* Inhibicién de la oxidacion como ocurre por la inactivacion de las enzimas
respiratorias citocromooxidasa por el cianuro.
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Trastornos de la conduccion nerviosa

Estos trastornos pueden suceder por alteracion de la irrigacion como en el caso

de los fosfolipidos, transmisores quimicos y/o enzimas, y se produce en estos:

— Aumento de la conduccion nerviosa con manifestaciones de temblores, neu-
ritis y convulsiones como con el plomo, talio, manganeso, bario y fosfatos or-
ganicos.

— Disminucion de la conduccion nerviosa con presencia de anestesia y depresion
como los hidrocarburos y sus compuestos halogenados.

La depresion del sistema nervioso central también deprime la respiracion y la

circulacion. Pueden quedar secuelas permanentes por desmielinizacion.

Los trastornos toxicos de la conduccion nerviosa suelen ser:

— Afeccién de las conexiones con la musculatura lisa por accién, como:

* Medidores del sistema simpatico: fenilaminas, adrenalina, anfetaminas y
otros.
* Medidores del sistema parasimpatico: muscarina, atropina, pilocarpina, etc.

— Afeccidn de las conexiones con la musculatura estriada como accion:

* Excitante: los derivados nicotinicos.
* Paralizante: curare, cicuta, aconitina.

— Afeccién de las sinapsis intraganglionares vegetativas como en el caso de la
nicotina, cicutina que en pequefias dosis son excitantes y en grandes dosis
paralizantes.

— Afeccion de la capa de lipidos (vaina de mielina) que envuelven las conduc-
ciones y estructuras nerviosas con modificacién de su constante dieléctrica,
como en el caso de los hidrocarburos, plaguicidas clorados, tetracloruro de
carbono, dioxido de carbono que actuan como anestésicos y depresores del
sistema nervioso central. Pueden producir vacuolas irreversibles en el tejido
nervioso con graves secuelas de paralisis.

— Afeccién de los mecanismos enzimaticos responsables de la sintesis y des-
truccion de los mediadores quimicos, especialmente los monoaminooxidasa y
acetilcolinesterasa (plaguicidas organofosforados y carbamicos).

Alteracion de la funcion pulmonar

Puede estar dada por:

— Alteracion de la permeabilidad alveolar (por edema, fibrosis, enfisema, neumo-
coniosis, cancer) provocado por gases, vapores y polvos multiples, y también
por hidrocarburos halogenados y policiclicos.
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— Alteracion de la tension superficial (colapso alveolar) causado por grasas, di-
solventes y detergentes.

— Alteracion de los mecanismos de limpieza pulmonar mediante la accion sobre el
moco con espesamiento, producida por el diéxido de azufre. También provoca de-
terioro de los cilios como en el caso del diéxido de azufre y dxidos de nitrégeno.

— Depresion del centro nervioso respiratorio debido a la morfina, algunos hidro-
carburos y las toxinas botulinicas.

— Inhibicién vagal originada por olores pestilentes como el sulfuro de hidrégeno.

— Tetanizacion de la musculatura respiratoria por la estricnina.

Alteraciones hepaticas

Dentro de estas se encuentran las alteraciones del metabolismo de los hepatocitos
con produccion de adiposis, atrofia, ictericia, cirrosis y cancer; suele estar provocada
por alcoholes, tetracloruro de carbono y compuestos organicos halogenados, de
fésforo o arsénico.

Alteraciones hematicas

— Afeccién medular con produccion de anemia, citopenia, leucopenia y trom-
bopenia provocadas por benceno, radio, aminas y amidas (sulfamidas, anilina,
cloranfenicol).

— Hemodlisis como en la arsina y el sulfuro de hidrogeno.

— Alteracién de la hemoglobina causada por el mondxido de carbono, cianuro,
plomo.

— Alteraciones plasmaéticas (desequilibrio dcido-base) por el cloroformo, éter,
metanol y acidos.

Alteraciones renales

Algunos metales y sustancias quimicas como el mercurio, plomo, fenoles y lacas
pueden provocar nefritis, nefrosis, anuria y uremia ocasionadas por la exposicion
prolongada a estos.

También se han observado tumores de vejiga provocados por las aminas.

En relacion con las alteraciones de la funcion cardiaca, estas suceden por fluoruros
organicos e inorganicos, nicotina.
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Capitulo 4

Factores que modifican la toxicidad

En el medio laboral los trabajadores se exponen frecuentemente a factores quimi-
cos, fisicos, bioldgicos y psicosociales, de manera simultéanea intervienen ademas otros
factores como habito de fumar, ingestion de alcohol, padecimientos de enfermedades y
tratamientos medicamentosos que alteran la susceptibilidad individual a exposiciones
profesionales, y pueden provocar en el sujeto expuesto desde una disminucion hasta
una multiplicacion del efecto téxico esperado para cada componente independiente.
En la mayoria de los casos este riesgo por exposicion combinada encierra largos
periodos que pueden incluir toda la vida laboral activa del trabajador.

A pesar de que hace varios afios se viene trabajando en la confeccion de una guia
metodoldgica que evalle los riesgos para la salud, ocasionados por las interacciones,
especialistas en la materia concluyen que no debe recomendarse un enfoque Unico
para efectuar evaluaciones por exposiciones multiples, sin embargo, si se recomiendan
guias metodoldgicas generales segun el tipo de mezcla bajo estudio, los efectos toxi-
cos conocidos de sus componentes, la disponibilidad de los datos acerca de mezclas
similares, las interacciones conocidas o previstas entre los componentes y, en general,
todos los datos de exposicion con que se cuenten. Pero no siempre se dispone de la
informacion suficiente para hacer una evaluacion acertada de este riesgo, en la mayoria
de los casos, ni siquiera se conocen todos los componentes de la mezcla, los datos
toxicoldgicos sobre sus componentes conocidos son limitados, por lo que el grado de
conocimiento e informacion del especialista acerca de los mecanismos que intervienen
en las interacciones de compuestos extrafios y los factores internos o externos que
pueden influir en la absorcion, distribucion y transformacion de estos —bajo diferentes
modalidades del ambiente— cobran trascendental importancia.

El criterio del investigador en el momento de analizar los datos por él obtenidos,
su flexibilidad al interpretarlos, teniendo en cuenta cada suposicion o limitacién en el
enfoque que se dé, aumentara la confiabilidad en la evaluacion del riesgo y su certera
aplicabilidad.

A propdsito, se define el término mezcla como cualquier combinacion de dos o
mas sustancias sin importar el origen ni su proximidad temporal o espacial. Pueden
ser de variada complejidad y téxicas de sus constituyentes.



Tipos de efectos por accién combinada

El efecto adverso provocado por exposicién a mezclas de toxicos depende directa-
mente de la ocurrencia del fendmeno de interaccion entre al menos dos contaminantes
presentes en el ambiente, por lo que puede producirse:

— Efecto sinérgico o agonista. Cuando el efecto combinado es mayor que el que
cada uno de los componentes de la mezcla provoca de manera independiente.
Estos pueden ser de dos tipos:

* Aditivos. Cuando la magnitud del efecto combinado es igual a la suma de
los efectos producidos por separado en cada compuesto (adicién o suma-
cién), o sea, ocurre una simple suma del efecto independiente.

* Potenciados 0 mas que aditivos. Cuando al menos uno de los componen-
tes de la mezcla potencia o multiplica su efecto por accién combinada.

— Efecto antagoénico. Cuando el efecto producido por la interaccion de al menos
dos agentes toxicos es menor que el efecto aditivo, uno reduce el efecto del otro.

Evaluacion cuantitativa del efecto por accion combinada

En el momento de hacer una evaluacion cuantitativa de los efectos ocasionados
por exposicion combinada, la eleccion de una metodologia adecuada dependera de
la naturaleza de los agentes en cuestion. Por lo general, se plantea que el principio
es el mismo que para exposiciones simples, donde las evaluaciones toxicoldgicas
se refieren al efecto de dosis de agentes Unicos sobre animales de experimentacion
en exposiciones agudas o0 a largo plazo; en el caso de las interacciones, entonces
habra que tener en cuenta la exposicion simultanea a mas de un agente, aunque en
la actualidad aun limita o dificulta la utilizacion del procedimiento adecuado en cada
caso. No obstante, de forma general, los procedimientos para la cuantificacion de los
efectos por exposicion combinada se han clasificados en dos grandes categorias:

— Procedimiento de la grafica isobdlica. Por medio de esta se inscriben los efec-

tos de una exposicion isodinamica o dosis de tratamiento.

— Procedimientos analiticos. Emplean diversas formas de andlisis de probit y

efecto dosis-respuesta.

Como no siempre estos métodos son de aplicabilidad general, en algunos casos
puede utilizarse el analisis de regresion multiple y el multifactorial.

Las curvas dosis-respuesta o concentracion-respuesta constituyen otra forma
clasica de analizar las interacciones.

Si el compuesto interactuante desplaza la curva de dosis-respuesta hacia la de-
recha, existe antagonismo. Si la desplaza hacia la izquierda, representara agonismo
(aditivo o potenciado).
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Mecanismos que intervienen en la respuesta por accion
combinada

Interacciones con el ambiente

La exposicion de un individuo a ambientes contaminados por mezclas de sustan-
cias quimicas implica posibles interacciones fisicoquimicas entre los componentes del
medio laboral que pueden hacer mas o menos nociva la exposicion. La temperatura
ambiente y la temperatura y presion de los procesos industriales figuran entre los
factores fisicos que suelen ser determinantes para el grado de exposicion a solventes,
metales y otras sustancias en el medio de trabajo.

Interaccion biolégica

Para una buena evaluacion de exposiciones laborales mixtas es necesario poseer
conocimiento suficiente acerca de los mecanismos y tipos de interacciones que
ocurren en el organismo expuesto. Por experiencias experimentales en animales o
in vitro, asi como por observaciones hechas en el hombre, se sabe que en la mayoria
de las interacciones bioldgicas importantes conocidas parece intervenir un nimero
limitado de mecanismos, que han sido bien descritos y demostrados en los estudios
farmacologicos relacionados con las interacciones entre medicamentos:

— Interferencia con la absorcion. En general, las sustancias toxicas pueden ingre-
sar al organismo mediante tres vias principales: tracto respiratorio, piel y tracto
gastrointestinal. Las dos primeras vias son las mas importantes en el medio de
trabajo. La absorcion, a través de las membranas bioldgicas, esta determinada
por determinadas propiedades fisicoquimicas de los compuestos en cuestion
y los productos quimicos que actian uno sobre los otros durante la fase de ab-
sorcion, pueden provocar aumento o reduccion en la proporcion de la cantidad
de sustancia absorbida.

— Interferencia con la distribucion. Las sustancias quimicas absorbidas se dis-
tribuyen entre los distintos tejidos, segun un proceso determinado por varios
factores:

* El flujo sanguineo de cada tejido.
* La masa de cada uno de ellos.
* La afinidad especifica del tejido por el producto en cuestion.

Los cuerpos quimicos se ligan a los tejidos, a las proteinas plasmaticas y a los
receptores de una forma reversible, y la relaciéon entre producto libre y ligando en
cada uno de esos lugares dependera de las propiedades del producto quimico, asf
como de la presencia de otras sustancias; un producto quimico puede influir sobre la
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distribucion de otro y, por consiguiente, alterar la concentracion del compuesto activo
en el punto de accion.

— Alteraciones en la biotransformacién. Las sustancias quimicas extrafias al
ingresar al organismo sufren determinadas biotranformaciones mediante
diversos mecanismos (oxidativos, reductivos y conjugadores). De estas bio-
transformaciones resultan metabolitos de distintas polaridades y por tanto de
diferente grado de eliminacién y de igual, menor o mayor toxicidad. Numerosos
agentes quimicos actuan sobre sistemas enzimaticos que intervienen en la
biotransformacién, provocando efectos de estimulacion e induccién o de inhi-
bicion de la actividad enzimatica.

— Interacciones en el punto receptor. El efecto final de un agente quimico puede
ser asimismo modificado por otro que compita por el punto receptor o que
altere ese receptor.

— Interferencias con la eliminacion. Las sustancias quimicas se eliminan del or-
ganismo mediante su metabolismos y excrecion, sobre todo a través de la ori-
na, la bilis y el aire espirado. La excrecion renal se considera mas significativa y
en ella intervienen tres mecanismos principales:

* Filtracion molecular.
* Reabsorcion.
* Secrecion tubular activa.

Pueden producirse interacciones cuando las sustancias quimicas excedan la capa-
cidad de transporte tubular, que es un proceso activo, es decir, que consume energia.

Las modificaciones de pH urinario también suelen influir sobre el aclaramiento
renal de algunas sustancias quimicas. Las bases organicas débiles se excretan con
mayor rapidez, si se acidifica la orina, y, por el contrario, el aclaramiento de los &acidos
organicos débiles es mayor con una orina alcalinizada. Este principio se ha utilizado
en para el tratamiento de los envenamientos agudos.

Interacciones entre agentes quimicos y fisicos

Los cambios en las condiciones fisicas pueden influir en el efecto que en ultimo
término tenga la exposicion de agentes quimicos.

Aumento de la temperatura

En el medio de trabajo puede repercutir sobre la cantidad de sustancias quimicas
que penetra, ya que aumenta sus concentraciones en el aire y, ademas, puede incre-
mentarse el ritmo de ventilacion pulmonar que es una causa de mayor absorcion.

El aumento de la velocidad circulatoria que acompafia el estrés por calor es otro
factor que facilita la absorcion, a través de un aumento del flujo de la sangre hacia
los capilares alveolares.
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Las variaciones de temperatura ambiental pueden influir sobre el equilibrio neu-
rohormonal.

Caracteristicas personales del individuo expuesto

Las caracteristicas personales propias, que hacen diferente un individuo de otro,
pueden influir mucho en la reaccion del hombre a exposiciones breves o prolongadas
de uno o varios agentes en el medio de trabajo:

— Factores genéticos. Se considera que algunas variaciones genotipicas son im-
portantes en la higiene ocupacional. Se ha demostrado que una combinacion
de variacién genética y exposicion laboral puede influir de manera adversa so-
bre la salud de los trabajadores, un ejemplo es el grado de sensibilidad diferen-
te ante la exposicion de plaguicidas anticolinesterasicas, la mayor sensibilidad
en este caso se ha relacionado con la presencia de enzimas que poseen menor
capacidad inactivadora, por consiguiente, tales sujetos elevan de forma signifi-
cativa su riesgo al exponerse a sustancias anticolinesterasicas.

— Estado de salud. Antes de ocupar determinado puesto de trabajo, la persona
debe ser sometida a exdmenes que aseguren que esta apto para desempefiar
su empleo, sin el riesgo de acelerar o agravar un proceso de enfermedad ya
existente. Es importante que el especialista vinculado con la salud del trabaja-
dor tenga un conocimiento de las enfermedades agudas y crénicas de impor-
tancia sanitaria, que ocurren con mayor frecuencia entre los trabajadores, con
el fin de evaluar posible interaccidn entre estas enfermedades y las condicio-
nes de exposicion propias del lugar de trabajo. Entre las enfermedades mas
importantes por la frecuencia con que se presentan se encuentran:

* Enfermedades parasitarias.

* Enfermedades respiratorias agudas y cronicas.

* Virosis, especialmente hepatitis.

* Cancer.

* Diabetes sacarina y trastornos reumaticos cronicos.
* Trastornos mentales y convulsiones.

— Estado nutricional. Una dieta bien equilibrada contribuye a proteger al orga-
nismo de forma general contra los efectos nocivos de sustancias toxicas. En
ocasiones estas exposiciones laborales requieren suplementos alimentarios
o dietas que se les proporciona al trabajador durante la jornada laboral. Se ha
demostrado que la inanicion o la malnutricion pueden aumentar la vulnerabi-
lidad a diversos riesgos profesionales, ya que algunas carencias dietéticas en
aminoacidos, vitaminas o minerales pueden influir de manera negativa sobre la
salud aumentando la toxicidad de compuestos extrafios.
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— Tratamiento medicamentoso. Algunos medicamentos pueden ser peligrosos
cuando se administran en las dosis habituales a trabajadores que, ademas, es-
tan expuestos en su ambiente laboral a agentes quimicos farmacoldgicamente
activos. En estudios hechos en animales de experimentacion se ha observado
la activacion del sistema enzimatico microsomal y, por consiguiente, la acti-
vacion de los procesos de biotransformacion debido a ciertos medicamentos,
como sedantes y anticonvulsivos. Es evidente la necesidad de mantener una
observacion clinica constante sobre todo trabajador que ingiera medicamentos.

— Consumo de alcohol y habito de fumar. El habito de fumar cigarrillos poten-
cia las alteraciones producidas por exposicion a polvos. En relacion con los
efectos combinados producto de las interacciones entre el habito de fumary
diversos riesgos laborales, se plantea la aparicion de cancer de pulmon e insu-
ficiencia respiratoria temprana en trabajadores expuestos a polvos de algodén,
silice y amianto.
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Capitulo 5

Aspectos generales de la mutagénesis,
carcinogénesis, teratogénesis

Conelincremento del uso de sustancias quimicas en las Ultimas décadas, principal-
mente combustibles y plasticos sintéticos, ha crecido también el riesgo por exposicion
a estos elementos. La evaluacion cuantitativa del impacto sobre la salud se hace muy
dificil si se considera que no existe exposicion aislada a una sola sustancia quimica,
sino que esta se coinvierte en una exposicion simultdnea a varios agentes (fisicos,
quimicos, bioldgicos). Aun asi, es posible reconocer rdpidamente los efectos agudos
sobre el organismo humano vy, por tanto, tomar las medidas necesarias para minimi-
zar el riesgo. Sin embargo, los efectos a largo plazo por la exposicion a sustancias
quimicas son mas dificiles de describir.

El material genético celular es muy susceptible de sufrir dafios debido a la accion
de una amplia gama de agentes fisicos y quimicos en el ambiente. Aunque en el
organismo humano es posible encontrar mecanismos de restauracion que contra-
rrestan los efectos nocivos de las sustancias quimicas sobre el DNA celular, estos
no son efectivos para las lesiones que suceden. Los cambios en el DNA, que resultan
permanentes, se copian en el material hereditario de las células hijas, por lo cual se
convierten en heredables. Estos cambios llamados mutaciones alteran la secuencia
de bases nitrogenadas del material nuclear, tanto en las células somaticas como
en las germinales, lo cual conduce a una amplia gama de fendmenos traducidos en
alteraciones del estado de salud del individuo.

La accion nociva de las sustancias quimicas, sobre el material genético celular, se
diferencia significativamente del efecto sobre otros sistemas celulares. Las mutaciones
a este nivel se manifiestan como alteraciones de la capacidad reproductiva (abortos
espontaneos, infertilidad, defectos al nacer) y cdncer. Como se puede advertir, este
tipo de efecto nocivo solo se detecta luego de un periodo relativamente prolongado,
con referencia al momento en que se produjo la exposicion. Casi siempre, si no existen
reportes de casos similares, hasta que el fendmeno no ocurre, es imposible desviar la
atencion hacia el posible agente causal, por lo cual este puede permanecer indetecta-
ble. En ocasiones, las consecuencias de exposicion a mutagenos no son observables
hasta la generacién posterior y luego de un largo periodo de latencia, como es el caso
de algunos tipos de cancer.

En afios recientes se ha concedido gran importancia al incremento en la ocurrencia
de mutaciones somaticas y germinales debido a la exposicion a sustancias quimicas.



Las mutaciones somaticas, tanto génicas como cromosémicas, no se transmiten a la
descendencia del individuo expuesto, sin embargo, un incremento en la frecuencia de
estas mutaciones puede contribuir al incremento en la incidencia de otras enferme-
dades, por ejemplo, el cdncer. En cuanto a la frecuencia de mutaciones germinales,
ya sean génicas como cromosomicas, sf contribuyen a la herencia de defectos en los
hijos de individuos expuestos a agentes mutagénicos.

Mecanismos de accion

Se ha demostrado que los mutégenos y carcindgenos quimicos se unen por
enlace covalente o no covalente a las macromoléculas celulares, como DNA, RNA y
proteinas. Algunos mutagenos y carcindbgenos pueden reaccionar directamente con
los acidos nucleicos, como aldehidos, nitrosaminas, hidracinas, haloésteres, ésteres
de 4cido fosférico, epdxidos, etc. Otros como tetracloruro de carbono, cloruro de vi-
nilo, tricloroetileno, benceno, estireno y muchos mas, requieren un proceso previo de
bioactivacién, por lo que se dice que su accién es indirecta.

Existen diferencias entre mutdgenos, teratdgenos y carcindgenos. Mientras que
la carcinogénesis puede ser causada principalmente por sustancias quimicas que
se unen de forma covalente con el DNA, la mutagénesis y la carcinogénesis pueden,
adicionalmente, ocurrir por interaccién no covalente. Las mutaciones y malformacio-
nes suelen ser causadas por sustancias que interfieren la replicacion del DNA, tales
como analogos de base e inhibidores del huso mitético, aunque las Ultimas pueden
ocurrir de igual modo por efectos que ejercen sustancias quimicas, como citotoxinas,
inhibidores enzimaticos, en mecanismos que no involucran la replicacion del DNA.

Métodos de deteccion de daios genéticos

La genética toxicoldgica surge a mediado de los afios 60, su mayor auge ocurrio
a partir de los afios 80. Esta ciencia se sustenta en la utilizacién de métodos que per-
miten la deteccidn de efectos nocivos sobre el material hereditario y en organismos
con diferentes niveles de organizacion celular (animales, humanos, bacterias, insectos,
plantas). De esta forma muchos tests se han desarrollado con la finalidad de identi-
ficar los agentes, tanto en poblaciones humanas como en estudios experimentales.

En su aplicacion al campo de la Salud Ocupacional, la genética toxicoldgica es una
herramienta muy necesaria en la prevencion de aquellas afecciones que, por tener un
efecto a largo plazo, no dejan de ser preocupantes. Los métodos cortos son mas usa-
dos, que en breve espacio de tiempo permiten obtener una vision general del riesgo por
exposicion a determinadas sustancias sospechosamente mutagénicas o con efectos
desconocidos. Estos métodos se utilizan tanto para evaluar efectos en el individuo
como para caracterizar las condiciones de exposicion en un ambiente determinado.
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Métodos de deteccion de dafios genéticos en poblaciones con riesgo

El desarrollo de una estrategia para el monitoreo genético en poblaciones con
riesgo, radica en el uso de pruebas de laboratorio; su utilidad para la deteccion de
contaminantes ambientales con propiedades mutagénicas se corrobora con su empleo
conjunto de estudios epidemioldgicos y experimentales.

En el disefio de este tipo de estudios deben ser consideradas condiciones impor-
tantes, por ejemplo, los resultados deben ser interpretados en conjunto; las respuestas
individuales a una misma exposicion pueden diferir de manera sustancial debido a
factores intrinsecos como: caracteristicas metabdlicas y variaciones en los mecanis-
mos de replicacion y reparacion del DNA, estado nutricional, estado de salud, habitos
téxicos, edad y sexo.

Para realizar una asociacién significativa entre un dafio genético observado y
un agente especifico o una exposicion ambiental combinada, los grupos deben ser
cuidadosamente identificados. Mientras sea posible, debe evaluarse de forma cuan-
titativa el ambiente para identificar el agente nocivo y determinar su concentracion
al momento del estudio. Los factores de confusién ambientales y las caracteristicas
individuales intragrupo deben ser controlados, asi como se realizara una comparacion
intergrupos con un grupo control comparable para todas las variables, menos las del
factor de interés.

El monitoreo genético humano se utiliza expuesto a mezclas complejas; en estas
circunstancias, la reconstruccion de las condiciones ambientales que se debe evaluar
resultaimposible o muy dificultosa a niveles experimentales. Los efectos que provocan
en el ser humano las interacciones entre diversos agentes no son reproducibles en
animales o sistemas in vitro. Solo examinando directamente la poblacion expuesta
pueden obtenerse datos bien documentados del riesgo genético.

Los métodos mas utilizados en la evaluacion genética en poblaciones con riesgo son:

— Estudios citogenéticos:

* Aberraciones cromosomicas.
* Intercambio entre cromatidas hermanas.
* Micronucleos.
— Andlisis de la morfologia del espermatozoide.

Estudios citogenéticos

Aberraciones cromosoémicas. El andlisis de aberraciones cromosémicas, tanto
numéricas como estructurales en linfocitos de sangre periférica, es un método muy
utilizado en el monitoreo de poblaciones expuestas para la deteccion de efectos ge-
notoxicos. Las aberraciones cromosomicas son alteraciones en la estructura del DNA,
que se producen por la accion de clastdgenos (agentes con capacidad de romper la
cadena de DNA); luego de este fendmeno, la estructura del cromosoma queda alterada.
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La aparicion de aberraciones cromosomicas es directamente proporcional a la
capacidad clastogénica del compuesto quimico.

El método en cuestion consiste en el cultivo de sangre humana estimulada con
un mitdgeno capaz de inducir la replicacion celular in vitro. Al cabo de un periodo de
cultivo de 48 h, se detiene artificialmente la division celular en la etapa de metafase,
se realiza el procesamiento hipotonico de las células y se visualizan los cromosomas
bajo una tincion adecuada.

Existen varios tipos de aberraciones cromosomicas:

— Estructurales. Delecion (pérdida de un fragmento de cromosoma); duplica-
cion (presencia de un fragmento adicional de cromosoma); inversion (frag-
mentacion de un cromosoma por dos roturas, seguida de una reconstitucion
invertida); traslocacion (transferencia de parte de un cromosoma a otro no
homdlogo).

— Numeéricas. En relacion con las aberraciones cromosémicas numeéricas, se
producen debido a fallos en el proceso de divisién celular, donde por efecto
de disyuncion los cromosomas no se separan adecuadamente y pueden per-
derse o incluirse algunos de ellos en las células hijas, de manera que se altera
la férmula cromosodmica normal (humanos: 2n = 46 XY).

Las aberraciones cromosomicas numéricas se clasifican como:

— Aneuploidia. Cuando el nimero de cromosomas no es multiplo exacto de n.,
ejemplo, sindrome de Down (46 XY + 1).

— Euploidia. Cuando el nimero de cromosomas es multiplo exacto de n.

Importancia bioldgica de las aberraciones cromosdmicas. Los dafios cromoso-
micos visibles en una muestra tomada de un individuo expuesto son indicio de la
exposicion a agentes clastogénicos, y esta observacion sugiere que tales alteraciones
del material genético en las células analizadas pueden haber sucedido en células
de otros tejidos. Estos cambios son el reflejo de los efectos directos ocurridos en
el DNA cromosomal, lo cual se traduce en cambios heredables de las sucesivas
replicaciones, por lo que estas aberraciones tienen elevada probabilidad de ser
transmitidas a las células hijas.

Intercambio entre cromatidas hermanas. El entrecruzamiento entre cromatidas
hermanas de un cromosoma es un fenémeno que se detecta después de una técnica
en la cual el cultivo se deja entre 68'y 72 h, periodo en que se completan dos ciclos ce-
lulares en presencia de BrdU (5-bromo, 2-desoxiuridina), elemento andlogo de la timina
y susceptible a determinado tipo de tincién reveladora con la cual se destacan, en la
estructura del cromosoma, las areas que han sido intercambiadas. Desde el punto de
vista fisico, este fendmeno representa la ruptura, el intercambio y el reordenamiento

36_Toxicologia Ocupacional



de fragmentos cromosdmicos entre ambas cromatidas de un cromosoma, y también
se producen por la accion de agentes clastogenicos.

Micronucleos. Como su nombre lo indica, son pequefios nucleos resultantes
de fragmentos cromosémicos acéntricos o cromosomas completos que se pierden
del nucleo de la célula hija por efectos de no disyuncion. Los agentes que inducen la
aparicion de micronucleos pueden ser tanto clastogénicos como inhibidores del huso
mitotico, que afectan el mecanismo normal de segregacion cromosémica durante la
division celular.

Aungue el método de deteccion de micronucleos contempla la utilizacion de médula
6sea, es posible también encontrar este efecto en otros tipos de muestras bioldgicas
como orina, esputo y raspado de mucosa oral, en las cuales aparecen células prove-
nientes de vejiga, pulmones y cavidad bucal, respectivamente.

De manera general los métodos citogenéticos son una herramienta muy socorrida
para el monitoreo humano expuesto a mutagenos quimicos. Aunque la capacidad
para realizar un prondstico exacto, a partir de un hallazgo de efectos citogenéticos
por exposicion a sustancias quimicas, acerca de las posibles consecuencias para la
salud del individuo, si puede considerarse como un signo de alerta.

Anadlisis de la morfologia del espermatozoide

El semen es una fuente importante de informacion en cualquier evaluacion de
impacto mutagénico en la exposicion humana; en él pueden desarrollarse diferentes
métodos para la deteccion de dafios genotoxicos.

Uno de los procedimientos utilizados es el andlisis de la morfologia del esper-
matozoide. Se ha encontrado que, en exposicion a diferentes tipos de agentes se
produce un ndmero elevado de espermatozoides aberrantes con morfologias atipicas.
La cabeza del espermatozoide, en cualquier especie animal, presenta una forma
definida para cada una de ellas, la que esta controlada genéticamente. Cualquier
accion genotdxica sobre el DNA de las células primordiales (espermatocitos primarios
y espermatogonias) puede ocasionar la degeneracion de la linea celular, que, como
resultado se obtienen las formas aberrantes.

Importancia del monitoreo biolégico en genotoxicologia

El monitoreo bioldgico se utiliza como método de evaluacion del dafio genoté-
xico debido a los efectos de la exposicion ocupacional. El objetivo del monitoreo es
la prevencion de efectos toxicos irreversibles, toda vez que se asumen tales efectos
como etapas tempranas de latencia prolongada, previo al desarrollo de la afeccion.

Existen muchos métodos experimentales para detectar y estimar el riesgo poten-
cial de las sustancias quimicas; los cuales permiten conocer el potencial toxico de un
agente, pero no define qué ocurre en la exposicion humana. En este aspecto desempefian
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un papel decisivo los estudios epidemioldgicos para buscar la incidencia excesiva
de algunos problemas de salud como el cancer, las malformaciones congénitas, los
abortos espontaneos. Pero el periodo de latencia en la aparicion de tales trastornos
y la complejidad de tipificar el ambiente contaminado, con frecuencia hace imposible
completar la informacién sobre exposiciones pasadas; ademas, la sobreexposicién
a sustancias genotoxicas puede ser solo detectada, estudiando poblaciones relativa-
mente grandes. Asimismo, los estudios epidemiolégicos describen los eventos en la
poblacion una vez aparecidos los efectos, lo que conduce a la utilizacién de andlisis
de fluidos bioldgicos en humanos expuestos a sustancias mutagénicas, como Unica
forma para detectar afecciones en etapas tempranas.
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Capitulo 6

Aspectos generales de la inmunotoxicologia

La inmunotoxicologia es un area bastante joven. Hasta hace poco tiempo los
inmunotoxicologos se interesaban mucho por la inmunosupresion, pero poco en los
demads aspectos. Varias regulaciones acerca de la evaluacion inmunotoxicolégica de
los nuevos productos farmacéuticos fueron publicadas recientemente, aunque aun
no cubren todos los aspectos de manera adecuada, por lo que se puede predecir que
ocurriran evoluciones significativas en los préximos afios.

Efectos inmunotoxicos

Se identifican cuatro categorias de efectos inmunotoéxicos, cada una de ellas esta
asociada con diferentes consecuencias clinicas (riesgos), las cuales necesitan distintas
estrategias de evaluacion; estas categorias son:

Inmunosupresion.

Inmunoestimulacion.
Hipersensibilidad.
Autoinmunidad.

La inmensa mayoria de las enfermedades de causa desconocida hasta ahora, asi
como las de tipo degenerativo, son secundarias a procesos autoinmunes (esclerosis
en placas).

Un porcentaje muy elevado de las alergias y enfermedades degenerativas (base
autoinmune) existentes en nuestro medio son fruto de los dafios ocasionados en el
sistema inmunoldgico por tdxicos medioambientales perfectamente identificados y
caracterizados.

Todo toxico es capaz de provocar, si interacciona con el sistema inmunolégico de
forma suficientemente intensa (concentracion) y/o prolongada (tiempo de exposicion),
dafios en el sistema inmunoldgico que llevaran al desarrollo (inmediato o mediato) de
trastornos en la homeostasis y, por tanto, en la salud del individuo, de forma clinica
y de manera analitica.

Los dafios que tales toxicos provocan en el sistema inmunitario pueden ser:

— Absolutamente inespecificos. Ligados a cuadros clinicos variables e indefini-

dos (lupus eritematoso sistémico de origen medicamentoso o toxico en general).

— Extremadamente especificos. Hasta el punto de ser absolutamente caracteris-

ticos de la exposicion a ese toxico, delimitando entonces un sindrome clinico o
analitico altamente definido y constante (saturnismo o intoxicacién por plomo).



Datos y verificaciones experimentales mas importantes
de la inmunotoxicologia. Estresantes inmunoldgicos

Fuentes potenciales y frecuentes de los diversos estresantes inmunolégicos para
los humanos, en mayor o menor medida, son las siguientes: las contaminaciones
ambientales, ocupacionales y “sociales”; las condiciones y habitos de vida, y las inter-
venciones terapéuticas.

Los estresantes inmunolégicos se definen como aquellos estimulos externos que
potencialmente pueden generar respuestas celulares y reacciones metabolicas del
sistema inmunoldégico. Tienen diferentes origenes, por lo que se denominan estresantes
quimicos, fisicos, bioldgicos, mentales y nutricionales.

Entre los xenobidticos que poseen actividad inmunotdxica se citan los siguientes:

— Metales como: Pb, Cd, Hg, Cr, Be, As.

— Organotinas utilizadas como: estabilizantes de plasticos, biocidas de maderas
y papel como: Di-N-butilestafio, Di-N-octilestafio y los derivados del dietilestafio.
Insecticidas organoclorados.

— Insecticidas organofosforados.

— Insecticidas carbamatos.

— Insecticidas piretroides y diversos herbicidas como la atrazina y la trariazina.
Hidrocarburos aromaticos halogenados.

Hidrocarburos poliaromaticos: benzo(a)pireno, 7, 12 diemtilbenzo(a) antraceno.

— Solventes organicos: benceno, tolueno, etc.; nitrosaminas, nitrosamidas y com-
puestos N-nitrosos.

— Micotoxinas como las ochratoxinas y los trichothecenos.

— Drogas de abuso: opidceos, cannabis, etcétera.

Intoxicacion medicamentosa

Efectos inmunolégicos adversos de los farmacos y de otras sustancias quimi-
cas. Algunas drogas que se han eliminado del mercado por su accién inmunotéxica
son:

— Althesin. Anestésico intravenoso, provocaba hipersensibilidad reactiva e 1/1000

de origen seudoalérgico. Se elimind en 1984.
— L-soxicans. Droga antiinflamatoria no esteroidea, provocaba trastornos dérmi-
cos e incluso hemdlisis. Se elimind en 1985.

— Nomifensine. Antidepresivo, causé anemia hemolitica en 50 pacientes, asi

como hemoalisis.

— Practolol. Betabloqueador cardioselectivo, causaba enfermedad escleroder-

ma-like o sindrome “oculocutaneo”. Fue retirado en 1975.
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— Zimeldina. Antidepresivo. Entre el 1y 2 % de los enfermos tratados con este
medicamento, experimentaba reacciones febriles, dolor muscular y aumento
de las transaminasas séricas.

— Zomepirae. Antiinflamatorio no esteroide. Su administracion provocaba en al-
gunos pacientes reacciones de hipersensibilidad, en ocasiones letal, asi como
urticaria, prurito, hipotension, rash maculopapular, fiebre, linfadenopatias e
incluso shock anafilactico.

Se han descrito propiedades inmunotoxicas en todas y cada una de los medica-

mentos de los grupos siguientes:

— Antibioticos, antivirales, antimicéticos y antiparasitarios; tranquilizantes, antisi-
coticos, antiepilépticos, antiparkinsonianos y anestésicos.

— Antihipertensivos, antianginosos y antiarritmicos, medicamentos gastrointes-
tinales, antidiabéticos, antitiroideos y hormonas sexuales, incluso los contra-
ceptivos orales.

— Antialérgicos, broncodilatadores.

— Anticoagulantes, expansores del plasma.

— Factores de la coagulacion e inhibidores de la agregacion plaquetaria.

— Antiinflamatorios no esteroideos, corticosteroides, antiartriticos y medicamen-
tos para la gota.

— Medicamentos inmunosupresoras e inmunomoduladoras como las antitumo-
rales y los medicamentos para evitar el rechazo de trasplantes.

Sustancias quimicas con propiedades inmunotoxicas

Constituidas por metales pesados, pesticidas, hidrocarburos alifaticos y aroma-
ticos, alcoholes, fenoles y derivados, contaminantes del aire que incluyen los gases
producidos por diferentes motores, diéxido de nitrégeno, ozono, dcido sulfurico y en
los aditivos y preservativos de alimentos.
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Capitulo 7

Monitoreo biolégico

La exposicion ambiental profesional a sustancias nocivas puede condicionar la
aparicion de determinados cambios significativos en la fisiologia normal del organis-
mo cuando no se toman a tiempo las medidas de seguridad adecuadas debido a un
puesto de trabajo donde existe riesgo.

Para el caso particular de la deteccion de efectos bioldgicos precoces se ha propuesto
la definicién de monitoreo bioldgico de efectos, que es la medicion de un cambio bioguimi-
co reversible causado por la absorcion de una sustancia nociva, cuyo grado no alcance la
magnitud de aquellos cambios asociados con un conocido efecto anormal irreversible.
El de exposicion comprende, tanto las mediciones que se realicen para determinar
los niveles de exposicion ambiental, como las relativas a la deteccion de los primeros
cambios bioguimicos reversibles ocurridos en el organismo de los sujetos expuestos.
Tiene como propdsito contribuir a prevenir efectos de salud inducidos por la exposicion
a las sustancias quimicas, estableciendo de esta manera las bases para la evaluacién
de la entrada de los agentes tdxicos al organismo y del riesgo relativo.

Monitoreo biolégico de exposicion

Puede contribuir en gran medida a establecer criterios de prevencion de enfer-
medades profesionales causadas por factores quimicos del ambiente laboral. Puede
definirse como la medicién o evaluacion repetitiva y/o sistematica de agentes quimicos,
sus metabolitos o productos de su accion en tejidos, secreciones, excreciones, aire
exhalado o cualquier combinacién de estos, para evaluar la exposicion o riesgo a la
salud, adoptando en la comparacién una referencia apropiada (American Conference
of Govemmental Industrial Hygienistis [ACGIH], National Institute of Occupational
and Safety Health [NIOSH], Occupational Safety and Health Administration [OSHA]).

Las definiciones de monitoreo bioldgico y vigilancia de salud son componentes
separados de un proceso continuo, que va desde la identificacion y cuantificacion
de los agentes nocivos y sus metabolitos en el organismo hasta la deteccion de una
enfermedad temprana.

Biomarcadores

El término biomarcador abarca las mediciones que puedan reflejar la interaccion
entre el sistema bioldgico humano y un agente potencialmente nocivo, ya sea, quimico,
fisico o bioldgico.



Existen 3 clases de biomarcadores quimicos: de exposicion, de efecto y de
susceptibilidad.

Biomarcador de exposicién. Sustancias exdgenas o sus metabolitos, o los pro-
ductos de interaccion entre el agente externo y algunas moléculas blancas o células
que se miden dentro de un compartimiento en el organismo; reflejan la distribucién de
la sustancia quimica o de sus metabolitos a través del organismo. Intenta estimar la
dosis interna sobre la base del conocimiento, del destino de la sustancia quimica en el
organismo, pero en dependencia de esta y del parametro bioldgico analizado. El término
dosis interna puede cubrir diferentes conceptos: el que puede significar la cantidad de
sustancia quimica recientemente absorbida o durante los dias precedentes o meses,
si esta tiene una vida media bioldgica larga; también significa la cantidad de sustancia
quimica almacenada en uno o varios compartimientos corporales, o en todo el cuerpo.

Biomarcadores de efecto. Son la medida de una alteracién bioquimica, fisioldgica,
del compartimiento o cualquier otra en un organismo que, segun la magnitud, puede
ser reconocido como asociado a una alteracion establecida o posible de la salud o
enfermedad. Existen distintos tipos: hematoldgicos, de nefrotoxicidad, de hepatoxi-
cidad, de inmunotoxicidad, toxicidad pulmonar, del desarrollo y la reproduccion, de
neurotoxicidad, entre otros. Para utilizarlos se requieren conocimientos del mecanismo
de accion de la sustancia quimica en estudio; entre ellos, por ejemplo, se encuentran
la determinacion de la enzima de colinesterasa (neurotoxicidad), para el caso de la
exposicion a plaguicidas organofosforados y algunos carbamatos, y la determinacion
del &cido delta aminolevulinico dehidrasa en eritrocitos y la zincprotoporfirina (hema-
tolégicos), ambos para la exposicién al plomo.

Biomarcadores de susceptibilidad. Indican la capacidad inherente o adquirida de
un organismo para responder a un reto de exposicion a una sustancia quimica externa.
Pueden reflejar los factores genéticos o adquiridos que influyen en la respuesta a la
exposicion. Estos biomarcadores estan influidos por factores externos como la edad, la
dietay el estado de salud, por ejemplo, entre los genéticos se encuentran los fenotipos
aciladores (en el caso de aminas aromaticas), la inducibilidad de la arilhidrocarbono
hidroxilasa para hidrocarburos policiclicos aromaticos y la deficiencia del IgA para los
irritantes respiratorios. Los adquiridos (antigenos-anticuerpos especificos) se aplican
en el caso de polvos de algoddn y el tolueno disocianato, entre otros.

Medios biolégicos de analisis

Se prefiere analizar los medios donde se puedan obtener las muestras de manera
mas facil, invadiendo el organismo lo menos posible. Se elige el medio en el que se
encuentre la especie quimica relevante mas facil de analizar. Los medios mas comun-
mente analizados son la orina, la sangre y el cabello.
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Orina. En este medio se encuentran los xenobidticos y/o sus productos de excre-
cion que sean solubles en agua. El muestreo es muy sencillo, no requiere de procedi-
mientos invasivos ni de personal especializado; como la orina es una solucion acuosa
homogénea es muy facil estimar la recuperacion del analizando. Los cambios en el
flujo y la composicion de la orina influyen sobre la concentracion de las sustancias
en este medio y, por lo tanto, los resultados se deben corregir segun estos factores.

