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Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son un grupo de compuestos
organicos semivolatiles, generados durante la combustion incompleta de
materia organica. Durante los ultimos afnos, diversos estudios epidemioldgicos
han relacionado la exposicion a PAHs con el desarrollo de cancer y el aumento
de enfermedades respiratorias. La Agencia para Sustancias Téxicas y el
Registro de Enfermedades (ATSDR) considera a 16 PAHs como contaminantes
prioritarios.

Entre las fuentes mas importantes de PAHs, se encuentran las emisiones
vehiculares y la industria, entre las que destaca la refinacidn de petroleo.
Actividad que durante los Gltimos 30 afios se ha desarrollado en el Area
Metropolitana de Monterrey (AMM).

Objetivo. Determinar la concentracion de 1-hidroxipireno urinario (1-OHP),
como marcador biolégico de la exposicibn a hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), en poblacién infantil residente de un area cercana a una
refineria de petrdleo, ubicada en el noreste de México, determinar el contenido
de PAHs en particulas ambientales con un didmetro inferior a 2.5 micras
(PM5), y evaluar el riesgo asociado por exposicién a PAHs.

Material y Métodos. El estudio se llevo a cabo en al area urbana del municipio
de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leén; el muestreo ambiental se realizé cada seis
dias, de los meses de julio de 2014 a junio de 2015. Se colectaron dos
muestras de orina, una en agosto de 2014 y una en enero de 2015, de 90 nifios
residentes del area de estudio, previa firma de consentimiento informado, por
parte de los padres. La cuantificacion de 1-OHP y de PAHs asociados a PM25
se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El analisis
estadistico incluyd estadistica descriptiva de todas las variables consideradas,
pruebas no paramétricas para identificar diferencias significativas y analisis de
correlacion de Spearman.



Resultados. Se obtuvieron un total de 48 muestras ambientales. La
concentracion promedio de PMsfue de 16.4 + 7.1 pug/m®. Se cuantificaron doce
de los 16 PAHSs validados. La concentracién promedio anual de PAHs fue de
1.08 ng/m®. La concentracién promedio de 1-OHP en orina fue de 0.14 pmol/mol
de creatinina. El 13% de la poblacién estudiada presentd niveles superiores al
valor de referencia para personas no ocupacionalmente expuestas y no
fumadoras

Conclusiones. Este trabajo representa el primer estudio en el norte de México
en el que se evaltan los niveles de 1-OHP en poblacion infantil, de manera
conjunta con los niveles de PAHs asociados a PMy 5.

La concentracion media anual de PM, 5 para el area de estudio fue superior a
los valores establecidos en la normatividad nacional e internacional. De los
PAHs asociados, el benzo (ghi) perileno, indeno (123 cd) pireno, y benzo (b)
fluoranteno, presentaron la mayor contribucién durante el periodo de muestreo.
La combustién de la gasolina y diésel, y las emisiones asociadas con la
industria fueron las fuentes mas importantes.

De los 12 HAP cuantificados, siete son potencialmente cancerigenos, y uno el
benzo [a] pireno, es carcindgeno para el humano, y se utiliza como un indicador
del riesgo relativo de cancer por exposicion a los PAHs. En este estudio, la
concentracion media anual de benzo (a) pireno, sugirié un riesgo excesivo de
cancer de por vida de 1/100,000 habitantes.
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CAPITULO |

I.  INTRODUCCION
La contaminacién ambiental sin duda es uno de los problemas mas importante
que enfrente la sociedad actual, la generacién y liberacidon de contaminantes al
ambiente, altera drasticamente el equilibrio ecoldgico, lo que afecta no sélo la
calidad de los recursos naturales, sino que representa una importante amenaza

para la salud de las personas.

La asociacion entre la contaminacién ambiental y sus efectos sobre la salud
humana ha sido ampliamente documentada. Para el afio 2006 se estim6 que en
paises en vias de desarrollo, entre el 23 y 36% de la mortalidad en adultos y
ninos, respectivamente, era atribuible a factores ambientales, donde las
infecciones en vias respiratorias asociadas la contaminacion del aire, se

ubicaban en segundo lugar.’

Para el afio 2012, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estim6 que 7
millones de muertes en el mundo, es decir, una de cada ocho muertes al afno,
se relacionaban con la exposicion a contaminantes del aire. De estas cifras, 3,7
millones eran atribuibles a la contaminacién del aire ambiente, y el resto a la

contaminacion del aire en el hogar.?