Sangre. Esta en equilibrio con todos los érganos del cuerpo y, por lo que es el me-
dio que mejor refleja la exposicion de los diferentes érganos en un momento dado. El
factor que mas afecta la representatividad de los resultados del muestreo de sangre es
la distribucion del toxico entre el plasma y las células, que puede variar con el periodo
de exposicion y el lapso transcurrido desde que sucedio.

Como se vera mas adelante, la distribucién depende de las propiedades fisico-
quimicas del compuesto. Los liposolubles normalmente se encuentran en las células
y los compuestos ionizados en el plasma. En cada uno de estos compartimentos el
compuesto se puede encontrar libre 0 asociado a diferentes ligandos como proteinas,
cloruros, glutation.

El muestreo de la sangre requiere entrenamiento especializado y se deben tener
los cuidados siguientes:

— No contaminar la muestra con la aguja o con el recipiente.

— Seleccionar procedimientos de muestreo y preparacion que no afecten los re-
sultados, por ejemplo, si se usa EDTA como anticoagulante, no se podra hacer
la determinacion del nivel de plomo plasmatico. La concentracion de plomo
gue se determine en una muestra preparada en esta forma sera un valor mas
alto que el real, debido a que el EDTA redistribuye el ion al provocar su emigra-
cion de las células al plasma.

— Hacer la determinacion del hematdcrito para estimar la recuperacion del analizando.

Se pueden seleccionar otros medios bioldgicos para tomar muestras, como: aire
exhalado (en la determinacion de alcohol etilico), células exfoliadas de la piel, ufas,
sudor, saliva, hueso y leche materna. El andlisis de leche materna se utiliza principal-
mente para estimar exposiciones de infantes, mas que para estimar concentraciones
corporales en la madre.

Valores de referencia. Como indica la definicion de monitoreo biolégico, se deben
comparar los valores contra una referencia apropiada, por lo que se requiere el valor
de referencia, el cual se define como el nivel del biomarcador en la poblacién general
que no esta expuesta ocupacionalmente. Existen algunas sustancias quimicas que se
encuentran en el organismo de personas no expuestas laboralmente, adquiridas por
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la contaminacion de los alimentos, las aguas y el aire ambiental, como en el caso del
plomo debido al consumo de alimentos enlatados, cuyos recipientes contienen este
compuesto, o la utilizacion de tetraetilo de plomo como antidetonante en la gasoling;
en el caso del arsénico esto ocurre por la contaminacion de aguas y suelos debido
a su presencia natural junto con otros minerales como el oro. También existen otros
biomarcadores, por ejemplo, enzimas u otras sustancias que subsisten como parte
integrante de procesos bioquimicos del organismo, entre ellos el cido delta levulinico
y la colinesterasa.

Los niveles de accion bioldgica son valores permisibles en medios bioldgicos, que
se establecen como orientacion de hasta donde un valor hallado esta en cantidades
que no provoque enfermedad o dafio. La ACGIH y la DFG publican anualmente listas
de estandares de sustancias quimicas o de sus metabolitos, utilizados en el monitoreo
bioldgico y para las cuales existe suficiente informacion sobre la toxicodindmica y
toxicocinética, como para poder establecer estos valores. Se establecen para jornadas
de 8 h diarias, durante 5 dias a la semana, y si se van a utilizar en diferentes tiempos de
jornada, este valor puede ser extrapolado, pero siempre teniendo en cuenta las propie-
dades toxicocinéticas y toxicodindamicas de la sustancia quimica.

El proceso de evaluacion de los riesgos a la salud humana asociados con la
exposicion a sustancias quimicas es multifacético, y en general, los biomarcadores
tienen diferentes usos, como:

— Confirmacion y evaluacion de la exposicion.

Determinacion de causa-efecto y dosis-efecto en la evaluacion del riesgo.
— Diagndsticos preclinico y clinico de intoxicaciones.
Vigilancia epidemioldgica.

— Determinacion de hipersensibilidad individual inherente o adquirida.

En la evaluacion de la exposicion los biomarcadores sirven para:

— Determinar la exposicion individual y grupal.

— Es un complemento del monitoreo ambiental.

— Evalla la exposicion de diversas fuentes.

— Estima lo acumulado en el organismo.

— Verifica la efectividad de medidas y medios de proteccién individual.

Los biomarcadores son medios auxiliares de diagndsticos y como tal contribuyen a:
— La confirmacion del diagndstico de intoxicacion.

— La evaluacion de la efectividad de un tratamiento.

— La evaluacién del prondstico en casos individuales.
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No son todas las sustancias quimicas de exposicion que se les conoce el bioindi-
cador o la sustancia existente en los medios bioldgicos, pues existen dificultades que
no permiten su amplio conocimiento, como:

— Selectividad analitica.

Medios biologicos empleados.

— Limite de deteccion.

— Especificidad del efecto medido relacionado con el riesgo a la salud.
Variabilidad de los niveles bioldgicos.

— Relacion costo-beneficio en el empleo de los biomarcadores.
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Capitulo 8

Riesgo por exposicion a metales, solventes
y plaguicidas

Los metales presentan mas o menos comportamientos generales, pues la mayoria
no sufre biotransformaciones con la formacién de otro compuesto de molécula distinta,
por lo que su concentracion en sangre u orina constituye casi siempre un indicador
muy valido de exposicién presente o pasada; ademas, poseen una vida media bioldgica
mas larga antes de su eliminacion.

En la tabla 8.1 se presenta la evaluacion del resultado de algunos biomarcadores
en el caso de los metales, segun Elinder et al.

Tabla 8.1. Evaluacién del resultado de algunos biomarcadores

Metal Medio bioldgico  Evaluacion Evaluacion del efecto
de la exposicion ala salud
Aluminio Orina ++ ?
Antimonio Sangre e ?
Arsénico inorganico Orina ++ ++
Cadmio Sangre/orina +++ +++
Cobalto Orina ++ ?
Cromo Orina ++ ?
Estano Sangre/orina ? ?
Manganeso inorganico Sangre/orina = ?
Manganeso organico  Orina ++ ?
Metilmercurio Sangre +++ +++
Mercurio metal Sangre/orina +++ +++
Niquel Sangre/orina ++ ?
Plomo inorganico Sangre +++ +++
Plomo organico Orina + ++
Selenio Sangre/orina ? ?
Vanadio Sangre/orina i ?

Leyenda: - No hay relacién. +: Alguna informacion o relacion débil. ++: Existe relacion. +++: Relacion bien
establecida, empleada en forma rutinaria. ?: Relacion desconocida.

Fuente: WHO,1994.



Metales

Aluminio

El aluminio se utiliza ampliamente en la metalurgia, se emplea como sulfato
en el tratamiento de aguas residuales y el 0xido en abrasivos. Se han encontrado
concentraciones elevadas de este metal en la sangre y la orina de fundidores, en los
que producen polvo de aluminio, sulfato de aluminio y corundum, asi como en los
vinculados con su produccién electrolitica. Es un elemento comun que esta presente
en la dieta a bajos niveles, en la ingestion diaria de la comida y en la bebida, se ha
estimado de 1 a 30 mg/dia.

Via de entrada, distribucion, biotransformacion y eliminacion. Se han observado
niveles elevados de aluminio en la sangre y la orina después de la exposicion ocupa-
cional a sus diferentes compuestos, lo cual indica que la absorcién por inhalacién
es importante, aunque en algunos reportes se considera el tamafio de los aerosoles
para estimar la absorcién. En general existen pocos datos cuantitativos. El aluminio se
une a la proteina plasmatica, especialmente la transferrina y la albumina, y una parte
permanece ultrafiltrable, quelada fundamentalmente con el citrato. Se estima que la
cantidad total de aluminio en el organismo es de 30 a 330 mg; la mayoria se acumula
en los huesos y también en los pulmones. La mayor parte del aluminio absorbido se
excreta por la orina y en menor cantidad por las heces.

Los humos de 6xidos de aluminio tienen una vida media de 8 h cuando ocurre una
sola exposicion, se ha notado que en fundidores con exposicién menor que 1 afio, la
vida media es proximo a los 9 dias, mientras que en exposicién mayor que 10 afios es
de 6 meses 0 mas. En los expuestos a escamas de aluminio, la vida media urinaria es
de 5 a 7 semanas, independientemente del tiempo de exposicion precedente, lo cual
indica que el aluminio se almacena en distintos compartimientos del organismo. En
autopsias realizadas se ha observado que su concentracién en el cerebro es 20 veces
mas elevada que el nivel considerado como normal. En personas con enfermedades
renales cronicas la eliminacion se encuentra disminuida y, por tanto, puede existir una
acumulacion en el organismo.

Monitoreo biolégico. La determinacion de aluminio en la orina se considera
especifica y suficientemente sensible, mientras en suero hasta el momento no hay
mucha experiencia.

Toma de muestra y conservacion. Debido a que los tiempos de excrecion dependen
del tiempo de exposicion, la muestra puede tomarse al comienzo de la semana de
trabajo, antes o después del dia de trabajo; se debe analizar en cada caso el tiempo
de exposicion del trabajador.
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Se recoge la orina de una sola miccion en frascos de polietileno, previamente
lavados durante 12 h con acido nitrico al 5 %. Pueden refrigerarse a 4 °C si no se va
a procesar de inmediato, no es necesario utilizar preservativo. El polvo en el lugar
del procesamiento de la muestra es una de las fuentes mayores de contaminacion.

Valores de referencia:

— Aluminio en la orina:

* <50 pg/g de creatinina.
* <3pg/L.

Niveles de accion bioldgica:
— Aluminio en la orina:
* <150 pg/g de creatinina.
* 160 pg/L.

Arsénico

El arsénico es un elemento que esta presente en el ambiente, los suelos y las
aguas; puede existir en forma de compuestos organicos o inorganicos. En la natura-
leza se encuentra unido a muchos minerales, por ejemplo, el oro. En la vida cotidiana
el hombre puede absorber el arsénico mediante varias vias, una de ellas a través del
cigarro contaminado y otra, por el aire ambiental, ya que en las dreas urbanas suelen
existir concentraciones de 0,002 a 0,3 pg/mé.

El agua de beber contiene de forma ordinaria algunos microgramos de arsénico
por litro, debido al contenido de este metal en suelos, que mas tarde contaminan las
aguas. Los vinos y las aguas minerales también pueden contener elevadas concen-
traciones de arsénico.

En los peces marinos se han encontrado concentraciones de arsénico por encima
de 5 mg/kg de peso humedo y en algunos crustaceos alcanza varias decenas de mi-
ligramos por kilogramo, usualmente en forma de arsénico organico. También existen
compuestos organicos de arsénico que se utilizan como plaguicidas, entre ellos el
MSMA (nombre genérico del plaguicida), que se emplea como herbicida.

Via de entrada, distribucion, biotransformacion y eliminacién. Por |a diferencia
existente entre el arsénico organico e inorganico se estudiaran ambos por separado.

Arsénico inorganico. Existe en forma trivalente (As*?) y pentavalente (As*%), ambas
formas se absorben con facilidad después de la ingestién. La absorcion cutanea no
posee gran importancia, es de menor cuantia. El arsénico se une rapidamente a los
eritrocitos y luego se deposita en higado, rifiones, musculos, huesos, piel y pelo.

El As* se une avidamente al grupo sulfidrilo e interfiere con numerosas enzimas,
entre las que se incluyen las involucradas en la respiracion celular, el metabolismo del
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glutatién y la reparacion del ADN; este enlace justifica su presencia en las ufias y el
pelo. El As™y la arsina se convierten en As* in vivo.

La mayoria del As*® que se absorbe, se metaboliza en &cido dimetilarsinico y mo-
nometilarsonico, y se excreta por la orina con una vida media de 10 h. La orina es la
principal via de eliminacion. El arsénico tiene elevada afinidad por la piel y diariamente
se pierden entre 0,1y 0,2 pg a través de la descamacion de la piel normal, también el
cabello es otra via de eliminacion.

Arsénico orgdnico. Penetra al organismo fundamentalmente mediante la via
digestiva (pescado contaminado). Se excreta sin cambio por la orina del 70 al 80 %
en una semana. Hasta el momento no se conocen datos acerca de su distribucion
en el hombre.

Monitoreo bioldgico. En fundidores se ha demostrado una relacion lineal entre la
concentracion de arsénico en el aire de la zona de trabajo y la excrecion de arsénico
y sus metabolitos en la orina. La determinacion de arsénico total en la orina es Util
para confirmar la exposicidn reciente, tanto por via digestiva por productos marinos
(arsénico orgénico), como el arsénico inorganico. En el caso de exposicion al arsénico
inorganico se puede determinar el acido dimetilarsinico y monometilarsonico en la
orina. En la exposicion al arsénico trioxido, la muestra de orina representa la exposicion
de los ultimos dias.

Los niveles de arsénico en la sangre pueden indicar exposicion, pero solo durante
un periodo breve después de la absorcion, ya que este se elimina rapidamente en el
hombre. Este valor no se correlaciona de manera satisfactoria con el dafio ni con la
exposicion, por lo que no es valido como indicador.

El cabelloy las ufias pueden ser Utiles para detectar la absorcion por via digestiva,
pero en la salud ocupacional se utilizan poco, debido a que ambos medios reciben
contaminacion externa, y en el procedimiento analitico es muy dificil detectar solo la
concentracion interna.

Toma de la muestra y conservacién. Se toma la muestra de orina al finalizar la
semana y la jornada de trabajo; se colecta en frascos de polietileno, previamente la-
vados con solucion de acido nitrico al 20 % durante 12 h. No se necesita preservante,
pero el frasco debe llenarse por completo para prever la oxidacién del As™ y As™. Se
debe mantener en refrigeracion a 4 °C y analizarse preferentemente dentro de pocas
horas, si es necesario mantenerlo mas tiempo, debe almacenarse en congelacion.

Se ha reportado que la muestra de orina tiene una pérdida de arsénico del 15 %
debido al deposito o adsorcion de las paredes durante 3 dias a temperatura ambiente.
Se prohibe comer alimentos marinos 48 h antes de tomar la muestra.

Valores de referencia:

— Arsénico inorgdnico en la orina (final de la semana):

* 10-50 pg/L.
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* <35 pg/L.

* 10 pg/g de creatinina.

* <20 pg/g de creatinina.
— Arsénico total en la orina:

* <40 pg/g de creatinina.

* <100 pg/g de creatinina.

* <150 pg/g de creatinina.
— Arsénico en la sangre:

* 1,525 pg/L.

* 0,2mg/L.
— Arsénico en el cabello:

* <1 mg/kg.

* <71 pg/g peso seco.

Niveles de accion bioldgica:
— Arsénico inorgdnico en la orina:
* 100-300 pg/L.
* <130 pg/g de creatinina.
* Threshold limit value (TLV):<50 pg/mq.
* 50 pg/g de creatinina.
— Arsénico total en la orina:
* <100 pg/L.
* 600 pg/L.

Cadmio

En la naturaleza existe en bajas concentraciones junto con el zinc en forma de
depdsitos de sulfuros, pero la actividad humana ha provocado la contaminacién con
cadmio en todos los continentes. En dreas remotas (no habitadas) se ha encontrado
una concentracion de cadmio en el aire menor que 1 ng/me. En el agua de océanos
abiertos la concentracion varia entre 0,02 y 0,1 pg/L. En los suelos y las rocas la
concentracion tiene un rango amplio, en los suelos puede estar entre 0,17 y T mg/kg.
En ocasiones se han encontrado concentraciones en vegetales, frutas y granos entre
0,01y 0,7 mg/kg.

Laingestion diaria en la dieta va a estar en dependencia de los habitos alimentarios
de cada persona. Para los fumadores existe una fuente adicional, pues se inhala por
un solo cigarrillo de 0,1 a 0,2 pug de cadmio.

Via de entrada, distribucion, biotransformacién y eliminacion. La piel no es una
via de entrada importante. El hombre absorbe del 3 al 7 % del cadmio ingerido. Después
de lainhalacion de cadmio respirable la absorcién es considerablemente mas elevada,
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en el rango del 10 al 60 %. Una vez en el organismo se transporta por la sangre al
higado, donde se sintetiza la metalotioneina, proteina que se liga al cadmio y al zinc.
Esta proteina sirve como detoxificante que enlaza el cadmio, y se prevé que los iones
libres puedan alterar la funcién normal celular, lo cual es la causa de la pronunciada
acumulacion de cadmio en el higado y los rifiones; estos drganos juntos contienen la
mitad de la carga corporal de cadmio.

La concentracion en la corteza renal es cerca de 10 veces mayor que la del higado y
cerca de 10 000 veces mas elevada que la de la sangre total. Los rifiones se consideran
el organo critico y se estima que el 10 % de la poblacién humana sufrira dafios en ellos,
debido a concentraciones en la corteza renal por encima de 180 mg/kg. El tiempo de
vida media es de 20 afios, aunque algunos reportan de 8 a 14 afos.

Monitoreo biolégico. En relacion con las propiedades acumulativas del cadmio y
especialmente en el 6rgano critico, es de vital importancia la vigilancia en la poblacion
de riesgo y la evaluacion de los niveles de exposicion aceptables. En trabajadores
recientemente expuestos, la concentracion de cadmio en la sangre se incrementa
de forma lineal hasta alcanzar un nivel méaximo después de 4 meses. El cadmio en
la sangre indica la exposicion en evolucion. Al comienzo del periodo de exposicion la
influencia de la carga corporal es minima, pero esta se incrementa con la acumulacién
del metal en los tejidos.

El cadmio en la orina esté influenciado por la carga corporal. Durante la exposicion
prolongada la concentracion en este medio se incrementa lentamente, en proporcion
con la cantidad acumulada en el organismo.

La excrecion de cadmio es proporcional a la concentracion de este en los rifiones.
Existe una relacion estrecha entre el cadmio en la orina y la prevalencia de dafios
tubulares renales. Una concentracion en la orina de 5 ug/g de creatinina corresponde
a una concentracion de cadmio en los rifiones aproximadamente de 150 mg/kg. En
niveles de este metal en la orina (5 a 10 pg/g de creatinina) la prevalencia de dafios
tubulares es del 5 al 20 %. El nivel biolégico de cadmio se ve afectado por el habito de
fumar, el envejecimiento (debido a la acumulacion en el organismo) y el sexo.

En la poblacion general y en trabajadores moderadamente expuestos al cadmio,
la excrecion urinaria, cuando se toma el valor promedio del grupo, es un verdadero
indicador de la carga corporal y se correlaciona mejor con el tiempo de exposicion
que el cadmio en la sangre.

La determinacion de cadmio en la orina no es apropiada para indicar la carga
corporal, incluso se pueden ver casos en que la intensidad de la exposicion sea tan
elevada que la fracciéon de cadmio en la orina, en equilibrio con la carga corporal, se
convierte en algo de poca importancia en comparacion con el que se absorbe.

Después de una exposicion prolongada la capacidad de almacenamiento de los
rifiones rebasa las posibilidades, ya que el metal no puede retenerse en lo adelante
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en ese organo, se excreta rapidamente cuando la capacidad de los rifiones para re-
absorber y/o almacenar el metal esta comprometida por lesiones renales, debido al
mismo cadmio. Esta Ultima situacién se asocia con un incremento de la eliminacién
del metal enla orinay un decrecimiento gradual de su concentracion en los rifiones; en
estas condiciones la influencia de la absorcion reciente de cadmio en la orina puede
ser mayor que la carga corporal.

La determinacién de metalotioneina en la orina suministra una informacion
similar a la explicada del cadmio en la orina de trabajadores. La determinacion de
B2 microglobulina en la orina se utiliza como biomarcador de efecto; esta es una
proteina de bajo peso molecular y su excrecion puede estar inducida por el cadmio.
En un estudio de 42 trabajadores expuestos, se observo un incremento de 30 veces
la B2 microglobulina, comparado con cinco veces en el caso de la albumina, la
transferrinay la IgG.

Toma de la muestray conservacion. La toma de la muestra se realiza en cualquier
momento, debido a que el cadmio se acumula en el organismo.

Valores de referencia:

— Cadmio en la sangre de fumadores:

* <0,5pg/100 mL.
* 4-5pug/L.
— Cadmio en la sangre de no fumadores:
° 0,2-0,8 pg/L.
* 0,13-0,91 pg/L.
— Cadmio en la orina de no fumadores:
* <2 ug/g de creatinina.
* 0,1-0,7 pg/g de creatinina.
* 0,21-1,13 pg/L.
— B2 microglobulina en la orina: 100 pg/L.

Niveles de accion bioldgica:
— Cadmio en la orina:

* 10 pg/g de creatinina.

* 5pg/g de creatinina.
— Cadmio en la sangre:

* 1pg/100 mL.

* 10 pg/L.

Cobalto

Es un metal que se encuentra en la mineria y la refineria, asi como en numerosos
procesos industriales, la produccion y el empleo de metal carburo; es esencial para
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los humanos como parte de la molécula de vitamina B12, también se requiere como
cofactor en:

— La conversion del acido metilmalénico o acido succinico.

— La sintesis de la metionina.

— La produccion de derivados de metionina en el metabolismo de la purina y la

sintesis de folato.

La deficiencia de cobalto conduce al metabolismo anormal de los lipidos, la anemia
megaloblastica y a la neuropatia.

La concentracion en suelo es de 1 a 40 pg/kg y su ingestion diaria en los alimen-
tos es de 5 a 45 pg/dia. La exposicion ocupacional ocurre durante la produccion de
metales pesados de cobalto, tungsteno y carburo, algunas veces en combinacion
con otros metales raros, como el titanio y el tantalio. La exposicion no ocupacional se
debe a implantes quirdrgicos y protesis dentales, asi como al contacto con objetos
metalicos tales como joyeria.

Via de entrada, distribucion, biotransformacién y eliminacién. La absorcion
de cobalto por la comida es del 30 al 40 %, también se inhala en forma de humos y
aerosoles de compuestos solubles, asi como por polvos que lo contienen. Aproxima-
damente el 30 % de cobalto inorganico inhalado se absorbe en los pulmones y su
concentracion en sangre crece con rapidez. La absorcién dérmica de cobalto metal
y sus sales es minima.

La mayor parte de cobalto absorbido se elimina rdpidamente por la orina; algu-
nos datos indican que una pequefia fraccion de cobalto absorbido permanece en el
organismo durante meses.

En el plasma, el cobalto se une fundamentalmente a una proteina: la a2 macro-
globulina y la albumina. Existe una carga corporal de cobalto de 1,7 mg: el 43 % en
musculos y el 14 % en huesos. La mayor cantidad de cobalto se excreta entre las
primeras 24y 48 h.

Monitoreo biolégico. Los niveles de cobalto en sangre y orina se ven aumen-
tados en la exposicion ocupacional y esencialmente en la orina. La excrecion de
cobalto indica ante todo la exposicién durante el periodo justo antes del tiempo
de muestreo. Se ha demostrado que hay un incremento continuo en los niveles
urinarios de cobalto durante la semana de trabajo. Si se compara la concentracion de
cobalto en la orina, antes y después de la jornada diaria de trabajo, es posible obtener
informacion de la intensidad de la exposicion.

La eliminacion urinaria es rapida, asi como el intercambio con los almacenes
corporales, por lo que su determinacion en este fluido refleja exposicion reciente. El
incremento de cobalto en la orina, segun la exposicion, es mayor que en la sangre, por
lo que se recomienda su utilizacién.
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La exposicién a concentraciones de 2,5 a 105 pg/mé, en la industria de metales
pesados, se correlaciona bien con la concentracion en la orina al final de la jornada
laboral del dia lunes. Después de 4 semanas de vacaciones los valores retornan a los
de referencia, por lo cual se piensa que hay alguna acumulacién cuando se trabaja
de forma continua.

Toma de muestra y conservacion. Las muestras de orina deben colectarse al
comienzo del primer dia de trabajo de la semana, como un indice de la exposicion
previa y al final de la primera jornada para evaluar la exposicién en el dia. También se
hara al final de la Ultima jornada de la semana para evaluar la exposicién semanal.

El recipiente de la toma de la muestra debe ser de polipropileno, lavado con acido
y abierto el tiempo minimo requerido para la recoleccion. Se debe acidificar la orina
con acido nitrico (10 ml/L) y almacenar a 4 °C no mds de una semana, o a -20 °C si
se requiere mas tiempo.

Valor de referencia:

— Cobalto en la orina: <2 pg/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Cobalto en la orina:
* 30 pg/g de creatinina.
* 15 pg/L (final de la Ultima jornada semanal).
— Cobalto en la sangre: 1 pg/L (final de la Ultima jornada semanal).

Cromo

El cromo existe en el medio ambiente de forma elemental y en estados de oxi-
dacion +3 y +6. Los efectos de los dos estados de oxidacién son diferentes, por lo
que se consideran de forma individual. La forma trivalente es un nutriente esencial
para el hombre (en cantidades de 50 a 200 pg/dia) y poseen gran importancia en el
mantenimiento del metabolismo normal de la glucosa.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacién. Los compuestos de cromo
pueden absorberse a través de las vias respiratorias o la piel. Los compuestos de Cr*®
solubles en agua se absorben mucho mas facil que las formas insolubles de Cr*.
El cromo inhalado es atrapado por el tejido pulmonar, si se encuentra en forma de
pequefias particulas dentro del rango respirable (entre 1y 5 p).

Los cromatos solubles (Cr) se absorben con rapidez a través del epitelio alveolar,
de los bronquios pasan a la circulacion, donde una parte se acumula preferencialmente
en los eritrocitos y otra parte se excreta a través de los rifiones. Las formas insolubles
pueden permanecer en los pulmones durante mas tiempo. Las particulas mayores que
5 micra (segun su estado de oxidacion) se mueven hacia la laringe por accion ciliar y
se convierten en parte de la ingestion dietética.

Toxicologia Ocupacional_55



La absorcion intestinal de Cr® es entre 3y 5 veces mayor que el Cr*®, aunque parte
del Cr*¢ se reduce a Cr* por el jugo gastrico. Dentro de la célula, el Cr*® se convierte
en Cr*, que se enlaza avidamente a las proteinas y los dcidos nucleicos. El cromo,
una vez absorbido, es casi excretado por la orina, a diario se eliminan de 0,5a 1,5 ug,
que es mas 0 menos igual a la cantidad absorbida en una dieta promedio. Durante
el ejercicio hay un aumento de la excrecion de cromo en la orina hasta de 5 veces a
las 2 h después de terminado este. El tiempo de vida media fluctia entre 15y 40 h.

Monitoreo bioldgico. Se ha encontrado que el cromo en la orina se correlaciona
con la concentracion en el aire cuando ocurre exposicion reciente a compuestos de
Cr*6, y su determinacion puede ser Util. También se utiliza para conocer la exposicion
durante la jornada y determinar su incremento, al tomar una muestra de orina al co-
mienzo de la jornada laboral y otra al final.

El nivel de cromo en sangre no expresa su contenido total en los tejidos, excepto
después de una carga de glucosa que induce inmediatamente un incremento en el
plasmay en el nivel de orina. El Cr*¢ se incorpora a los eritrocitos, por lo que el monitoreo
de cromo en ese medio puede ser un indicador Util de exposicién a Cr®, perono al Cr.

Toma de la muestra y conservacion. La muestra de orina debe tomarse al final
de la jornada y al final de la semana de trabajo, 0 como en el caso ya descrito, antes
y después de la jornada laboral. Se debe colectar en frasco de polietileno y transpor-
tarse en frio. Se guarda a 4 °C o en congelacion, si no se va a analizar en el momento.

Valores de referencia:

— Cromo en suero y plasma:

* 0,2-70 pg/L.
* 0,1 pg/L.

— Cromo en suero: 0,052-0,156 pg/L.

— Cromo en eritrocitos: 5-54 pg/L.

— Cromo en la orina:

* <1 pg/dia.

* 1,811 pg/L.

* <5pg/g de creatinina.

* 0,1-0,5 pg/L.

* 0,104-0,52 pg/L.

* 0,092-0,46 pg/g de creatinina.

Los valores fluctéian segun el método analitico y su control de calidad.

Niveles de accion bioldgica:
— Cromo en la orina:
* 30 pg/g de creatinina.
* 10 pg/g de creatinina (incremento durante la jornada) (Cr*®).
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* 30 pg/g de creatinina (final de la ultima jornada de la semana) (Cr*e).
* 50 pg/L.

Manganeso

Es un elemento traza importante en el organismo del hombre, necesario para
la formacion del tejido conectivo y de los huesos, asi como para el crecimiento, el
metabolismo de los carbohidratos y los lipidos, el desarrollo embriogénico del oido
interno y la funcién reproductiva; su requerimiento diario se estima en cerca de 3 mg.

Existen compuestos organicos de manganeso, entre ellos el antidetonante que se
utiliza en la gasolina, como el metilciclopentadienil manganeso tricarbonilo, el fungicida
maneb y el catalizador y agente secante, manganeso estearato.

El oxido de manganeso (+4) es el mas importante desde el punto de vista de su
accion toxica, aunque en la literatura no se reporta en muchos casos el compuesto
de manganeso que causa el efecto descrito, por lo que no se haran diferenciaciones
y se estudiara el manganeso en general.

Via de entrada, distribucién, biotransformacion y eliminacién. La via de absor-
cion principal es la respiratoria, aunque se sabe poco de este mecanismo. Se piensa
que el manganeso se transporta lenta y continuamente de los pulmones a la sangre.
La absorcion a través de la piel parece ser importante para el manganeso inorganico,
aungue los compuestos organicos pueden absorberse por esta via, entre ellos el
metilciclopentadienil manganeso tricarbonilo.

El manganeso se transporta en la sangre unido a la B-1-globulina, mas facil que a
la transferrina, y se distribuye a través del cuerpo humano. Su contenido en eritrocitos
es cinco veces mayor que en el plasma. Se concentra en tejidos ricos en mitocondrias
y la concentracién mas elevada se encuentra en el higado, el pancreas y el intestino
delgado. Cerca del 43 % del total acumulado en el cuerpo se encuentra en los huesos;
puede atravesar la barrera hematoencefalica y la placenta.

La biotransformacion del manganeso parece estar unida al metabolismo del hierro;
su vida media es de 30 h, pero en trabajadores expuestos durante mucho tiempo es
de 15 h, del 95 al 98 % del manganeso absorbido se elimina a través de la bilis por las
heces fecales y del T al 3 % se elimina por la orina.

Monitoreo bioldgico. Puede emplearse la determinacion de manganeso en heces
fecales, pues esta es su principal via de eliminacion y representa tanto el manganeso
reabsorbido en el tracto gastrointestinal, como el manganeso eliminado activamente
por el organismo, pero no existe una correlacion significativa entre exposicion y con-
centracion fecal. Algunos autores consideran que valores por encima de 6 mg/100 g
de heces son un signo de exposicion ocupacional.

Las concentraciones de manganeso en sangre no han demostrado correlaciones
significativas con la exposicion al metal, aunque algunos autores lo consideran
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de algun valor en la intoxicacion cronica y otros estiman que es Util para evaluar grupos,
pero no individuos aislados.

Elindicador de exposicién mas utilizado es la determinacion de manganeso en la
orina, aunque se recomienda después del tratamiento con quelantes (4cido etilendia-
mino tetracético [EDTA]). Los niveles encontrados no se correlacionan con el grado
de toxicidad. Esta determinacion tiene el riesgo de que aparezcan resultados falso-po-
sitivos y falso-negativos, debido a factores asociados al control de la calidad en el
analisis de laboratorio y también a enfermedades o estados bioldgicos no asociados.

Los niveles normales de excrecion de manganeso por la orina muestran grandes
diferencias entre los investigadores que han realizado estos estudios, debido posible-
mente a diferencias en el método analitico utilizado para su determinacion. Los niveles
de manganeso en sangre total, medidos por espectrofotometria, son cerca de 10 veces
mas elevados que los obtenidos por activacion neutrénica y absorcion atomica. El
contenido de manganeso en heces fecales difiere mucho de persona a persona, por
lo que debe utilizarse en evaluaciones de grupos y no de individuos.

Los estudios realizados en otros medios, como el cabello, son contradictorios
y algunos mantienen que el manganeso en este medio depende de su pigmento y
del contenido de melanina. Hasta el momento no se ha encontrado una asociacion
directa entre la concentracion de manganeso en materiales bioldgicos y la gravedad
de la intoxicacion, tampoco existen evidencias de que un medio sea mejor que otro
para el monitoreo bioldgico.

Tomando en consideracion lo antes expuesto, algunos autores proponen el mo-
nitoreo bioldgico con reservas y como valores relativos e indican la realizacion de un
examen neuroldgico periodico como método preventivo del “manganesismo’ cronico.

Toma de muestra y conservacion. La muestra de orina debe tomarse directamente
en un frasco pldstico o de vidrio. Para mayor precisién se recomienda la recoleccion
de la orina de 24 h. La muestra debe guardarse en congelacion hasta su utilizacion.

La muestra de sangre se toma luego de limpiar bien la zona de la puncion, con alco-
hol etilico al 70 %. Se debe usar sal potasica del EDTA como anticoagulante. Las agujas
de acero para realizar la puncion pueden aumentar en el 10 % el nivel de manganeso.

Valores de referencia:

— Manganeso en sangre total:

* <20 pg/L.
* 9pg/L.
* 12,2 ug/L.
* 40 pg/L.
* <20 pg/L.
— Manganeso en la orina:
* <3 pg/L.
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* 1 ug/g de creatinina.
* <3 ug/g de creatinina.
* 20 pg/L.
* 0,65 pg/L.
* <10 pg/L.
— Manganeso en las heces fecales:
* 1,6 mg/100 g.
* 41 mg/24h.

Niveles de accion bioldgica:
— Manganeso en la orina:
* 40 pg/L (tentativo).
* 50 pg/g de creatinina.
* 80 pg/g de creatinina.
* 50 pg/L.
— Manganeso en la sangre:
* 1ug/100 mL.

Mercurio

El mercurio se encuentra en diferentes estados fisicos que tienen propiedades
quimicas intrinsecas y requieren una evaluacion toxicoldgica independiente.

Via de entrada, distribucion, biotransformacion y eliminacién. Mercurio metalico.
El 80 % de la absorcion de los vapores de mercurio metalico se efectia fundamental-
mente a través de las vias respiratorias. El mercurio metalico liquido se absorbe mal
por el tubo digestivo (probablemente no llegue al 0,01 % de la dosis ingerida). En forma
liquida puede absorberse por la piel, pero no se conoce con exactitud en qué proporcion.

El mercurio metalico se oxida a mercurio (+2) en los eritrocitos, aunque parte de
él continua disuelta en la sangre con tiempo suficiente para que se transporte hasta
el cerebro y la placenta, que es donde se acumula debido a su elevada solubilidad en
grasasy a su elevada difusibilidad, también se acumula en los rifiones. Otros érganos
y tejidos muestran la presencia de mercurio, pero en menor cantidad, como la piel, el
cabello, el higado, las glandulas salivales, los testiculos y los intestinos. Los pulmones
quedan libres rapidamente del mercurio, no asi los demas érganos. La acumulacion
ocurre durante mas tiempo en el cerebro, los rifiones y los testiculos. La vida media
varfa de pocos dias a varios meses.

La eliminacion es mayor por la orina y las heces, y se excreta en su mayor parte
dentro de los 60 dias después de la exposicion. Existen otras vias de eliminacion
como la respiratoria, el sudor, la saliva y el cabello, pero son de menor importancia en
la salud ocupacional.
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Compuestos inorganicos de mercurio. El mercurio inorganico inhalado se deposita
en el tracto respiratorio y se absorbe a una velocidad que depende del tamafio de la
particula. Al pasar a la sangre se distribuye en la misma proporcion entre el plasma'y
los eritrocitos, se une a proteinas plasmaticas y a grupos sulfidrilos.

La distribucién en el organismo se realiza de forma variable, segun la dosis y el
tiempo de exposicion. Gran parte del mercurio inorganico absorbido queda depositado
enlos rifiones y el resto va hacia otros érganos que sirven de depdsito, como el higado,
el tracto gastrointestinal, la piel, el bazo y los testiculos. La afinidad del mercurio por
el rifién se debe a la presencia de una proteina con bajo peso molecular -la metalotio-
neina- que tiende a unirse de forma activa a este metal.

Las sales inorganicas se diferencian del mercurio metalico en que practicamente
no atraviesan la barrera cerebral. Pueden ocurrir varias biotransformaciones como la
reduccion del Hg*? a mercurio metalico y la metilacion. La eliminacion de mercurio
inorganico ocurre sobre todo por las heces fecales y, en segundo lugar, por la orina.
La vida media se ha determinado en 42 dias para el 80 % de lo absorbido, pero no se
ha determinado el tiempo para el 20 % restante (probablemente sean afios).

Compuestos organicos de mercurio. Pueden entrar facilmente al organismo por
las vias respiratoria, digestiva y dérmica. Cuando estan presentes en los alimentos y
el agua, se absorbe casi en su totalidad por la via digestiva; toda vez absorbidos se
concentran en los eritrocitos (90 %). Se unen por medio de los grupos sulfidrilos a
otras sustancias organicas, como los aminodacidos, la peptina, la cistina 'y el glutation.

Por su solubilidad en las grasas, los compuestos organicos de mercurio atraviesan
las membranas bioldgicas y pasan facilmente la barrera hematoencefdlica y la pla-
centa. Se acumulan en el cerebro y mantienen una concentracion elevada en sangre.
En el caso del metilmercurio la mayor parte se concentra en el higado y el cerebro (50
y 10 %, respectivamente).

Gran cantidad de mercurio orgdnico absorbido sufre una desmetilacién y se
transforma en un compuesto inorgdnico, que da origen a elevada concentracién en los
rifionesy el higado. Este proceso es mas facil en el caso de los alcoxialquilmercuriales
y los arilmercuriales, pero en el caso del metilmercurio este compuesto es muy estable
y resistente a la biotransformacion.

La eliminacion fundamental es por las heces fecales; en relacion con el metilmer-
curio, el 90 % se elimina por esta via. La vida media de los compuestos organicos se
ha calculado de 100 a 190 dias. En general, los compuestos mercuriales no tienen bien
establecida la vida media bioldgica; la duracion media de la eliminacién de mercurio
quizas no represente un indicador fidedigno de la acumulacién mercurial en érganos
concretos, ya que la velocidad con que se elimina parece variar de un érgano a otro.
Segun lo sefialado, la concentracion de mercurio en el cerebro de un individuo puede
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llegar hastalos 10 afios de haber cesado la exposicion, lo cual sugiere que este érgano
no sigue la misma cinética de eliminacion que el conjunto del organismo.

Monitoreo biolégico. La mayor parte de las formas de mercurio se elimina por
la orina y las heces. En la exposicion prolongada al vapor de mercurio la excrecion
urinaria es ligeramente mayor que la fecal; son frecuentes las grandes fluctuaciones
individuales de la excrecion diaria de mercurio, incluso en las mismas condiciones de
exposicion. No se dispone de datos que muestren que ni aun en exposicion en ambien-
tes pequenos, las concentraciones de mercurio en la orina sean buenos indicadores
de la exposicion individual. Con el metilmercurio la concentracion por la orina no es
apropiada, debido a su eliminacion casi completa por las heces.

Las determinaciones de mercurio en la sangre y la orina se utilizan para evaluar la
exposicion a vapor de mercurio metalico, y no existen indicios de que puedan utilizarse
para otras formas. En estudios de ambiente laboral se ha demostrado que a nivel de
grupo existe una relacion casilineal entre la concentracion urinaria y la concentracion
atmosférica media de mercurio, ponderada en el tiempo. Hay reportes que recomiendan
la introduccion del andlisis de mutacion de células somaticas en el examen médico
periddico de trabajadores expuestos a vapores de mercurio; sobre la base de lo antes
expuesto puede decirse que:

— La determinacion de mercurio en la sangre no es Util en compuestos inorga-

nicos.

— La determinacion de mercurio en la sangre es Util en el caso de compuestos
alquilmercuriales, pues se ha encontrado correlacion entre esta y la exposicion
reciente.

— El nivel de mercurio en la orina es importante para evaluar la exposicion recien-
te y constante, y no parece ser Util para evaluar la exposicion prolongada.

— Laorina no es confiable para evaluar la exposicién al metilmercurio.

— Las muestras de cabello se utilizan cada vez mas para determinar en la pobla-
cion general la exposicion a metilmercurio en la dieta, pero no se recomiendan
para la evaluacion ocupacional a vapores de mercurio.

Toma de muestra y conservacion. Mercurio en la sangre. La muestra debe tomarse
al final de la jornada y de la semana de trabajo, para su coleccién es necesario que
la piel esté bien limpia, se recomienda utilizar agua y jabon, luego algodén impreg-
nado con alcohol etilico al 70 %. La sangre se debe colectar en frascos de vidrio o
polietileno, previamente lavados con acido nitrico al 5 % sumergido durante 24 h. Se
utilizara como anticoagulante solucion al 10 % de sal sddica o potasica de EDTA. La
sangre puede almacenarse bajo congelacion.

Mercurio en la orina. El paciente debe cambiarse de ropa de trabajo y lavarse las
manos con agua y jabon antes de colectar la muestra, y eliminara las primeras gotas
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de orina. La muestra debe tomarse directamente en frasco de vidrio o polietileno,
previamente lavado con &cido nitrico al 5 % sumergido durante 24 h. Con objetivos de
mayor precision, se recomienda recolectar la orina de 24 h (si esto no es posible, puede
tomarse la muestra de una miccién y se aconseja efectuar la correccion de la dilucién,
ya sea por gravedad especifica o por la creatinina). La muestra puede guardarse en
refrigeracion a 4 °C durante 5 dfas. En casos de personas que padecen diabetes, el
analisis debe realizarse inmediatamente por el método de absorcion atémica, pues
el mercurio suele reducirse y perderse por evaporacion en las técnicas analiticas que
utilizan digestién de la muestra.
Valores de referencia. En el organismo de personas no expuestas ocupacional-
mente las concentraciones de mercurio encontradas en los adultos son las siguientes:
— Mercurio en la sangre:
* Spg/L.
* <2 pg/dL.
* 1 pg/dL.
® +<Tug/100 mL.
— Mercurio en la orina:
* 0,5ug/L.
* 16 pg/L.
* <10 pg/L.
* <5pg/g de creatinina.
— Mercurio en el cabello: 5 pg/g.

Niveles de accion bioldgica:
1. Mercurio en la sangre:
— Para compuestos inorganicos:
* 3ug/100 mL.
* 2ug/100 mL.
— Para mercurio inorganico total:
* 10 ug/L (final de la Ultima jornada de semana).
— Para metilmercurio:
* 10 ug/100 mL (aparecen signos precoces de intoxicacion a los 20 pug/100 mL).
2. Mercurio en la orina:
— Para mercurio metalico e inorganico:
* 30 pg/g de creatinina.
* 100 pg/g de creatinina.
— Para mercurio inorganico total:
* 35yg/g de creatinina (antes de comienzo de la jornada).
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Niquel

El niquel es un metal ubicuo que existe en los suelos en concentraciones de entre
3y 1000 mg/kg, en el agua de 2 a 10 pg/L y en la atmdsfera —en dreas remotas— la
concentracion es menos de 0,1 a 3 mg/m?®. En las minas se encuentra en forma de
sulfuro de niquel y de lateritas.

Los compuestos de niquel como el carbonato, el sulfuro y el éxido son insolubles
en agua, mientras que el cloruro, el sulfato y el nitrato son solubles. Existe también
un compuesto organico: el carbonato de niquel que es un liquido incoloro volatil; su
descomposicién ocurre a temperaturas por encima de 50 °C.

Via de entrada, distribucion, biotransformacion y eliminacion. El niquel puede
entrar al organismo por la via inhalatoria o la piel. También penetra por la via digestiva a
mediante los alimentos y forma parte del organismo en concentraciones del 3 al 23 %
del peso corporal. Cuando penetra por la via inhalatoria, los compuestos solubles y el
carbonilo de niquel se absorben facil después de la inhalacion.

Se distribuye a través del organismo y aun al feto, independientemente de la via
de entrada. El niquel*? soluble entra a los organelos extracelulares. En sangre total
puede alcanzar una concentracion de 13,8 ug/100 mL, en el plasma (4,7 pg/100 mL)
y en suero hasta 12 ug/100 mL.

Se transporta en el plasma unido a un tripéptido N-terminal de albumina y a otras
proteinas como la a-2-macroglobulina. La fraccion ultrafiltrable con bajo peso molecular
es del 40 % en el hombre, e incluye el niquel unido a los aminoacidos, especialmente
histidina y acidos pépticos. En los rifiones, los ligandos incluyen fragmentos acidicos
de glucosaminoglicano.

El carbonilo de niquel se ha encontrado en mayor concentracion en los pulmones. El
niquel insoluble puede acumularse en el tracto gastrointestinal, y en érganos y tejidos
varia de forma sustancial en diferentes estados patolégicos. En personas que sufren
reumatismo, el contenido de niquel en los eritrocitos y el plasma es mas elevado
que en personas que no lo padecen; asimismo, aumenta en personas que padecen
tumores malignos.

Este metal que entra al organismo mediante la dieta, se elimina por las heces y
en el 10 % por la orina. El niquel absorbido que no se acumula en el tejido, se excreta
por la orina. La eliminacion maxima ocurre en los primeros 3 dias; en menor grado se
excreta por el sudory la bilis. El tiempo de vida media para los compuestos insolubles
del niquel es de 30 a 50 horas.

Monitoreo bioldgico. Algunos autores han demostrado que la concentracién de
niquel en el plasmay la orina es un indicador de exposicién reciente a sus compues-
tos solubles. En estudios realizados los niveles del plasma y de la orina fueron mas
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elevados en las muestras tomadas al final de la jornada laboral, y existi6 una buena
correlacion con la concentracion en el aire.

Se ha recomendado el niquel en plasma como un indicador mejor que en la orina,
porque fluctia menos, aunque en general para los propositos de vigilancia ocupacio-
nal es recomendable la orina, por ser menos engorrosa la toma de la muestra. Si la
exposicion es a polvo de niquel, aleaciones o compuestos poco solubles o insolubles
de niquel, su concentracion en la orina manifiesta la influencia combinada de exposi-
ciones recientes y la acumulacion en un periodo prolongado.

Para efectuar una evaluacion correcta de la concentracion de niguel en liquidos
corporales, se requieren un conocimiento adecuado de las fuentes, las vias y la dura-
cién de la exposicion, ademas de las propiedades fisicoquimicas del compuesto de
niquel que se evalua.

Debido a que este metal se elimina por la orina durante varios dias, la muestra
de una sola miccién indicara la exposicién reciente a niquel soluble. Una muestra
tomada después de la jornada laboral reflejard la exposicion durante el dia de trabajo
y la muestra tomada antes de la jornada puede incrementarse durante la semana de
trabajo y disminuir otra vez, luego del fin de semana de descanso.

Toma de muestray conservacion. La muestra de orina se debe tomar de acuerdo
con el momento de exposicion que se quiera evaluar, segun se ha explicado antes,
aungue se puede orientar la toma de la muestra al final de la jornada laboral en los
cuarto a sexto dias de labor. Se recogen las muestras en frascos de polietileno, se
transporta en recipientes con hielo y se conserva a 4 °C o en congelacion (-18 °C), si
se va a guardar por mas tiempo.

Valores de referencia:

— Niquel en la orina de 24 h:

* 0,7-52 ug/L.
* 0,564 ug/L.
— Niquel en la orina (una sola miccién):
* 0,5-6,1 pg/L.
* 0,588 ug/L (1,024 sp/q).
* <5pug/L (1,018 sp/g).
* 0,4-6,0 ug/g de creatinina.

— Enel suero:

* 0,1-0,6 pg/L.

* <0,05-1,0 pg/L.
— Enel plasma:

* 0,2-0,4 pg/dL.

* <1 pg/dL.
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— En sangre total:
* <0,05-1,05 pg/L.

Niveles de accion bioldgica:
— Niqguel en la orina:
* 70 pg/g de creatinina.
® 150 pg/L.
* 30 ug/g de creatinina (compuestos solubles).
* 70 pg/L (1,018 sp/g) (gravedad especifica).
— Niqguel en el plasma:
* 10 pg/100 mL.
* 0,7 pg/dL.
* 7 ug/100 mL (compuestos solubles).

Plomo

Existe en estado natural en depdsitos minerales; sus compuestos pueden en-
contrarse en formas inorganicas y organicas y entre estas ultimas, los compuestos
alquilicos de plomo. Existen diferencias entre los compuestos organicos e inorganicos
en cuanto a la toxicocinética, por lo que se estudiaran por separado.

Via de entrada, distribucion, biotransformacion y eliminacion. Compuestos inor-
ganicos de plomo. La inhalacién y la ingestion son las principales vias de entrada de
estos compuestos al organismo. Aproximadamente el 40 % de los humos inhalados de
oxido de plomo se absorbe a través del tracto respiratorio, esta absorcién depende del
tamafio de la particulay de la solubilidad del compuesto. Del 5 al 10 % de plomo ingerido
se absorbe en el tracto gastrointestinal. Las deficiencias de hierroy calcio y las dietas
abundantes en grasas pueden incrementar la absorcion gastrointestinal de plomo.

El plomo se une fundamentalmente a los eritrocitos y la fraccién que se une al
plasma se distribuye al cerebro, higado, rifiones, piel y musculo esquelético. El hueso
es el mayor depdsito y se incorpora en este de la misma forma que el calcio. En los
huesos densos el plomo se moviliza lentamente, con el tiempo esta movilizacion se
incrementa de forma gradual.

Dentro de la célula el plomo se une al grupo sulfidrilo e interfiere en numerosas
enzimas celulares, entre las que se incluyen aquellas que participan en la sintesis
del hemo. Este enlace es importante para el mecanismo que explica la existencia de
plomo en el cabello y las ufias. El plomo también se une a la membrana mitocondrial
e interfiere con la sintesis de la proteina y el dcido nucleico.

La excrecion es lenta, primeramente, a través de los rifiones; otras vias de elimi-
nacién son las heces fecales, el sudor y la exfoliacion epidérmica. La vida media del
plomo es larga (de 5 a 10 afios) varia con la intensidad y duracion de la exposicién 'y
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la carga corporal acumulada. Las enfermedades de los huesos como la osteoporosis
y las fracturas pueden incrementar la liberacion de plomo almacenado y provocar
aumento del nivel de plomo en la sangre.

Compuestos alquilicos de plomo. El tetraetilo y el tetrametilo de plomo son com-
puestos alquilicos que se producen en la industria en cantidades importantes. Hasta el
momento no se tiene una informacién amplia de la absorcion de los alquilos de plomo
en el tracto gastrointestinal. Se sugiere que los tetralquilos podrian convertirse en trial-
quilos en secreciones gastricas acidas, y se espera que los compuestos trialquilicos
se absorvan facilmente en el tracto gastrointestinal. De la dosis inhalada, el tetraetilo
se absorbe aproximadamente el 37 %y el tetrametilo, 51 %. La absorcion dérmica es
una via significativa de exposicién, pues ambos compuestos se absorben de forma
rapida, aunque el tetrametilo es mas lento que el tetraetilo; una vez absorbidos, se
transportan rapidamente por la sangre y se distribuyen en todo el organismo.

A diferencia de los compuestos inorganicos de plomo, los alquilos se transportan
en mayor fraccién en el plasma, sin embargo, el trimetilo de plomo atraviesa rdpida-
mente la membrana de eritrocitos humanos intactos in vitro y forma complejos con
el glutation eritrocitario.

En experimentos realizados una hora después de la inhalacion de tetraetilo de plo-
mo, el 50 % del compuesto marcado se encontraba en el higado, el 5% en los rifiones
y el resto disperso por todo el organismo.

Los compuestos de tetralquilo sufren dealquilacion oxidativa a trialquilos de plomo
poco después de su absorcion, por lo que se consideran las verdaderas formas tdxicas de
dichos compuestos. La excrecion de los tetralquilos puede ocurrir en los pulmones (del 20
al 40 %) durante las 48 h siguientes a la exposicion. La excrecion por la orina es mayor para
el tetraetilo de plomo que para el tetrametilo, y puede excretarse en forma de trietilo
(10 %) y de plomo inorganico. Otra via de excrecion es a través de las heces fecales.
El tiempo de vida media del plomo alquilico se piensa que sea de 300 a 500 dias.

Monitoreo biolégico. La concentracion de plomo en sangre es el indicador
bioldgico mas apropiado para utilizarse en las evaluaciones de exposicion al plomo
inorganico, tanto en la poblacion laboral como en la poblacion general. Es unindicador
de equilibrio entre la cantidad de metal absorbida, la que se transporta por la sangre y
la que se deposita en los tejidos, ademas, es un buen indicador de exposicion recien-
te, siempre que esta haya sido estable, ya que puede modificarse con exposiciones
eventuales a elevadas concentraciones.

El plomo en la orina es menos recomendado para monitoreo en la exposicion al
plomo inorganico, pues no parece existir buena correlacion entre la concentracion en la
orinay la concentracion en la sangre. Se considera Util para los compuestos organicos
de plomo (tetraetilo y tetrametilo), estos se filtran facilmente por los rifiones, también

66_Toxicologia Ocupacional



se aconseja la determinacion de plomo en la orina como un indicador para evaluar la
efectividad del tratamiento con quelantes en los intoxicados.

El &cido deltaamino levulinico en la orina (ALA-O) es uno de los indicadores mas
Utiles para el diagndstico precoz de la intoxicacion por plomo. El aumento de su
excrecion en la orina empieza cuando la concentracion de plomo en sangre alcanza
niveles de 40 pg/dL; es Util, por tanto, cuando las concentraciones de plomo estan
por encima de este nivel y para exposiciones recientes, ya que retorna rapidamente a
niveles normales cuando cesa la exposicion.

La determinacion cuantitativa de coproporfirina en la orina, aunque es un método
de baja sensibilidad y especificidad, se emplea mucho en la practica y sus resultados
se consideran tan buenos como los obtenidos por la determinacion de ALA-O. Puede
incrementarse en casos de porfiria cutanea tardia, enfermedades hepaticas, anemias
hemoliticas, enfermedades sanguineas malignas, enfermedades infecciosas y con-
sumo de alcohol.

La determinacion de la actividad de la enzima acido deltaaminolevulinico dehi-
drasa (ALA-D) es el método mas indicado para el diagndstico preclinico precoz, y es
muy sensible para detectar casos subclinicos. Su sensibilidad es satisfactoria hasta
concentraciones de plomo en la sangre de 60 pg/dL, y no es Util para el diagndstico
en etapas clinicas de la intoxicacion. Se emplea para averiguar la exposicion en un
pasado reciente, puesto que la enzima permanece inhibida durante un tiempo, después
que la exposicion ha cesado.

La determinacién de protoporfirinas eritrocitarias es un indicador excelente de la
exposicion prolongada; es Util después de un mes de exposicion y refleja la carga total
corporal. Este indicador puede estar elevado en casos de anemia ferropénica, al igual
que el ALA-O 'y las coproporfirinas en los casos de porfirias.

La zincprotoporfirina (ZPP) se considera un buen indicador para la deteccion
precoz, este valor va a estar directamente relacionado con el valor de plomo en la
sangre que la persona haya tenido en un tiempo, y oscila entre 120 y 130 dias antes,
que es la vida media del eritrocito, pues la protoporfirina se acumula en este en forma
de complejo con el zinc.

El biomarcador pirimidine-5-nucleotidasa (P5N) puede emplearse como valor
diagnostico para la intoxicacion y es sensible a partir de valores de plomo en la sangre
de 60 pg/dL.

Toma de las muestras y conservacion. Plomo en la sangre. La muestra debe
tomarse con material de cristal, previamente lavado con solucién de acido nitrico al
5 %, sumergido durante 24 h. El momento de la toma de la muestra no es importante.
Se guarda en refrigeracion a 4 °C durante 3 dias o0 en congelacién durante una semana.
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Plomo en la orina. Se debe recoger preferentemente la orina de 24 h y guardarla
en frascos de polietileno, previamente descontaminados con dcido nitrico al 5 %, su-
mergidos durante 24 h. Se guardan en refrigeracion a 4 °C durante 3 dias.

Acido deltaaminolevulinico en la orina. La muestra se puede tomar cualquier diade la
semana (en frasco de vidrio o polietileno), al menos después de 15 dias de exposicion.
El andlisis se realiza el mismo dia de la toma de la muestra.

Acido deltaaminolevulinicodehidrasa en eritrocitos. Se toma la muestra de sangre
en ayunas y se comienza a analizar antes de que pasen 2 horas.

Coproporfirina urinaria. Se debe tomar preferentemente al final de la jornada laboral
y guardarla en frasco de polietileno o de vidrio dmbar.

Protoporfirina libre eritrocitaria y zinc protoporfirina. La muestra debe tomarse, al
menos, después de un mes de trabajo y conservarla en congelacion durante 15 dias.

Valores de referencia:

— Plomo en la sangre (ug/dL):

* 10-20.
* <35
* <30.
— Plomo en la orina:
* <80 pg/dL.
* <50 pg/g de creatinina.
* <600 pg/24 h.
ALA-O:
* <4,5mg/g de creatinina (poblacién urbana).
* <2 mg/g de creatinina (poblacion rural).
— Protoporfirina libre eritrocitaria:
* <75ug/100 mL hematies.
* 30-60 pg/100 mL hematies.
— Zinc protoporfirina:
* <40 pg/100 mL.
* <2,5ug/g de Hb.
— Coproporfirina en la orina:
* <100 pg/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Plomo en la sangre (ug/dL):
* Hombre adulto: 60.
* Mujer en edad fértil: 40.
* Hombre: 70.
* Mujer: 45.
— Plomo en la orina:
* 50 pg/g de creatinina.
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* 150 pg/g de creatinina (la OMS, 1980, recomienda no utilizar este indicador
para fines de vigilancia para plomo inorganico, pero sefiala este valor).
* <600 pg/24 h después de la aplicacion de quelantes (indice de alta acumu-
lacion).
* 800 pg/g creatinina (después de la aplicacién del quelante EDTA calcico).
* 1000 pg/24 h (después de la aplicacion del quelante EDTA caélcico).
— Plomo en la orina para plomo tetraetilo:
* 100 pg/g de creatinina.
— ALA-O en la orina:
* 10 mg/g de creatinina.
* 5mg/g de creatinina.
— Protoporfirina libre eritrocitaria:
* 300 pg/100 mL de hematies.
* Zinc protoporfirina (ZPP).
* 12,5pug/g de Hb.
* 150 pg/100 mL.
* 40 pg/100 mL.
* 3ug/g Hb.
* 20 pg/g Hb.
— Coproporfirina:
* 200 pg/g de creatinina.

Vanadio

El vanadio puede entrar al organismo por la via respiratoria, una vez absorbido pasa
facilmente al torrente sanguineo. En un experimento a largo plazo de inhalacién en
conejos, el vanadio se detectd en los pulmones, el higado y los rifiones. La retencion
de particulas de polvo en el pulmon fue ligera, lo cual sugiere que la absorcion fue
rapida. Puede acumularse ligeramente en los huesos.

La ingestion diaria de vanadio mediante la dieta varia de 107 a 136 ug; en general,
hay una carga corporal promedio de 25 mg; por la orina se eliminan diariamente cerca
de 18 mg (5 veces mas que por las heces fecales). La excrecion renal es répida (del
61 % en 24 h). El tiempo de vida media es de 20 a 40 h.

Monitoreo biolégico. La determinacion de vanadio en la orina puede realizarse
para evaluar la exposicion reciente, ya que se ha visto que existe correlacion entre este
valor y su nivel de exposicion y duracion.

Toma de muestra y conservacion. En este aspecto no hay indicaciones precisas,
la muestra de orina puede tomarse al final o al comienzo de la jornada laboral.
En todos los casos se seguiran las instrucciones para la toma de la muestra que
indique el método analitico.
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Valores de referencia:

— Vanadio en la orina:
* <7 ug/g de creatinina.
* 8ug/24h.
* <2 ug/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Vanadio pentoxido en la orina:
* 50 ug/g de creatinina (final de Ultima jornada de la semana).

Plaguicidas

Los plaguicidas se definen como toda sustancia o mezcla, cualquiera que sea su
composicion quimica y sus caracteristicas fisicas, capaz de matar, destruir o repeler
insectos, hongos, roedores, bacterias, nematodos, virus, animales depredadores,
algunas aves, malas hierbas o prevenir su presencia, modificar sus dafios, abatir su
incidencia y en general, evitar y combatir toda clase de plagas que atacan al hombre,
a los animales y a los vegetales (OMS, 1980).

Los plaguicidas se emplean preparados con un contenido determinado de uningre-
diente activo (el compuesto quimico puro) mas otros constituyentes, lo que se conoce
como formulado. La formulacion de plaguicidas es el arte de preparar y presentar un
producto para su uso o aplicacion, sea de forma directa o mediante su dilucién pos-
terior (casi siempre con agua), con el cumplimiento de exigencias y especificaciones.

Los formulados pueden ser de distintos tipos, entre ellos se encuentran:

— Solidos: polvo para espolvoreo, polvos solubles, polvos humedecibles, granula-

dos y microencapsulados.

— Liquidos: liquidos solubles, emulsionables y dispersiones coloidales (flowa-

bles).

— Otros: gaseosas, aerosoles, fumigenos, tiras insecticidas, preparados inyecta-

bles, etc.

Dentro de los otros componentes que contienen estos formulados se encuentran:
— Inertes:
* Cargas minerales como caolin, silicatos, zeolita, etc.
* Disolventes como ciclohexanona, naftas, etc.
— Coadyuvantes: emulsionantes, humectantes, sinérgicos, estabilizantes, adhe-
rentes, fluidificantes, etctera.

Las impurezas que contienen los plaguicidas son un factor de consideracion porque
afectan en algunos casos su toxicidad. Estas impurezas pueden deberse a que las
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materias primas con las que se produce el plaguicida las contienen o que la impureza
es debida a la tecnologia de produccion empleada, con resultados no deseados e in-
evitables y la formacion de productos secundarios, ejemplo, los S-alquil isémeros en
la produccion de organofosforotioatos y organofosforoditioatos, la etilendiourea en la
produccién de los etilen-bis-ditiocarbamatos, la formacion de N-nitroso alquilaminas
en la elaboracion de trifluralina, el B-carbaril en la produccion de carbaril y otros. En
la mayoria de los casos estas impurezas son las que les dan las propiedades toxicas
a estos productos y seran eliminadas segun los adelantos tecnoldgicos que se intro-
duzcan en su produccion.

Desde el punto de vista de la salud, es importante el ingrediente activo, pero tam-
bién los componentes que se adicionan, estos pueden modificar su toxicidad como
en el caso de los polvos (silicatos y zeolita) y de los liquidos (naftas y ciclohexanona).

En cuanto a su empleo, los plaguicidas se clasifican en fungicidas, insecticidas,
herbicidas, acaricida, rodenticidas, nematocidas, fumigantes, reguladores de creci-
miento y otros. La clasificacion segun su tipo quimico es la siguiente:

— Organofosforados.

— Organoclorados.

— Carbamatos.

— Tiocarbamatos y ditiocarbamatos.

— Piretroides.

— Triazinas.

— Compuestos organicos del estafio.

— Compuestos organicos del mercurio.

— Compuestos organicos del arsénico.

— Derivados del acido fenoxiacético.

— Derivados del piridilo.

— Derivados del cloronitrofenol.

Esta es la clasificacién mds importante para evaluar un plaguicida desde el punto
de vista toxico para el ser humano que, segun su estructura quimica, sera su meca-
nismo de accion.

Pueden existir otros grupos quimicos, se han mencionado los fundamentales. Un
mismo plaguicida puede pertenecer a dos tipos distintos de plaguicidas, de acuerdo
con su estructura quimica; ademas, hay otros plaguicidas que no se consideran per-
tenecientes a un tipo especifico, y que a la hora de evaluar su toxicidad no pueden ser
enmarcados dentro de ellos, sino que deben analizarse de forma individual.

En la tabla 8.2 se presenta la clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad
aguda y sobre la base de los datos de dosis letal media oral y dérmica.
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Tabla 8.2. Clasificacion de toxicidad oral y dérmica

Clase Denominacién DL50 (mg/kg de peso corporal)
Oral Dérmica
Liquido Sélido Sélido Liquido
la Sumamente <20 <5 <10 <40
peligroso o téxico
Ib Altamente <5 5-50 10-100 40-400
peligroso o toxico
Il Moderadamente <10 <40 400-4 000
peligroso o téxico
11} Ligeramente >2 000 > 500 >1 000 >4 000

peligroso o toxico

Fuente: OMS, 1981
Nota: los términos sélido-liquido se refieren al estado fisico del producto formulado, o del ingrediente
activo.

Esta clasificacion es tradicional para evaluar la posibilidad de intoxicacién letal o
no, sobre todo por via digestiva, también se puede evaluar su toxicidad aguda por la
penetracion a través de la piel (cuando se compara con la dosis letal media dérmica).
Estos valores se emplean en el campo de la salud ocupacional como orientacion, aun-
que no quiere decir que un producto que por su toxicidad aguda desciende a la clase
4 (ligeramente toxico), no tenga acciones nocivas a largo plazo para el trabajador, que
puedan provocar efectos mutagénicos, carcinogénicos u otros que requieran tomar
medidas especiales con el que lo utiliza.

Los plaguicidas se llaman con los nombres comunes para facilitar su denominacion
y no emplear los nombres quimicos largos y engorrosos. La International Standard
Organization (ISO) propone las denominaciones oficiales a los plaguicidas como, por
ejemplo, malathion, parathion, paraquat y otros; ademas, existen los nombres de los
formulados dados por los productores, y con estos, se relaciona el que los manipula,
tanto en la agricultura como en cualquier otro uso; un mismo ingrediente activo puede
tener mas de un nombre de formulados, segun el productor.

A continuacion, se desarrollan en particular algunos aspectos de los plaguicidas,
de acuerdo con su tipo quimico. No se trataran los plaguicidas biolégicos u otros.

Organofosforados

En este grupo pueden distinguirse 10 subgrupos principales, segun su estructura
quimica:
— Fosfato: Ejemplo, el diclorvos, el mevinfos y el clorfenvinfos.
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— O-alquilfosforotioato, con 2 variantes en su estructura quimica:
* Ometoato, metil-S-demeton y vamidaotion.
* Cumafos, diacinon, fenclorfos, fenitrotion, fention, paration, metil-paration y
temefos.
— Fosforoditioato: Dimetoato, disulfoton, etion, malation, fentoato y formotion.
— S-alquilfosforotioato: Profenofos y trifenofos.
— A-alquilfosforoditioato: Protiofos y sulprofos.
— Fosforamidato: Fenamifos y cruformato.
— Fosforotriamidato: Triamifos.
— Fosforotioamidato: Metamidofos y isofenfos.
— Fosfonato: Triclorfon y butonato.
— Fosfonotionato: EPN (nombre genérico), leptofos y triclornat.

Estas diferentes estructuras quimicas tienen influencia en el grado o nivel de la
toxicidad del producto, aumentan o disminuyen la competencia con el sustrato segun
su estructura, para inhibir en mayor o menor grado la actividad de la enzima colines-
terasa, aungue no cambia esencialmente su mecanismo de accion.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Los plaguicidas organofosfo-
rados ingresan en el organismo por via dérmica, respiratoria, ocular y por ingestion.
Cuando el ingrediente activo se mezcla con disolventes organicos, se facilita la absor-
cion del producto a través de la piel. Los plaguicidas organofosforados mas conocidos,
excepto el diclorvos, tienen baja presion de vapor, por lo que serd menor la posibilidad
de intoxicacion por via inhalatoria.

La vida media de los organofosforados y sus productos de biotransformacion en
el organismo es relativamente corta. Su biotransformacion se hace mediante enzimas
oxidasas, hidrolasas y transferasas, principalmente hepdticas.

El malation, como otros fosforotioatos, requiere activacion metabdlica para que
se manifiesten sus efectos téxicos agudos, esta se produce debido a la oxidacion del
azufre por las enzimas microsomales, con la formacion del malaoxon. Mas tarde, las
principales reacciones de detoxificacion ocurren como consecuencia de la hidrélisis
de los enlaces carboxiéster, la dealquilacién inespecifica de una carboxilasa tipo B del
éster fosfato y la ruptura del enlace P-S por la fosfatasa. El metilparation se oxida y
degrada los microsomas hepaticos. La degradacion oxidativa provoca la formacion
de p-nitrofenol y acido dimetilfosforotioico (Tabla 8.3).

La eliminacioén es rapida por la orina y en menor cantidad por las heces y el
aire espirado; su maxima excrecion se alcanza a los 2 dias y luego disminuye
rapidamente.
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Tabla 8.3. Relacion de algunos metabolitos formados

Plaguicida Metabolito
Clorpirifos 3,5,6-tricloro-2-piridinol
Diclorvos Dimetilfosfonato

2,2-diclorovinil metilfosfato

Fenclorfos 2,4,5-triclorofenil
Fenitrotion 3-metiol-4-nitrofenol
Metilparation p-nitrofenol

Temefos Tiodifenol

Mecanismo de accidn. Los organofosforados actuan bloqueando la enzima ace-
tilcolinesterasa. Esta inhibicion provoca acumulacion de acetilcolina en la membrana
possinaptica, la cual es incapaz de retornar a su estado original. Segun la parte del
sistema nervioso donde la sinapsis se mantiene en ese estado de estimulacion per-
manente, los sintomas pueden ser nicotinicos y muscarinicos, que, de acuerdo con la
estructura quimica, se acentuara su accion sobre uno u otro sintoma.

En el proceso normal, la acetilcolinesterasa provoca la inactivacion de la acetilcolina
y, por lo tanto, se interrumpe la trasmision del impulso nervioso. La accion de la ace-
tilcolina es muy corta, pues la acetilcolinesterasa hidroliza rapido la acetilcolina para
convertirla en acido acético y colina, esta Ultima puede ser reutilizada en la sintesis
de la acetilcolina, segun se observa en la figura 8.1.

El proceso bioquimico normal que ocurre es el siguiente:
Acetilcolinatacetilcolinesterasa ———— colina+acetilcolinesterasa acetila-
do (complejo)

Acetilcolinesterasa acetiladotagua ——— acetilcolinesterasa+acido acé-
tico+colina (hidrdlisis)

Los compuestos organofosforados compiten con la acetilcolina por la acetilcoli-
nesterasa y forman con la enzima una unién que da lugar a la enzima fosforilada, la
cual es relativamente estable. Las colinesterasas pueden ser de dos tipos:

— Colinesterasa verdadera, eritrocitaria, especifica o tipo e: se encuentra solo lo-
calizada en las neuronas, en las sinapsis ganglionares de la estructura neuro-
muscular del organismo y en los eritrocitos.

— Seudocolinesterasa o colinesterasa inespecifica, también denominada butiril-
colinesterasa o tipo s: esta presente en casi todos los tejidos (principalmente
en el higado) y en el plasma, pero en poca concentracion en el sistema nervio-
sos central y periférico.
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Presinapsis Impulso

nervioso

Sintesis del
trasmisor

Espacio Hidrolisis P
sinaptico del trasmisor — Al
AAA
Acido
Trasmisor acético
(AC)*

Receptores ACE**

Presinapsis

*: AC: acetilcolina.

**: ACE: enzima acetilcolinesterasa.

Fuente: Henao, S., Corey, G. (1991). Plaguicidas inhibidores de las colinesterasas. México: ECO/OPS/
OMS, (Serie Vigilancia 11).

Fig. 8.1. Proceso fisiolégico neuromuscular durante la estimulacion.

Monitoreo biolégico. El monitoreo bioldgico, en el caso de los compuestos orga-
nofosforados, puede realizarse mediante la determinacién de la actividad de la enzima
colinesterasa y de la medicién en sangre o en la orina de los metabolitos formados.
A continuacion, se evalla cada uno de ellos.

Colinesterasa. Las colinesterasas pueden presentar variaciones interindividuales
hasta del 15 % en personas no expuestas a inhibidores de estas enzimas, por lo que
es necesario conocer el valor previo a la exposicién de cada individuo, es decir, el valor
preempleo, para comparar los resultados de las determinaciones de colinesterasa
después de la exposicion contra este valor.

Lo ideal es realizar esta determinacion, al menos en dos ocasiones, previo a la
exposicion, en eritrocitos y en plasma, o en caso de no ser posible en sangre total.
Elintervalo mejor entre las dos determinaciones es de 3 a 14 dias. Sila diferencia entre
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estos dos analisis es mayor que el 20 %, se recomienda hacer una tercera determinacion
y promediar los dos valores mas proximos.

Debido a las dificultades reales que presenta la realizacién del andlisis preempleo,
se acostumbra a comparar los valores del trabajador con el rango obtenido en perso-
nas sanas y no expuestas desde el punto de vista ocupacional (media y desviacion
estdndar), aunque es conveniente considerar que una depresion significativa del nivel
enzimatico individual puede ocurrir sin exceder los limites normales de la poblacion
no expuesta, por lo que siempre se prefiere hacer el analisis preempleo para conocer
el valor individual.

La afinidad de los compuestos que inhiben las colinesterasas por el sistema en-
zimatico en eritrocitos, plasma y sistema nervioso es diferente, como resultado va a
existir un grado desigual de inhibicion entre estos sistemas. Por esta razon el grado de
inhibicion de la enzima en sangre total no posee gran valor predictivo en la inhibicion de
la acetilcolinesterasa en el sistema nervioso, tanto en magnitud como en duracion, ni
dard indicios de la severidad de los cambios funcionales provocados por la inhibicion
de la acetilcolinesterasa en los nervios o en otros sistemas del cuerpo, o sea, puede
ocurrir neurotoxicidad retardada, aun con resultados normales de acetilcolinesterasa
en sangre total.

Se recomienda hacer determinaciones en eritrocitos y en plasma. La depresion
de la colinesterasa eritrocitaria tiene mayor importancia que la del plasma, pues esta
Ultima indica exposicion, pero no quiere decir que se separe al trabajador de su puesto
de trabajo, mientras que en el caso de los eritrocitos se ha comprobado que la corre-
lacion entre toxicidad e inhibicion es mayor.

En exposicién ocupacional diaria a plaguicidas organofosforados, la actividad de
la enzima se reduce lentamente sin que se observen sintomas, que pueden aparecer
cuando la reduccion de la actividad es mayor que el 50 %, pues es de gran valor la
determinacion de la actividad de la enzima con la frecuencia establecida en cada caso.

A la hora de evaluar los valores detectados se debe tener en cuenta que
estos pueden ser modificados por muchos factores, como algunas enfermedades
y otras sustancias quimicas, entre ellas algunos medicamentos (Tabla 8.4). Otros
factores han suscitado discrepancias entre los autores (edad, sexo, raza, estado nutri-
cional, temperatura y variaciones estacionales), los cuales pueden modificar también
la actividad enzimatica.

En algunos individuos pueden existir valores normalmente bajos de la colinesterasa
plasmatica, posiblemente por alteraciones genéticas, los cuales se han comprobado
en el 3% de los caucasicos y en menos del 1T % en personas de la raza negra.

Las enfermedades o condiciones y tratamientos que modifican los niveles de la
actividad de la colinesterasa plasmatica son:

— Con disminucion de la actividad:
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* Enfermedad o condicion: anemias crénicas, carcinoma, desnutricion, diali-
sis renal, enfermedades crénicas debilitantes, enfermedades del colageno,
enfermedades hepéticas (hepatitis aguda, céncer), epilepsia, fiebre reuméatica,
hiperpirexia, infarto de miocardio, infecciones agudas, mixedema, quema-
duras, sindrome de shock toxico, tetano, tuberculosis, uremia.

* Tratamiento: anticonceptivos orales, derivacién cardiopulmonar, ciclofosfa-
mina, clorpromacina, corticoides, drogas anticancer, estrégenos, fisostig-
mina, inhibidores de la monoaminooxidasa, neostigmina, plasmaféresis,
propanidid, propanolol y betablogueadores, yoduro de ecotiopate.

* Otros tratamientos: rayos X.

— Con aumento de la actividad:

* Enfermedad o condicién: alcoholismo, artritis, asma bronquial, bocio nodu-
lar, bocio nodular, diabetes, esquizofrenia, estado de ansiedad, hiperlipemia,
hipertension esencial, nefrosis, obesidad, psoriasis, tirotoxicosis.

Otros indicadores. También existe la posibilidad de determinar los plaguicidas orga-
nofosforados en la sangre, aunque tiene poco valor porque se hidrolizan répidamente.
La medicion de productos de biotransformacion de los plaguicidas en la orina tiene
sus limitaciones, su analisis aislado no evalua la magnitud de la exposicién; lo ideal es
efectuarla junto con el andlisis de la actividad de la acetilcolinesterasa.

Toma de la muestra y conservacion. |[dealmente, a los trabajadores con elevado
riesgo se les debe realizar el andlisis de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa
cada 8 o 15 dfas, sin embargo, si existieran dificultades para cumplir con esta reco-
mendacién, la frecuencia del control puede disminuirse siempre que no sea inferior
a un analisis cada tres meses. Siempre se debe considerar que en los 15 dias antes,
el trabajador haya estado en contacto con plaguicidas organofosforados, lo cual es
valido para exposiciones en fabricas productoras de plaguicidas.

En las aplicaciones agricolas y del rea sanitaria se recomienda efectuar el andlisis
en las épocas con mayor empleo de los plaguicidas organofosforados. Cuando la
exposicion sea de riesgo moderado, el andlisis podra cumplirse cada 6 meses, siem-
pre que los trabajadores hayan estado expuestos a estos plaguicidas en los uUltimos
15 dias anteriores a la toma de la muestra. Para la determinacion de p-nitrofenol en
la orina, la muestra debe tomarse al final de la jornada de trabajo con metilparation.

La muestra se tomara cuando el trabajador se haya bafiado y cambiado de ropa.
La zona de la puncion intravenosa o capilar, segun se utilice, se lavara previamente
con agua y jabon y luego se limpiara con algodon impregnado en alcohol al 70 %.
Segun el método analitico para la determinacion de la actividad de la enzima acetil-
colinesterasa, la muestra se mantendra en frio y se realizara el analisis antes de las
2 h de haberse tomado.
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Niveles de accion bioldgica. Actividad de la colinesterasa:
— En caso de conocer el valor preempleo:
* EI30 % se considera el valor de inhibicion critico para separar al trabajador
de su puesto de trabajo.
* EI'70 % del valor base (en eritrocitos).
— Para el p-nitrofenol en la orina, metabolito del paration metilico se reporta el
valor de:
* 0,5mg/L.
* 0,5mg/g de creatinina (final de la jornada).

Valores de referencia. El valor de referencia de la actividad de la enzima acetilcoli-
nesterasa va a depender del método analitico empleado, del sustrato, de la temperatura
y del tiempo de incubacion (Tabla 8.4).

Tabla 8.4. Valores normales de la actividad de la enzima colinesterasica en hombres

Técnica Sustrato Temperatura Muestra Valores de Unidad
(°C) referencia
Electrométrica  Cloruro o 25 Eritrocitos  0,766+0,007 pH/h
(Michel) bromuro de (1957)
acetil colina 0,838+0,100
(1978)
Plasma 0,953+0,012

(1957)
Espectro- Yoduro 25 Suero o 3)5=8}5 u/L
fotométrica de buti- 30 plasma (1983)
(Behringer riltiocolina 37 4,3-10,5
405 nm) (1983)

5,4-13,2

(1983)
Espectro- Yoduro de 21-40 Eritrocitos  1,79-5,22 U/mL
fotométrica acetilcolina Plasma 20,5-32,9 U/g Hb
(colorimetro Yoduro de (1989)
EQM 440 nm)  butiriltioco- U/mL

lina 1,91-4,03

Espectro- Yoduro de 25 Suero o 2,3-7,4 KU/L
fotométrica Shutiriltio- Plasma (1976)
(Merck colina
405 nm)
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Técnica Sustrato Temperatura Muestra Valores de Unidad

(°C) referencia
Espectro- Yoduro de 37 Eritrocitos 0,33 UM SH/10
fotométrica propionitio- (promedio) pL/10
(Voss y Schsse colina Plasma 0,25 min
420 nm) (promedio)
Papeles 24-45 Plasmao 2,3-35 U/mL
reactivos suero

(Pharmachim)

Lista de organofosforados: Acephate, amidithion, amiton, azinphos-ethyl,
azinphos-methyl, azothoate, bromophos, bromophos-ethyl, butonate, chlorfenvinphos,
chlorpyriphos, cholrpyriphos-methyl, coumaphos, crotoxyphos, crufomate, deme-
ton-S-methyl, diazinon, dichlofenthion, dichlorvos, dicrotophos, dimethoate, dioxathion,
disulfoton, EPN, ethion, fenamiphos, fenchlorphos, fenitrothion, fensulfothion, fenthion,
fonofos, formothion, fosthietan, heptenophos, idofenphos, isofenphos, leptophos, mala-
thion, mecarbam, menazon, mephoslan, methamidophos, methidathion, mevinphos,
monocrotophos, morphothion, naled, omethoate, oxydemeton-methyl, parathion, pa-
rathion-methyl, phenthoate, phorate, phosalone, phosmet, phosphamidon, phosfalan,
phoxim, profenofos, prothiofos, prothoate, pyrimphos-ethyl, pyrimphos-methyl, pyra-
zophos, sulfotep, sulprofos, temephos, TEPP tetrachlorvinphos, thiometon, thionazin,
triamiphos, triazophos, trichlorfon, trichlornat, trifenofos, vamidothion.

Carbamatos

Existen cuatro tipos de carbamatos, de acuerdo con su estructura quimica y su
actividad bioldgica:
— Insecticidas: endiocarb, carbaril, carbofuran, isoproacarb, pirimicarb, propozur,
metiocarb, diozacarb, aldicarb, metonil y oxamil.
— Herbicidas: asulam, terbucarb y clorprofam.
— Herbicida e inhibidor de la germinacién: profam.
— Fungicida: benomil, carbendazim, dietofencarb y propamocarb.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Penetran a través de la piel y las
vias digestivas, respiratorias y oculares; no se acumulan en el organismo. El primer paso
en la biotransformacion de los carbamatos es la hidrdlisis hacia el &cido carbamico,
que se descompone en CO, y en la amina correspondiente; ademas de la hidrdlisis
ocurre la oxidacion que incluye hidroxilacion del anillo aromatico, O-dealquilacion,
N-metil-hidroxilacion, oxidacion de las cadenas alifaticas laterales y sulfoxidacién a la
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correspondiente sulfona. La conjugacién conduce a la formacién de O y N-glucurénidos,
sulfatos y derivados mercapturicos.

Existe poca informacion acerca de la distribucién de los carbamatos en el orga-
nismo, se han reportado residuos en el higado, los rifiones, el cerebro, las grasas y los
musculos. La vida media enratas es de 3a 8 h. La eliminacion se realiza principalmente
por la via urinaria.

Mecanismo de accién. Los compuestos carbamicos, con estructura que pertenece
a insecticidas, son inhibidores activos de la colinesterasa, aunque esta inhibicion es
transitoria (durante algunas horas); entre ellos se encuentran: carbaril, carbofuran,
pirimicarb y propozur. Los herbicidas y fungicidas carbamicos no son inhibidores de
la colinesterasa.

La recuperacion rapida de la actividad colinesterasica, que se observa en las
intoxicaciones por estos compuestos carbamicos, puede inducir a confusiones en el
manejo clinico de los intoxicados cuando han transcurrido varias horas entre el inicio
de los sintomas y el momento de la atencion médica, en que pueden encontrarse
niveles normales de la enzima. Recientemente se han notificado algunos casos de
neurotoxicidad retardada que pudieran deberse a la exposicion a carbamatos.

Monitoreo biolégico. No se recomienda la determinacion de la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa para detectar sobreexposicién inminente, aunque resulta
mas eficaz la determinacién del metabolito en la orina, lo que sucede en algunos
carbamatos; entre ellos se encuentran:

— Carbaril: 1-naftol (libre y conjugado).