Entre los agentes contaminantes del aire, de mayor interés en la salud publica,

destacan el bioxido de azufre (SO,), bidéxido de nitrogeno (NO,), material

1



particulado (PM25s y PMyg), plomo (Pb), monéxido de carbono (CO) y ozono
(03).® Por sus efectos perjudicales a la salud humana y el medioambiente,
actualmente estos seis contaminantes son clasificados bajo el calificativo de
‘contaminantes criterio”, los cuales son regulados mediante guias y normas,
que establecen las concentraciones ambientales maximas permisibles, asi
como los niveles de exposicidén, que garanticen la proteccion a la salud humana

y el bienestar de la poblacién en general.*®

De los contaminantes criterio, el material particulado es considerado uno de los
contaminantes con mayor impacto a la salud, ya que se encuentra ampliamente
distribuido, en altas concentraciones en zonas urbanas y asociado a diversas

sustancias quimicas.

1.1 Particulas ambientales
Las particulas ambientales o material particulado (PM, por sus siglas en inglés)
es una mezcla compleja de sustancias sélidas y liquidas que se encuentran
suspendidas en la atmésfera, cuyo diametro aerodinamico es de los 0.005 a
100 micras.® En funcion de su didmetro aerodinamico, las PM se clasifican en:
particulas suspendidas totales (PST<100 um), particulas fraccion gruesa o

inhalable (PMo<10 um), finas (PMz5<2.5 um) y ultrafinas (PM< 0.1um).’

Su diametro aerodinamico es una de las caracteristicas mas utilizadas para
describir su capacidad de transporte y distribucién en el ambiente, asi como su

impacto en la salud.® Se ha descrito que las particulas de menor tamafo



presentan una distribucion mas amplia, permanecen mas tiempo en el aire y se

depositan mas lentamente que las de mayor tamano.

Respecto a su impacto en la salud, actualmente se reconoce que las particulas
con didmetro aerodinamico menor 2.5 um, es decir, las fracciones fina y
ultrafina, son las que mayor riesgo representan para la salud de las personas,
ya que tienen la capacidad de llegar hasta la regién alveolar de los pulmones y
servir de vehiculo a diversas sustancias, para su ingreso al torrente sanguineo

(Figura 1). °1°

Diametro de la
particula

<10pm

<2.5um

<lpm

5
-
L
:
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Figura 1. Distribucién de las particulas en el arbol bronquial

Las particulas ambientales pueden ser de origen natural o antropogénico;
generadas durante erupciones volcanicas, incendios forestales y tolvaneras o
liberadas por actividades industriales, como fébricas de acero, plantas
generadoras de energia, cementeras, fundidoras, o por fuentes moviles,

principalmente vehiculos automotor.’’ De acuerdo a su proceso de formacion



las particulas también se clasifican como primarias, cuando son emitidas
directamente por la fuente, o secundarias, cuando son producto de reacciones
quimicas de sustancias, como Oxidos de azufre (SOx), nitrégeno (NOx) y

compuestos organicos.®

La OMS no ha podido establecer un nivel umbral para el material particulado,
sin embargo diversos estudios epidemioldgicos y toxicolégicos muestran fuerte
evidencia de los efectos adversos en la salud, por la exposicion a las
particulas.® Por lo que la evaluacién de la concentraciéon de PM en el aire
ambiente se ha convertido en un tema de considerable importancia en los

tltimos afos, en relacién con la salud publica.'?

Aunque todavia hay una falta fundamental en la comprensién de los
mecanismos subyacentes de su toxicidad, una hipoétesis ampliamente aceptada
es que la toxicidad de las particulas no sbélo depende de su tamaro, sino
también de su composicion. De las sustancias asociadas, la fraccion organica

puede representar hasta el 50% de la masa total de las particulas.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) constituyen una de las
familias mas importantes y mejor conocidas, que se asocian a las PM. Estudios
realizados en particulas ambientales revelaron que compuestos organicos
como los PAHSs, juegan un papel importante en la generacion de efectos
adversos para la salud, incluso actualmente son considerados los principales

responsables del potencial carcinégeno y mutageno de las particulas.'®'®



1.2 Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son un grupo de compuesto
organicos semivolatiles, escasamente solubles en agua y altamente lipofilicos,
formados por dos o mas anillos aromaticos condensados.’'” Los PAHs son
generados durante la combustiéon incompleta de materia organica como carbén,
derivados del petrdleo, basura y alimentos. A elevadas temperaturas, la pirolisis
de la materia organica, produce fragmentos de moléculas y radicales que se