— Propoxur: 2-isopropoxifenol.

— Benomil: metil-5-hidroxi-2-benzimidazol carbamato (5-HBC).

Toma de lamuestra. Cuando se realiza la determinacién del metabolito de carbaril,
se debe tomar la muestra al final de la jornada de trabajo.
Valores de referencia:
— 1-naftol en la orina:
* 1,5-4 mg/g de creatinina.

Niveles de accion biolégica:
— Actividad de la colinesterasa:
* EI30 % se considera el valor de inhibicion critico para separar al trabajador
de su puesto de trabajo cuando se conoce el valor preempleo.
* EI70 % del valor base (en eritrocitos).
— Para el 1-naftol en la orina:
* 10 mg/g de creatinina.
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Lista de carbamatos: Aldicarb, aminocarb, bendiocarb, benomyl, carbaryl, carben-
dazim, carbofuran, chlorprofam, ethiofencarb, methiocarb, metomyl, oxamyl, pirimicarb,
propham, propoxur, thiodicarb, thiophanate-methyl.

Organoclorados

Segun su estructura quimica, se han propuesto varias clasificaciones de estos
compuestos, una de ellas es:

— Arométicos clorados: DDT, dicofol, metoxiclor y clorobencilato.

— Cicloalcanos clorados: hexaclorociclohexano.

— Ciclodienos clorados: aldrin, dieldrin, endrin, endosulfan, clordano y mirex.

— Terpenos clorados: canfeclor.

La velocidad de absorcion y su toxicidad dependen de la estructura quimica y de
los solventes, surfactantes y otros compuestos quimicos usados en la formulacion.
La propiedad principal de estos compuestos es su solubilidad en grasas, por lo que
tienden a acumularse en el organismo y permanecer durante largos periodos.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacién. Los plaguicidas organoclorados
pueden ingresar en el organismo por inhalacion, por la via digestiva o por contacto con
la piel. La absorcion de grandes dosis se facilita cuando estos plaguicidas se encuen-
tran disueltos en grasa animal o vegetal. Su penetracion por via dérmica varia de un
organoclorado a otro, por ejemplo, el DDT se absorbe por la piel intacta, aun cuando
esté disuelto en solucion aceitosa, mientras que aldrin, endrin, dieldrin y heptacloro
penetran con mayor rapidez y proporcién; una vez absorbidos pasan a la sangre y
se distribuyen por todo el organismo. Las concentraciones de estos compuestos se
encuentran en los elementos grasos y proteicos de la sangre y otros tejidos ricos en
grasas, especialmente en el tejido adiposo; también se pueden encontrar diferentes
concentraciones en el higado, los rifiones y otros érganos, segun la dosis absorbida.

Los plaguicidas organoclorados son poco solubles en agua, cuando ocurre una
exposicion subita, la sangre se sobresatura con los plaguicidas inalterados, el higado
metaboliza una parte de estos plaguicidas y la grasa secuestra parte de los compues-
tosinalterados y algunos de sus metabolitos. En primera instancia, la acumulacion de
estos plaguicidas en el tejido adiposo impide que lleguen a sitios criticos del sistema
nervioso, sin embargo, cuando sucede una movilizacion subita de la grasa, como
puede ocurrir en situaciones de tension o enfermedad, estos productos también se
movilizan y llegan a la sangre en concentraciones suficientes para causar signos de
intoxicacion aguda.

La cantidad almacenada de un plaguicida organoclorado permanecera constante
mientras la exposicion sea invariable. En el hombre, el tiempo necesario para alcanzar
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el equilibrio suele ser de un afo; si la exposicion al plaguicida cesa, la cantidad que se
ha depositado en los tejidos disminuye lenta y gradualmente.

Los organoclorados se biotransforman lentamente en el higado, donde sufren un
proceso de degradacion o transformacién metabdlica que se cataliza por enzimas de
la fraccion microsomal del reticulo endoplasmatico hepatico. Este proceso cumple una
funcién importante en la duracién de la accion téxica porque favorece su eliminacién
por la orina. Se eliminan lentamente mediante las heces y la orina, como inalterados
o transformados.

Monitoreo bioldgico. Los indicadores mas usados en la evaluacion de la expo-
sicion a plaguicidas organoclorados son los niveles de estos compuestos y de sus
productos de biotransformacién en la sangre. También se ha propuesto la determi-
nacion de algunos en la orina, como el DDT, el endrin y el hexaclorociclohexano. A
pesar de que estos plaguicidas no tienen una funcién bioldgica en el organismo, su
presencia es nociva, las concentraciones encontradas pueden ser considerables y
provienen de la exposicion repetida a través de los alimentos, el agua y el aire. Los
niveles de concentracion de los plaguicidas organoclorados en la sangre se corre-
lacionan con su exposicion.

El lindano en la sangre parece que refleja una exposicion reciente; su tiempo de
vida media es alrededor de 20 h. El DDA es el producto de excrecion urinaria mas
importante del DDT (en personas expuestas ocupacionalmente), se cree que su
concentracion en la orina indica una exposicion reciente al DDT. Bajo condiciones de
campo hay un intervalo promedio de 10,1 h antes que la excrecion de DDA alcance el
maximo, después de comenzar la exposicion al DDT.

Se ha sugerido que el analisis de dieldrin en la orina podria ser adecuado para un
monitoreo de absorcion, sin embargo, los datos son insuficientes para establecer su
concentracion, que corresponde a un nivel de absorcion peligroso. El endrin se meta-
boliza mas rapido que el dieldrin y se elimina por la orina como anti-12 hidroxiendrin,
conjugado con el acido glucurdnico.

Algunos autores han sugerido la determinacion urinaria de dcido D-glucérido para
detectar exposicion a compuestos organoclorados, debido a que con frecuencia son
inductores potentes de las enzimas microsomales, aunque la sensibilidad y especifi-
cidad de esta prueba es baja.

Toma de la muestra y conservacion. Sangre. Para la recoleccion de la muestra
de sangre es necesario que la piel del paciente esté bien limpia, por lo que se reco-
mienda lavar bien con agua y jabén la zona de la puncion y luego limpiar con algodén
impregnado en alcohol al 70 %.

La cristaleria que se utilice, incluida la jeringuilla hipodérmica, debe enjuagarse
previamente con n-hexano destilado y afiadir 0,1 mL de cloruro de sodio al 10 %, como
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conservador. Las muestras deben mantenerse en congelacion y procesarse antes de
las 72 h. En el caso del endrin la muestra se tomara al final de la jornada de trabajo.
Orina. La orina debe colectarse en un frasco de vidrio, enjuagado previamente con
n-hexano destilado. Para garantizar mayor precision se recomienda la recoleccion de
la orina de 24 h. Las muestras permaneceran en congelacion hasta su procesamiento;
con el endrin, la muestra se tomard al final de la jornada de trabajo.
Valores de referencia. Se han reportado los valores siguientes:
— DDT total:
* Sangre: 0,008-0,336 mg/L.
* Orina: 0,008-0,019 mg de DDA/L.
— Hexaclorociclohexano (HCH) (gamma y beta):
+ Sangre: 0,0008-0,28 mg/L.
- Orina: 0,005-2,67 mg de pentaclorofenol/L.
— Heptacloro y su epéxido:
* Sangre: 0,00034-0,095 mg/L.
* Orina: 0,001-0,024 mg/L.
— Dieldrin:
* Sangre: <0,001T mg/L.

Niveles de accion bioldgica:

— Clordano en la sangre: 6 pg/L.

— Dieldrin en la sangre: 5 ug/L.

— Endrin en la sangre: 5 pg/dL.

— Anti-12-hidroxiendrin en la orina: 130 mg/g de creatinina.
— Lindano en la sangre: 2 ug/dL.

— Lindano en el suero: 20-30 ug/L.

Lista de organoclorados: DDT, aldrin, dieldrin, endosulfan, lindano, hexacloroci-
clohexano y endrin.

Tiocarbamatos

Pueden absorberse por las vias digestiva y respiratoria, por la piel y las membranas
mucosas.

La biotransformacioén ocurre mediante 2 vias: una por la sulfoxidacion y conjuga-
cion con el glutation y mas tarde la produccion de dacido mercapturico, y la otra via
por oxidacién del azufre a sulfoxido que se oxida a sulfona o se hidroxila. Se elimina
rapido por la orina y el aire espirado.

Lista de tiocarbamatos: Butilato, EPTC, tiobencarb, molinate, protiocarb, cartap
y triallate.
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Ditiocarbamatos

Pueden distinguirse seis grupos principales que tienen comportamientos dife-
rentes:
Tiuram disulfuro que contiene grupos S-S (disulfiram y dtiuram).
— Etilenbisditiocarbamatos (EBDC) (zineb, mancoceb y maneb).
Metilditiocarbamatos (metam sodio).
Dimetilditiocarbamatos (ziram).
— Dietilditiocarbamatos (sulfallate).
Propilenbis didtiocarbamatos (propineb).

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Entran al organismo por las vias
inhalatoria y digestiva. Los EBDC se absorben poco por la piel. La biotransformacion
del dimetil y del dietilditiocarbamato es directa y se forma el acido dialquiltiocarbami-
co como un acido libre o conjugado con el S-glucurénido. También puede formarse
disulfuro de carbono, formaldehido, sulfato y dialquilamina.

Los EBDC tienen una descomposicion metabdlica compleja que da como resultado
la formacion de disulfuro de carbono, etilendiamina, etilenbistiuram disulfuros, sulfuro
de hidrégeno, etilenbistiocianato y etilentiourea.

Los EBDC y sus metabolitos (bisulfuro de carbono y etilentiourea) se distribuyen
a través de la sangre, luego de la absorcién en algunos érganos y tejidos como el hi-
gado, los rifiones, el cerebro y especialmente las glandulas tiroides. No se acumulan
porque su metabolismo es rapido. La etilentiourea se absorbe rapido y se elimina a
través del tracto gastrointestinal. Los ditiocarbamatos se eliminan mediante las heces
fecales y la orina.

Monitoreo biolégico. Algunos autores han propuesto la determinacién en la orina
de etilenbistiourea y etilentiourea para el analisis de maneb. En el caso del zineb hay
excrecion urinaria de sulfuro de etilentiourea y etilenbisisocianato. La etilentiourea
urinaria se considera el mejor indicador; el bisulfuro de carbono en la sangre y la orina
tienen datos limitados y se encuentran en pequefias cantidades en la orina.

Toma de lamuestray conservacion. La muestra se tomara al final de lajornada de
trabajo y al final de la semana o del periodo de exposicién. Se colectara en recipiente
de color dmbar, se congelara a -20 °C y se analizara tan pronto sea posible.

Lista de ditiocarbamatos: Ferbam, mancozebm, maneb, metam-sédico, metiram,
nabam, propineb, thiram, zineb y ziram.

Triazinas

Se usan fundamentalmente como herbicidas.
Via de entrada, biotransformacioén y eliminacién. Se han realizado estudios en
animales y se reporta que la simazina, luego de su administracion intragdstrica no se
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acumula sin cambio en el organismo; se transforma a N-dealquilacién y se produce
una oxidacion de la cadena N-alquilica. Se excreta por la orina y las heces a los 4 dias,
conjugada con el glutation. En el hombre, la prometrina se excreta por las heces y la
orina en forma de metabolitos de hidroxipropazina.

Monitoreo biolégico. En estudios realizados en animales se ha reportado la de-
terminacion de atrazina en la saliva y el plasma.

Lista de triazinas: Atrazina, ametrina, prometrina y simazina.

Derivados del piridilo

Los plaguicidas son una de las familias de productos quimicos mas utilizadas por
el hombre, principalmente para combatir plagas por su accién sobre las cosechas o
como vectores de enfermedades trasmisibles. Los derivados del piridilo se utilizan con
estos objetivos, y existen dos compuestos que son el paraquat y el diquat.

Paraquat

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. El paraquat puede penetrar
por la via digestiva e inhalatoria y también por la piel, especialmente si esta dafiada.
Al absorberse el paraquat, se distribuye mediante el torrente sanguineo casi en todos
los 6rganos y tejidos, pero no se almacena en ninguno de ellos. El pulmon lo acumula
de forma selectiva en una concentracién mayor que en otros tejidos, por un proceso
energia-dependiente.

El efecto toxico del paraquat es consecuencia de la biotransformacion, de la
reaccion de oxidacion-reduccion que provoca disminucion del NADPH celular y la
generacion de formas potencialmente toxicas del oxigeno, como el radical superoxido.
Su eliminacion ocurre a través de los rifiones.

Monitoreo biolégico. Se propone medir los niveles de paraquat en la orina después
de una sobreexposicion de la piel.

Diguat

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Se absorbe por las vias diges-
tivas e inhalatoria y muy poco a través de la piel. El diquat muestra alguna preferencia
por los rifiones, no asf por los pulmones.

Segun su ruta de entraday la especie animal en la que se han realizado los estu-
dios, se biotransforma menos del 20 % de la dosis absorbida. La microflora intestinal
parece ser la responsable del metabolismo del diquat. El metabolito principal es el
diguat monopiridona y de menos importancia el diquat dipiridona; sus metabolitos
son considerablemente menos tdxicos que el producto original. La via de excrecion
fundamental es la urinaria, aunque también puede ser excretado por las heces fecales.
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Piretroides

Se distinguen 2 clases de piretroides a partir de estudios electrofisioldgicos, sin-
tomas de toxicidad y tipos de enlaces:
— Piretroides que no contienen grupo alfaciano como aletrina, fenotrina, perme-
trina, tetrametrina, cismetrina y bioresmetrina.
— Piretroides que contienen grupo alfaciano sobre el alcohol 3-fenoxibencilo,
como deltametrina, cipermetrina, fenvalerate y fenpropanato.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Penetran por la via respiratoria o la
piel, segun el tipo de formulacion, sobre todo en los trabajadores que manipulan la solucion
concentrada. Debido a que son compuestos viscosos y de baja volatilidad, la absorcién
por la piel es rapida, alrededor del 5 % de la parte que entra en contacto por esa via. En
el caso de la cipermetrina se recobra el 2 % en los fluidos después de 3 dias.

La ruta principal de biotransformacion de la permetrina, la cipermetrina, la delta-
metrina y el fenvalerate es la ruptura de la unién del éster para formar un metabolito
acido y el 3-fenoxibenzil alcohol, para formar el &cido 3-fenoxibenzoico (3PBA), y por
la oxidacion de la posicién 4 del grupo fenoxi puede llevar a la formacién del acido
4-hidroxi-3 fenoxibenzoico (40H3PBA).

En estudios reportados en animales se ha comprobado que se distribuye amplia-
mente y se excreta con rapidez, pero la pequefia porcion que entra en las grasas y el
cerebro persiste durante varios dias después de la exposicion.

La eliminacion se comporta de la forma siguiente:

— Permetrina: en dos voluntarios se report6 la excrecion (muestras de 24 h) del

acido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetil ciclopropano carboxilico (CI2CA) entre el
18 y el 39 % de las dosis administradas durante las primeras 12 h. No se ha
indicado el tiempo de vida media.

— Cipermetrina: en cuatro voluntarios se administré una sola dosis de una mez-

cla 1:1 cis/trans cipermetrina, en rango de 0,25 a 1,5 mg; transcurrido 24 h,
habian excretado el 49 % de la cis-cipermetrina y el 78 % de la trans, en forma
de cis/trans CI2CA; la proporcion es independiente de la dosis, asi como los
resultados sugieren que la cipermetrina no se acumula.

— Deltametrina: en un estudio realizado en voluntarios con deltametrina marcada

con 14C se recobro totalmente la radioactividad por la orina'y del 64 al 77 % por
las heces de la dosis inicial, en el transcurso de las 96 h.

— Fenvalerato: en animales se ha observado una eliminacion rapida por las heces

fecales, en forma no metabolizada, y por la orina en trazas.

— Aletrinas: se elimina rapido por la orina como &cido crisantemo dicarboxilico y

aletrolona. También se elimina por las heces fecales.
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— Resmetrinas: en experimentos con animales se ha comprobado que se elimi-
nan lentamente a través de la orina y las heces fecales, y sus reacciones me-
tabdlicas provocan la ruptura del éster, oxidacion a alcohol, aldehido y acido
carboxilico y reaccion de conjugacion.

Monitoreo biolégico:

— Cipermetrina y permetrina: Para evaluar la exposicion se recomienda la deter-
minacion de CI2CA, 3-PBA y 40H3PBA en la orina.

— Deltametrina: Se propone la determinacion de &cido 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-di-
metilciclopropano carboxilico (Br2CA) y del 3PBA. La deltametrina en la orina
se recomienda en casos de exposicion alta.

— Fenvalerato: Se recomienda la determinacion en la orina para los casos de ex-
posicion alta.

— Ciflutrina: El biomarcador méas apropiado es el acido fluorofenoxidenzoico.

Toma de la muestra y conservacion. Se debe recoger la orina de 24 h al final de
la Ultima jornada de trabajo de la semana. La muestra se congelara y almacenaré en
un recipiente plastico, previamente lavado segun indique el método.

Las muestras de cipermetrina y permetrina no necesitan preservativos; la delta-
metrina y el fenvalerato requieren la adicion de 1 mL de acido clorhidrico para 100 mL
de orina y almacenarse en congelacion de 0 a 4 oC.

Lista de piretroides que contienen 3-fenoxibencil o alfaciano-3-fenoxibencil
alcohol, que pueden metabolizarse a 3-PB: Acrinathrin, cycloprothrin, lambdacyha-
lothrin, cypermethrin, alfacipermethrin, zetacypermethrin, cyphenothrin, deltamethrin,
esfenvalerate, fenpropathrin, fenvalerate, flucythrinate, taufluvalinate, permethrin,
phenothrin y tialomethrin.

Derivados

Derivados organicos del arsénico. Entre estos compuestos se encuentra el MSMA
(ver acdpite de arsénico organico).

Derivados organicos del mercurio. El acetato de fenilmercurio, cloruro de 2-metoxi-
metilmercurio, dicianamida de metilmercurio y otros (ver acapite de mercurio orgénico).

Derivados del dcido fenoxiacético. Dentro de este grupo se encuentran el 2,4-D-és-
teres y aminasy el MCPA.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Estos derivados se absorben a
través de la via respiratoria, el tracto gastrointestinal y la piel. Se excretan por la orina
sin metabolizar dentro de las 24 a 72 h después de cesar la exposicion.

Toxicologia Ocupacional _87



Solventes

Se denomina cualquier sustancia quimica, casi siempre un liquido, que disuelve
otra sustancia. Como estos compuestos son muy volatiles, la via de exposicion mas
importante es la inhalatoria; su solubilidad en grasas es una de las propiedades mas
importantes, aunque existen diferencias entre ellos.

Sus propiedades tdxicas tienden a ser similares dentro de un mismo grupo. Los
solventes pueden dividirse en familias de acuerdo con la estructura quimica y los
grupos funcionales; segun la estructura quimica se dividen en: alifaticos, aliciclicos y
aromaticos. Los grupos funcionales incluyen halégenos, alcoholes, cetonas, glicoles,
ésteres, éteres, acidos carboxilicos, aminas y amidas. En la tabla 8.5 aparecen los
principales solventes industriales.

Tabla 8.5. Principales solventes industriales

Estructura Nombres Grupos Nombres
funcionales
Alifaticos Pentano Alcoholes Alcohol etilico,
Hexano alcohol metilico, alcohol isopropi-
Heptano lico, alcohol butilico
Acetona
Cetonas Metiletilcetona
Esteres Metilisobutilcetona
Eteres Eter etilico
Aminas Metilamina
Halogenados Etilendiamina
Tricloroetileno carbdn tetracloruro
Cloroformo

Aliciclicos Ciclohexanona  Alcoholes Cetonas Ciclohexanol
Ciclohexanona

Aromaticos  Benceno Fenoles Fenol,
cresol,
tolueno,
xileno,
estireno

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. La via de entrada fundamental
es la respiratoria, casi siempre son liquidos volatiles y pasan bien a través de la mem-
brana alveolocapilar por su solubilidad en grasas. La penetracion en la piel va a estar
condicionada por dos factores: la solubilidad en grasas y en agua, y la volatilidad;
los solventes solubles (en grasas y agua) se absorben mds facil por esta via. Los
que presentan elevada volatilidad van a ser menos absorbidos, tienden enseguida a
evaporarse de la piel y no alcanzan el proceso de penetracion.
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Los solventes se distribuyen en el tejido adiposo, el sistema nervioso y en el higa-
do. La distribucién esta condicionada por la velocidad de difusion, la solubilidad en
grasas y el gradiente de concentracion, en el compartimiento del organismo donde
se encuentren.

Los compuestos alifaticos de 5 a 7 carbonos, muy volatiles (aliciclicos y aroma-
ticos) atraviesan facilmente la membrana alveolar, llegan al torrente sanguineo y se
transportan en minutos al sistema nervioso central. Los homaologos de cadena larga
pueden pasar la membrana alveolar, pero no tan réapido y su efecto es mas bien local.
Los aromaticos se absorben en mayor medida en el torrente sanguineo que los alifa-
ticos (62 y 50 %, respectivamente). Las personas obesas acumularan mayor cantidad
de solventes con el transcurso del tiempoy excretaran estos a una velocidad mas lenta
que los no obesos, después que cesa la exposicion.

La biotransformacion de los solventes varia entre ellos y serd tratada en cada caso.
El alcohol etilico después de una ingestion excesiva inhibe la biotransformacion de
los solventes, aunque puede existir una induccion en el caso de sujetos que ingieren
alcohol de maneraregular Los analgésicos pueden desempefiar una funcion importante
de interferencia en el metabolismo de los solventes.

La eliminacién ocurre mediante la exhalacién del producto sin biotransformacion
(en mayor medida en los compuestos voldtiles) y los metabolitos por la orina; también
puede ocurrir la combinacion de ambos. En los solventes con elevado peso molecular,
la excrecién ocurre a través de las heces fecales.

La vida media bioldgica también varia entre ellos, desde unos pocos minutos
hasta varios dias, aunque la bioacumulacién no es importante en estos compuestos.

Monitoreo biolégico. Los solventes poseen propiedades que hacen el monitoreo
poco Utily practico, debido a que tienden a ser absorbidos y excretado de forma rapida
y los niveles bioldgicos cambian con el transcurso del tiempo; no obstante, se proponen
algunos biomarcadores que analizan el tiempo de la toma de la muestra, considerado
Optimo para ese solvente en particular, con respecto a la exposicion. Por ejemplo,
una muestra de sangre (tomada inmediatamente después de la exposicion) refleja el
valor mas alto de la exposicion; otra muestra tomada entre 15y 30 min después de
terminada la exposicion expresara la exposicion en unas pocas horas precedentes,
mientras que una muestra tomada entre 16y 20 h después de la exposicion (antes de
la siguiente jornada), mostrara la exposicion media del dia anterior. Si la exposicién no
fue constante en las 8 h de trabajo, se vera afectada la validez de muestra bioldgica.

Acetona

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. La acetona puede penetrar en
el organismo mediante la via respiratoria y la piel dafiada. La concentracion en sangre
va aumentando hasta alcanzar un estado de balance dinamico. Entre el 40y el 70 %
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de la dosis absorbida se biotransforma por oxidacién hasta diéxido de carbono. Se
elimina el 50 % como diéxido de carbono y el 20 % como acetona sin biotransformar,
ambos mediante el aire espirado; por la orina se elimina cerca del 1 %.

La vida media de la acetona en el aire alveolar es de 4 h, y en sangre venosa y
arterial de 6 a 4 h, respectivamente. La concentracion mas elevada de acetona en la
orina se encuentra entre 3y 3,5 h después de la exposicion.

Monitoreo biolégico. En |a orina y la sangre existen valores normales de acetona
de formacion enddgena que aumentan en los casos de cetoacidosis por diabetes o
ayunos. Cuando la exposicion excede la concentracion de 300 p.p.m., la concentracion
de acetona en la orina al comienzo del segundo dia de trabajo no disminuye hasta los
valores de base, por lo que puede ser Util esta determinacion.

Para evaluar la exposicion durante la jornada laboral se ha propuesto la determi-
nacion de acetona en la sangre, la orina y el aire alveolar.

Toma de la muestra. Las muestras de sangre y orina se deben tomar durante la
jornada laboral.

Valores de referencia:

— Acetona en la orina: <2 mg/g de creatinina.

— Acetona en la sangre: <2 mg/dL.

Niveles de accion bioldgica:
— Acetona en la orina:
* 20 mg/g de creatinina.
* 30 mg/g de creatinine.
* 50 mg/L (al final de jornada).
— Acetona en la sangre:
* 2mg/dL.
* 5mg/100 mL.
— Acetona en el aire alveolar:
* 53 mg/m.

Alcohol metilico (metanol)

Via de entrada, biotransformacién y eliminacién. La via de entrada fundamental
es la inhalacion de los vapores. En el organismo se retiene cerca del 58 % de la can-
tidad inhalada. EI metanol es un componente natural de la sangre, la orina y el aire
espirado, formado probablemente por la actividad de la microflora intestinal u otros
procesos metabdlicos.

El metanol se oxida en dos etapas, mediante el alcohol dehidrogenasa, con la
formacion de formaldehido y acido férmico. Una parte de este acido formico se oxida
a dioxido de carbono, que se elimina por el aire exhalado.
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Cuando la exposicién es estable, la excrecidn urinaria de metanol (sin biotransfor-
mar) alcanza su maximo al final de la exposicion y luego decrece de forma exponencial,
con una vida media bioldgica de 1,5 a 2 h, a las 12 h de haber cesado la exposicion
vuelve a niveles normales.

El &cido formico también se excreta por la orina, con un tiempo de vida media
mayor que 5 hy con tendencia a acumularse durante la semana de trabajo.

Monitoreo biolégico. Cuando la exposicion es mas 0 menos constante durante la
jornadalaboral, la concentracién de metanol en la orina (al final de la jornada laboral) se
correlaciona con la intensidad de la exposicion. Cuando la concentracion de metanol
cambia durante la jornada laboral, es preferible medir esta durante toda la jornada
para estimar el metanol absorbido por el organismo.

Aunque algunos autores han propuesto determinar el acido férmico en sangre y
orina, debido a las altas concentraciones de base que existen en el organismo, este
analisis no ofrece ventajas sobre la determinacion de metanol. Otros proponen la
determinacién del acido férmico en la orina al final de la semana laboral.

Toma de la muestra. Para la determinacion de metanol en la orina, la muestra se
toma al final de la jornada de trabajo, y para el acido férmico en la orina, al comienzo
de la Ultima jornada de trabajo.

Valores de referencia:

— Metanol en la orina:

* 0,3-2,6 mg/L.
* <2,5mg/g de creatinina.

— Acido férmico en la orina:

* 5,50 mg/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Metanol en la orina:
* 15 mg/L (final de la jornada).
* 15mgL.
* 7 mg/g de creatinina.
* 25 mg/g de creatinina.
— Acido férmico en la orina:
* 80 mg/g de creatinina.

Benceno

Como solvente industrial general su utilizacion es limitada debido a su toxicidad,
pero se emplea aun en el andlisis quimico y en la manufactura.

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. La absorcion del benceno ocurre
fundamentalmente por inhalacion de vapores y en segundo lugar por la piel en contacto
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con la forma liquida, aunque se ha observado que la via dérmica es la principal via
de entrada entre las personas que laboran en garajes con exposicion a la gasolina.

El benceno se oxida a benceno ¢xido en el higado mediante el citocromo P450,
dependiente de monooxigenasas. Después de esta reaccion inicial se forman varios
metabolitos secundarios por via enzimatica y no enzimatica, como el dcido t,t-muco-
nico, fenol y quinol; se excreta por la orina como conjugado con el &cido glucurdnico
y el sulfurico; se metaboliza a hidroxifenoles. En trabajadores expuestos al tolueno y
benceno, la biotransformacion disminuye.

Segun la grasa corporal y el ejercicio fisico, del 10 al 50 % se elimina sin cambio
por el aire exhalado. El benceno posee una vida media de 12 h. El 4cido t,t-mucdnico
en la orina tiene un tiempo de vida media de 6 h.

Monitoreo biolégico. Durante décadas la determinacion de fenoles (libres y con-
jugados) en la orina ha sido el biomarcador mas utilizado para determinar elevadas
concentraciones de benceno; sin embargo, la alta variabilidad de la excrecién urinaria
del fenol sin exposicion ocupacional, debido presumiblemente a constituyentes de
los alimentos, hace este analisis poco sensible a niveles de exposicion menores que
10 cm®/m3; las personas expuestas no pueden ser identificadas entre las no expues-
tas. La determinacién de fenol puede ser Util antes y después de la exposicion, lo que
puede dar unindicio de esta, durante la jornada laboral. El consumo de alcohol acelera
la eliminacién del benceno en el aire exhalado y de fenol por la orina.

La medicion de benceno en la sangre no se utiliza mucho para medir la exposicion,
ya que existe un equilibrio entre esta y el aire espirado. Algunos autores la proponen
como un método Util de monitoreo para medir bajas concentraciones de benceno en el
aire, eigualmente se ha probado que son adecuadas las determinaciones de benceno,
4cido mercapturico y dcido t,t-mucdnico en la orina. Se prefiere la determinacion de
4cido t,t-mucdnico debido a la facilidad de medicion.

Toma de la muestra. La muestra de orina para las determinaciones de acido t,t-mu-
coénicoy acido s-fenilmercapturico deben ser tomadas al final de la jornada de trabajo.

Valores de referencia:

— Fenol en la orina:

* <20 mg/L.
* <20 mg/g de creatinina.

— Benceno en el aire espirado:
* <0,03 p.p.m.

Benceno en la sangre:
* <5ug/100 mL.
— Fenol total en la orina:
* 50 mg/L.
* 45 mg/g de creatinina.
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— Acido t,t-muconico en la orina:
* 1,4 mg/g de creatinina.
— Acido s-fenilmercapturico en la orina:
* 25ug/g de creatinina (fin de la jornada).

Ciclohexano

Via de entrada, biotransformacion y eliminacién. El ciclohexano penetra por la
via respiratoria, la via cutanea es menos importante. Aproximadamente el 70 % del
ciclohexano que se inhala se absorbe y excreta sin cambio por la orina y el aire exha-
lado, y como ciclohexanol por la orina.

Monitoreo biolégico. Se puede determinar ciclohexano en el aire espirado y ci-
clohexanol en la sangre como una medida directa, relacionada con el nivel en el medio
ambiente laboral; se determina en la orina ciclohexanol como una medida indirecta
de la concentracion en el aire. Se ha reportado que a una concentracion promedio
ponderada de 300 p.p.m. de ciclohexano en el aire, corresponde una concentracion
de ciclohexanol en la orina de 3,2 a 5,5 mg/L.

Toma de la muestra. Las muestras de aire exhalado y sangre deben tomarse
durante la jornada laboral y la de orina se tomara en las ultimas 4 h de la jornada.

Niveles de accion bioldgica:

— Ciclohexanol en la orina:

* 3,2 mg/g de creatinina.
* 3,2-55mg/L.
— Ciclohexanol en la sangre:
* 46-52 pg/dL.
* 45 pg/dL.
— Ciclohexano en el aire espirado:
* 780880 mg/m.
* 220 p.p.m.

Cloruro de metileno (diclorometano)

La exposicion ocurre cuando se utiliza como solvente.

Via de entrada, distribucién, biotransformacion y eliminacién. La principal via
de absorcion es la inhalacién de forma rapida, se alcanza un equilibrio entre el nivel
sanguineo y los niveles de aire alveolar después de 2 a 4 h de exposicion; la retencion
pulmonares del 70 al 75 %. El contacto de la piel con el cloruro de metileno liquido lleva
a la absorcion por esa via; al inicio se distribuye en la sangre y en el compartimiento
vascular; en exposicion prolongada se distribuye al tejido adiposo.

Entre el 25y 34 % de cloruro de metileno retenido por la inhalacion se biotransfor-
ma en mondxido de carbono por oxidacién mediante el citocromo P450. El cloruro de
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metileno restante se biotransforma en acido férmico y diéxido de carbono por enzimas
en el citosol y la conjugacion con el glutation.

El monoxido de carbono y la carboxihemoglobina se liberan mas lento en la expo-
sicion al cloruro de metileno que en la exposicion al monoxido de carbono. El tiempo
de vida media de eliminacion es de 7 a 10 h. Después de 8 h de exposicion, el nivel de
carboxihemoglobina continda su aumento hasta 2 h después de finalizada esta. En
el aire espirado se elimina rapido de la sangre, lo que ocurre en varias fases y con un
tiempo de vida media de 30 miny de 15a 20 h.

Monitoreo biolégico. Se recomiendan las determinaciones de carboxihemoglo-
bina y de cloruro de metileno (diclorometano) en sangre. La produccién enddgena,
los habitos de fumar y la exposicion ambiental pueden afectar la interpretacion del
resultado de carboxinemoglobina en valores por debajo del 5 %.

Toma de la muestray conservacion. La muestra para la determinacion de carboxi-
hemoglobina en la sangre se toma de 2 a 4 h después de haber cesado la exposicion,
sin permitir fumar durante ese tiempo.

Para la determinacion de cloruro de metileno en la sangre se toma la muestra
al final de la jornada laboral, que muestra la exposicion durante las ultimas 2 a 3 h.
Cuando se toma la muestra en periodos mas largos, después que la exposicion ceso,
expresa la salida de cloruro de metileno acumulado en grasas y es un indicador mas
integrador de la dosis absorbida por un periodo mayor.

Valores de referencia:

— Carboxihemoglobina en sangre:

* <1 %.

Niveles de accion bioldgica:
— Diclorometano en sangre total (al final de la jornada laboral):
* 0,08 mg/100 mL.
* Tmg/ L
* 0,05mg/100 mL.
* 0,1 mg/100 mL.
— Carboxihemoglobina (al final de la jornada laboral o final de la exposicion):
* <3 % (no fumadores).
* 5%.
* 2 % (concentracion tentativa maxima, permisible para no fumadores).
— Diclorometano en el aire exhalado:
* 15p.p.m.
— Diclorometano en la orina: 0,3 mg/L (final de la jornada).
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Estireno

Via de entrada, biotransformacién y eliminacion. Su principal via de entrada en
el organismo es la respiratoria y en menor grado por la piel intacta; se distribuye y de-
posita en las zonas grasas. Del 42 al 90 % del aire inhalado se retiene en los pulmones
y menos del 5 % de estireno se elimina sin cambio por el aire espirado.

El estireno se oxida a oxido de estireno y luego a estirenglicol, el cual se oxida a
acido mandélico, que luego a su vez, se oxida a acido fenilglioxilico, cuya excrecion
ocurre por la orina.

La vida media bioldgica del 4cido fenilglioxilico en la orina es mayor que la del
acido mandélico y esté en correspondencia con la intensidad de la exposicion. La vida
media bioldgica del acido mandélicoes de 6a 9 h.

Monitoreo biolégico. Se han propuesto varios indicadores, tales como estireno en
el aire espirado, estireno en la sangre, acido mandélico en la orina, acido fenilglioxilico
en la orina 'y &cido hipurico también en la orina. Al evaluar cada uno de ellos se puede
decir que se ha encontrado gran diferencia individual en los valores del aire espirado,
por tanto, se limita la utilidad de este parametro.

La concentracion de estireno en la sangre se incrementa no solo por el aumento de
la exposicidn, sino también por la intensidad del ejercicio, por lo que no existe buena
correlacion entre aire alveolar y concentracion en la sangre. Durante la jornada normal
de trabajo la concentracion de dcido mandélico en la orina se incrementa de forma
progresiva para alcanzar el maximo al final del periodo de exposicion.

Parece ser que el acido mandélico en la orina, colectado al final de la jornada la-
boral, es un método sensible para estimar la intensidad de la exposicion a estireno. El
acido fenilglioxilico también es un indice muy sensible de exposicion. El cido hipurico
en la orina no es un indicador sensible, el estireno solo se transforma en pequefia
cantidad de &cido hipurico. También se ha reportado aumento de aductos de ADN en
exposicion al estireno.

En conclusién, para evaluar la intensidad de exposicion a estireno se pueden
determinar los dcidos mandélico y fenilglioxilico en la orina.

Toma de la muestra y conservacion. La inestabilidad de las muestras dificulta la
determinacion de ambos &cidos, por eso se recomienda su congelacién inmediata;
las muestras deben tomarse al final de la jornada de trabajo.

Valores de referencia:

— Acido mandélico: <0,005 g/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Acido mandélico en la orina:
* 800 mg/g de creatinina.
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* 0,7 g/g de creatinina (final de la jornada).

* 1 g/g de creatinina.

* 300 mg/g de creatinina (antes del turno siguiente).
— Acido fenilglioxilico en la orina:

* 240 mg/g de creatinina.

* 240 mg/g de creatinina (final de la jornada).

* 350 mg/g de creatinina.

* 100 mg/g de creatinina (antes del turno siguiente).
— Estireno en la sangre venosa:

* 0,55 mg/L (final del turno).

* 0,02 mg/L (antes del turno siguiente).

Fenol

Via de entrada, biotransformacién y eliminacion. Se absorbe facilmente tanto
por via inhalatoria, como a través de la piel. La biotransformacién del fenol incluye
la fijacion con proteinas, la oxidacion del anillo aromatico y su destruccion hasta
dioxido de carbono en el 10 %, asi como la formacién de hidroquinona en el 10 % y
de pirocatecol en el 1 %.

El fenol y los difenoles que no se biotransforman se conjugan con los acidos
sulfuricos y glucurénico y se excretan por la orina en esa forma en el 80 % de la can-
tidad que entra al organismo. El fenol se elimina rapido dentro de las 16 h, casi en su
totalidad, como fenol conjugado.

Monitoreo biolégico. Como una medida de la exposicion se determinan los fenoles
totales en la orina. Existe gran variabilidad individual en la excrecion de fenol y en per-
sonas no expuesta ocupacionalmente, puede llegar a excretarse en concentraciones
cercanas a las de trabajadores expuestos debido a constituyentes o aditivos de los
alimentos (benzoatos), por lo que este biomarcador se considera de poca utilidad en
la salud ocupacional.

Toma de la muestra. La muestra debe tomarse al final de la jornada laboral.

Valores de referencia:

— Fenoles totales en la orina: <20 mg/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Fenoles totales en la orina:
* 250 mg/g de creatinina.
* 250 mg/g de creatinina (final de la jornada).
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N-hexano

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. El n-hexano se absorbe rapido
a través de los pulmones y se distribuye por el organismo; su absorcion dérmica es
limitada. Se biotransforma por oxidacién a varios compuestos: 2,5-hexanodiona, 2,5-di-
metilfurano, Y-valerolactona y pequefias cantidades de 2-hexanol, todos presentes en
forma conjugada junto con alguna parte de 2,5-hexanodionay 2,5-dimetilfurano libres.

Buena parte de n-hexano se excreta sin cambio por el aire exhalado, y otra parte
se excreta como metabolitos por la orina (se estima que el 15 % de lo absorbido). El
tolueno interfiere en la biotransformacion del n-hexano en ratas, lo cual sugiere que
esta sea la causa de la disminucion de excrecion de los metabolitos cuando él se
encuentra presente.

Monitoreo biolégico. La concentraciéon de n-hexano en la orina (al final de la
jornada de trabajo) se correlaciona mucho con la concentracion promedio contenida
del n-hexano en el aire, aunque se reporta que 2 h después de cesar su exposicion
se reduce a trazas.

La 2,5-hexanodiona se ha detectado en la orina después de la exposicién a
concentraciones promedio contenidas en el aire con mas de 53 mg/m?, y ha mos-
trado buena correlacion con esta. Se ha especulado que el n-hexano se produce en
el organismo por la peroxidacion lipidica; se ha encontrado la 2,5-hexanodiona en
la orina en concentraciones de 0,25 a 0,65 mg/L en personas aparentemente no
expuestas a n-hexano.

Se recomienda la determinacion de 2,5-hexanodiona en la orina o n-hexano en el
aire exhalado para realizar el monitoreo.

Toma de la muestra. La muestra de aire exhalado se toma durante la jornada
laboral y la de orina después de finalizar la jornada.

Valores de referencia:

— 2,5-hexanodiona en la orina: 0,1-0,8 mg/L.

Niveles de accion bioldgica:
— 2-hexanol en la orina: 0,2 mg/g de creatinina.
— 2,5-hexanodiona en la orina:
* 0,4mg/L.
* 5mg/g de creatinina (final de la jornada).
* 2 mg/g de creatinina (final de la primera jornada laboral).
* 4 mg/g de creatinina (final de la semana de trabajo).
— N-hexano en la sangre:
® 15ug/100 mL.
— N-hexano en el aire espirado:
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* 40 p.p.m. (final).
* S50 p.p.m.

Tolueno

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Se absorbe del 40 al 60 % de
tolueno inhalado y una cantidad significativa penetra por la piel (si estd en contacto
con la forma liquida del tolueno). Del 60 al 80 % de tolueno absorbido se biotransforma
a acido benzoico por oxidacion del radical metilo que se convierte en carboxilico. El
4cido benzoico se combina con la glicina para formar el &cido hipurico, y una pequefia
cantidad se combina con el &cido glucuronico.

La presencia de benceno junto con el tolueno provoca una interferencia en la
biotransformacion de cada uno de ellos en el higado. La excrecion de acido hipurico
se reduce por la presencia de benceno. El 20 % de tolueno se excreta sin cambios por
el aire exhalado y esta concentracion disminuye rapidamente en los primeros 10 min
después de cesar la exposicion.

El 4cido hipurico se elimina rapido por la orina, dentro de las 24 h de terminada
la exposicidn, no obstante, en una exposicion repetida de 8 h, con intervalo de no ex-
posicion de 16 h, puede haber determinada acumulacion durante la semana laboral.
Después del descanso de fin de semana la concentracion vuelve a los valores de
antes a la exposicion.

Monitoreo biolégico. La relacion entre concentracion de tolueno en el aire alveolary
en la sangre arterial es lineal y muy correlacionada, por tanto, si se mide la concentracion
en el aire espirado, se puede estimar la concentracion de tolueno en la sangre arterial.

El acido hipurico es un componente normal de la orina producido por alimentos
que contienen acido benzoico o benzoatos. Debido a los diferentes ritmos de absorcion
y metabolismo del tolueno segun los individuos, y a la variabilidad de la ingestion de
acido benzoico o benzoatos con los alimentos que provoca la eliminacion de acido
hipurico, existe escasa correlacion entre la excrecion de acido hipurico y el nivel de
exposicion al tolueno en la evaluacion individual, pero puede ser utilizado para evaluar
en conjunto grupos expuestos.

Este indicador es valido para niveles de tolueno por encima de 375 mg/m?®. La
determinacion de o-cresol en la orina también se ha propuesto como un parametro
sensible y especifico.

Toma de la muestra. La muestra de sangre debe tomarse al final de la jornada de
trabajo, el aire espirado durante la jornada y la muestra de orina al final de la jornada
laboral.

Valores de referencia:

— Acido hipurico en la orina:

* <Tg/L
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* 1,5g/g de creatinina.
— O-cresol en la orina:
* <0,3 mg/g de creatinina.

Niveles de accion bioldgica:
— Acido hipurico en la orina:
* 2,5g/g de creatinina (Ultimas 4 h de la jornada).
* 2,5g/g de creatinina.
— O-cresol en la orina:
* 1 mg/g de creatinina.
— Tolueno en la sangre venosa:
* 0,03 mg/L (final de la jornada).
* Tmg/L.
— Tolueno en el aire espirado: 20 p.p.m.

Tricloroetileno

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. La via de entrada mas importante
es la respiratoria, por la inhalacion de los vapores, pero también es importante la via
dérmica; se distribuye rapido y se acumula en el tejido adiposo, es muy soluble en las
grasas y pasa facilmente la barrera placentaria.

El tricloroetileno se biotransforma en el higado, se piensa que con la formacion de
un epoxido que hace un enlace covalente con las proteinas; también se ha propuesto
un modelo alternativo con una migracién de cloruro en el tricloroetileno oxigenado, y
mas tarde, puede ocurrir una oxidacion a acido tricloroacético o una reduccion a tri-
cloroetanol. Este tricloroetanol se conjuga rapido con el cido glucurénico para formar
el glucurdnido respectivo. El acido tricloroacético se une a la proteina plasmatica y su
concentracion en plasma sera el doble que en sangre total.

La biotransformacion del tricloroetileno disminuye cuando se ingiere alcohol etilico,
y se elimina sin cambio a través de los pulmones cerca del 10 % de la cantidad inhalada;
del 30 al 50 % se excreta por la orina como tricloroetanol y del 10 al 30 % como acido
tricloroacético, también por esta via.

En los periodos en que el trabajador no se expone, el tricloroetileno se elimina
lentamente. Se ha comprobado que la vida media en la excrecion urinaria de los dos
metabolitos es de 41 h.

Monitoreo biolégico. La determinacion de tricloroetanol en la orina parece ser
mas sensible que la determinacion de tricloroetileno en el aire exhalado. La excrecion
de 4cido tricloroacético puede utilizarse para evaluar la exposicién del dia precedente.
Se prefiere la determinacion en la sangre porque disminuye la variacion individual; se
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utiliza también la determinacion en la orina de ambos compuestos: tricloroetanol y
tricloroacético en un método analitico que mide a ambos a la vez.

Cuando la concentracion en el ambiente laboral es constante, las variaciones in-
terindividuales en la orina disminuyen y se emplea como un indice de intensidad de la
exposicion, especialmente cuando la muestra de orina se colecta al final de la dltima
jornada laboral de la semana de trabajo.

Si las concentraciones ambientales no son constantes, se prefiere medir por se-
parado los 2 metabolitos en la orina, pues concentraciones elevadas de tricloroetanol
indican exposicion reciente, mientras que las concentraciones altas de acido tricloroa-
cético indican exposicion a largo plazo, en elevadas concentraciones.

La concentracion de tricloroetileno en el aire alveolar y en la sangre, inmediatamen-
te después de la exposicion indican que esta es reciente, mientras que varias horas
después indican la exposicion promedio del dia anterior.

Toma de la muestra. La muestra de acido tricloroacético en la orina debe tomarse
al final de la semana de trabajo, asi como para determinar en conjunto acido tricloroa-
cético y tricloroetanol se toma al final de la Ultima jornada de la semana de trabajo.
Para la determinacion de tricloroetanol libre en la sangre se toma también al final de la
Ultima jornada de la semana de trabajo; la muestra de aire espirado de tricloroetileno
se toma antes de comenzar la ultima jornada de la semana de trabajo.

Niveles de accion bioldgica:

— Tricloroetanol libre en la sangre:

* 4 mg/L (final de la Ultima jornada de la semana).

— Tricloroetanol en el plasma: 0,23 mg/dL.
Tricloroetileno en la sangre: 0,6 mg/dL.

— Tricloroetanol en la orina: 125 mg/g de creatinina.
— Tricloroacético en la orina:

* 100 mg/L.

* 75 mg/g de creatinina.
-+ 100 mg/g de creatinina (final de la semana).
— Tricloroacético y tricloroetanol en la orina:

* 300 mg/L.

* 300 mg/g de creatinina (final de la Ultima jornada).
— Tricloroetileno en aire exhalado:

* 0,5p.p.m.

* 12 p.p.m. (durante la exposicion).

* <0,5p.p.m. (16 h después de la exposicion).
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Xilenos

Via de entrada, biotransformacion y eliminacion. Existen 3 isomeros de xileno:
orto, meta y para; penetran fundamentalmente por las vias respiratorias; la absorcion
pulmonar es semejante para todos los isémeros (del 60 al 70 %). El xileno liquido se
absorbe por la piel intacta (de 2 a 2,5 pg/cm?/min). Se ha calculado que aproximada-
mente el 95 % de xileno absorbido en el hombre se biotransforma y solo del 3 al 6 %
se excreta sin cambios por el aire espirado.

El xileno se biotransforma con la formacion de acido metilbenzoico, luego se
combina con la glicina para formar el acido metilhipurico que representa mas del
95 % de la fraccion metabolizada. La eliminacion a través de los pulmones y la
orina es rapida, en los pulmones ocurre durante las tres primeras horasy por la orina,
durante las 18 h después de haber cesado la exposicion.

Monitoreo biolégico. El dcido metilhipurico en la orina es el mejor indicador, casi
nunca esta presente en la orina, excepto en la exposicion al xileno.

Toma de la muestra. La concentracion de acido metilhipurico sufre la influencia
del periodo inmediato precedente, y cuando la exposicion a xileno no es constante,
no se corresponde con la concentracion media contenida en el aire, en este caso no
se aconseja tomar muestras de una miccion de orina en la evaluacion ocupacional,
sino durante el turno entero de trabajo. Cuando la exposicion es constante pueden
tomarse las muestras en la Ultimas 2 h de la jornada laboral.

Niveles de accion bioldgica:

— Acido metilhipurico en la orina:

* 1,59g/g de creatinina (final de la jornada).
* 1,59/g de creatinina.
— Xileno en la sangre: 0,3 mg/100 mL (durante la exposicion).

Otras sustancias quimicas

Amonio

El amonio es un gas a temperatura y presion ambiente, incoloro y olor acre. Se
disuelve con facilidad en aguay se utiliza ampliamente en forma liquida como hidroxido
de amonio.

Via de entrada, distribucion y eliminacion. En bajas concentraciones el amonio
inhalado se disuelve en el fluido mucoso del tracto respiratorio superior y una pequefia
parte alcanza las vias respiratorias mas bajas. La retencion inicial (80 %), pero dismi-
nuye a menos del 30 % en 27 min.
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Elamonio se forma en el tracto gastrointestinal mediante la degradacion bioldgica
de la materia nitrogenada, esta presente en todos los tejidos como constitutivo del
metabolismo. El acido glutémico toma al amonio en muchos tejidos para formar parte
en varias reacciones de transaminacion, donde el nitrégeno se incorpora a los ami-
nodcidos no esenciales. El amonio en el higado se utiliza para la sintesis de proteina.

La excrecion de amonio varia y puede ser a través del aire espirado y la orina
como urea. Estas vias de excrecion son también validas para el amonio exégeno y
enddgeno.

Monitoreo biolégico. No se propone ninguna determinacién en medio biolégico
para conocer exposicion al amonio en el medio laboral.

Disulfuro de carbono

Via de entrada, biotransformacién y eliminacion. La inhalacion es la principal via
de absorcién del disulfuro de carbono; del 40 al 50 % se retiene en el organismo; su
absorcion por la piel no es tan importante. Se distribuye por el organismo mediante
la corriente sanguinea, sobre todo en los eritrocitos. Es soluble en grasas y se enlaza
con los aminoéacidos y proteinas, desaparece con rapidez de la sangre y se deposita
en tejidos y érganos abundantes en grasas.

El disulfuro de carbono se biotransforma con la formacion de ditiocarbamatos
y conjugados con el glutation reducido, asi como por transformaciones mediante
mecanismos de oxidacion. En la orina de trabajadores expuestos puede detectarse:
tiourea, acido mercapturico y &cido 2-tiotiazolidina-4-carboxilico (TTCA), conjugado
con el glutation. Del 10 al 30 % de lo absorbido se exhala a través de los pulmones y
menos del T % se excreta intacto por la orina, el resto se biotransforma (del 70
al 90 %) y se excreta por via urinaria.

Monitoreo biolégico. Se han propuesto las determinaciones de disulfuro de carbo-
no en la sangrey en la orina, asi como la determinacién de tiocompuestos y la prueba
de la yodazida, ya que algunos de estos metabolitos hacen reaccion positiva a esta.

La determinacion de disulfuro de carbono en la sangre no ofrece informacién de la
intensidad de exposicion; la prueba de la yodazida tiene un limite de deteccidn elevado,
que restringe su empleo para concentraciones de disulfuro de carbono en el aire por
encima de 50 mg/m3. Se ha demostrado que la determinacion de acido 2-tiotiazoli-
dina-4-carboxilico puede emplearse en el monitoreo biolégico, este metabolito posee
tiempo de vida media corto.

Toma de la muestra. La muestra se toma al final de la jornada de trabajo para

determinar acido 2-tiotiazolidina-4-carboxilico en la orina.
Niveles de accion bioldgica:
— Acido 2-tiotiazolidina-4-carbxilico en la orina:
* 5mg/g de creatinina (final de la jornada).

* 5mg/g de creatinina.
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Formaldehido

Via de entrada, biotransformacién y eliminacién. El formaldehido se absorbe en
los tractos respiratorio y gastrointestinal. La absorcion de la piel parece ser muy ligera,
se oxida a acido férmico y luego a diéxido de carbono; sus metabolitos se incorporan
a las macromoléculas mediante la via de un carbono o se eliminan a través del aire
espirado o la orina. El formaldehido que escapa al metabolismo reacciona con proteinas
y acidos nucleicos en el sitio de entrada.

El formaldehido puede tener una formacion endégena a partir de otras sustancias
quimicas, se sabe que 18 de ellas pueden biotransformarse por los microsomas na-
sales de las ratas para producirlo, porque es un metabolito normal en el sistema de
los mamiferos y sigue el mismo proceso metabdlico.

La eliminacion ocurre mediante dos vias: inhalatoria y renal. Por la orina se excreta
como formato, su tiempo de vida media en el organismo es 100 min. EI 80 % de la dosis
se recobra como formato en los 30 min siguientes a la exposicion. El formaldehido
desaparece del plasma con una vida media de 1 a 1,5 min.

Monitoreo biolégico. Se ha comprobado que el monitoreo bioldgico en la expo-
sicion a formaldehido no es un buen método cuando la exposicidon es menor que
0,6 mg/mé. En general no se propone indicador para el monitoreo bioldgico debido a
la rapidez de eliminacion.

Mondxido de carbono

El mondxido de carbono es un gas incoloro, inodoro y no irritante.

Via de entrada, distribucion y eliminacién. La via de entrada es la inhalatoria,
atraviesa facil la barrera alvéolo-capilar y se une a la hemoglobina para formar la
carboxihemoglobina (COHb). El mondxido de carbono y el oxigeno compiten por la
hemoglobina, pero su afinidad por el mondéxido de carbono es de 220 a 240 veces
mayor que por el oxigeno.

La COHb se forma en el organismo como parte del catabolismo del hemo'y por la
peroxidacion de lipidos. La produccién de monoxido de carbono endégeno aumenta
en algunas enfermedades como la anemia hemolitica, también se incrementa en los
fumadores (concentraciones mayores que el 15 %).

En el equilibrio, el nivel de COHb es proporcional a la concentracion de mondxido
de carbono en el aire inspirado y se ha podido establecer para los fumadores la for-
mula siguiente:

%COHb = % CO en aire x tiempo (min) x K

donde: K es una constante, cuyo valor es:

— Al reposo: 3.

— Trabajo fisico ligero: 5.

— Trabajo fisico moderado: 8.

— Trabajo fisico pesado: 11.
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Después que cesa la exposicion, la vida media biolégica de COHb (en una atmasfera
que contiene el 20 % de oxigeno) es 4 horas.

Monitoreo biolégico. Se propone determinar COHb en la sangre, pero debido
a gue se han encontrado concentraciones elevadas de este indicador en personas
fumadoras (no ocupacionalmente expuestas), se propone determinar tiocianatos en
el suero o en la orina para ayudar a interpretar el valor de COHb. Si se encuentra que:
— El tiocianato en suero es mayor que 0,38 mg/100 mL y la COHb es del 2,5 al
6 %, muestra que la concentracion hallada de COHb se debe al cigarro.
— El tiocianato en suero es menor que 0,38 mg/100 mL y la COHb es mayor que
el 5 %, 0 sea, existe posible exposicidn ocupacional al mondxido de carbono.

La concentracion de COHb también puede aumentar en la exposicion a cloruro
de metileno (diclorometano).

Toma de la muestra. Tanto para la determinacion de monodxido de carbono en el
aire espirado, como para la de COHb en la sangre, se toman las muestras al final de
la jornada laboral.

Valores de referencia:

— COHb:

* <1 %.

* Del0,4al0,7 %.

* Después de fumar cigarrillos (1 cajetilla/dia): del 5 al 6 %.

* Después de fumar cigarrillos (2-3 cajetilla/dia): del 7 al 9 %.

* Por conducir autos en avenidas urbanas: el 5 %.
— Mondxido de carbono en la sangre: <0,15 mL/100 mL (no fumador).
— Monoxido de carbon en aire espirado: <2 p.p.m.

Niveles de accion bioldgica:
— Monoxido de carbono en la sangre: 10 mL/100 mL (no fumador).
— Monoxido de carbono en el aire final exhalador:
* 18 p.p.m. (no fumador).
* 12 p.p.m. (final de la jornada).
* 20 p.p.m. (final de la jornada).
— COHb en la sangre:
* 5% (no fumador).
° 8%.
* 3,5 % de Hb (final de la jornada).
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Otros compuestos

Existen otros compuestos que se utilizan ampliamente en la industria y poseen
accién nociva local como caracteristica fundamental, por lo que seran tratados de
forma conjunta. Para ninguno de ellos se propone realizar monitoreo biolégico, debido
a que su accion principal es a nivel de las vias respiratorias superiores y no tienen una
accion sistémica, las cantidades que penetran en el organismo no son suficientes para
provocar dafio. Estos compuestos son: 6xidos de nitrégeno, cloro, didxido de azufre,
sulfuro de hidrégeno y nieblas de los acidos, entre otros.

Los oxidos de nitrogeno se forman por la combinacion del oxigeno y el nitrégeno,
estan constituidos por diferentes compuestos, los mas importantes son el 6xido nitrico
y el dioxido de nitrégeno. El dioxido de azufre es muy soluble en medio acuoso, mas
del 90 % del inhalado se absorbe por las vias respiratorias superiores, en niveles de
exposicion de 2,9 a 140 mg/m3 pasan al torrente sanguineo y se distribuyen por todo
el organismo; al parecer se biotransforma y se excreta por la orina. En el plasma de
conejos expuestos a dioxido de azufre se han encontrado S-sulfonatos incrementados.
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Capitulo 9

Aseguramiento de la calidad

El aseguramiento de la calidad (OMS, 1984) se refiere a todos los pasos que deben
tomarse para garantizar la confiabilidad de los resultados de laboratorio. Esté relacio-
nado con la seleccién, coleccion, almacenamiento, transporte de la muestra, registro,
reporte e interpretacion de los resultados. Desde el punto de vista del andlisis es la
evaluacién inicial de un método analitico que toma en cuenta la viabilidad, precision,
exactitud (linealidad, especificidad, recobrado, calibracion, blancos, interferencias) y
luego la evaluacion de la calidad.

La seleccion del método analitico es uno de los aspectos mas importantes para
asegurar la calidad del resultado final, debe ser suficientemente exacto, sin sofistica-
cion y costos innecesarios, ademas, poseer la sensibilidad suficiente para detectar de
forma precisa y exacta los niveles del contaminante en el medio biolégico.

Se tratardn algunos aspectos importantes para asegurar los resultados del mo-
nitoreo bioldgico.

Errores preanaliticos

En relacion con la salud ocupacional entran en funcién aspectos muy importantes
debido a la incidencia en el medio laboral y constituir una fuente de error: la contami-
nacion de las muestras y la muestra.

La contaminacion de las muestras es la fuente de errores mas importante en el
analisis de trazas. Los elementos trazas se encuentran en la superficie terrestre y
entran en la muestra en todas las fases de ejecucion del andlisis, lo cual es mas im-
portante cuanto mas pequefias son las cantidades que se analizan. La contaminacion
preanalitica puede deberse a:

— El local de trabajo, la piel y las ropas del trabajador son los errores mas dras-
ticos: para tomar las muestras de sangre, por ejemplo, para la determinacion
de plomo en la sangre se recomienda lavar la zona de puncion con solucion
al 5 % de acido clorhidrico, seguido de un enjuague con alcohol etilico, to-
dos ellos de calidad para analisis de trazas. El riesgo de contaminacion en la
coleccion de orina es mayor cuando se realiza en el local de trabajo o zonas
aledafias, posiblemente contaminadas, por tanto, se requiere que el trabajador
se bafie y cambie las ropas de trabajo; también se le debe orientar al trabajador
que elimine las primeras gotas de orina. La muestra debe tomarse en un lugar alejado
de las fuentes de produccion del contaminante y en dptimas condiciones de limpieza.



— Las agujas: Las de acero inoxidable contienen grandes cantidades de cromo,
niquel, cobalto y manganeso que pasan en los primeros mililitros de sangre; se
recomiendan agujas recubiertas de silicona.

— Anticoagulantes y preservantes: La informacion acerca del efecto de los anti-
coagulantes (como contaminantes las muestras) es insuficiente; se reporta
que el citrato de sodio, el litio y la heparina contienen elevadas concentraciones
de aluminio. Los acidos nitrico y clorhidrico son los preservativos mas usados,
con calidad ultrapura.

— Materiales de vidrio y plasticos: Los vidrios y algunos tipos de plastico contie-
nen cantidades variables de elementos que pueden ser trasladados a la sangre
o la orina donde se deposite, por ejemplo, los tubos de cuarzo con elevada
pureza son fuentes contaminantes de aluminio, cromo y molibdeno. Los tubos
plasticos son fuentes de contaminantes como el etilbenceno y el xileno.

Las muestras de sangre y orina deben ser adecuadamente representativas, y al
analizar la sustancia quimica o sus metabolitos no se sumen errores que pueden ser
subsanados. La muestra de sangre debe tomarse teniendo en cuenta los aspectos
siguientes:

— Los factores fisioldgicos que contribuyen a la variabilidad intraindividual de los
constituyentes sanguineos tienen efectos similares en la concentracion de las
sustancias quimicas.

— Ladistribucion de agua en la sangre depende de la postura: cuando el individuo
esta de pie, se sabe que hay pérdida de agua en el plasma y aparente incremen-
to aproximadamente del 10 % de los constituyentes de la sangre (proteinas o
células); estas diferencias son mas significativas en presencia de alguna enfer-
medad, ademas, suceden cambios locales en la distribucion de agua cuando
se aplica torniquete.

— Los alimentos ricos en grasas aumentan la concentracion de triglicéridos des-
pués de la comida y afectan la distribucién de solventes liposolubles (dicloro-
metano y xileno).

— Al realizar ejercicio, cambian los constituyentes del suero sanguineo debido
a la filtracion de los componentes intracelulares, el ejercicio continuo puede
causar hemodilucion. Se recomienda que previo a la toma de la muestra el
paciente permanezca sentado y tranquilo durante al menos 15 min antes de
realizar la puncion venosa.

— Las condiciones patoldgicas como la enfermedad hepatica también alteran
el metabolismo de la sustancia quimica y su eliminacion. Los dafios renales
causan la retencion de las sustancias quimicas. La excrecion a través de los
pulmones se ve alterada probablemente por la bronquitis cronica o enfisema.
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— El analisis de sangre de sustancias quimicas volatiles debe realizarse de la
sangre venosa y no de la capilar, debido a la diferencia de concentracion entre
la sangre venosa y arterial inducida por el consumo y el proceso de limpieza
pulmonar.

— Para el andlisis de solventes organicos como: benceno, tolueno, etc., los fras-
cos deben estar completamente llenos con la muestra biologica y no deben
abrirse hasta el momento del andlisis.

Para la muestra de orina deben observarse los requerimientos siguientes:

— Los solventes organicos: benceno, metiletilcetona, tetracloroetileno, tolueno y
1,1,1-tricloroetano son muy volatiles. En recipientes con tapas de rosca hay
pérdidas de estos solventes.

— La orina es una solucién que contiene uratos y fosfatos, y las células forman
conglomerados, lo cual hace que esta tienda a precipitarse en su almacena-
miento; también causa precipitacién el enfriamiento y la infeccién bacteriana
en el tracto urinario. La centrifugacion de la orina (necesaria en caso de precipi-
tados) puede disminuir el contenido de mercurio en la fase liquida.

— Laadsorcion de cationes metdlicos en la superficie de diferentes tipos de vidrio
o plasticos es muy conocida. En estudios realizados se ha reportado que con el
plomo no existen pérdidas tanto en plastico como en vidrio, mientras que, con
otros, reportan significativa pérdida.

— Muchas sustancias quimicas poseen vida limitada en matrices biologicas, es-
tas pueden contener enzimas que las degradan; en las muestras de orina las
bacterias son efectivas en la biotransformacion, sobre todo de moléculas orga-
nicas, entre ellas los acidos hipuricos y metilhipurico, asimismo, se ha reporta-
do una notoria inestabilidad en las soluciones de mercurio en agua.

— La pérdida de agua por evaporacion aumenta la concentracion de las sustan-
cias quimicas en estudio, aunque casi siempre el error introducido por la pérdi-
da es menory no afecta los andlisis diarios de rutina, pero si tienen importancia
en materiales que permanecen almacenados durante largo periodo, como los
materiales de control de calidad.

— La concentracion de plomo es de 50 a 100 veces mas elevada en los eritrocitos
que en el plasma, la del manganeso también es 20 veces mayor y se hace evi-
dente que la ruptura de la célula provoca gran aumento de la concentracion de
tales elementos en el plasma o suero.

— Lavariacion en el volumen urinario es muy significativa, lo que evita la ingestion
previa de liquidos y diuréticos. El calculo de la velocidad de eliminacion ofrece
informacion precisa, pero la coleccion cuantitativa de la orina en un periodo
determinado es excepcionalmente posible en las condiciones laborales. Una
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medicion uUnica de la concentracion puede aportar datos sobre la exposicion,
pero la medida cuantitativa de la exposicion esta debilitada por la variabilidad
de la velocidad de eliminacion en la orina. Las orinas muy diluidas o muy con-
centradas no son apropiadas para el monitoreo bioldgico, se debe tomar nueva
muestra. En las muestras de una sola miccion se hace la determinacion de
creatinina en la orina o medir su densidad, con lo cual se logra mejor compa-
racion de los resultados. Con los valores de creatinina en la orina menores que
0,3 g/L, se desechara la muestra.

Errores analiticos

Los sesgos y las imprecisiones en un andlisis se deben a la contaminacion o a
la negligencia en la especificidad analitica, el recobrado o la calibracion. La contami-
nacion se debe a una adicion inadvertida de una cantidad del analito en la muestra,
proveniente de los reactivos y de la instrumentacion analitica (pipetas y recipientes).
También la lectura en el equipo de una muestra con elevada concentracion, seguida
de otra con baja concentracién, puede contaminar esta. La determinacién de meta-
les que se encuentran en el ambiente, como el plomo, debe hacerse en laboratorios
estrictamente limpios.

La especificidad es la capacidad de un método analitico para medir solo la sus-
tancia quimica deseada, los métodos mas especificos utilizan separacién cromato-
gréafica, como el acido hipurico y metilhipurico, el fenol y la hexanodiona, o el plomo
por absorcion atomica.

Elrecobrado es la proporcion de un analito que alcanza la etapa final en el andlisis.
Las razones de las pérdidas para no obtener el 100 % de recobrado son la extraccion
del analito entre dos fases, el secado de cenizas que pueden llevar a pérdida por
evaporacion del metal analizado y que el metal puede ser adsorbido en las paredes
de los recipientes.

El andlisis depende de la comparacion de la sefial del analito en la matriz que se
va a estudiar con la solucion estandar. La exactitud del resultado final depende de la
exactitud de la concentracién de estandar de calibracién, por tanto, la inestabilidad de
la solucién puede implicar sesgos en el andlisis.

La imprecision sucede debido a ligeras variaciones en la ejecucion del anélisis, el
pesado, la calidad de los instrumentos de medida de cristal, el tiempoy la temperatura
de las reacciones enzimaticas, variaciones en la fuerza de la agitacion de una extraccion
y otros. La imprecision para un andlisis no es constante y es mas pequefia cuando la
réplica del andlisis se realiza en condiciones de repetibilidad, es decir, que se realicen
en un mismo laboratorio, por una misma persona, los mismos instrumentos, el mismo
lote de reactivos y estandares. Ademas, es mayor en condiciones de reproducibilidad,
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en las que se emplea la misma metodologia, pero en distintos laboratorios y con
operarios y equipos diferentes.

Enfoque de sistema

En la actualidad ya no es suficiente trabajar con el méximo de cuidado y tener en
cuenta todas estas fuentes de errores, ahora se necesita un sistema de gestion de la
calidad bien implementado.

Para disponer de un sistema de control de calidad, con competencia técnica y que
los resultados generados son validos acorde con las exigencias actuales internaciona-
les y nacionales, es necesario la aplicacion de las normas vigentes: ISO/IEC 17025:2017
'Requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayos y calibracion’,
asicomo la NC-ISO 15189: 2008 “Laboratorios clinicos-Requisitos particulares para la
calidad y la competencia’; las cuales contienen dentro de sus apartados, criterios de
gestidn y técnicos bien establecidos para la competencia especializada en ensayos y
calibraciones que realiza un laboratorio. Su implementacion constituird la base de la
obtencidn de la categoria de laboratorio acreditado.

La adopcion de un sistema de gestion de la calidad es una decision necesaria
y estratégica de una organizacion, y para que esta funcione de manera eficaz, debe
identificar y gestionar numerosas actividades relacionadas entre si. Una actividad
que utiliza recursos, y que se gestiona para permitir que los elementos de entrada se
transformen en resultados, se puede considerar como un proceso. Con frecuencia
el resultado de un proceso constituye el elemento de entrada del siguiente proceso.

El enfoque basado en procesos es uno de los principios del sistema de gestion de
la calidad, que mantiene la NC-ISO 9001:2015; que implica una forma no convencional
de trabajo, donde las principales actividades se ordenan de forma horizontal a lo largo
de toda la organizacién e interaccionan como sistema. La nueva edicién de la norma
NC-1S09001: 2015 incorpora un nuevo concepto: “el pensamiento basado en riesgos”
aplicable a los procesos, que permite un tratamiento mas integral de las principales
actividades para impulsar la mejoria del sistema.

Las actividades encaminadas para alcanzar la acreditacion de un laboratorio son
diversasy cada institucion debera adoptarlas y ajustarla acorde con sus requerimientos.
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Capitulo 10

Meétodos de ensayo para el monitoreo
biolégico

La exposicion ambiental y profesional a sustancias nocivas condiciona la aparicion
de determinados cambios significativos en la fisiologia normal del organismo, cuando
no se toman oportunamente las medidas de seguridad adecuadas para determinado
puesto de trabajo, donde el riesgo puede estar presente. Tras la absorcion por cualquier
via de las sustancias xenobidticas, ocurre una respuesta concreta del organismo, cuyas
caracteristicas y magnitud dependen del ente nocivo especifico, de la dosis absorbida
correspondiente y del tiempo de exposicion.

Muchas de las intoxicaciones profesionales cronicas debido a sustancias nocivas,
cuando se declaran como tales, son practicamente irreversibles, lo cual es necesario
detectarlas y controlarlas en sus primeros estadios cuando aun los cambios se con-
sideran reversibles. El monitoreo biolégico puede contribuir, en gran medida, a esta-
blecer criterios de prevencion de enfermedades profesionales causadas por factores
quimicos del ambiente laboral.

El monitoreo biolégico es un complemento del monitoreo ambiental en la higiene
del trabajo, pero no siempre se dispone del indicador idéneo, desde el punto de vista
organico, para identificar y cuantificar el bioindicador deseado para una exposicién a
determinada sustancia nociva, por lo que ha sido y seguira siendo un problema en la
quimica analitica desarrollar métodos de ensayo adecuados para la cuantificacion de
distintos elementos o metabolitos en medio bioldgico.

El control bioldgico permite evaluar la exposicion relativa en un periodo prolongado,
la exposicion como consecuencia de la movilidad del trabajador en el ambiente de
trabajo, la absorcion de la sustancia problema mediante distintas vias, la exposicion
global-laboral y extralaboral, y la cantidad de sustancia absorbida.

La quimica analitica ha ampliado su campo en la toxicologia con la practica de
analisis especificos para detectar y dosificar los tdxicos, especialmente en los medios
biologicos. Este auge continda en este siglo, y en los ultimos 50 afios, la toxicologia
industrial, gracias a las innovaciones de los conocimientos de fisiologia humana y
bioquimica, ha permitido la adquisicion de conocimientos toxicoldgicos que en las
Ultimas décadas se han orientado a la investigacion de los mecanismos de accion de
los toxicos, al diagnostico precoz de las intoxicaciones industriales y especialmente a
su prevencion, lo que permite promulgar una legislacion protectora de los trabajadores
sometidos a riesgos toxicos.



Se ofrece un conjunto de métodos de ensayos para determinar las concentraciones
del metabolito 0 elemento existente en medio bioldgico, después de una exposicion
con caracteristicas de que puedan realizarlas en los laboratorios que atienden la salud
ocupacional, de acuerdo con las condiciones existentes en cada area y el programa
de control.

Se ha tratado de realizar los procedimientos normalizados de operacién de cada
una de las técnicas de ensayo. Todas, adecuadas con los registros establecidos en
el Laboratorio de Riesgos Quimicos del INSAT, por tanto, los cédigos corresponden
al sistema establecido en el laboratorio. Para ajustarlo a cada laboratorio, tienen que
poseer un registro caracteristico propio. Es oportuno sefialar que la preparacion de las
soluciones se encuentra enunciada en un documento aparte, y la referencia de cada
procedimiento normalizado de operacién (PNO) aparece en la bibliografia general de la
obra. Se ha tenido en cuenta todo lo referente al control de la calidad de los términos
de exactitud, especificidad, recobrado, precisién y sensibilidad.

Los métodos de determinacion del plomo y mercurio por la ditizona no se adecuan
al formato de PNO.

Determinacién de plomo en la sangre

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de plomo en la sangre en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en la extraccién directa de plomo
de la sangre hemolizada con metilisobutilcetona (MIBK), utilizando tetrametileno
ditiocarbamato de amonio (APDC) como agente quelante. El contenido de plomo en
la fase organica se determina por espectrofotometria de absorcion atémica a 283,3 nm
con llama de aire acetileno.

La concentracion del metal se determina mediante una curva de calibracion de
concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que trabaja en el laboratorio el cumplimiento de este PNO.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra seguin el PNO.
RQ.01.002

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para los reactivos quimicos y las muestras biolégicas (segun MPRQ.01) y con
las del equipamiento, segun los instructivos de uso.
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Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo A:
— Espectrofotémetro de absorcion atdmica con lampara de catodo hueco de plo-
mo, quemador de aire/acetileno (INS.RQ.01.028).
— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m (INS.RQ.01.036).
— Agitador horizontal de tubos (INS.RQ.01.010).
— Vortex, agitador de tubo de ensayo (INS.RQ.01.34).
— Tubos de cultivo de 10 mL con tapa de rosca o tubos para centrifugar de 10 mL
con tapa.
— Pipetas graduadas y aforadas.
Frascos volumétricos.
— Probetas con tapa esmerilada.
— Viales plasticos de 25 mL con tapa.
— Jeringuillas de 10 mL.
— Agujas hipodérmicas No. 20.

Materiales y reactivos:

— Metilisobutilcetona saturada con agua (MIBK) (PNO.RQ.01.003) (4.1.1).
— Solucion de tritén X-100/APDC (PNO.RQ.01.003) (4.1.2).

— Solucion de cloruro de calcio (PNO.RQ.01.003) (4.1.3).

— Solucion de referencia de plomo 1 000 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.4).
— Solucion de referencia de plomo 100 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.5).
— Solucion de referencia de plomo 10 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.6).

— Acetileno filtrado, certificado.

— Heparina 25000 UI/5 mL.

— Sodio fluoruro.

Procedimiento. Muestras. Si el analisis no se va a realizar en el momento, las
muestras son estables durante 4 dias a 15 oC y 7 dias en congelacién, aunque el
pipeteo, si es posible, debe hacerse el mismo dia.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 2 mL de sangre total y se co-
locan en un tubo para centrifugar con tapa o un tubo de cultivo con tapa de
rosca. La muestra debera realizarse por duplicado.

— Determinacion. A la porcién de ensayo se le afiade 0,8 mL de solucion de tritén
x-100/APDC. Se agita en el vortex para mezclar bien. A continuacion, se adicionan
2 mL de metilisobutilcetona saturada con agua, se agita vigorosamente durante
2 miny se centrifuga a 2 500 r.p.m. durante 10 min. Si el paciente esta recibiendo
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tratamiento con quelantes, se afiade 0,05 mL de cloruro de calcio, momento
antes de la adicion de metilisobutilcetona.

— Ensayo en blanco. Se realiza segun el mismo procedimiento indicado en el pun-
to anterior, se utilizan 2 mL de agua bidestilada en lugar de la sangre.

— Curva patron y calibracion. Se preparard segin PNO.RQ.01.003 (4.1.7).

De cada patron se deben tomar 2 mL y el blanco 2 mL de agua, y se procesa igual
que las muestras.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo de absorcion
atdmica y se ajustan los parametros y demas pasos de la operacion indicados por el
fabricante para la determinacion de plomo con llama de aire/acetileno y ldampara de
catodo hueco. La medicion fotométrica se realiza a 283,3 nm antes de las 2 h, después
de afiadir la metilisobutilcetona.

La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado, donde se observa el compor-
tamiento gréfico de la curva y la linealidad (r>>0,99).

El equipo de absorcién atémica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de modo automatico por medio de una computadora acoplada
al equipo, se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresidn de los resultados. Las muestras se realizan por duplicados, y se pro-
median para emitir el resultado final, si existe diferencia entre ambos resultados, se
realizard una tercera réplica.

Los resultados de los andlisis se informaran cuando se confeccionen sus érdenes
correspondientes y, cuando sea una entidad, se redactara un informe segun el modelo.
Los resultados (ug/dL) se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligacion del técnico anotar en el registro correspondiente a la
toma de muestra: nimero de registro, fecha, nombre y apellido del paciente, andlisis
solicitados, procedencia y cualquier observaciéon necesaria.

En el registro para uso del equipo deben aparecer los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico reflejar en el registro de entraba y en la orden el
resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad debera
ejecutarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores
de la actividad, y se utilizara cada vez que sea efectle la determinacién de plomo
en la sangre.
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Aprobaciones:

Nombre Cargo Firma Fecha de
y apellidos implantacion
Elaborado por: | Téc. Caridad Técnica de 09/2011
Cabrera Laboratorio
Revisado por: Lic. Arelis Investigadora
Jaime Novas Auxiliar
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa de
Diaz Departamento

Anexo A. Limpieza de la cristaleria. La cristaleria se limpiara inmediatamente
después de concluido el andlisis. Se lavara con detergente, el enjuague se hace con
agua corriente y destilada, y se coloca en solucién de acido nitrico al 5 % de un dia para
el otro. Si se necesita una limpieza inmediata, se sumerge en una solucion de acido
nitrico al 50 % durante media hora, por ultimo, se extrae de esa solucién y se lava con
agua destilada y bidestilada.

Determinacion de plomo en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de plomo en la orina en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en la extraccion directa de plomo
contenido en la orina. El plomo forma un complejo con amonio pirrolidinditiocarba-
mato (APDC), el cual se extrae con metilisobutilcetona. La fase organica se aspira
directamente de la llama del espectrofotémetro de absorcion atémica y se mide el
contenido de plomo a una longitud de onda de 283,3 nm con llama de aire acetileno.

La concentracion del metal se determina mediante una curva de calibracion de
concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizarad la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para los reactivos quimicos y las muestras biolégicas (segun MPRQ.01) y con
las del equipamiento, segun los instructivos de uso.
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Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo:
— Espectrofotémetro de absorcion atomica con lampara de catodo hueco de plo-
mo, quemador de aire/acetileno (INS.RQ.01.028).
— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).
— Agitador horizontal de tubos (INS.RQ.01.010).
— Vortex, agitador de tubo de ensayo (INS.RQ.01.34).
— Tubos de cultivo de 15 mL con tapa de rosca o tubos para centrifugar de 15 mL
con tapa.
— Pipetas graduadas y aforadas.
Frascos volumétricos.

— Probetas con tapa esmerilada.

Frascos para la toma de muestra de orina.

Materiales y reactivos:

— Metilisobutilcetona saturada con agua (MIBK) (PNO.RQ.01.003) (4.1.1).
— Solucién de triton X-100/APDC (PNO.RQ.01.003) (4.1.2).

— Solucién de cloruro de calcio (PNO.RQ.01.003) (4.1.3).

— Solucion de referencia de plomo 1 000 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.4).
— Solucion de referencia de plomo 100 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.5).
— Solucién de referencia de plomo 10 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.1.6).
Acetileno filtrado, certificado.

— Heparina 25 000 UI/5 mL.

— Sodio fluoruro.

— Timol.

Procedimiento. Muestras. Si las muestras son de una orina de 24 h o de una sola
miccion, se sigue el procedimiento segun PNO.RQ.071.002.

Si el andlisis no se va a realizar en el momento, las muestras de 24 h se homo-
genizan bien, se mide el volumen total, se anota y se toman 100 mL en frascos de
polietileno. Si se van almacenar, se afiade 5 mg de timol si no se analizaen el diay se
conserva en el refrigerador a 4 oC durante un periodo no mayor que 3 dias.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo:

* Muestra de orina sin la aplicacion de quelante (EDTA) al paciente; a los que
no se ha aplicado quelantes, se toman 10 mL de la orina y se afiaden a un
tubo de centrifuga con tapa o un tubo de ensayo con tapa de rosca.
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* Muestra de orina después de la aplicacion de quelante. Cuando se haya
aplicado quelantes al paciente, se toma 2 mL de la orina y se afiaden a un
tubo de centrifuga con tapa o un tubo de ensayo con tapa de rosca.

— Determinacion. A la porcién de ensayo se le afiaden 0,8 mL de solucion de tri-
t6n X-100-APDC y se agita durante 10 s. A continuacion, se adicionan 2 mL de
metilisobutilcetona saturada con agua, se agita vigorosamente durante 2 min y
se centrifugan a 2 500 r.p.m. durante 10 min. Si el paciente recibié tratamiento
con EDTA, se anaden 0,05 mL de solucion de cloruro de calcio momento antes
de la adicion de la metilisobutilcetona.

— Ensayo en blanco. Se sigue el procedimiento descrito en la determinacion, se
utilizan 2 o 10 mL de agua bidestilada segun el volumen de orina tomado para
el ensayo.

— Curva patron y calibracion. La orina utilizada para la escala de referencia sera
de persona no expuesta:’

* Para muestras de orina sin la aplicacién de quelantes se prepara segun
PNO.RQ.01.003 (4.2.1.1). Se continia como se realiza la determinacién de
la muestra.

* Para muestras de orina después de la aplicacion de quelantes se prepara se-
gun PNO.RQ.01.003 (4.2.1.2) la escala siguiente: se procede como se indica
en la determinacion de la muestra.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo de absorcion
atomica y se ajustaran los parametros y demas pasos de la operacion indicados por
el fabricante, para la determinacion de plomo con llama de aire/acetileno y lampara
de catodo hueco. La medicion fotométrica se efectia a 283,3 nm, antes de las 2 h
después de afiadir la metilisobutilcetona.

La concentracién en las muestras se obtendrd por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento gréafico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

El equipo de absorcién atémica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora acoplada
al equipo y se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. Casi siempre las muestras se realizan por duplicados
y se promedian antes de realizar el calculo siguiente. En la orina de 24 h se emplea

la formula: B
C=15" Vt (pg/24 h)

" No se adiciona cloruro de calcio.
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donde:

a: Contenido de plomo en la porcién de ensayo.
Va: Volumen de la porcion de ensayo (mL).

Vt: Volumen total de la muestra colectada.

La concentracion de plomo en la orina de una miccién se calcula mediante la
férmula siguiente: )
c—;—f + 1000 (ug/mL)
donde:
a: Contenido de plomo en la porcién de ensayo.
V: Volumen de la porcion de ensayo (mL).
1 000: Factor para expresar la concentracion (L).

Los resultados de los andlisis se informaran cuando se confeccionen sus érdenes
correspondientes y cuando sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.
Los resultados se expresaran en pyg/mL o ug/24 h, segun el caso y se aproximan
hasta la décima.