combinan para dar lugar a los PAHs.">®

Inicialmente, los PAHs son liberados en forma de vapor y debido a su baja
presion de vapor, la mayoria se condensan inmediatamente sobre particulas.®
Se considera que los PAHs de dos o tres anillos de benceno son mas
abundantes en la fase gaseosa, por lo que pueden dispersarse mas facilmente,
en comparacién con los que presentan cuatro o cinco anillos, que se
caracterizan por presentar una temperatura relativamente alta de condensacion,
una facil adherencia a particulas y por tanto una movilidad relativamente mas
baja, lo que provoca que se depositen rapidamente, en otras matrices
ambientales, como el suelo y aguas superficiales, de areas cercanas a la fuente

de emision.?°
Toxicidad de los PAHs

De las mas de 100 sustancias que conforman el grupo de los PAHs, 16 estan
incluidas entre los 129 contaminantes prioritarios, considerados asi por su

toxicidad, potencial de exposicion humana, y frecuencia de aparicion en sitios

' De estos 16 PAHs, siete se encuentran bajo la

5
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categoria de posibles o probables carcindgenos, mientras que sélo el benzo [a]
pireno ha sido clasificado como carcinégeno para el humano, por la Agencia

Internacional para la Investigacién del Cancer (Tabla 1).82

Tabla 1. Listado de PAHs clasificados contaminantes prioritarios.

Naftaleno ! Fluoranteno Benzo (a) pireno !
Acenafteno Pireno Dibenzo (ah) antraceno !’
Acenaftileno Benzo (a) antraceno ! Benzo (ghi) perileno
Fluoreno Criseno [ Indeno (123-cd) pireno !’
Fenantreno Benzo (b) fluoranteno !’

Antraceno Benzo (k) fluoranteno !!

[*]Grupo 2B: Posible carcinégeno para el humano
[**]Grupo 2A: Probable carcinégeno para el humano
[***]Grupo 1: Carcinégeno para el humano

Efectos en salud por exposicion a PAHs

Entre los efectos mas importantes asociados a la exposicién cronica a PAHSs,
est4 el aumento en el desarrollo de cancer de pulmén, piel y vejiga. ® También
han sido identificados como agentes causantes de enfermedades
cardiopulmonares, cardiorrespiratorias, irritacion de la piel y ojos, exacerbacién
de asma y reacciones alérgicas, asociadas al aumento en la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS).%'¢% Ademas, la exposicién materna se

ha relacionado con abortos espontaneos y efectos en el desarrollo del feto.?*

La carcinogenicidad de los PAHs se asocia con su potencial para formar
aductos de ADN. El aumento de los niveles de aductos de ADN se considera un

predictor de enfermedades como el cancer.?® La formacién de aductos implica
6



normalmente la unién covalente del carbono bencilico del ep6xido dihidrodiol,
formado durante la activacion metabdlica de los PAHs, con una de las bases
del ADN, generalmente con la guanina, aunque también suele ocurrir con la

adenina y citosina.?®

Otro mecanismo sugerido, esta relacionado la capacidad que tienen los PAHs
de activar el receptor de aril hidrocarburos (AHR). La activacion del AHR
conduce a la induccién de proto-oncogenes como c-Jun, el cual se ha
observado con altos niveles de expresiébn en tumores de colon, células
tumorales de pacientes con linfoma, tumores malignos de piel y de mama.?’ Si
bien no todos los PAHs han mostrado poseer efectos carcinogénicos, en
ocasiones el efecto se atribuye a la presencia conjunta de mas de un

compuesto de la familia.™

En relaciéon al efecto de los PAHs como posibles disruptores enddcrinos, el
tema es aun controversial, debido a la importante presencia en el ambiente de

otros compuestos quimicos, con actividad estrogénica.'
Normas de calidad del aire para los PAHs

Muchos paises han incluido a los PAHs en sus listados de contaminantes
peligrosos del aire, y han establecido valores limites y objetivos, principalmente
para PAHs como el benzo (a) pireno (BaP). Para los valores limite, existe
suficiente evidencia cientifica que indica que la exposicidén a niveles superiores
a los establecidos, representa un riesgo para la salud de las personas. Mientras

que los valores objetivo, son niveles que deberan alcanzarse, en la medida de



lo posible, en un momento determinado, con el fin de evitar, prevenir o reducir

los efectos nocivos sobre la salud humana, y el medio ambiente.?