Registro. Es obligacion del técnico anotar en el registro correspondiente a la
toma de muestra: nimero de registro, fecha, nombre y apellido del paciente, analisis
solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria. En el registro de uso del
equipo debera aparecer el empleo del equipo.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, se deberd ejecutar segun
informes de analisis.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de cardcter permanente hasta tanto
no sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores
de la actividad, y se utilizara cada vez que sea llevada a cabo la determinacion de
plomo en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacién
Elaborado por: | Téc. Caridad Técnica 01/09/2011
Cabrera de Laboratoriow
Revisado por: Lic. Arelis Jai- Investigadora
me Novas Auxiliar
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento
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Anexo A. Limpieza de la cristaleria. La cristaleria se limpiara inmediatamente des-
pués de concluido el analisis. Se lavara con detergente, el enjuague con agua corriente
y destilada y se coloca en solucion de acido nitrico al 5 % de un dia para el otro. Si se
necesita una limpieza inmediata se sumerge en una solucion de acido nitrico al 50 %
durante media hora. Se extrae de esa solucion y se lava con agua destilada y bidestilada.

Determinacion de mercurio en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de mercurio en la orina en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en el tratamiento de las muestras
de orina con &cido nitrico y la reduccion ulterior de los iones de mercurio con cloruro
estannoso. Los vapores de mercurio se liberan de la solucién mediante inyeccion de
aire y pasan a través de una celda con ventanas de cuarzo, donde ocurre la absorcion
de la radiacion incidente a 253,7 nm, cuya intensidad es proporcional al contenido de
mercurio en la muestra.

La concentracion del metal se determina mediante una curva de calibracion de
concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio el cumplimiento de esta instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para los reactivos quimicos y las muestras biolégicas (segun MPRQ.01) y con
las del equipamiento, segun los instructivos de uso.

Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo:

Espectrofotdmetro de absorcion atdmica con accesorios para el andlisis de

mercurio mediante la técnica de vapor frio (PNO.RQ.01.028).

— Tubos de cultivo de 15 mL con tapa de rosca o tubos para centrifugar de
15 mL con tapa.

— Frascos volumétricos.

— Probetas graduadas.

Pipetas graduadas y volumétricas.

— Frascos de polietileno.
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Materiales y reactivos:

— Acido nitrico.

— Alcohol isoctilico.

— Solucién de cloruro estannoso (PNO.RQ.01.003) (4.5.1).

— Solucién de referencia de mercurio de 7 000 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.5.2).
— Solucién de referencia de mercurio de 100 ug/mL (PNO.RQ.01.003) (4.5.3).
— Solucién de referencia de mercurio de 7 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.5.4).

— Algoddn desgrasado.

— Solucién de 4cido sulfurico al 10 % (PNO.RQ.01.003) (4.5.5).

— Solucién de permanganato de potasio (PNO.RQ.01.003) (4.5.6).

— Solucion de yoduro de potasio al 3 % (4.5.7).

— Solucién de yodo al 0,25 % (PNO.RQ.01.003) (4.5.8).

Procedimiento. Muestras. Si las muestras son de la orina de 24 h o de una sola
miccion, se sigue el procedimiento segun PNO.RQ.01.002. Si el andlisis no se va a
realizar en el momento, las muestras de 24 h se homogenizan bien, se mide el volumen
total, se anota y se toman 100 mL en frascos de polietileno. Si van a ser almacenadas,
0,1 g de persulfato de potasio por cada 100 mL de la orina'y se conserva en refrigeracion
a 4 °C durante un periodo no mayor que 5 dias. La orina de personas que padezcan
diabetes se procesa en el momento.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 4 mL de orina previamente

homogeneizados y se afiaden a los tubos de 15 mL.

— Determinacion. En el tubo de ensayo que contiene la porcidn de ensayo, afiadir
7 mL de acido nitrico, se agita ligeramente y se deja reposar durante 5 min. A
continuacion, se afiade 1 gota de alcohol 2-octilico y en el momento del andlisis
se le afiade T mL de solucion de cloruro estannoso y se conecta inmediata-
mente el frasco al sistema de desprendimiento de los vapores de mercurio del
espectrofotometro, para determinar la absorbancia maxima en el detector. La
conexion del frasco serd inmediata para no perder mercurio.

— Ensayo en blanco. Se realiza segun el procedimiento indicado antes, pero utili-

zando 4 mL de agua bidestilada en lugar de la orina.

— Curva patron y calibracion. Los patrones se preparan segun PNO.RQ.01.003

(4.5.9) y se continta el andlisis de la misma forma que las muestras.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo de absorcion
atdmica, se ajustan los parametros y demas pasos de la operacién, indicados por el
fabricante para la determinacién de mercurio en la orina por el método de vapor frio.
La medicién fotométrica se realiza a 253,7 nm.
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Al concluir el trabajo 0 cuando una muestra tiene elevado contenido de mercurio, se
eliminaran los vapores de mercurio haciendo pasar partes iguales de solucion de per-
manganato de potasio 1 My dcido sulfurico al 10 %, después solucion de yodo al 0,25 %.

El contenido de las muestras se obtendra por interpolacion en recta de regresion
ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el compor-
tamiento gréfico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

El equipo de absorcién atdmica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora acoplada
al equipo, y se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. Por lo general las muestras se realizan por duplicados,
y se promedian antes de realizar el calculo siguiente:

La concentracion de mercurio en la orina se calcula mediante la férmula:

c--2+1000 (ng/L)
\
donde:
a: Contenido de mercurio en la porcién de ensayo (ug).
V: Volumen de la porcién de ensayo.
1000: Factor para expresar la concentracion en ug/L.

Para la orina de 24 h:

c-a-Vt Hg/24 h
Va

donde:

a: Contenido de mercurio en la porcién de ensayo (Ug).
Vt: Volumen total de orina colectada (mL).

Va: Volumen de la porcion de ensayo (mL).

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenes y, cuando
sea una entidad, se realizard un informe segun el modelo. Los resultados se expresaran
(ug/mL o pg/24 h) segun el caso y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligacion del técnico reflejar en el registro correspondiente a latoma
de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellido del paciente, analisis
solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberdn reflejarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere de un informe, el responsable de calidad
deberd confeccionarlo.
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Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de
la actividad, y se utilizara cada vez que sea efectuada la determinacion de mercurio
en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Lic. Arelis Jaime | Aspirante 01/09/2011
Novas a investigadora
Revisado por: Téc. Maria Elena | Técnica
Guevara de Laboratorio
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Esquema de trabajo. Es preferible trabajar las muestras por duplicado. Se realiza un
blanco, escala de referencia, blanco, 10 muestras, un punto de la escala de referencia
que esté en el rango de las muestras, blanco y asi sucesivamente.

Anexo A. Limpieza de la cristaleria. La cristaleria se limpiara inmediatamente
concluido el andlisis. Se lavara con detergente, se enjuagara con agua corriente y
destilada. Luego se coloca en solucién de acido nitrico al 5 % de un dia para el otro.

Si se necesita una limpieza inmediata, colocar en solucion de acido nitrico al 50 %
durante media hora; se extrae de esta solucion y se lava con agua destilada hasta eliminar
el 4cido y luego se enjuaga seis veces como minimo con agua bidestilada.

Determinacion de arsénico en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de arsénico en la orina en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en la digestion por via hiumeda de
las muestras de orina con acido sulfurico y nitrico, la conversion de todo el arsénico
a su forma trivalente, la generacion de arsina con zinc metalico en medio acido y su
posterior reaccion con el dietilditiocarbamato de plata en piridina. La intensidad de la
coloracion formada es proporcional al contenido de arsénico en la orina y se determina
mediante comparacion espectrofotométrica a 500 nm contra una escala de referencia.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este PNO.
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El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.07.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para los reactivos quimicos y las muestras biolégicas (segin MPRQ.01) y con
las del equipamiento segun las instructivas de uso.

Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo:

Espectrofotémetro UV visible (PNO.RQ.01.037 o 038).
Plancha de calentamiento eléctrica (PNO.RQ.01.029).
Aparato generador de arsina.

Frasco Kjeldhal de 200 0 300 mL.

Frascos volumétricos.

Pipetas graduadas y aforadas.

Frascos plasticos de 100 mL con tapa.

Materiales y reactivos:

Acido sulfurico libre de arsénico.

Acido nitrico.

Acido clorhidrico.

Perdxido de hidrogeno al 30 %.

Zinc granulado (de 0,3 a 1,5 mm didmetro) exento de arsénico, segin PNO.
RQ.01.003 (4.3.1).

Solucion saturada de oxalato de amonio (PNO.RQ.01.003) (4.3.2).
Solucion de cloruro estannoso, 400 g/L (PNO.RQ. 01.003) (4.3.3).
Solucion de yoduro de potasio, 150 g/L (PNO.RQ. 01.003) (4.3.4).
Solucion de dietilditiocarbamato de plata, 5 g/L (PNO. 01.003) (4.3.5).
Algodén impregnado en acetato de plomo (PNO.RQ. 01.003) (4.3.6).
Solucion de referencia de arsénico 1 000 pg/mL (PNO.RQ. 01.003) (4.3.7).
Solucion de referencia de arsénico 100 pg/mL (PNO.RQ. 01.003) (4.3.8).
Solucion de referencia de arsénico de 1 pg/mL (PNO.RQ. 01.003) (4.3.9).

Procedimiento. Muestras. El andlisis se realizara en el dia, de no poder efectuarse,
se conservara en congelacién durante un periodo no mayor que 5 dias.
Técnica operatoria:

Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 20 mL de orina previamente
homogeneizada y se colocan en un frasco Kjeldhal, se evapora ligeramente en
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plancha eléctrica hasta que el volumen se haya reducido hasta la mitad apro-
ximadamente, y se enfria a temperatura ambiente. Se afiaden 5 mL de &cido
sulfurico y 15 mL de 4cido nitrico, se calienta de nuevo hasta la aparicion de
humos blancos, evitando el ennegrecimiento de la muestra. El frasco se separa
de la planchay se le afiade con precaucion, gota a gota peroxido de hidrégeno
hasta la decoloracion total de la solucién. Se deja enfriar a temperatura am-
biente y se le adicionan 10 mL de solucion saturada de oxalato de amonio y
10 mL de agua bidestilada. Se calienta de nuevo en la plancha hasta la apari-
cién de humos blancos y se deja enfriar a temperatura ambiente?.

— Determinacion. El contenido del frasco Kjeldhal se transfiere de forma cuan-
titativa a un frasco cénico del aparato generador de arsina, y lava con 30 mL
de agua bidestilada. Se adicionan 5 mL de acido clorhidrico, 2 mL de solucion
de yoduro de potasio y 8 gotas de solucién de cloruro estannoso. Se agita y
se deja reposar durante 15 min. Mientras, se prepara el aparato generador de
arsina colocando un pedazo de algodon impregnado con acetato de plomo
en el tubo de desprendimiento y 5 mL de solucion de dietilditiocarbamato de
plata en el microabsorbedor. El frasco conico se introduce en un bafio de agua
a temperatura ambiente, se le afladen 3 gotas de zinc y se tapa rdpidamente el
frasco con la otra parte del aparato generador de arsina. El equipo se protege
de la luz solar directa y se deja reposar de 45 min a 1 h. Después del tiempo
de absorcion y antes de quitar el sistema de desprendimiento, se agita el tubo
de desprendimiento dentro de la solucion absorbente de arsina, para extraer la
arsina que puede quedar:

— Ensayo en blanco. Se realiza segun el procedimiento indicado en la determina-
cion, utilizando 20 mL de agua en lugar de la porcion de ensayo.

— Curva patron y calibracion:

* Se preparard segun PNO.RQ.01.003 (4.3.10).
* Se procesa a partir del paso de formacion de arsina.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo espectrofoto-
metro UV-VIS a 560 nm y se ajustan los parametros y demas pasos de la operacion
indicados por el fabricante.

La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresioén ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento gréafico de la curvay la linealidad (r? >0,99).

El equipo de absorcién atdmica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora acoplada
al equipo, y se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

2 Pueden usarse tubos y equipo Tecator para la digestion de la muestra.
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Expresion de los resultados. Por lo general las muestras se realizan por duplicados,
y se promedian para emitir el resultado final.
Se calcula mediante la férmula siguiente:

c-2a-1000pg/mL
v

donde:

a: Contenido de arsénico en la porcion de ensayo (ug).
v: Volumen de la porcién de ensayo (mL).

1000: Factor para expresar la concentracién en litros.

Los resultados de los andlisis se informaran cuando se confeccionen sus érdenes
correspondientes y, cuando sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.
Los resultados se expresaran en yg/mL y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligacion del técnico anotar en el registro correspondiente a la toma
de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente, analisis
solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan reflejarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere de un informe, el responsable de la
calidad debera efectuarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto no
sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividady se utilizara cada vez que se realice la determinacion de arsénico en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: Lic. Arelis Jai- Aspirante 01/09/2011
me Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Ele- | Técnica
na Guevara de Laboratorio
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Determinacion de cobre en el suero

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de cobre en el suero en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en la lectura directa del suero diluido,
con llama de aire acetileno en el espectrofotometro de absorcion atémica a 324,8 nm.
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La concentracion del metal se determina mediante una curva de calibracion de
concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de suero.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este PNO.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para los reactivos quimicos y las muestras biolégicas (segun MPRQ.01) y con
las del equipamiento segun los instructivos de uso.

Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo:

— Espectrofotdometro de absorcién atdmica con ldmpara de cdtodo hueco de co-

bre, quemador de aire/acetileno (INS.RQ.01.028).

— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Tubos de cultivo de 10 mL o tubos para centrifugar de 10 mL.

— Pipetas graduadas y aforadas.

— Frascos volumétricos.

— Probetas con tapa esmerilada.

— Viales plasticos de 25 mL con tapa.

— Jeringuillas de 10 mL.

— Agujas hipodérmicas No. 20.

Materiales y reactivos:

— Solucion de referencia de cobre 1 000 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.15.1).
— Solucién de referencia de cobre 100 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.15.2).
— Solucion de referencia de cobre 10 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.15.3).

— Acetileno filtrado, certificado.

— Heparina 25 000 UI/5 mL.

Procedimiento:
Muestras. Si el analisis no se va a realizar en el momento, las muestras de suero
son estables durante 4 dias a 15 0oC y 7 dias en congelacion.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toma 1 mL de suero y se coloca en un
frasco volumétrico de 10 mL o probeta graduada con tapa de calidad A.

— Determinacién. A la porcion de ensayo se enrasa con agua destilada a 10 mL
y seinvierte.

126 _Toxicologia Ocupacional



— Ensayo en blanco. El blanco sera agua destilada.
— Curva patron y calibracion. Se preparara segin PNO.RQ.01.003.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo de absorcién
atémica y se ajustan los parametros y demas pasos de la operacién indicados por el
fabricante para la determinacion de cobre, con llama de aire/acetileno y ldmpara de
cdatodo hueco. La medicion fotométrica se realiza a 324,8 nm.

La concentracién en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento gréfico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

El equipo de absorcién atémica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora acoplada
al equipo, se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. Por lo general las muestras se realizan por duplicados
y se promedian para emitir el resultado final.

Los resultados de los analisis se informaran en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidad, se realizara un informe seguiin el modelo. Los resultados se expresaran
en mg/L o umol/L y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan reflejarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de calidad
debera ejecutarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto no
sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se efectle la determinacion de cobre en el suero.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Téc. Lilian Técnica 09/2014
Villalba de Laboratorio
Revisado por: Lic. Arelis Investigadora Auxiliar
Jaime Novas
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento
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ANEXO A. Limpieza de la cristaleria. La cristaleria se limpiara inmediatamente después
de concluido el analisis. Se lavara con detergente y enjuague con agua corriente y
destilada, y se colocara en solucion de acido nitrico al 5 % de un dia para el otro. Si se
necesita una limpieza inmediata se sumerge en una solucion de acido nitrico al 50 %
durante media hora. Se saca de esa solucion y se lava con agua destilada y bidestilada.

Determinacion de manganeso en las heces fecales

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de De-
terminacion de manganeso en heces fecales en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. EI método se basa en la oxidacion de los compuestos
de manganeso hasta acido permanganico por el persulfato de amonio, en presencia
de nitrato de plata en un medio acido.

La intensidad de la coloracion rojo-violeta que se observa es proporcional a la
concentracion de manganeso, el cual se calcula mediante un método colorimétrico.

La concentracion del metal se determina mediante una curva de calibracion de
concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de heces fecales.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este PNO.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras bioldgicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicion:

— Espectrofotémetro UV visible (INS.RQ.001.038).

Centrifuga de hasta 3 500 r.p.m. (INS.RQ.01.036).
— Bafio de arena (INS.RQ.01.029).

— Bafio Maria (INS.RQ.07.005).

— Mufla (PNO.RQ.01.050).

— Capsulas de porcelana de 50 mL.

— Probetas.

— Pipetas graduadas y volumétricas.
— Tubos de ensayo.
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Materiales y reactivos:

— Solucion de 4cido sulfurico 1:20 (PNO.RQ.01.003) (4.4.7)

— Solucién de acido oxdlico 80 g/L (PNO.RQ.01.003) (4.4.2)

— Solucion de nitrato de plata 10 g/L (PNO.RQ.01.003) (4.4.3)

— Solucion de persulfato de amonio 100 g/L, se prepara en el momento del ana-
lisis (PNO.RQ.01.003) (4.4.4).

— Solucién de 4cido sulfurico y oxalico (PNO.RQ.01.003) (4.4.5).

— Solucion de referencia de manganeso de 1 000 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.4.6).

— Solucién de referencia de manganeso de 50 pg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.4.7).

— De una solucion de 10 pg/mL de manganeso nitrato (solucion estéandar) (PNO.
RQ.01.003) (4.4.8).

Procedimiento. Muestras. El tiempo éptimo para recoger la muestra de los tra-
bajadores expuestos es en horario de la mafiana después de tres dias de trabajo.
Inmediatamente de llegar al laboratorio, se procesara sin afiadir preservante.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se homogeniza la muestra y se pesan
15 g de heces fecales y se colocan en una capsula de porcelana, se traslada a
la mufla fria y se va aumentando lentamente la temperatura hasta 700 °C, en
la cual se mantiene durante una hora, transcurrido este tiempo se deja enfriar
y se le afiaden 2 mL de la solucion de acido sulfurico concentrado y acido
oxdlico, se coloca en bafio de arena tapandola con un vidrio reloj para evitar
salpicaduras. Cuando estéa practicamente evaporada se destapa y se escurre el
vidrio reloj en la capsula, se evapora por completo, se deja enfriar y se disuelve
la ceniza seca con 50 mL de acido sulfurico 1:20, decantando cuantitativamen-
te una probeta graduada de 50 mL. Después de disuelta la ceniza, se agita y
se pasa una porcion de 10 mL de esta a un tubo de centrifugar a 3 000 r.p.m.
durante 5 min. Para el andlisis se toman 1T mL del sobrante y se completa hasta
5 mL con solucién de &cido sulfurico 1:20.

— Determinacién. A la porcion de ensayo se le afiade 0,7 mL solucion de nitrato
de platay T mL de persulfato de amonio, se agita y se coloca en bafio de agua
a 80 oC durante 5 min para dejarlo enfriar.

— Ensayo en blanco. Se realiza segun el procedimiento indicado en la determi-
nacion, utilizando 5 mL de la solucién de &cido sulfurico 1:20 en lugar de la
porcion de ensayo.

— Curva patrén y calibracion. Se preparara segin PNO.RQ.01.003 (4.9). Se conti-
nda segun se describe en la determinacion.
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Medicion fotométrica. Las mediciones se realizardn en el equipo de espectrofo-
tometro UV-VIS, se ajustan los parametros y demds pasos de la operacién indicados
por el fabricante. Antes de realizar la determinacion fotométrica, se agita fuertemente
hasta el cese de las burbujas. La lectura se realiza en el espectrofotémetro a 525 nm
en celdas de 1 cm y ajustando el equipo contra el blanco de reactivos.

La concentracion en las muestras se obtendra mediante interpolacion en recta
de regresion ajustada por el método de minimos cuadrado, en el cual se observa el
comportamiento gréfico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

Elequipo espectrofotometro UV-VIS utiliza este sistema estadistico para la cuanti-
ficacion de los resultados de manera automatica mediante una computadora acoplada
al equipo, se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresidn de los resultados. Casi siempre las muestras se realizan por duplicados,
y se promedian para emitir el resultado final.

Se calcula mediante la férmula siguiente:

c-2a- 100 - 50 mg/100
pe+ve+1000

donde:

a: Contenido de manganeso en la porcién de ensayo (ug).

p: Peso tomado de la muestra en gramo.

V: Volumen de la porcion de ensayo que se toma para la muestra (mL).

50: Volumen total de la porcion de ensayo.

100: Factor para expresar los resultados en 100 g de muestra.

1000: Factor para expresar los resultados en miligramo.

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenes y, cuando
sea una entidad, se realizard un informe segun el modelo. Los resultados se expresaran
en pug/100 y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellido del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacién necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
deberd confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de cardcter permanente hasta tanto
no sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de
la actividad, y se utilizara cada vez que sea realizada la determinacion de manganeso
en las heces fecales.
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Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Lic. Arelis Aspirante 01/09/2011
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica
Elena Guevara de Laboratorio
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Anexo A. Limpieza de la cristaleria. Se limpia la cristaleria con detergente, se enjua-
ga con agua corriente, destilada y bidestilada. Las capsulas de porcelana se colocan
en mezcla sulfocrémica durante 24 h y luego se lavan como el resto de la cristaleria.

Valor de referencia:

— Manganeso en las heces fecales:
* 0,23a3,71mg.
* Mn/100 g.

Determinacion de protoporfirina libre en eritrocitos

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de Deter-
minacion de protoporfirina libre en eritrocitos en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. Los eritrocitos se destruyen con mezcla de aceto-
na-acetato de etilo y acido férmico-éter dietilico, las porfirinas se extraen del liquido
sobrenadante con disolucion de acido clorhidrico 1,5 N y se determina mediante
espectrofotometro a 3 longitudes de onda.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que trabaja en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra seguin el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras biolégicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicién:

— Espectrofotémetro UV-VIS (INS.RQ.01.038).

— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Agitador vertical.
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— Vortex, agitador de tubo de ensayo (INS.RQ.01.034).

— Centrifuga para hematocrito (INS.RQ.01.015).

— Tubos de cultivo de 10 mL con tapa de rosca o tubos para centrifugar de 10 mL
con tapa.

Pipetas graduadas y aforadas.

— Frascos volumétricos.

— Probetas con tapa esmerilada.

Viales plasticos de 25 mL con tapa.

— Jeringuillas de 10 L.

— Agujas hipodérmicas No. 20.

Materiales y reactivos:

— Mezcla de acetona-acetato de etilo 1:9 v/v.

— Mezcla de &cido formico-éter dietilico 1:9 v/v.
— Disolucion de &cido clorhidrico 1,5 N.

Procedimiento:

Muestras. Se toman 5mL de sangre con anticoagulante (heparina, citrato, oxalato,
0 EDTA) y se determina el valor del hematdcrito segin PNO.

La muestra puede analizarse inmediatamente o conservarse refrigerada para ser
analizada mas tarde, en este caso el pH se ajusta mas o menos a 5 con algunas gotas
de acido acético glacial para la estabilizacién de la protoporfirina.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 2 mL de sangre total y se colo-

can en un tubo de centrifuga de 15 mL.

— Determinacién. A la porcion de ensayo se le afiaden 2 mL de mezcla de aceto-
na-acetato de etilo y se agita vigorosamente con una varilla de vidrio o vortex
durante 1 min, se adicionan 4 mL de mezcla de acido formico-éter dietilico y se
vuelve agitar enérgicamente durante 1 min. Después, la muestra se centrifuga
durante 4 min para que se deposite el precipitado, el liquido sobrenadante se
decanta en otro tubo de centrifuga de 15 mL; el precipitado se extrae con otros
4 mL de mezcla de acido formico-éter dietilico y el liquido sobrenadante se
trasvasa al segundo tubo de centrifuga, se afiaden 2 mL de solucion de acido
clorhidrico 1,5 N, el tubo de centrifuga se tapa herméticamente y se agita con
energia durante 30 s. Se mide el volumen de la capa superficial (extracto dcido)
y se extrae con una pipeta de Pasteur a una cubeta de 1 cm de paso de luz.
Se mide la absorcion de la disolucion contra la disolucion de acido clorhidrico
1,5N a 380,407 y 430 nm.

— Ensayo en blanco. El blanco es el acido clorhidrico 1,5 N.
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Medicion fotométrica. Las mediciones se realizardn en el equipo espectrofotomé-
trico UV-VIS, se ajustan los parametros y demas pasos de la operacion indicados por
el fabricante. La medicién fotométrica se realiza a 380, 407 y 430 nm. Los datos se
recogen manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados (célculo):

(2E 407 - [Easo+ Euz0]) - 1,28 - V2 - 100

Copr (pg/dL) = -
Hematocrito * V,

donde:

E,o» Esgo Y E,p: Densidades Opticas a 407, 380 y 430 nm, respectivamente.

V,: Volumen de la muestra de sangre.

V,: Volumen del extracto &cido (mL).

1,28: Factor obtenido mediante la determinacion de la absorcion de disoluciones
de protoporfirina libre en disolucion de acido clorhidrico.

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidad, se realizard un informe segun el modelo. Los resultados se expresaran
en ug/dL y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberdn reflejarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
deberd confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto no
sean aprobadas otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizard cada vez que sea efectuada la determinacion de protoporfirina
libre en eritrocitos.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: Lic. Arelis Aspirante 09/2014
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento
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Determinacion de acido delta aminolevulinico en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de acido delta aminolevulinico en la orina, en el Departamento de
Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El 4cido delta aminolevulinico (ALA) reacciona con el
acetoacetato de etilo para formar un compuesto pirrolico ([2-metil-3-carboetoxi-4]-3-
acido propionicopirrol) que se extrae de forma selectiva con el acetato de etilo.

El resto de las sustancias positivas al reactivo de Ehrlich no se extraen. El reactivo
de Ehrlich provoca una coloracion rojo-cereza que se determina en el espectrofoté-
metro a 553 nm.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que trabaja en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras bioldgicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicién:

— Espectrofotometro UV visible (INS.RQ.001.038).

— Centrifuga de hasta 2 000 r.p.m. (INS.RQ.001.036).

— Reloj de intervalo.

— Probetas con tapas.

— Pipetas graduadas y volumétricas.

— Tubos para ensayo con tapas.

— Tubos para ensayo.

— Frascos volumétricos.

Materiales y reactivos:

Acetoacetato de etilo.

— Acetato de etilo.

Reactivo de Enhrlich (PNO.RQ.01.003) (4.7.1).

Solucioén reguladora de acetato pH 4,6 (PNO.RQ.01.003) (4.7.2).

— Solucion de referencia de ALA de 167,6 mg/L (1 mmol/L) (PNO.RQ.01.003)
(4.7.3).

— Solucion de trabajo de ALA de 50 mg/L (0,38 mmol/L) (PNO.RQ.01.003) (4.7.4).
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Procedimiento:
Muestras. La muestra de orina se toma de la orina de una miccion, segun PNO.
RQ.01.002. El andlisis se realiza el mismo dia y no se afiade preservativo a la muestra.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toma con pipeta T mL de la orina en
2 tubos de ensayo, en ambos se le afiade 1 mL de solucion reguladora de ace-
tato pH 4,6 y se mezclan. A uno de los tubos (muestra) se le afiaden 0,2 mL de
acetoacetato de etilo, se mezclan. El otro tubo es el control, se colocan en bafio
de agua hirviente durante 10 min, se dejan enfriar. En ambos tubos se afiaden
3 mL de acetato de etilo y se agitan durante 1 min. Se centrifugan a 2 000 r.p.m.
durante 5 min. Del tubo que contiene la muestra se toman con pipeta 2 mL de
la capa superior de acetato de etilo y se pasa a un tubo para ensayo.

— Determinacion. A la porcion de ensayo se le afladen 2 mL del reactivo de Ehrlich
y se mezcla bien. Se deja reposar durante 10 min.

— Ensayo en blanco. Se sigue el procedimiento descrito en la determinacion, se
utiliza 1 mL de agua bidestilada y se le afladen 0,2 mL de acetoacetato de etilo.

— Curva patron y calibracion. Se prepara segtiin PNO.RQ.01.003 (4.7.5). La escala
de referencia se procesa igual que las muestras.

Medicion fotométrica. La muestra se lee en el espectrofotdometro UV-VIS a 553 nm
contra su propio control o leyendo contra el blanco del grafico de calibracion, tanto la
muestra como el control.

La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento grafico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

El equipo de espectrofotémetro UV-VIS utiliza este sistema estadistico para la
cuantificacion de los resultados de manera automatica por medio de una computa-
dora acoplada al equipo. Se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

En caso de no leerse la curva se realizara el punto del grafico correspondiente a
la concentracion de 10 mg/L.

Expresion de los resultados. La concentracion de ALA se calcula mediante las
férmulas siguientes:

C=DO-fmg/L

donde:

DO: Absorbancia de la muestra cuando se ajusta el equipo contra su control.

f: Factor del gréfico de calibracion.
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Cuando se leen las muestras y el control contra el blanco del gréfico de calibracion,
se utiliza la férmula siguiente (mg/L):

C=(DOM-DOC) - f
donde:
DOM: Absorbancia de la muestra.
DOC: Absorbancia del control.
f: Factor del gréfico de calibracion.
Si se utiliza el punto del gréafico de calibracion:
c - Dom - cP
donde: pDopP

DOP: Absorbancia del punto del grafico.

CP: Concentracion del punto en mg/L.

DOM: Absorbancia de la muestra leida contra su control o contra el blanco del gréfico.

Para expresar los resultados en mmol/L se haya el factor de la curva utilizando las
concentraciones de la escala de referencia expresadas en mmol/L.

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidad, se realizard un informe segun el modelo. Se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere de un informe, el responsable de la
calidad deberd confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se realice la determinacion de acido delta ami-
nolevulinico en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: Lic. Arelis Aspirante 09/2014
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Ele- | Técnica
na Guevara de Laboratorio
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento
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Determinacion de la actividad del acido
delta aminolevulinico dehidrasa en eritrocitos

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de la actividad del dcido delta aminolevulinico dehidrasa en eritrocitos
(Ala-D) en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. EI método se basa en la determinacion de la actividad
de la enzima ALA-D a través de la coloracién del sustrato con el reactivo Ehrlich y su
lectura en el espectrofotémetro a 553 nm.

La concentracion de la enzima se determina mediante una curva de calibracion
de concentracion conocida.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este PNO.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002. Se le hallara el valor del hematdcrito segun PNO.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad re-
queridas para las muestras bioldgicas (segin PNO.RQ.01.001) y segun las de cada
equipo que se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicién:

— Espectrofotémetro UV visible (INS.RQ.01.038).

— Bafio de agua seroldgico (INS.RQ.01.012).

— Centrifuga para hematdcrito (INS.RQ.015).

— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Jeringuillas de 10 mL.

— Agujas hipodérmicas.

— Tubos para ensayos.

— Pipetas graduadas.

— Tubos de centrifuga.

— Capilares para microhematacritos.

Materiales y reactivos:

— Acetoacetato de etilo. Conservar en frio.

— Acetato de etilo. Conservar en frio.

— Solucion de acido delta aminolevulinico T mmol/L (PNO.RQ.01.003) (4.6.1).
— Solucion de referencia de ALA de 0,1 mmol/L (PNO.RQ.01.003) (4.6.2).
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— Solucion de fosfato monobdsico de sodio dihidratado, 0,2 M (PNO.RQ.01.003)
(4.6.3).

— Solucion de fosfato dibdsico de sodio 12 H20, 0,2 M (PNO.RQ.01.003) (4.6.4).

— Solucion reguladora de fosfato pH 6,8 (PNO.RQ.01.003) (4.6.5).

— Solucion reguladora de acetato pH 4,6 (PNO.RQ.01.003) (4.6.6).

— Solucion de &cido tricloroacético100 g/L (10 %) (PNO.RQ.01.003) (4.6.7).

— Reactivo de Ehrlich (PNO.RQ.01.003) (4.6.8).

Procedimiento:

Muestras. Las muestras heparinizadas se conserva en hielo a temperaturade 1 a
2 °C hasta el momento del analisis. El tiempo entre la toma de muestray la realizacion
del analisis no excedera los 30 min.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se realiza la determinacion de hematoé-

crito a cada muestra, segun PNO. La sangre total heparinizada se hemoliza al
mezclar 0,5 mL de sangre y 3,25 mL de agua bidestilada. Este paso se realiza
momento antes de comenzar el andlisis (1,5 mL de hemolizado corresponden
a 0,2 mL de sangre total). Medir con pipeta 0,5 mL de ALA sustrato y 0,5 mL
de solucion reguladora a pH 6,8 y afiadir a un tubo de centrifuga de 10 mL. Se
coloca en bafio de agua a 37 oC durante 5 min, inmediatamente, se afiaden
1,5 mL del hemolizado y se mantiene a 37 oC durante 1 h exacta medida por
el crondmetro. Después este tiempo la reaccion se detiene afiadiendo rapida-
mente 1T mL de solucién de acido tricloracético, 100 g/L. Se agita enérgicamen-
te y se centrifuga durante 5 min a 3 000 r.p.m.
Se separan 0,5 mL del sobrante y se afiade a un tubo de vidrio de 10 mL con
tapa, se adiciona T mL de solucion reguladora de acetato de pH 4,6 y 0,2 mL de
acetoacetato de etilo; se mezcla y se coloca en bafio de agua a 100 oC durante
10 min. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se adiciona 3 mL de acetato
de etilo, se tapa el tubo y se agita enérgicamente durante 1 min, se deja reposar
de 10 a 15 min hasta que se separen las capas.

— Determinacion. Desarrollo del color. Tomar con pipeta 1 mL de la capa de ace-
tato de etilo y verter en otro tubo de ensayo, se afiaden 3 mL del reactivo de
Ehrlich y se mezclan bien, dejar reposar durante 10 min.

— Ensayo en blanco. Se prepara en el momento de leer en el espectrofotdometro
con 1 mL de acetato de etilo y 3 mL de reactivo de Ehrlich. Se mezcla bien.

— Muestra control. Se prepara al mismo tiempo que la muestra de la forma si-
guiente: en un tubo de centrifuga de 10 mL se afiade 0,5 mL de ALA sustrato;
0,5 mL de solucion reguladora de fosfato a pH 6,8 y 1 mL de acido tricloroa-
cético, se coloca en bafio de agua a 37 oC durante 5 min y luego se adiciona
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1,5 mL de hemolizado. Se mantiene durante 1 h exacta a 37 oC, luego se
centrifuga durante 5 min a 3 000 r.p.m. Se continua el analisis como se indica
para la muestra.

— Curva patron y calibracion. Se preparara segin PNO.RQ.01.003 (4.6.10). Se
mezcla y se coloca en bafio de agua a 100 oC durante 10 min. Se deja enfriar a
temperatura ambiente y se adicionan 3 mL de acetato de etilo, se tapa el tubo
y se agita enérgicamente durante 1 min, se deja reposar de 10 a 15 min hasta
que se separen las capas. Se continia como se indica en el desarrollo del color
y la medicién fotométrica.

— Punto del grafico de calibracion. Se prepara tomando 0,5 mL de la solucion de
referencia a 0,1 mmol/L y se afiade a un tubo de ensayo de 10 mL con tapa, se
adiciona 1 mL de la solucion reguladora de acetato a pH 4,6 y 0,2 mL de ace-
toacetato de etilo. Se continta el andlisis a partir de este paso segun se indica
en los pasos del procedimiento.

Medicién fotométrica. Transcurridos 10 min, se realiza la medicién fotométrica en
espectrofotémetro UV-VIS a 553 nm, tanto a la muestra como a su control. El equipo se
ajusta a cero con el blanco de reactivos. Se toman 2 mL de sangre total y se colocan
en un tubo para centrifugar con tapa o un tubo de cultivo con tapa de rosca.

La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento gréafico de la curva y la linealidad (r? >0,99).

El equipo espectrofotémetro UV-VIS utiliza este sistema estadistico para la cuan-
tificacion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora
acoplada al equipo. Se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. Casi siempre las muestras se realizan por duplicados
y se promedian para emitir el resultado final.

Método para los calculos. La actividad enzimatica del ALA dehidrasa se calcula
mediante la féormula siguiente: si se utiliza el factor del gréfico de calibracion, los
célculos seran:

Act = (Ac - Am) =+ 1002917 pmol ALA/min/L eritrocitos
Hio

donde:

Act: Actividad del ALA dehidrasa.

Ac: Absorbancia de la muestra control.

Am: Absorbancia de la muestra.

Hematdcrito/100: Valor de hematdcrito de la muestra expresado en mililitros de

eritrocitos por 100 mL de sangre.

29.17: Factor de dilucion y de transformacion.

Toxicologia Ocupacional _139



Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidad, se realizara un informe seguin el modelo. Los resultados se expresaran
(umol ALA/min/L) eritrocitos y se aproximan hasta la décima.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellido del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
debera confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que sea llevada a cabo la determinacion de la actividad
del &cido delta aminolevulinico dehidrasa en eritrocitos.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Lic. Arelis Aspirante 09/2014
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara

de Laboratorio

Aprobado por:

Ing. Heliodora

Jefa

Diaz de Departamento

Determinacion de la actividad de la enzima colinesterasa
en sangre total

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacidon de la actividad de la enzima colinesterasa en sangre total, en el Depar-
tamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. La técnica se basa en la reaccion de hidrdlisis enzimatica
de la acetilcolina bajo la influencia de la enzima colinesterasa, formandose una canti-
dad equivalente de colina y acido acético. La cantidad de acido acético se determina
mediante valoracion con solucion de hidréxido de sodio 0,01 N, es una medida indirecta
para establecer la actividad de la enzima colinesterasa.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina u otro anticoagulante.
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Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.07.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad con los
reactivos quimicos y las muestras bioldgicas (segiin MPRQ.01) y las del equipamiento,
segun los instructivos en uso.

Equipos, utensilios y medios de medicion:

Tubos de ensayo de 100 X 13 mm.

— Pipetas graduadas de 1,2, 5,10 mL.

— Pipetas Sahli para hemoglobina de 0,02 mL.

— Microbureta semiautomatica de Bang de 2 mL.

— Barfio seroldgico con control de temperatura (INS.RQ.01.005 0 0,35).

— Lampara o cualquier dispositivo que permita contrastar el cambio de colora-
cion.

— Matraces aforados de 25, 50, 100, 250, 500y 1 000 mL.

Materiales y reactivos:

— Solucion de clorhidrato de acetilcolina al 2 % (PNO.RQ.01.003) (4.9.1).

— Solucion de eserina salicilato o clorhidrato (fisostigmina) al 0,4 % (PNO.
RQ.071.003) (4.9.2).

— Solucion de hidréxido de sodio T N (mol/L) (PNO.RQ.01.003) (4.9.3).

— Solucion de hidréxido de sodio 0,05 N (0,05 mol/L) (PNO.RQ.01.003) (4.9.4).

— Solucion de hidréxido de sodio 0,01 N (0,01 mol/L) (PNO.RQ.01.003) (4.9.5).

— Solucion de fosfato monobdsico de potasio 1/15 M (PNO.RQ.01.003) (4.9.6).

— Solucion de fosfato dibasico de sodio 1/15 M (PNO.RQ.01.003) (4.9.7).

— Solucion reguladora de fosfato pH 7,8 (PNO.RQ.01.003) (4.9.8).

— Preparacién de la solucion reguladora pH 7,6 (PNO.RQ.01.003) (4.9.9).

— Solucion indicadora de bromotimol azul al 0,4 % (PNO.RQ.01.003) (4.9.10).

— Solucion indicadora de bromotimol azul al 0,2 % (PNO.RQ.01.003) (4.9.11).

— Solucion de acido clorhidrico 0,01 N (0,01 mol/L) (PNO.RQ.01.003) (4.9.12).

— Solucion de cloruro de sodio 0,9 % (suero fisiolégico) (PNO.RQ.01.003) (4.9.13).

Procedimiento:

Muestras. La muestra puede ser del pulpejo del dedo o Iébulo de la oreja o de
la vena, una vez tomada se realizara el analisis antes de las 2 h. Se mantendran las
muestras en refrigeracion hasta el momento del andlisis.
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Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. De la sangre se toma 0,02 mL (20 pL con
una pipeta de Sahli) de sangre, dos veces y se afiaden a dos tubos de ensayo,
el primero se rotulara ‘muestra”y el segundo “control”, a los que previamente se
afadié 1,5 mL de agua bidestilada. La pipeta se lava varias veces con el agua
del tubo, no soplar ni formar burbujas.

— Determinacion. Agregar 1,8 mL de la solucion reguladora a pH 7,6 al tubo ro-
tulado como muestra y 2,2 mL al rotulado como control. Se afiaden a los dos
tubos 3 gotas de solucion indicadora de bromotimol azul al 2 %. Al tubo mues-
tra se afladen los mililitros de hidroxido de sodio 0,01 N consumidos en la va-
loracion de la solucion de acetilcolina al 2 % y se colocan todos los tubos en
bafos Maria a 37 °C durante 3 min, para que alcancen equilibrio de esta tem-
peratura. Trranscurrido este tiempo, se pone a funcionar el cronémetro y en el
tiempo ‘0" se afiade 0,1 mL de acetilcolina al 2 % al primer tubo muestra, 30 s
después al segundo tubo muestra, y asi sucesivamente. Una hora después del
tiempo “0”, agregar 2 gotas de eserina salicilato o clorhidrato al 0,4 % al primer
tubo, para interrumpir la hidrdlisis fermentativa, mezclar bien y sacar el tubo
del bafio. Se repite en los demas tubos a intervalos de 30 s exactamente, man-
teniéndose el mismo orden descrito antes. A los tubos control se le afiaden
2 gota de eserina (fisostigmina). Valorar la muestra afiadiendo hidréxido de
sodio 0,01 N hasta igualar el color, comparando los colores de los dos tubos
contra una lampara apropiada que permita ver el cambio de coloracion con el
tubo control. Se anota el resultado de los mililitros gastados.

Expresidn de los resultados. Método para los calculos. La actividad de la enzima
colinestarasa (A), se calcula mediante la formula:

A (mL gastados de hidréxido de sodio 0,01 N) =V« F
donde:
V: Cantidad de hidréxido de sodio 0,017 N consumidos en la valoracion de la
muestra (mL).
f: Factor de normalidad de la solucion de hidroxido de sodio.
Para expresar los resultados en Ul/mL se utilizara la férmula siguiente:

A=V-f-833

donde: 8,33 es una constante para expresar en Ul/mL.

Aproximacidn de los resultados. Los resultados expresados como mililitro de hi-
droxido de sodio 0,01 N se aproximaran hasta la centésima, los expresados en Ul/mL
se aproximaran hasta la décima.
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Valores normales. Se consideran normales los valores entre 0,34 y 0,45 mL de
NaOH 0,01N o entre 2,8 y 3,7 Ul/mL. Casi siempre las muestras se realizan por du-
plicados y se promedian para emitir el resultado final. Los resultados de los andlisis
se informaran en sus respectivas 6rdenes y, cuando sea una entidad, se realizard un
informe segun el modelo.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entrada, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
debera confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se realice la determinacion de la actividad de la
enzima colinesterasa en sangre total.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Téc. Clara Técnica 01/09/2011
Castillo de Laboratorio
Revisado por: Lic. Arelis Investigadora
Jaime Novas Auxiliar
Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Determinacion de la actividad de la enzima colinesterasa
en sangre total, plasma y eritrocitos

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de la actividad de la enzima colinesterasa en sangre total, plasma y
eritrocitos en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. La actividad de la enzima colinesterasa se mide de
forma colorimétrica mediante el color amarillo producido por la tiocolina cuando re-
acciona con el idn ditiobisnitrobenzoico, después de la hidrdlisis enzimatica del éster
de colina. El color amarillo se lee en el espectrofotémetro a 240 nm.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina.
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Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de estae instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras biolégicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicion:

— Espectrofotometro UV visible (INS.RQ.01.038).

— Centrifuga refrigerada o bafio con agua fria (INS.RQ.01.025).

— Cronémetro con graduacion en segundos.

— Bafio seroldgico con control de temperatura (INS.RQ.01.005).

— Timer.

— Tubos de ensayo de 15 mL.

Tubos de centrifuga de 12 mL.

— Frasco volumétrico aforados con tapa de 25, 50, 100, 250, 500 y 1 000 mL.
— Pipetas graduadas de 1,2, 5,y 10 mL.

Pipetas para 0,01 mL.

Materiales y reactivos:

— Solucion de cloruro de sodio al 0,9 % (PNO.RQ.01.003) (4.9.13).

— Solucion reguladora de fosfato monobasico (PNO.RQ.01.003) (4.10.1).

— Solucion reguladora de fosfato dibasico (PNO.RQ.01.003) (4.10.2).

— Solucion reguladora a pH 8 (PNO.RQ.01.003) (4.10.3).

— Solucién reguladora de fosfato con 5,5 ditiobisnitrobenzoico &dcido (DTNB)
pH 8 (PNO.RQ.01.003) (4.10.4).

— Solucion de acetiltiocolina yoduro (PNO.RQ.01.003) (4.10.5).

— Solucion de salicilato o clorhidrato de eserina (fisostigmina) (PNO.RQ.01.003)
(4.10.6).

— Solucion de referencia de glutation a concentracion de 0,813 pMSH/mL (PNO.
RQ.01.003) (4.10.7).

— Heparina sédica 25 000 UI/5 mL.

Procedimiento. Muestras. Se puede realizar tomando 1 mL de sangre venosa
con 1 gota de heparina sédica o mediante puncion del dedo, dejando caer 3 gotas de
sangre en un vial de 1,5 mL con una gota de heparina; se pone a secar antes de tomar
la muestra o en un microtubo plastico de centrifuga al que previamente se le afiadié
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1 gota de heparina, y se deja secar. Se coloca inmediatamente en el refrigerador o en
bafio de hielo hasta el momento del andlisis. La determinacion se realizara antes de
las 2 h después de toma de la muestra.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. En un tubo de centrifuga de 15 mL (tubo

1) afiadir 10 mL de solucién reguladora de fosfato/DTNB friay 10 pL (0,017 mL)
de sangre, se recomienda lavar previamente la pipeta para tomar la sangre con
solucion de heparina al 0,01 %.
Cuando se comienza el andlisis debe trabajarse rapidamente y de cada vez se
realizan 10 muestras, pues hay variaciones en los resultados si no se prosigue
el andlisis de forma inmediata. En otro tubo de centrifuga de 15 mL (tubo 2)
afadir 4 mL de solucion del tubo 1.

— Determinacion. Los tubos 1y 2 se colocan en bafio seroldgico de agua a
37 °C durante 3 min, transcurrido ese tiempo se pone a funcionar el croné-
metro y en el tiempo ‘0", se afiade 1 mL de solucion de acetiltiocolina yoduro,
a los 30 s. Después al segundo tubo y asi sucesivamente hasta un maximo
de 10, que se procesan en cada vez. Los ultimos 2 tubos seran los blancos
que se hacen duplicados. Exactamente 10 min después del tiempo “0”, agregar
2 gotas de solucién de fisostigmina al primer tubo, mezclar bien y sacar el tubo
del bafio. Este paso se repite en los demas tubos a intervalos de 30 s exactos,
manteniendo el mismo orden descrito antes.

Centrifugar los tubos No. 1y 2 durante 5 min a 3 000 r.p.m., leer antes de los
20 min el sobrenadante del tubo 2 en el espectrofotémetro a 420 nm contra
blanco de 4 mL de solucion reguladora de fosfato/DTNB y 1 mL de acetiltioco-
lina yoduro que fue previamente incubada junto con las muestras. Esta lectura
es una medida de la actividad colinesterdsica en sangre total.

Del sobrenadante del tubo 1 pipetear 4 mL en un tubo de ensayo y colocarlo en
bafio seroldgico a 37 °C durante 3 min, afiadir 1 mL de acetiltiocolina yoduro
segun indicaciones anteriores, midiendo el tiempo con crondmetro y afiadien-
do cada 10 s. Transcurridos los 10 min, afiadir 2 gotas de solucion de fisostig-
mina y proceder como se indic¢, leer a 420 nm contra el blanco antes de los
20 min. Esta lectura es la medida de la colinesterasa plasmatica.

Grafico de calibracion. Segin PNO.RQ.01.003 (4.10.7).
Expresion de los resultados (UMSH/mL/min). Mediante la formula siguiente:

ST s/mumin = (POM-DOB) « fc + 25

PpMSH/mL/min = (DOM-DOB) « fc + 25
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donde:

DO, Densidad optica de la muestra.

DO,: Densidad optica del blanco.

fc: Factor del gréfico de calibracion.

25: Factor para expresar en mL/min.

ST: Actividad de la colinesterasa en sangre total.

P: Actividad de la colinesterasa en el plasma.

E: Actividad de la colinesterasa en eritrocitos.

Para hallar el valor de los eritrocitos se utiliza la formula:

E ST-P

UMSH/mL/min =
donde:

ST: Actividad de la colinesterasa en sangre total.
P: Actividad de la colinesterasa en el plasma.

E: Actividad de la colinesterasa en eritrocitos.

Los resultados se aproximan hasta la décima.

Valores de referencia (WMSH/mL/min):
— Sangre total: 6,56-10,96.

— Plasma: 0,61-2,53.

— Eritrocitos: 5,29-9,09.

Por lo general las muestras se realizan por duplicados y se promedian para emitir
el resultado final.

Los resultados de los analisis se informaran en sus respectivas 6rdenesy, cuando
sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacién necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
debera redactarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de cardcter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se realice la determinacion de la actividad de la
enzima colinesterasa en sangre total, plasma y eritrocitos.
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Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Lic. Arelis Aspirante
Jaime Novas ainvestigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Determinacion de fenol en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de fenol en la orina en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. El fenol reacciona con la 4-aminoantipirina en presencia
de ferricianuro de potasio a pH 9,3. Se obtiene un complejo coloreado (rosado); por
la intensidad de su color se determina la concentracion de fenol de forma espectro-
fotométrica.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que trabaja en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras biolégicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicién:

— Espectrofotémetro visible o un fotocolorimetro (INS.RQ.01.038).

— Aparato para destilacion por arrastre de vapor.

Tubos para ensayos de 1,5x 15 cm.
Pipetas de diferentes graduaciones.
Pipetas volumétricasde 1,2, 3,4y 5mL.

— Frascos volumétricos aforados de 100 mL.
— Cilindro graduado de 50 mL con tapa.
— Densimetro de 1,000 a 1,060 g/mL.
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Materiales y reactivos:

— Acido sulfurico concentrado.

— Amoniaco 0,75 N (PNO.RQ.01.003) (4.13.7).

— Aminoantipirina 0,6 % solucién acuosa m/v (PNO.RQ.01.003) (4.13.2).

— Solucion de referencia de fenol 0,5 mg/mL (V1) (PNO.RQ.01.003) (4.13.3).

— Solucién de referencia de fenol 10 pg/mL (V2) (PNO.RQ.01.003) (4.13.4).

— Ferricianuro de potasio al 2 % solucién acuosa m/v (PNO.RQ.01.003) (4.13.5).

Procedimiento:

Muestras. Si las muestras son de orina de 24 h o de una sola miccion, se sigue el

procedimiento segin PNO.RQ.01.002.

En un frasco plastico o de cristal seco se recolectara toda la orina emitida durante

la jornada laboral y después de 3 dias continuo de trabajo con exposicion.

La determinacion se realizara el mismo dia o en un periodo no mayor de una

semana guardando la orina en congelacion, sin preservativo.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se vierten 5 mL de orina en el balén (3) se
afiade 0,5 mL de &cido sulfurico concentrado, se hace pasar corriente de vapor
del balén 819 al baldn (3). La velocidad de vapor se regularéd de forma que
se obtenga 10 mL de destilado por minuto, se recogen 50 mL exactos del
destilado en un cilindro graduado (5).

— Determinacién. Se pipetean 5 mL del destilado en un tubo para ensayo de
1,5x 15cmy se le afiaden en ese orden y mezclando cada vez:

* 0,7 mL de amoniaco al 0,75 N.

* 0,1 mL de 4 aminoantipirina 0,6 %.

* 0,1 mL de la solucion de ferricianuro de potasio al 2 %.

Mezclar bien, dejar en reposo durante 5 min y leer en el espectrofotémetro a
5710 nm antes de los 30 min, ajustando el equipo con el blanco reactivo.

— Ensayo en blanco. Se procedera igual que con las muestras, sustituyendo la
orina por agua bidestilada en el proceso de destilado.

— Curva patrén y calibracion. Segin PNO.RQ.01.003 (4.13.6). Con la escala de
referencia se procedera de igual forma que con las muestras, a partir de los
5 mL del destilado, y se leerd en el espectrofotdémetro a 510 nm.

Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el espectrofotometro UV-VIS
y se ajustan los parametros y demds pasos de la operacién indicados por el fabricante.
La medicién fotométrica se realiza a 510 nm.
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La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de re-
gresion ajustada por el método de minimos cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento gréfico de la curva y la linealidad (r>0,99).

Expresion de los resultados (mg/L). Casi siempre las muestras se realizan por
duplicados y se promedian antes de realizar el calculo siguiente:

Se expresan mediante la férmula:

C=K* A (mg/L fenol)
donde:
K: Concentracién de fenol obtenida en el gréfico de calibracion.
A: Coeficiente obtenido de la densidad de la orina 1,024 mg/mL (tomado como
constante entre la densidad de la muestra.
Los resultados se aproximaran hasta la décima.

Los resultados de los analisis se informaran en sus respectivas érdenes y, cuando
sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
debera confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se efectue la determinacion de fenol en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: Lic. Arelis Aspirante
Jaime Novas ainvestigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento
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Determinacion de acidos hipuricos totales en la orina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de dcidos hipuricos totales en la orina en el Departamento de Riesgos
Quimicos.

Fundamento del método. El método se basa en la extraccion de los acidos hipuricos
totales de la orina con una mezcla de éter etilico-etanol.

Después de desecado el extracto, en presencia de silica gel, se trata con p-dimetil
aminobenzaldehido, que con la ayuda del calor forma un compuesto coloreado, al
que se le determina la concentracion por la intensidad del color que se lee a 460 nm
en el espectrofotémetro.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras bioldgicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicién:

— Espectrofotémetro UV-visible (INS.RQ.07.038).

— Bafio de aceite (INS.RQ.01.0).

— Agitador mecénico (INS.RQ.01.010).

— Centrifuga de hasta 2 500 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Tubos para ensayo con tapa.

— Pipetas graduadas.

— Tubos de ensayo.

— Tubos para centrifugar.

Materiales y reactivos:

— Mezcla de éter etilico-etanol (PNO.RQ.01.003) (4.11.1).

— Cloruro de sodio.

— Solucién de referencia de dcido hipurico 2 mg/mL (PNO.RQ.01.003) (4.11.2).
— Silica gel 60 g para cromatografia de capa fina.
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— Reactivo de color (PNO.RQ.01.003) (4.11.3).
— Solucién de timol al 10 % (PNO.RQ.01.003) (4.11.4).
— Acido clorhidrico.

Procedimiento:

Muestras. El trabajador estara expuesto como minimo durante tres dias para tomar
la muestra. Se toma la orina durante las 4 ultimas horas de la jornada laboral, se le
afiade como preservante 0,5 mL de solucion de timoly se guarda en refrigeracion para
su ejecucion que no excedera 48 h después de la toma de la muestra. En congelacion
puede conservarse durante un mes.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. A un volumen de orina que se vierte en un

tubo de ensayo se le ajusta el pH a 2 con acido clorhidrico.

— Determinacion. Se toma 1T mL de orina y se pasa a un tubo de 10 mL con tapa,
se satura con 0,3 g de cloruro de sodio. El dcido hipurico se extrae dos veces
con 2 mL de la mezcla de éter etilico-etanol. Después de cada extraccion se se-
para la capa superior a otro tubo de ensayo, y de los extractos unidos se toma
T mLy se diluye con 9 mL de la mezcla éter etilico-etanol.

Se vierte 1 mL del extracto diluido en un tubo para ensayo con tapa de 10 mL
que contiene 0,5 g de silica gel y el disolvente se elimina por evaporacion con
corriente de aire.

Cuando se ha evaporado todo el disolvente (que no presenta olor a éter), se
afiade T mL del reactivo de color, se mezcla bien y se calientan los tubos en
bafio de aceite a 135 °C exactos durante 3 min. Se deja enfriar y se centrifuga
cada vez, se unen los extractos y se centrifuga durante 10 min a 2 500 r.p.m.
El sobrenadante, completamente transparente de color amarillo, se pasa a un
tubo de ensayo y se leen las muestras contra el blanco a 460 nm en el espec-
trofotémetro.

— Ensayo en blanco. Se sigue todo el proceso, utilizando agua bidestilada en vez
de la orina.

— Curva patron y calibracion. Para preparar la curva se utiliza agua bidestilada
ajustada a pH 2, también se ajusta el pH de la solucion de referencia y luego
se unen en las cantidades que aparecen para cada punto. Se preparara segun
PNO.RQ.01.003 (4.11.5). Se contintia como se indica en el procedimiento de
las muestras.

Se utiliza un punto de la curva cuando se realizan las muestras, el punto corres-
ponde a un contenido de acido hipurico de 0,6 gramos.
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Medicion fotométrica. Las mediciones se realizaran en el espectrofotometro UV-VIS
se ajustan los parametros y demds pasos de la operacion indicados por el fabricante.
La medicién fotométrica se realiza a 460 nm.

La concentracion en las muestras se obtendra por interpolacion en recta de
regresion ajustada por el método de minimo cuadrado (RL), en el cual se observa el
comportamiento grafico de la curvay la linealidad (r>0,99).

El equipo de absorcién atdmica utiliza este sistema estadistico para la cuantifica-
cion de los resultados de manera automatica por medio de una computadora acoplada
al equipo. Se recogen los datos manualmente en la libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. Célculos para cuando solo se lea el valor de absorbancia.

La concentracién se calcula mediante la formula siguiente, si se utiliza el grafico
de calibracion:

C =DOM - f = g de 4cido hipurico total/L

Si se utiliza el punto de calibracion:

DOM + ¢p = g de acido hiparico total/L
pop

donde:

DOM: Densidad optica de la muestra.

DOP: Densidad optica de la solucién de referencia.

cp: Contenido del punto de referencia en miligramo.

f: Factor del gréfico de calibracion.

Los resultados se aproximan hasta la décima.

Casi siempre las muestras se realizan por duplicados y se promedian para emitir
el resultado final.

Los resultados de los analisis se informaran en las respectivas ordenes y, cuando
sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberdn anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
deberd confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de caracter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se efectue la determinacién de acidos hipuricos
totales en la orina.
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Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: | Lic. Arelis Aspirante
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Separacion de acido hipurico y metilhipurico
por cromatografia de capa fina

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Separacion de acido hipurico y metil hipdrico por cromatografia de capa fina en el
Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. De acuerdo con las polaridades del acido hipurico y
metilhipdrico en una fase mavil (tolueno-acido acético-agua) son separadas estas
sustancias sobre una fase fija de silica gel G. Después de evaporado el solvente, ocurre
el desarrollo de color debido a la reaccion entre el metilhipdrico y el p-dimetilamino
benzaldehido al 4 %, en anhidrido acético y en presencia de calor. Las azolatonas
formadas se extraen con etanol para su ulterior lectura a 460 nm.

Aplicable a: muestras de orina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad reque-
ridas para las muestras biolégicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que
se utilice.

Medidas de proteccion:

— Utilizar campana de extraccion en los momentos en que se extrae la placa de
la camara cromatografica, asi como en el momento de rociar el reactivo que
desarrolla el color.

— Emplear respirador en el momento de rociado.
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Equipos, utensilios y medios de medicion:

— Espectrofotémetros UV visible (INS.RQ.01.038).
— Estufa de hasta 135 °C.

— Camaras cromatograficas.

— Rociador.

Desecadoras.

Probetas.

Pipetas graduadas.

— Tubos para ensayo.

Materiales y reactivos:

— Mezcla de éter etilico-etanol (PNO.RQ.01.003) (4.12.1).

— Silica gel 60 G activada (PNO.RQ.01.003) (4.12.2).

— Mezcla de tolueno-4cido acético-agua (PNO.RQ.01.003) (4.12.3).
— Acido clorhidrico.

— Cloruro de sodio.

Procedimiento. El dcido hipurico se extrae dos veces con 2 mL de la mezcla de

éter etilico-etanol y el extracto de éter se diluye 10 veces con la misma mezcla de éter
etilico-etanol.

Muestras. Después de tres dias de trabajo como minimo, se recoge la orina de

las ultimas 4 h de la jornada laboral en frascos de polietileno, que contiene 0,5 mL de
solucién de timol para la realizacion del andlisis, que no debe prolongarse mas de un

dia. En congelacion puede conservarse durante 1 mes.

Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Tanto la solucion de referencia de dcido
hipurico como las muestras en las que se va a determinar el dcido hipurico y el
blanco, se utilizan a partir del paso, en que después de saturar con cloruro de
sodio, se extrae dos veces con 2 mL de mezcla de éter etilico-etanol.

— Determinacién. Del extracto puro antes mencionado tomar 0,1 mL que se pun-
tean en una placa de vidrio con silica gel G, con una separacion de 3 cm del
borde inferior y 3 cm de separacién entre las muestras.

El cromatograma se desarrolla en la cdmara cromatografica con la mezcla de
tolueno-acido acético-agua durante 1 h a 20 °C.

Mas tarde, se evapora el solvente de las placas a temperatura ambiente y las
placas se rocian con el reactivo de p-dimetilamino benzaldehido y se calientan
las placas a 135 °C durante 3 min para desarrollar el calor.

Se extrae la mancha y se coloca en un tubo de centrifuga las azolactonas for-
madas son extraidas con 4 y 3 mL de alcohol etilico sucesivamente, se centri-
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fuga cada vez, se unen los extractos y se centrifugan durante 10 min a 2 500 r.p.m.
El sobrenadante se pasa a un tubo de ensayo y se lee en el espectrofotémetro
a 460 nm contra el blanco.

— Ensayo en blanco. Se sigue todo el proceso, utilizando agua bidestilada en vez
de la orina.

— Curva patrén y calibracion. Para preparar la curva se utiliza agua bidestilada
ajustada a pH 2, también se ajusta el pH de la solucion de referencia y luego
se unen en las cantidades que aparecen para cada punto. Se preparara segun
PNO.RQ.01.003 (4.11.5).

Se continda como se indica en el procedimiento de las muestras.
Se utiliza un punto de la curva cuando se realizan las muestras, el punto corres-
ponde a un contenido de 0,6 g de acido hipurico.

Medicidn fotométrica. Las mediciones se realizaran en el espectrofotémetro UV-VIS
se ajustan los pardmetros y demds pasos de la operacion indicados por el fabricante.
La medicidn fotométrica se realiza a 460 nm.

Expresidn de los resultados y cdlculos. Para la verificacion de las manchas se mide
la distancia recorrida por el solvente y la distancia de las manchas de la muestra y el
patron. Se halla el valor de Rf.

af Distancia recorrida por la muestra o el patron
Distancia recorrida por el solvente

Se corrobora con los valores que aparecen en la literatura:
— Rf del &cido hipurico = 0,38-0,39.
— Rf del 4cido metilhipurico = 0,43-045.

La concentracion de acido hipurico expresada en gramos por litro se obtiene
mediante los calculos siguientes:

donde:
DOM: Densidad éptica de la muestra.
DOP: Densidad dptica de la solucién de referencia.
Cp: Contenido de la solucion de referencia 0,6 mg.
La concentracion de acido metilhipurico (Camh) se determina por:
donde: Camh = Ct-Cah
Ct: Concentracion total de acidos hipuricos hallada mediante el método calo-
rimétrico.
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Cah: Concentracion de acido hipurico determinado mediante el método de la
placa fina.
Los resultados se aproximan hasta la décima.

Casi siempre las muestras se realizan por duplicados y se promedian para emitir
el resultado final.

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidad, se realizara un informe segun el modelo.

Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacion necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico reflejar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
debera confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de cardcter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se realice la determinacion de acido hipurico y
metilhipurico en la orina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacion
Elaborado por: Lic. Arelis Aspirante
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara | de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Heliodora Jefa
Diaz de Departamento

Determinacion de hierro y capacidad total de fijacion
de hierro de la transferrina

Hierro sérico. Parte |

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de hierro y capacidad total de fijacion de hierro de la transferrina en el
Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. Consiste en la separacién del hierro unido a la transferrina,
mediante una solucion reguladora de glicina-clorhidrico a pH 1,9 con &cido ascorbico.
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El hierro reducido al estado ferroso forma un complejo coloreado con la batofenan-
trolina sulfonatada. La intensidad del color determinado en el espectrofotometro es
proporcional a la concentracion de hierro.

Aplicable a: muestras de sangre total con heparina.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero
o licenciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este PNO.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizard la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad para
las muestras bioldgicas (segun MPRQ.01) y segun las de cada equipo que se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleira utilizada, previamente
tratada segun el anexo:

— Espectrofotémetro de UV-VIS (INS.RQ.01.038).

— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Tubos de cultivo de 10 mL con tapa de rosca o tubos de centrifuga de 10 mL

con tapa.

— Pipetas graduadas y aforadas.

— Frascos volumétricos.

— Probetas con tapa esmerilada.

— Viales plasticos de 25 mL con tapa.

— Jeringuillas de 10 mL.

— Agujas hipodérmicas No. 20.

Materiales y reactivos:

— Solucion reguladora glicina-clorhidrico a pH 1,9 (PNO.RQ.01.003) (4.8.1).

— Solucion reguladora de trabajo (PNO.RQ.01.003) (4.8.2).

— Solucion de batofenantrolina sulfonatada (PNO.RQ.01.003) (4.8.3).

— Solucion de referencia de hierro con contenido de 17,91 mol/L (PNO.RQ.01.003)
(4.8.4).

— Solucion de referencia de hierro de 1,791 mol/L (PNO.RQ.01.003) (4.8.5).

— Solucion de referencia de hierro de 17,91 pmol/L (PNO.RQ.01.003) (4.8.6).

Procedimiento:

Muestras. Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 0,5 mL de suero y se le afiaden
2 mL de la solucion reguladora de trabajo. En la tabla 10.7 se desarrolla el mé-
todo de acuerdo con determinadas cantidades.
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Tabla 10.1. Método de separacion del hierro segun las cantidades

Tubos Agua Suero de Suero Suero de regulacion
Desionizada | referencia 17,91 | problema de trabajo
(mL) (mL) (mL) (mL)
Blanco 0,5 2,0
Referencia 0,5 2,0
Suero 0,5 2,0
problema

— Determinacién. Agitar y dejar en reposo durante 30 min, leer la densidad optica
de todos los tubos a 530 nm contra blanco de agua, afiadir 50 plL de solucion
de batofenantrolina sulfonatada, agitar y dejar en reposo a temperatura am-
biente durante 60 min y luego leer a 530 nm contra blanco de reactivos. Los
blancos de reactivos se leen contra agua desionizada o bidestilada y su densi-
dad 6ptica no debe exceder a 0,01.

— Ensayo en blanco. Se realiza siguiendo el mismo procedimiento indicado en el
punto anterior, se utiliza 0,5 mL de agua bidestilada y se le afiade 2 mL de la
solucién reguladora de trabajo.

— Curva patrén y calibracion. Se leera contra un patron, y se preparara seguin
PNO.RQ.01.003 (4.8.7).

Medicidn fotométrica. Las mediciones se realizaran en el equipo espectrofotémetro
UV-VIS, se ajustan los parédmetros y demas pasos de la operacion indicados por el
fabricante. La medicién fotométrica se realiza a 530 nm.

El espectrofotémetro UV-VIS posee un programa para calcular directamente
la concentracion al leer contra un patron, se recogen los datos manualmente en la
libreta de trabajo.

Expresion de los resultados. En los casos de recogerse los valores de absorbancia,
solo se realizaran los célculos siguientes:

PO PO 1797

DO DO

C (umol Fe sérico/L ) =

20R) 1(R)
donde:

DO,y Densidad optica de la primera lectura de la muestra.

DO, Densidad dptica de la segunda lectura de la muestra.

DO, g Densidad optica de la primera lectura de la solucion de referencia.
DO, y: Densidad 6ptica de la segunda lectura de la solucion de referencia.
17,91: Concentracion en umol/L de la solucion de referencia.
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Casi siempre las muestras se realizan por duplicados y se promedian para emitir
el resultado final.

Los resultados de los andlisis se informardn en sus respectivas érdenesy, cuando
sea una entidade, se realizard uninforme segun el modelo. Los resultados se expresaran
en ug/dL y se aproximan hasta la décima.

Capacidad de fijacion de hierro de la transferrina. Parte Il

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico siga este procedimiento para la correcta ejecucion del ensayo de
Determinacion de hierro y capacidad total de fijacion de hierro de la transferrina en el
Departamento de Riesgos Quimicos.

Fundamento del método. Se basa en la saturacion de la transferrina con una solu-
cion concentrada de hierro. El hierro unido a la proteina se absorbe con carbonato de
magnesio y después este se elimina mediante centrifugacion. El hierro del sobrena-
dante se determina por la técnica descrita antes para hierro sérico.

Aplicable a: muestras de suero.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
licenciado en Quimica) que trabaja en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Operaciones preliminares. Se realizara la toma de muestra segun el PNO.
RQ.01.002.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad para
las muestras bioldgicas (segin MPRQ.01) y segun las de cada equipo que se utilice.

Equipos, utensilios y medios de medicion. Toda la cristaleria utilizada, previamente
tratada segun el anexo:

— Espectrofotémetro de UV-VIS (INS.RQ.01.038).

— Centrifuga de hasta 3 000 r.p.m. (INS.RQ.01.036).

— Tubos de cultivo de 10 mL con tapa de rosca o tubos de centrifuga de 10 mL

con tapa.

— Pipetas graduadas y aforadas.

— Frascos volumétricos.

— Probetas con tapa esmerilada.

— Viales plasticos de 25 mL con tapa.

— Jeringuillas de 10 mL.

— Agujas hipodérmicas No. 20.

Materiales y reactivos:
-Solucién de referencia de hierro con contenido de 89,55 pmol/L(PNO.RQ.01.003) (4.8.8).
-Carbonato de magnesio ligero en polvo (PNO.RQ.01.003) (4.8.9).
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Procedimiento:

Muestras. Técnica operatoria:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toman 0,5 mL de suero y se le afiaden
1 mL de la solucién de referencia y 100 mg de carbonato de magnesio. El con-
tenido especifico de cada tubo y las cantidades necesarias se muestra:

* Suero problema (mL): 0,5.
* Solucion de referencia (89,55 umol/L) (mL): 1,0.
* Carbonato de Mg (mg): 100

— Determinacion. Agitar durante 30 s de manera intermitente, centrifugar todos
los tubos durante 15 min a 1 000 r.p.m., decantar y centrifugar de nuevo. Se
extraen 0,5 mL del sobrenadante, evitando tomar particulas de carbonato de
magnesio y se le determina la cantidad de hierro mediante la técnica de hierro
sérico descrita antes.

Expresidn de los resultados. Calculos:

DO2iw=DO1iy * 17,97 + 3+ 3 (pmol/L)
DOzr)-DO1ir)

C

donde:

DO, Densidad optica de la primera lectura de la muestra.

DO, Densidad optica de la segunda lectura de la muestra.

DO, Densidad optica de la primera lectura de la solucion de referencia.
DO, Densidad optica de la segunda lectura de la solucion de referencia.
17,91: Concentracion de la solucion de referencia en umol/L.

3: Factores de correccion de la disolucion de la muestra.

Caélculo del indice de saturacion:

Indice de saturacion w
Capacidad total
Valores de referencia o normales:

— Hierro sérico: 10,7 a 32,2 ymol/L.

— Capacidad total: 50,1 a 74,2 ymol/L.

— Indice de saturacion: 0,16 a 0,6 pmol/L.

Casi siempre las muestras se realizan por duplicados y se promedian para emitir
el resultado final.

Los resultados de los analisis se informaran en sus respectivas 6rdenesy, cuando
sea una entidade, se realizara un informe segun el modelo.
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Registro. Es obligatoriedad del técnico anotar en el registro correspondiente a
la toma de muestra el nimero de registro, la fecha, nombre y apellidos del paciente,
analisis solicitados, procedencia y cualquier observacién necesaria.

En el registro de uso del equipo deberan anotarse los datos de la determinacion
segun PNO.

Es responsabilidad del técnico anotar en el registro de entraba, asi como en la
orden, el resultado del paciente, si se requiere un informe, el responsable de la calidad
deberd confeccionarlo.

Vigencia/periodicidad. Este documento es de cardcter permanente hasta tanto
no se aprueben otras resoluciones y legislaciones por los organismos rectores de la
actividad, y se utilizara cada vez que se realice la determinacion de fijacion del hierro
de la transferrina.

Aprobaciones:

Nombre y Cargo Firma Fecha de
apellidos implantacién
Elaborado por: | Lic. Arelis Aspirante
Jaime Novas a Investigadora
Revisado por: Téc. Maria Técnica

Elena Guevara de Laboratorio

Aprobado por: Ing. Jefa
Heliodora Diaz | de Departamento

Anexo A. Limpieza de la cristaleria. Todo el material empleado incluso las jerin-
guillas de cristal de la toma de la muestra, se sumerge durante 24 h en solucion de
acido clorhidrico al 50 %. Mas tarde, se enjuaga 10 veces con agua desionizada o
bidestilada.

Control de la calidad. Se incluye en todas las series de determinaciones un pool
de sueros humanos previamente calibrados y conservados a -20 °C, puro y diluido a
la mitad, ademas, un caso con hierro sérico bajo y capacidad total elevada y otro con
hierro sérico normal y capacidad total baja, previamente conocidos.

Preparacion de soluciones

Objetivos y alcance. Este documento se elabora con el objetivo de que todo el
personal técnico que ejecute las técnicas analiticas, utilice estos procedimientos para
la Preparacion de soluciones en el Departamento de Riesgos Quimicos.

Responsabilidades. Es responsabilidad del personal calificado (técnico, ingeniero o
liceciado en Quimica) que labora en el laboratorio, el cumplimiento de este instructivo.

El Jefe de Departamento supervisara su cumplimiento, asi como el responsable
de la calidad.

Condiciones de seguridad. Se trabajara con las condiciones de seguridad para
reactivos quimicos segun MPO1.
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Preparacion de soluciones segun la técnica de analisis.
Determinaciones

Plomo en la sangre. Metilisobutilcetona saturada con agua (MIBK). Se mezclan
500 mL de metilisobutilcetona y 55 mL de agua bidestilada, se agita fuertemente
y se deja reposar como minimo 1 h, con preferencia de un dia al otro. Tomar en
cuenta el volumen que se debe utilizar en una semana como maximo, para evitar
contaminaciones.

Solucion de tritén X-100/APDC. Se disuelve el tetrametileno ditiocarbamato de amo-
nio (APDC) en una porcién de agua ligeramente inferior al volumen total. Después de
su total disolucion se afiade el triton X-100 y sin agitar se enrasa con agua bidestilada
al volumen total. Se agita fuertemente.

Se prepara el reactivo en el momento del andlisis y en las cantidades de acuerdo
con las determinaciones que se deben realizar (Tabla 10.2).

Solucion de cloruro de calcio. Se disuelven 16,6 g de cloruro de calcio anhidro hasta
100 mL con agua bidestilada.?

Solucidn de referencia de plomo 1000 ug/mL. Se disuelven 0,7992 g de nitrato de
plomo en 5mL de acido nitrico y se lleva a un volumen de 500 mL con agua bidestilada.

Solucion de referencia de plomo 100 ug/mL. Se toman 5 mL de la solucién de refe-
rencia de 1 000 pg/mL y se diluyen hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta solucion
se prepara en el momento del andlisis.

Tabla 10.2. Preparacion del reactivo

APDC (g) mL de Agua en mL APDC (g) mL de Agua en mL
triton hasta: tritén hasta:

0,2 0,25 10 12 15 60

03 04 15 14 1,75 70

04 0,5 20 2,0 2,5 100

0,5 0,63 25 2,4 1,75 120

0,6 0,75 30 30 3,75 150

08 1,0 40 4,0 50 200

1,0 1,25 50 50 6,25 250

Solucidn de referencia de plomo 10 ug/mL. Se toman 5 mL de la solucién de plomo
de 100 pg/mL y se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta solucién se prepara
en el momento del andlisis (Tabla 10.3).

Preparacion de la curva de calibracion:

3: Se coloca el reactivo de nitrato de plomo 48 h en desecadora antes de pesar.
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Tabla 10.3. Escala para la curva de calibracién

Patrén Volumen de 50 mL  Mililitros de Pb Concentracion de
(referencia de 1 Pb en pg/dL
pg/mL)

1 50 1,25 25

2 50 2,5 50

8 50 50 100

4 50 7,5 150

Plomo en la orina. Preparacidn de la curva de calibracion. La orina utilizada para la

escala de referencia sera de persona no expuesta.

Para muestras de orina sin la aplicacion de quelantes se prepara su gréafica de
acuerdo con la escala (Tabla 10.4).

Tabla 10.4. Escala de referencia para la preparacion de la muestra sin aplicacion

de quelantes

Patrén Solucion de Pb 10  Orina (mL) Contenido de Pb
ug/mL (mL) (ng)

1 0 10 0

2 0,05 10 0,5

3 0,1 10 1,0

4 0,2 10 2,0

5) 0,3 10 30

Se debe continuar como se realiza la determinacion de la muestra.
Para muestras de orina después de la aplicacion de quelantes se prepara segun

la escala (Tabla 10.5).

Tabla 10.5. Escala para la preparacion de la muestra después de la aplicacién de

quelantes
Patrén Soluciéon de Pb 10  Orina (mL) Contenido de Pb
ug/mL (mL) (ng)

1 0 2 0

2 0,05 2 0,5

3 0,1 2 1,0

4 0,2 2 2,0

5) 0,3 2 3,0

Se debe proceder como se indica en la determinacion de la muestra.*

4 No se adiciona cloruro de calcio.
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Arsénico. Zinc granulado (de 0,3 a 1,5 mm diametro) exento de arsénico. El Zinc
granulado se activa sumergiéndolo durante 15 min en una solucion de acido clorhidrico
1:3, al que se le ha afiadido previamente 2 mL de cloruro estannoso. Se desechan las
granallas muy activas y muy inactivas, las restantes se lavan con agua bidestilada
caliente, se secan y se guardan en un frasco bien tapado.

Solucidn saturada de oxalato de amonio. Se pesan 5,5 g de oxalato de amonio
y se disuelve en 97 mL de agua bidestilada.

Solucidn de cloruro estannoso 400 g/L. Se pesan 40 g de cloruro estannoso y
se disuelven con 100 mL de &cido clorhidrico concentrado.

Solucion de yoduro de potasio 150 g/L. Se pesa 150 g de yoduro de potasio y
se completaa 1 L.

Solucion de dietilditiocarbamato de plata 5 g/L. Se pesan 0,5 g de dietilditiocar-
bamato de plata y se diluye hasta 100 mL con piridina. Se conserva en refrigeracién
protegida de la luz.

Algoddn impregnado en acetato de plomo. Se embebe el algodon en una solucion
de 10 g de acetato de plomo en 100 mL de agua bidestilada, se escurre y se seca en
una estufa a 50 °C. El algodon impregnado seco se conserva indefinidamente en un
frasco bien tapado.

Solucion de referencia de arsénico 1 000 ug/mL. Se pesan 0,6600 g de tridxido de
arsénico y se disuelven en 5 mL de solucién de hidréxido de sodio al 40 % y luego se
enrasa hasta 500 mL con agua bidestilada. Se conserva en frasco ambar.

Solucién de referencia de arsénico 100 ug/mL. Se toman 5 mL de la solucion de
1000 pg/mL y se lleva hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta solucion se prepara
en el momento del andlisis.

Solucion de referencia de arsénico de 1 ug/mL. Se diluye la solucion de 100 pg/mL
con agua bidestilada hasta 100 mL. Se prepara en el momento del andlisis (Tabla 10.6).

Gréfico de calibracién. Se prepara siguiendo el procedimiento indicado en la de-
terminacion, con 6 frascos conicos.

Tabla 10.6. Grado de calibracién segun el procedimiento indicado

Patron Solucion de Agua destilada Contenido de
referencia de (mL) asénico (pg)
arsénico 1 pg/mL

1 0 35 0

2 1 34 1

3 2 33 2

4 3 32 3

5 4 il 4

6 5 30 5
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Se procesa a partir del paso de formacién de arsina.

Manganeso en las heces fecales. Solucién de dcido sulfurico 1:20. Se mezcla un
volumen de &cido sulfurico con 20 volimenes de agua bidestilada, se afiade el dcido
sulfurico al agua lentamente y por las paredes.

Solucidn de dcido oxalico 80 g/L. Se pesan 80 g de acido oxalico y se completa un
litro con agua destilada.

Solucidn de nitrato de plata 10 g/L. Se pesan 40 g y se diluye con agua destilada
hasta un litro, se conserva en frasco ambar en refrigeracion.

Solucién de persulfato de amonio 100 g/L. Se pesan 100 g de persulfato de
amonio y se lleva hasta 1 L. Se prepara en el momento del analisis.

Solucidn de dcido sulfurico y oxdlico. Se prepara mezclando 1 volumen de acido
sulfurico concentrado con 1 volumen de acido oxalico 80 g/L. Se prepara en el mo-
mento del andlisis. Se afiade el dcido sulfurico al oxdlico en bafio de agua.

Solucidn de referencia de manganeso de 1 000 ug/mL. Se pesan 1,1422 g de nitrato
de manganeso tetrahidratado y se disuelve con &cido sulfurico 1:20 hasta 250 mL.
Esta solucion es estable; también puede prepararse pesando 1,0150 g de sulfato de
manganeso tetrahidratado y se disuelve con acido sulfurico 1:20 hasta 250 mL.

Solucidn de referencia de manganeso de 50 ug/mL. Se toman 2,5 mL de la solucién
de referencia de 1 000 pg/mL vy se diluye con 4dcido sulfurico 1:20 hasta 50 mL. Se
prepara en el momento del analisis.

De una solucién de 10 pg/mL de manganeso nitrato (solucién esténdar), extraer
T mLy llevar hasta 100 mL con dcido sulfurico 1:20.

Curva de calibracion. Se prepara siguiendo la escala de la tabla 10.7.

Tabla 10.7. Escala de soluciones para determinar la curva de calibracion
del manganeso en las heces fecales

Patrén Solucién de referencia de Acido Contenido
Mn 50 pg/mL (mL) sulfidrico 1:20 de Mn (pg)

1 0 5 0

2 0,1 49 5

3 0.2 48 10

4 04 4,6 20

5 0.6 4.4 30

6 08 4,2 40

Se debe continuar como se describe en la determinacion.

Mercurio en la orina. Solucion de cloruro estannoso. Se mezclan 20 g de cloruro
estannoso, se afiaden 5 mL de agua destilada y 25 mL de acido clorhidrico, se pone en
plancha de calentamiento bajo campana de extraccion hasta lograr solubilidad total,

Toxicologia Ocupacional _165



cuando alcance temperatura ambiente, se le afiaden 25 mL cido clorhidrico, se agitay
se afiade agua bidestilada hasta 100 mL. Tomar en cuenta la cantidad de muestras que
se deben realizar para no preparar exceso ni defecto. Es estable durante tres meses.

Solucidn de referencia de mercurio de 1 000 ug/mL. Se disuelven 676,7 mg de biclo-
ruro de mercurio en solucion de acido clorhidrico al 5 %, se completa hasta 500 mL con
esta solucion 4cida. Esta solucion es estable.

Solucidn de referencia de mercurio de 100 ug/mL. Se toman 5 mL de la solucion de
referencia de 1 000 pg/mL y se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada. Se prepara
en el momento del andlisis.

Solucidn de referencia de mercurio de 1 ug/mL. Se diluye T mL de la solucion de
referencia de 100 pg/mL hasta 100 mL con agua bidestilada. Se prepara en el mo-
mento del analisis.

Solucidn de dcido sulfdrico al 10 %. Se toman 10 mL de &cido sulfurico concentrado
y se lleva hasta 100 mL con agua destilada.

Solucidn de permanganato de potasio 1T M. Pesar 158,04 g de permanganato de
potasio y disolver hasta T 000 mL con agua bidestilada.

Solucidn de yoduro de potasio al 3 %. Se pesa 3 g de yoduro de potasio en 100 mL
de agua destilada.

Solucion de yodo al 0,25 %. Se prepara pesando 0,25 g de yodo y disolviendo en
solucion de yoduro de potasio al 3 %.

Curva de calibracion. (Tabla 10.8).

Tabla 10.8. Escala de soluciones para determinar la curva de calibracion
de mercurio en la orina

Patrén Solucién de Agua destilada Contenido de Hg
referencia de Hg (mL) (ng)
1 pg/mL (mL)

1 0 4 0

2 0,05 4 25

3 0,1 4 50

4 0,2 4 100

5 04 4 200

Actividad del acido deltaaminolevulinico dehidrasa en eritrocitos (ALA-D).
Solucidn de dcido delta amino levulinico T mmol/L. Se pesan 8,38 mg de (ALA; HCL) y
se lleva a 50 mL con agua bidestilada. Se conserva en frasco ambar a 4 °C aproxima-
damente un mes. Esta solucion es el sustrato.

Solucion de referencia de ALA de 0,7 mmol/L. Diluir 0,5 mL de la solucion de
1T mmol/L hasta 5 mL con agua bidestilada. Se prepara inmediatamente antes de
utilizarlo.
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Solucion de fosfato monobdsico de sodio dihidratado (0,2 M). Se pesan 3,12 g de
fosfato monobasico de sodio dihidratado, se transfiere a un frasco volumétrico de
100 mL y se lleva a volumen con agua bidestilada.

Solucién de fosfato dibdsico de sodio 12 H,0 (0,2 M). Se pesan 17,9 g de fosfato
dibasico de sodio 12 H,0, se transfiere a un frasco volumétrico de 250 mL y se lleva
a volumen con agua bidestilada.

Solucion reguladora de fosfato (pH 6,8). En un frasco de 250 mL se mezclan 55 mL
dela solucion de fosfato monobasico de sodio y 100 mL de solucion de fosfato dibédsico
de sodio. Se ajusta el pH de la solucién. Se conserva en frasco ambar en refrigeracion
durante un mes aproximadamente. Comprobar pH cada vez que se utilice.

Solucion reguladora de acetato (pH 4,6). En un frasco volumétrico de 1 000 mL
de afiaden 700 mL de agua bidestilada, 57 mL de &cido acético glacial y 136 g de
acetato de sodio trihidratado, diluir y llevar hasta el volumen con agua bidestilada.
Conservar en frasco ambar en el refrigerador durante 2 o 3 meses. Comprobar pH
cada vez que se utilice.

Solucion de dcido tricloroacético 100 g/L (10 %). Se pesan 10 g de acido tricloroa-
céticoy se lleva a 100 mL con agua destilada.

Reactivo de Ehrlich. Se vierten 30 mL de acido acético glacial en una probeta
graduada de 50 mL. Se afiade 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido, 5 mL de acido
percldrico al 60 % y 5 mL de agua bidestilada. Se enrasa a 50 mL con acido acético
glacial. Se prepara en el momento del analisis.

Curva de calibracion (Tabla 10.9):

Tabla 10.9. Preparacion de los reactivos para determinar la actividad del ALA-D

Reactivos 0 1 2 8 4
Solucion de referencia 1 1 1 1 1
acetato pH 4,6 (mL)

Acetoacetato etilo (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Solucion de referenciade 0 0,25 0,5 0,75 1,0
ALA 0,1 mmol/L (mL)

Concentracion de ALA 0 0,025 0,05 0,075 0,1
(Hmol)

Se mezclay se coloca en bafio de agua a 100 °C durante 10 min. Se deja enfriar a
temperatura ambientey se adicionan 3 mL de acetato de etilo. Se tapa el tubo y se agita
enérgicamente durante T min. Se deja reposar de 10 a 15 min hasta que se separen las
capas. Continuar como se indica en el desarrollo del color y la medicion fotométrica.

Punto del gréfico de calibracion. Se prepara tomando 0,5 mL de la solucién de
referencia de 0,1 mmol/L y se afiade a un tubo de ensayo de 10 mL con tapa, se adi-
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ciona 1 mL de la solucion reguladora de acetato a pH 4,6, mas 0,2 mL de acetoacetato
de etilo. Continuar el andlisis a partir de este paso segun se indica en los pasos del
procedimiento.

ALA en la orina. Reactivo de Ehrlich. Se vierten 30 mL de acido acético glacial en
una probeta de 50 mL. Se afiade 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido, 5 mL de acido
perclorico al 60 % y 5 mL de agua bidestilada. Se enrasa a 50 mL con acido acético
glacial. Esta solucion se prepara en el momento del anélisis.

Solucion reguladora de acetato (pH 4,6). En un frasco volumétrico de 1 000 mL se
afiade 700 mL de agua bidestilada, 57 mL de acido acético glacial y 136 g de acetato
de sodio trihidratado, se disuelve bieny se lleva a 1 000 mL con agua bidestilada. Se
conserva en refrigeracion durante 2 o 3 meses. Comprobar el valor de pH cada vez
que se vaya a utilizar.

Solucion de referencia de ALA de 167,6 mg/L (1 mmol/L). Se pesan 0,00838 g de
acido deltaaminolevulinico clorhidrato y se diluye a 50 mL con agua bidestilada. Esta
solucidn es estable aproximadamente un mes en frasco &mbar en el refrigerador a 4 °C.

Solucion de trabajo de ALA de 50 mg/L (0,38 mmol/L). De la solucion de 1T mmol/L
se toman 9,5 mL y se diluye hasta 25 mL con agua bidestilada.

Curva de calibracion (Tabla 10.10):

Tabla 10.10. Escala para la determinacién de ALA-D en la orina

No. Agua bidestilada Solucion de Concentracion de
(mL) referencia de ALA

ALA 50 mg/L (mg/L)  (mmol/L)
(mL)

0 1 0 0 0

1 0,9 0,1 5 0,038

2 0,8 0,2 10 0,076

8 0,7 0,3 15 0,114

4 0,6 04 20 0,152

5 0,5 0,5 25 0,191

6 0,4 0,6 30 0,229

La escala de referencia se procesa igual que las muestras y se le afiaden incluso al
blanco los 0,2 mL de acetoacetato de etilo.

Hierro. Solucion reguladora glicina-clorhidrico (pH 1,9). Pesar 3,75 g de glicina,
disolver aproximadamente en 150 mL de agua desionizada o bidestilada y ajustar el
pH a 1,9-0,02 con acido clorhidrico. Se afiade agua bidestilada o desionizada hasta
250 mL y se reajusta el pH, si es necesario. Se guarda a 4 °C.
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Solucion reguladora de trabajo:

— Se prepara en el momento del andlisis, mezclando los volumenes siguientes:
* Dos volumenes de solucion de acido ascorbico recién preparado.
* Un volumen de solucion reguladora de glicina.
* Un volumen de agua bidestilada o desionizada.

Solucidn de batofenantrolina sulfonatada. Pesar 160 mg de batofenantrolina sulfo-
natada, sal disddica y disolver en 25 mL de agua desionizada o bidestilada.

Solucién de referencia de hierro con contenido de 17,97 mol/L. Se pesan exacta-
mente 100 mg de alambre puro de hierro, previamente limpio y seco, se colocan en un
erlenmeyer y se afiade 2 mL de &cido clorhidrico bidestilado (libre de hierro) 7 My se
coloca en bafio Maria a 100 °C hasta que se disuelva totalmente. Se deja enfriar y se
disuelve con agua desionizada o bidestilada hasta 100 mL en un frasco volumétrico.

Solucion de referencia de hierro de 1,797 mol/L. Se toman 10 mL de la solucion
de 17,91 mol/L y se enrasa con agua bidestilada o desionizada hasta 100 mL en un
frasco volumétrico.

Solucion de referencia de hierro de 17,97 umol/L. Se toma 1 mL de la solucion de
hierro de 1,791 mol/L y se enrasa con &cido clorhidrico 0,005 M. Mantener a 4 °C. Este
reactivo tiene una duracion de una semana.

Patron de calibracidn. Se toman 0,5 mL de la solucion de referencia de hierro de
17,97 umol/L y se le afladen 2 mL de la solucion amortiguadora de trabajo.

Solucién de referencia de hierro con contenido de 89,55 umol/L. Parte [I. Se toman
5 mL de la solucién de 1,791 mol/L y se diluyen en un frasco volumétrico con agua
bidestilada hasta 100 mL. Se mantiene a temperatura de 4 °C, con una duracion de
una semana.

Colinesterasa. Solucion de clorhidrato de acetilcolina al 2 %. Disolver 0,5 g de clor-
hidrato de acetilcolina y enrasar hasta 25 mL con agua bidestilada. Se conserva en frio.

Valoracion. A un tubo de ensayo rotulado como “muestra” se le afiaden 1,8 mL de
solucién reguladora a pH 7,6 mas 0,1 mL de solucion al 2 % de clorhidrato de acetil-
colina. Rotular el otro tubo “control” y afiadir 1,9 mL de solucion reguladora a pH 7,6.
Agregar en ambos tubos 1 gota de solucién de bromotimol azul al 0,2 %. Se valora
la solucion de acetilcolina contenida en el tubo rotulado “muestra” con solucion de
hidroxido de sodio al 0,01 N hasta igualar el color con el “control”.

Se anotan los mililitros de hidréxido de sodio consumidos y ese valor sera el volu-
men de hidroxido de sodio 0,01 N que se afiadira a los tubos rotulados “muestra” de
la determinacion de la actividad colinesterasica.®

5La valoracion se hace antes de comenzar el andlisis. Cuando la acetilcolina tiene la calidad requerida
y la manipulacion ha sido correcta, el consumo de hidréxido de sodio 0,01 mL no excedera de 0,05 mL.
En caso de que exceda, debe eliminarse la solucion o el reactivo segun sea la causante del exceso.
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Solucidn de eserina salicilato o clorhidrato (fisostigmina) al 0,4 %. Disolver 100 mg
de eserina salicilato o clorhidrato en agua bidestilada caliente, dejar enfriar y llevar
hasta 25 mL con agua bidestilada. Conservar en frioy frasco blanco. Se elimina cuando
cambia de coloracion a rosado o rojizo.

Solucion de hidréxido de sodio T N (mol/L). Pesar 4 g de hidréxido de sodio y diluir
en agua bidestilada recién hervida. Dejar enfriar y llevar hasta 100 mL con la misma
agua. También puede utilizarse solucion valorada concentrada para preparar hidroxido
de sodio 1 N.

Solucion de hidroxido de sodio 0,05 N (0,05 mol/L). Se prepara diluyendo conve-
nientemente a partir de la solucion de hidroxido de sodio 1 N, se toman 2,5 mL de
la solucion de la 1 Ny se diluyen con agua bidestilada recién hervida hasta 50 mL.

Solucion de hidroxido de sodio 0,07 N (0,07 mol/L). Se prepara diluyendo conve-
nientemente la solucién de hidroxido de sodio T N, se toma 1 mL de esta solucion y
se diluye con agua bidestilada recién hervida hasta 100 mL.

Las soluciones 0,05 Ny 0,01 N se valoraran como sigue a continuacion.
Valoracion. Vertir 1 mL exacto de acido clorhidrico 0,01 N en un tubo para ensayo de
100 x 13 mm. Rotular “muestra”. En otro tubo que se rotula como “control”, vertir 2 mL
de hidroxido de sodio 0,01 N. Afladir en ambos tubos 1 gota de solucién indicadora de
bromotimol azulal 0,2 %. Valorar el acido clorhidrico 0,01 N con la solucion de hidréxido
de sodio 0,01 N contenida en la microbureta hasta igualar el color del tubo control.®
Célculo para hallar el factor:

N*V=N'* V'

donde:

N: Normalidad de la sosa (0,01 N).

V: Volumen de &cido clorhidrico 0,01 N.

N’ Normalidad incognita (factor).

V': Volumen de hidroxido de sodio consumido en la valoracion.

Este factor de normalidad se tendrd en cuenta al efectuar los célculos.

Solucidn de fosfato monobdsico de potasio 1/15 M. Pesar 2,2682 gy disolver hasta
250 mL con agua bidestilada.

Solucidn de fosfato dibasico de sodio 1/15 M. Si el compuesto es:

— Anhidro pesar 4,7120 g.

— Con2H20 pesar 59330 g.

— Con7H20 pesar  89357g¢.

©Serecomienda valorar esta solucién antes y después de la valoracion de las muestras. Se halla el factor
de normalidad de la solucién en caso necesario, si los volimenes de acido clorhidrico a hidréxido de
sodio no se corresponden (entre 0,97-1,0 mL).
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— Con 12 H20 pesar 11,9380 g.
Llevar hasta 500 mL con agua bidestilada.

Solucidn reguladora de fosfato pH 7,8. Mezclar 8,8 mL de solucién de fosfato mono-
basico de potasio 1/15My 91,2 mL de solucién de fosfato dibasico de sodio 1/15 M.

Solucidn reguladora de fosfato pH 7,6 en solucion de cloruro de sodio 0,9 %. Tomar
2 mL de la solucion reguladora a pH 7,8 y enrasar a 100 mL con solucién de cloruro de
sodio 0,9 %. Se prepara en el momento del andlisis, se mide y se ajusta el pH.

Solucidn indicadora de bromotimol azul al 0,4 %. Triturar 100 mg de bromotimol azul
en un mortero, agregar 3,2 mL de solucién de hidroxido de sodio 0,05 N lentamente y
triturar después de la adicion. Se trasvasa el contenido del mortero a un matraz afo-
rado de 25 mL, se enrasa con agua bidestilada con la que previamente se ha lavado
el mortero y se conserva en frasco ambar en la oscuridad.

Solucion indicadora de bromotimol azul al 0,2 %. A partir de la solucion indicadora
de bromotimol azul al 0,4 % en el momento de usarse, se mezclan volimenes iguales
de esta solucion al 0,4 % y solucién reguladora de fosfato a pH 7,6.

Solucion de dcido clorhidrico 0,07 N (0,07 mol/L). Para preparar esta solucion hay
que tener en cuenta la densidad y el porciento de concentracion del reactivo.

X PM N+ 100
D+«C

donde:

d: Densidad expresada en g/mL.

C: Concentracién expresada en %.

X: Mililitros de acido clorhidrico que deben ser tomado para diluir hasta 1 000 mL

con agua bidestilada.

PM =36,441.

N: Normalidad deseada (0,07).

Solucion de cloruro de sodio 0,9 % (suero fisioldgico). Se pesan 0,9 g de cloruro de
sodio y se llevan a 100 mL con agua bidestilada.

Colinesterasa en sangre total, plasma y eritrocitos. Solucién de fosfato mono-
basico de potasio 1/15 M.

Pesar 2,2682 gy disolver hasta 250 mL con agua bidestilada.

Solucion de fosfato dibasico de sodio 1/15 M. En esta solucion se realiza el mismo
procedimiento que para la determinacion de colinesterasa.

Solucidn reguladora (pH 8). Mezclar 2,5 mL de solucion fosfato monobasico de
potasio 1/15My llevar a 50 mL con la solucion de fosfato dibasico de sodio 1/15 M,
medir el pH y ajustar a pH 8.
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Solucidn reguladora de fosfato con 5,5 dcido ditiobisnitrobenzoico (DTNB) (pH 8).
Pesar 10 mg de DTNB y disolver en 50 mL de solucion de cloruro de sodio al 0,9 % y
50 mL de solucion reguladora de fosfato pH 8, ajustar el pH 8. Se conserva en refrige-
racion a 4 °C, medir el pH cada vez que se va a utilizar.

Solucidn de acetiltiocolina yoduro. Se disuelve 75 mg de acetiltiocolina yoduro en
50 mL de agua bidestilada. Se prepara en el momento del analisis y se mantiene en
bafio de hielo.

Solucion de salicilato o clorhidrato de eserina (fisostigmina). Disolver 50 mg de
salicilato o clorhidrato de eserina y llevar hasta 50 mL con agua bidestilada. Guardar
en frasco de cristal blanco en el refrigerador, si aparece coloracion rosada se desecha.

Solucidn de referencia de glutation con concentracion 0,813 uMSH/mL. Se pesan
25 mg de glutation reducido y se disuelven hasta 100 mL con aguas bidestilada. Esta
solucién se prepara en el momento del andlisis.

Grafico de calibracion (Tabla 10.11):

Tabla 10.11. Escala de soluciones para determinar la colinesterasa en sangre
total, plasma y eritrocitos

Soluciones 0 1 2 8

Solucién reguladora 4 4 4 4 4 4
fosfato/DTNB (mL)

Solucion 0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

de referencia
glutation reducido

de 0,813 pMSH /mL
Agua bidestilada (mL) 1,5 1,4 1,3 1,2 1,1 1,0
Concentradode SHuM 0 0,0813 0,163 0,244 0,325 0,407

Nota: Leer a 420 nm contra el blanco del grafico de calibracién

Acido hiptrico. Mezcla de éter etilico-etanol. Se toman 9 mL de éter etilico y una
parte de etanol.

Solucién de referencia de dcido hiptdrico 2 mg/mL. Se disuelven 0,2 g de acido
hipurico hasta 100 mL con agua destilada.

Reactivo de color. Se pesan 0,4 g de p-dimetilaminobenzaldehido y disolver en
10 mL de anhidrido acético. Se afiaden algunos cristales de acetato de sodio anhidro.
Se prepara en el momento del analisis.

Solucion de timol al 10 %. Se pesan 10 g de timol y se disuelven hasta 100 mL con
alcohol isopropilico.

Gréfico de calibracion (Tabla 10.12):
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Tabla 10.12. Escala de soluciones para determinar el acido hipurico

No. Solucién de Agua bidestilada Contenido de
referencia acido (mL) acido hipdurico
hipurico (mg)

(2 mg/mL) (mL)

0 0 1 0

1 0,1 09 0,2

2 0,2 08 0,4

3 03 0,7 0,6

4 04 0,6 0.8

5 05 0,5 1.0

Cuando se realizan las muestras, se utiliza un punto de la curva que corresponde
con un contenido de &cido hipurico de 0,6 gramos.
Acido hipirico y metilhipurico. Mezcla de eter etilico-etanol. Se prepara en la
proporcion de 9 partes de éter etilico y 1 parte de etanol.
Silica gel 60 G activada. Para usar 4 placas de vidrio se pesan 20 g de silica gel
60 G y se mezclan con 40 mL de agua destilada. Después de tiradas las placas y
secadas a temperatura ambiente, se activan durante 1 h a 100 °C y se refresca en
desecadora para su uso inmediato.
Mezcla de tolueno-acido acético-agua. Se mezclan en las promociones de 100 mL
detolueno, 50 mL de &cido acético glacial y 2,3 mL de agua destilada. Se colocan enun
tubo tapado, se ajusta el ph a 2 con acido clorhidrico, se satura con 0,3 g de cloruro de
sodio. El acido hipurico se extrae dos veces con 2 mL de la mezcla de éter etilico-etanol
y el extracto de éter se diluye 10 veces con la misma mezcla de éter etilico-etanol.
Fenol en la orina:
— Amoniaco 0,75 N. Se diluyen 10,2 mL de amoniaco al 25 % en agua destilada
hasta 200 mL.

— 4-aminoantipirina 0,6 % solucién acuosa, masa volmen (m/v). Se pesan 0,6 ¢
de 4-aminoantipirina y se disuelve en agua bidestilada, completando su volu-
men hasta 100 mL.

— Solucion de referencia de fenol 0,5 mg/mL (V,). Se prepara con fenol destilado
o con calidad reactivo no licuado. Se pesan 0,05 g de fenol, se disuelven en un
matraz aforado y se completa a 100 mL con agua bidestilada.
— Solucion de referencia de fenol 10 ug/mL (V,). De la solucion de referencia de
fenol al 0,5 mg/mL (V1) se prepara una dilucién 1:50 que contendra 10 pg/mL
(V2), valorar la solucién.

— Ferricianuro de potasio al 2 % solucion acuosa (m/v). Se pesan 2 g de ferricia-
nuro de potasio y se disuelven en agua bidestilada completando hasta 100 mL
en matraz aforado.
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Gréfico de calibracion (Tabla 10.13):

Tabla 10.13. Escala de soluciones para determinar fenol en la orina

Soluciones No. de tubos

0 1 2 8 4
Agua bidestilada (mL) 5 4,75 4,5 4,25
Solucion de refererencia - 0,25 0,5 0,75 1
de fenol 10 pg/mL
Acido sulftrico concen- 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
trado
Contenido de fenol (ug) 0 2,5 5 7,5 10

En la escala de referencia se procederd de igual forma que con las muestras, a

partir de los 5 mL del destilado, y se leera en el espectrofotémetro a 510 nm.

Soluciones de tratamiento de la cristaleria:

— Mezcla sulfocrémica. Se pesan 250 g de dicromato de potasio para 2 L de agua
y 1 L de &cido sulfurico concentrado. Se disuelve el dicromato en agua y luego
lentamente se afiade el acido, siempre colocado en bafio con hielo, pues la
reaccion es muy exotérmica.

— Acido nitrico al 5 %. Se afiaden 50 mL de &cido nitrico calidad técnica en agua
y se completa a1 000 mL.

— Acido clorhidrico al 5 %. Se afiaden 5 mL de &cido nitrico calidad técnica en
aguay se completaa 1 000 mL.

Cobre en el suero:

— Solucion de referencia de cobre 1 000 pg/mL. Se disuelven 3,7980 g de nitrato
de cobre (Cu[NO3]2/H20) en 250 mL de agua desionizada y completar a un
volumen de 1 000 mL con agua desionizada.

— Solucion de referencia de cobre 100 pg/mL. Se toman 5 mL de la solucién de
referencia de 1 000 pg/mL y se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta
solucion se prepara en el momento del andlisis.

— Solucion de referencia de cobre 10 pg/mL. Se toman 5 mL de la solucion de co-
bre de 100 pg/mL y se diluyen hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta solucion
se prepara en el momento del andlisis.

Plomo en la sangre

Método espectrofotométrico de la ditizona
Fundamento del método. El método se basa en la digestion de las muestras
de sangre, la disolucion del residuo vy la extraccién ulterior de plomo con solucién
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cloroférmica de ditizona. La intensidad de la coloracion formada es proporcional al
contenido de plomo en la muestra y se determina por comparacion fotométrica con
una escala de referencia.

Reactivos quimicos:

— Acido nitrico.

— Acido clorhidrico.

— Cloroformo.

— Sodio fluoruro.

— Tritén x-100.

— Solucion de acido nitricoal Ty 5 %.

— Solucion de acido clorhidrico al 50 %.

— Solucion de hidroxido de amonio 1:1.

— Solucion de citrato de triamonio 500 g, se le eliminan las impurezas de plomo
(anexo B).

— Solucion de timol azul en alcohol etilico, T g/L. Se disuelve 0,1 g de timol azul
en 20 mL de alcohol etilico absoluto, se calienta entre 50 y 60 °C, se enfriay se
lleva hasta 100 mL, con agua bidestilada.

— Solucion de clorhidrato de hidroxilamina 200 g/L.

— Solucion de cianuro de potasio 100 g/L.

— Solucion de sulfito de sodio 30 g/L. A esta solucién se le eliminan las impure-
zas de plomo (anexo B).

— Solucion de cianuro amoniacal. Se mezclan 350 mL de hidroxido de amonio
concentrado, 30 mL de solucién de cianuro de potasio y 50 mL de solucion de
sulfito de sodio y se diluye con agua bidestilada.

— Solucion de ditizona (difeniltiocarbazona) en cloroformo, 1g/L. A esta solucion
se le realiza comprobacion de pureza (anexo b), ademés, es estable durante
4 meses en refrigeracion y protegida de la luz.

— Solucion de ditizona 0,03g/L. Se diluyen 3 mL de la solucion de ditizona de
1 g/L con cloroformo hasta 100 mL. Se prepara en el momento del analisis.

— Solucion de ditizona 0,01 g/L. Se diluye T mL de la solucion de ditizona de 1 g/L
con cloroformo hasta 100 mL. Se prepara en el momento del andlisis. Esta
solucion es de color verde y se determina la absorbancia a 510 nm mediante
cloroformo como blanco. La absorbancia de la solucion se ajusta entre 0,22 y
0,23 utilizando ditizona o cloroformo segun el caso.

— Solucion de referencia de plomo, 1 000 pg/mL. Se disuelven 0,7992g de nitra-
to de plomo en 5 mL de &cido nitrico concentrado. Se lleva a un volumen de
500 mL con agua bidestilada. Antes de pesar se coloca el reactivo de nitrato
de plomo en desecadora durante 48 h. La solucion se guarda en frasco dmbar
con cierre hermético y puede utilizarse aproximadamente durante 6 meses.
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— Solucion de referencia de plomo 100 pg/mL. Se toman 5 mL de la solucion de
referencia de 1 000 pg/mL y se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta
solucion se prepara en el momento del analisis.

— Solucion de referencia de plomo 10 pg/mL. Se toman 5 mL de la solucién de
plomo de 100 pg/mL se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada. Esta solucion
se prepara en el momento del analisis.

— Algodon libre de plomo. Ver anexo B.

— Heparina 25 000 Ul/mL.

Los reactivos que se emplean en este método deben ser de calidad para andlisis,
también el agua que se utiliza debe ser bidestilada o desionizada, siempre con el
requisito de que su conductividad debe ser menor que 3 uS/cm.

Aparatos y utensilios:

— Plancha de calentamiento con control de temperatura.

— Mufla eléctrica de 0 a 1 000 oC con valor de division de 50 °C.

— Beaker de 100 mL.

— Vidrio reloj con 70 mm de diametro.

— Pipetas graduadas de 1,2, 5y 10 mL.

— Pipetas aforadas de 5y 10 mL.

— Probetas de 25, 50,y 100 mL

— Embudos de separacion de 250y 1 000 mL.

— Papel indicador de pH.

— Jeringuillas de 10 0 20 mL.

— Agujas hipodérmicas No. 20.

— Frascos plasticos de 25 mL con tapa.

— Espectrofotometro para medir la longitud de honda de 510 nm o fotocolorime-

tro con filtro verde.

Muestreo y muestras. Las muestras de sangre se toman por puncion intravenosa
y se vierten en los frascos pldsticos que contendran una gota de heparina como anti-
coagulante, por cada 5 mL de sangre. Se agita suavemente para uniformar.

Previamente debe lavarse la zona de la puncion con agua y jabon y luego desin-
fectar con alcohol al 70 %.

Si el andlisis no se va a realizar inmediatamente, las muestras se conservan en
refrigeracion a 4 oC durante un periodo no mayor que 3 dias. Si fuera necesario guar-
darse por mas tiempo, pueden congelarse durante una semana.

Procedimiento:

— Preparacion de la porcion de ensayo. Se toma con una pipeta 5 mL de sangre

total y se coloca en un beaker. El vertimiento de la sangre se realiza lentamente
para que las paredes de la pipeta queden completamente limpias.
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— Determinacion. En el beaker que contiene la porcion de ensayo se afiaden
5 mL de acido nitrico concentrado, se tapa con un vidrio reloj y se coloca sobre
la plancha de calentamiento fria. Se eleva paulatinamente la temperatura hasta
ebullicion suave, cuidando que no se produzcan salpicaduras. El calentamiento
continta hasta la sequedad total. Las muestras se colocan en la mufla fria, se
eleva la temperatura hasta 450 °C de 8 a 12 h en estas condiciones, después
de enfriar a temperatura ambiente, el residuo se humedece con 0,25 mL de &ci-
do nitrico concentrado y 0,5 mL de &cido clorhidrico concentrado, y se calienta
hasta secar la plancha eléctrica. En este caso el residuo debe quedar comple-
tamente blanco o ligeramente amarillento.

Se afiaden 2,5 mL de solucion de &cido clorhidrico 1:1'y 5 mL de agua bidesti-
lada, se calienta hasta disolucién total del residuo y se transfiere cuantitativa-
mente el contenido a un embudo de separacion, se lava el beaker 3 veces con
porciones de 1,5 mL de agua bidestilada y se calienta cada vez. Se transfiere
cuantitativamente al embudo de separacion.

En el embudo se afiaden 5 mL de solucidn de citrato de triamonio, 1 mL de
solucion de clorhidrato de hidroxilamina y 3 0 4 gotas de solucion de timol azul.
Se adiciona entonces soluciéon de amoniaco 1:1 hasta que la solucién adquiera
coloracion verde manzana (pH entre 9 y 10). Seguidamente se afiaden 2,5 mL
de solucion de cianuro de potasio y se ajusta el pH entre 9 y 9,5 con solucion
de amoniaco 1:1, utilizando papel indicador de pH.

Se adiciona en el embudo 3 mL de solucién de ditizona 0,03 g/L, se agita
fuertemente durante 2 min y se deja reposar hasta la separacion total de
las fases. La capa cloroférmica se transfiere a otro embudo de separacion y
se realiza de nuevo la extraccion de la fase acuosa con otra porcién de 3 mL
de ditizona 0,03 g/L. Esta operacion se repite hasta que la fase cloroférmica
permanezca completamente verde. Los extractos cloroférmicos se unen en el
segundo embudo y se desecha la fase acuosa.

A los extractos de ditizona se adicionan 7,5 mL de solucion de acido nitrico al
1 %y se agita durante 2 min. La fase cloroférmica se trasvasa a otro embudo
y se extrae de nuevo con 5 mL de solucion de acido nitrico al 1 % y se agita du-
rante 2 min. Se desecha la capa de cloroformo, se relinen los extractos nitricos
y se lavan con 2 mL de cloroformo, agitando durante 10 s. En este paso puede
interrumpirse el andlisis si no se continta de forma inmediata, dejando la fase
cloroférmica en el embudo.

A continuacion, se elimina la capa cloroférmica del embudo, se afiaden
37,5 mL de solucion de cianuro amoniacal y 5 mL de solucion de ditizona
0,01 g/L, se agita durante 2 min y se deja reposar hasta la separacion total de
las fases. Se seca el vastago del embudo de separacién con papel de filtro, se
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le coloca un tapoén pequefio de algoddn libre de plomo vy se transfiere la fase

inferior de ditizona del embudo a la celda de vidrio del espectrofotémetro o fo-

tocolorimetro.
— Ensayos en blanco:

* Ensayo en blanco para ajuste del equipo. Colocar 12,5 mL de acido nitrico
al 1 % en un embudo de separacion, afadir 37,5 mL de solucién de cianuro
amoniacal y 5 mL de solucién de ditizona 0,01 g/L y continuar como se indi-
ca en el acapite de la determinacion.

* Ensayo en blanco de reactivos. Se comienza desde el principio del analisis
como la muestra, pero en vez de sangre se afiade 5 mL de agua bidestilada.

— Gréfico de calibracion. En 5 matraces de 50 mL se prepara la escala de refe-

rencia (Tabla 10.74):

Tabla 10.14. Escala de referencia para determinar plomo en sangre mediante el
método espectrofométrico de la ditizona

No Solucion de Agua bidestilada Contenido de Pb
referencia de Pb

0 50 0

1 1,25 hasta 50 1,25

2 2,5 hasta 50 2,5

3 50 hasta 50 5,0

4 75 hasta 50 7,5

Nota: De cada matraz tomar 5 mL y continuar como se indica en el acapite de la determinacion

Medicidn fotométrica. LLa medicion fotométrica se realiza a 510 nm mediante
un espectrofotémetro o un fotocolorimetro con filtro verde, las mediciones se realizan
inmediatamente después de la Ultima extraccién con ditizona para evitar la descom-
posicion del ditizonato con la luz.

Expresion de los resultados. La concentracion de plomo en sangre (c) se calcula
mediante la férmula siguiente:

a -+ 100 (ug/dL)
=

C

donde:

a: Contenido de plomo en la porcién de ensayo (ug).
v: Volumen de la porcién de ensayo.

100: Factor para expresar la concentracion en pg/dL.
Los resultados se aproximan hasta la décima.
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Anexo B. Purificacion de los reactivos para la técnica colorimétrica

Ditizona (difeniltiocarbazona). Se toma 17 mL de la solucion de ditizona de 1
g/Ly se coloca en un tubo de ensayo, se le afiaden 5 mL de hidréxido de amonio y
se agita vigorosamente. La pureza necesaria del reactivo se determina si la capa
cloroférmica no tiene color o si adquiere un matiz ligeramente amarillo si, por el
contrario, la tonalidad es amarillo-oscura o parda, es necesario purificar el producto
antes de utilizarlo.

Purificacion de la ditizona. Se disuelven 0,5 g de ditizona en 50 mL de clorofor-
mo, se filtra la solucién a través de un embudo con placa de vidrio sinterizada y se
transfiere el filtrado a un embudo de separacion. Se afiaden 50 mL de solucién de
amoniaco al T % y se agita vigorosamente. Después de la separacion de las fases, la
solucion cloroférmica se trasvasa a un beaker y se le afiade lentamente 4cido clorhi-
drico concentrado para precipitar la ditizona, que se separa mediante filtracion en otro
embudo con placa de vidrio sinterizado. Los cristales se lavan con agua y se secan
en desecadora con acido sulfurico durante 3 a 4 dias protegido de la luz. La ditizona
purificada se conserva en frasco ambar durante un periodo no mayor que 6 meses.

Purificacion de las soluciones de citrato de triamonio y de sulfito de sodio. El
volumen total de cada una de las soluciones por separados se coloca en embudos
de separacion, se ajusta el pHentre 9y 10 y se le adicionan 5 mL de ditizona 0,01 g/L,
se agita y se deja reposar hasta la separacion de las fases. Si la capa cloroférmica
adquiere coloracion rosada o rojiza, se desecha y se repite la operacion hasta que
la capa de ditizona permanezca verde. Luego, se lava la solucién acuosa con varias
porciones de 5 mL de cloroformo hasta que la fase cloroférmica permanezca total-
mente incolora.

Preparacion de algodén. Se coloca el algoddn en una solucién de acido nitrico al
5 % durante 72 h, se escurre y se enjuaga con agua destilada hasta eliminar el acido
y después, 6 veces con agua bidestilada. Se seca en el horno con cuidado que no se
queme. Se guarda en frasco de cristal con tapa.

Mercurio en la orina

Método colorimétrico visual

Fundamento del método. El método se basa en la digestion por via hiumeda de las
muestras de orina con solucion de permanganato de potasio y dcido sulfurico, y la
extraccion posterior el mercurio con solucion cloroférmica de ditizona. La intensidad
de la coloracion del contenido de mercurio en la muestra se determina mediante
comparacion visual con un ensayo de referencia.
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Reactivos quimicos:

— Granulos antibumping.

— Acido sulfurico.

— Cloroformo.

— Ditizona.

— Acido nitrico.

— Solucion saturada de permanganato de potasio 75 g/L.

— Solucion saturada de clorhidrato de hidroxilamina 830 g/L.

— Potasio persulfato.

— Solucion de urea 100 g/L.

— Solucion de &cido etilendiamino tetracético (sal sédica) 25 g/L.

— Solucion de acetato de sodio 500 g/L.

— Solucion de ditizona en cloroformo 1 g/L.

— Solucion de ditizona de 0,005 g/L. Se diluye 0,5 mL de la solucion de 1 g/L con
cloroformo hasta 100 mL. Se prepara en el momento del analisis.

— Solucion de referencia de mercurio de 1 000 ug/mL. Se disuelven 676,7 mg de
bicloruro de mercurio en solucion de acido clorhidrico al 5 %, se completa hasta
500 mL con esta solucion &cida.

— Solucion de referencia de mercurio de 100 yg/mL. Se toman 5 mL de la solu-
cion de mercurio de 1 000 pg/mL y se diluye hasta 50 mL con agua bidestilada.
Se prepara en el momento del andlisis.

— Solucion de referencia de mercurio de 1 pg/mL. Se diluye T mL de la solucion
de 100 mL con agua bidestilada. Se prepara en el momento del andlisis.

Los reactivos utilizados deben poseer la calidad requerida para el andlisis. El agua
que se debe utilizar puede ser bidestilada o desionizada, siempre que su conductividad
sea menor que 3 uS/cm.

Aparatos y utensilios:

— Fuente de luz fluorescente para la comparacion visual (negatoscopio).

Embudos de separacion con fondo cénico.

— Frasco conico de 100 mL.

— Agitador de cristal.

— Plancha de calentamiento.

— Vidrios reloj de 60 mm de diametro.

— Balones de fondo redondo de 125 mL con boca esmerilada.
— Condensador recto (Liebig) con conexion esmerilada.

— Probetas graduadas de 10,25y 100 mL.
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— Microburetas de 2 mL con vapor de division de 0,01 mL.

Pipetas graduadas de 1,2, 5y 10 mL.

Pipetas aforadas de 1,5y 10 mL.
— Papel indicador de pH.
— Frascos de polietileno de 1 000y 100 mL.

Muestreo y muestras. Se debe colectar la orina de 24 h, si no es posible, se toma

una sola miccion perfectamente al final de la jornada de trabajo.

En muestras de orina de 24 h se sigue el procedimiento siguiente:

— Para colectar la orina se ordena al paciente vaciar la vejiga antes de comenzar
a contar las 24 h, se desecha esa muestra, inmediatamente a partir de ese
momento, se recoge toda la orina hasta 24 h después, en que se vacia la vejiga
y esta Ultima orina se incluye en la coleccion. Se recoge la orina en frascos
de polietileno de 1 000 mL, previamente lavados con acido nitrico al 5 %. Se
homogeniza bien, se mide el volumen total, se anota y se toman 100 mL en
frascos de polietileno.

— La muestra de orina de una miccion se recoge igualmente en frascos de polie-
tileno previamente lavados con acido nitrico. Si el analisis no se va a realizar en
el momento, se aflade 0,1 g de persulfato de potasio por cada 100 mL de orina,
y se conserva en refrigeracion a 4 °C durante un periodo no mayor que 5 dias.

En personas que padecen diabetes no puede realizarse este método.

Procedimiento: Digestion:

— Setoman 10 mL de la orina previamente homogeneizada, se vierte en un balén
de 125 mL que contenga granulos antibumping. Insertar al balén un conden-
sador Liebig con conexion esmerilada y disponer el equipo en posicion vertical
(de reflujo) sobre un micromechero o una plancha de calentamiento.

— Se vierte T mL de &cido sulfurico por el extremo superior del condensador, se
agita el baldn sin desajustar el equipo y se deja hervir 3 min de forma moderada,
ya que el mercurio es muy volatil. Retirar del calor y afiadir T mL de solucién
saturada de permanganato de potasio por el extremo superior del condensador.

— Si decolora, se afiade de 0,5 a T mL mas de permanganato de potasio, se co-
loca de nuevo la fuente de calor y se deja hervir moderadamente hasta que
decolore, afiadir de 0,5 a 1 mL mas de permanganato de potasio hasta que
persista el exceso de permanganato aun después de un calentamiento prolon-
gado durante 1 h o mas.

— Se anota el volumen de permanganato afiadido. Se deja enfriar y con el equipo
aun en posicién vertical, afiadir T mL de solucion de clorhidrato de hidroxilami-
nay 5mL de agua bidestilada por el extremo superior del condensador, se hace
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hervir durante 2 min, se deja enfriar y se lava el condensador con 5 mL de agua
bidestilada. En este paso puede interrumpirse la técnica tapando el extremo
superior del condensador para evitar contaminaciones.

— Después de enfriar, se pasa el contenido al frasco conico, cuidando que no
pasen los granulos antibumping. Se lava el condensador y el balén con 30 mL
de agua bidestilada en 2 porciones de 10 mL y el resto de 5 mL, cada vez se
pasa al frasco coénico.

— Para cada muestra se realiza una prueba control. En un frasco conico, cuyo
extremo sea semejante al de la muestra, se afiaden 50 mL de agua bidestilada,
1 mL de &cido sulfdrico, el volumen de permanganato de potasio afiadido a la
muestray 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina. Mezclar bien.

Extracciéon y desarrollo de color. En ambos frascos (control y muestra) se
afiaden 2 mL de solucion de urea al 10 %, T mL de solucion de sal sddica del aci-
do etilendiamino tetracético y solucion de acetato de sodio hasta ajustar el pH a
1,5 con papel indicador y con la menor cantidad de solucién (tomar solo con un
agitador de cristal).

Afiadir a la muestra y al control 1 mL de solucion de ditizona de 0,005 g/L, agitar
durante 1 min. Comparar la coloracién de ditizona en ambos frascos, si el frasco de la
muestra presenta un color naranja, se debe afiadir mas solucion de ditizona aumen-
tando T mLy agitando durante 1 min hasta después de decantar la capa cloroférmica;
estatoma un color verde amarillento (color de aceituna), lo cual indica un ligero exceso
de ditizona. Al frasco control se le afiade el mismo volumen de ditizona que se afiadio
a la muestra, y toma un color azul verdoso. A este frasco control se afiade solucion
de mercurio de 1 pg/mL con una microbureta, adicionando 0,05 mL cada vez. Agitar
vigorosamente durante 1T min después de cada adiccion. Se iguala el color del frasco
control con la muestra y se utiliza una fuente de luz apropiada para la comparacion
de los dos frascos.

Se anota el volumen de la solucion de mercurio de 1 pg/mL consumido, que repre-
senta directamente la concentracion de mercurio presente en la muestra.
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Expresion de los resultados. La concentracion de mercurio se calcula mediante
la formula siguiente (ug/L):
-__a+ 1000
¢ Va
donde:
a: Contenido de mercurio en la porcién de ensayo (ug).
Va: Volumen de la porcion de ensayo (mL).
1000: Factor para expresar la concentraciéon en ug/L.

En la orina de 24 h se utiliza la férmula (ug/24 h):
=8 Wt
Va
donde:
Vt: Volumen total de la orina colectada en 24 h (mL).
Aproximacidn de los resultados. Los resultados se expresan en nimeros enteros.
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