El BaP es el unico de los PAHs clasificado como cancerigeno para el humano;
actualmente su cuantificacién en el aire ha sido propuesta como un indicador
para evaluar el riesgo relativo de carcinogenicidad y riesgo a la salud asociado
a la exposicion a PAHs. 22%° En este sentido, paises como Reino Unido han
establecido como limite anual de BaP una concentracién de 0.25 ng/m®3' Por
su parte la Unién Europea ha propuesto un valor objetivo de 1.0 ng/m®, como
promedio anual para el contenido total en la fraccion PM1o.%? Otros paises han
propuestos valores semejantes, sin embargo a la fecha ninguno de estos

paises cuenta con una normatividad estricta en referencia a los PAHs (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de referencia para la concentracion atmosférica de BaP

(ng/m3).

Pais Valor limite Valor de referencia
(promedio anual)

Australia - 1.0

Bélgica 1.0 0.5

Croacia 2.0 0.1

Alemania - 10.0

India® - 5.0

Paises Bajos 1.0 0.5

Francia 0.7 0.1

ltalia 1.0 -

Suecia - 0.1

Reino Unido - 0.25

OMS - 1.0




UE® 6.0 -
UE - 1.0¢

& Valor limite que no se podra superar y evitar superar el valor de referencia.

® Reducir 1 ng/m® cada afio a partir de 2005 a 2010 hasta alcanzar 1 ng /m®en
2010.

¢ Para cumplir en 2010.

94 Valor objetivo para el contenido total en la fraccién PMg

Exposicion a mezclas de PAHs

Ademas del benzo (a) pireno otros PAHs han sido clasificados como posibles o
probables carcindgenos. En este sentido la Union Europea, también sugiere
evaluar la contribucion de otros PAHs relevantes, como son el benzo (a)
antraceno, benzo (b) fluoranteno, benzo (j) fluoranteno, benzo (k) fluoranteno,

Indeno (1,2,3-cd) pireno y dibenzo (a,h)antraceno.?

Para estimar el riesgo que representa la exposicion a mezclas complejas de
PAHs, considerando que el efecto toxico de los PAHs es aditivo, se ha sugerido
el uso de factores de equivalencia téxica (FET).?** Los factores de
equivalencia toxica, son un parametro que permite estimar la toxicidad de un
compuesto con respecto a un compuesto de referencia, en el caso de PAHs, el

compuesto de referencia es el BaP.*

Para el célculo de los equivalentes de benzo (a) pireno (BaPey) se utiliza la
concentracion individual de cada uno de los PAHs y su factor de equivalencia
toxica (TEF), que indica el potencial cancerigeno de cada PAHSs, en relacion al
BaP.>* Diversos autores han propuesto factores de equivalencia téxica, sin
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embargo, unas de las equivalencias mas utilizadas son las propuestas en 1992
por Nisbet y LaGoy, que corresponden a una modificacién de las equivalencias

propuestas en la década de los 80.%

1.3 Biomarcadores de exposiciéon a PAHs
Una de las herramientas més utilizadas en toxicologia humana y ambiental,
para evaluar la relacion entre la exposicion a determinadas sustancias

ambientales y sus efectos, es el uso de biomarcadores de exposicién.>

De manera general se considera que un biomarcador es un evento medible
producido en un sistema biol6gico, y que si bien no representa una prueba
diagnéstica, indica que se ha producido un cambio temprano, que puede
desencadenar en una enfermedad clinica, es decir, un biomarcador de
exposicién tiene como objetivo medir la exposicién a los agentes xenobidticos
que producen enfermedades y predecir la respuesta téxica que podria ocurrir.
Los biomarcadores de exposicién pueden ser un xenobibticos, metabolitos o
componentes enddgenos, que son evaluados mediante sus concentraciones en

un fluido corporal, como sangre, orina o suero.%®

En el caso especifico de los PAHs, se han utilizado diversos metabolitos
hidroxilados, como el 1-hidroxipireno, 3-hidroxibenzo (a) pireno, 1-,2-,3-,4,-,9-
hidroxifenantreno, 1-,2-naftol. Sin embargo, en la actualidad el biomarcador

mas utilizado, es el 1-hidroxipireno."
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1-Hidroxipireno como biomarcador de la exposicion a PAHs

El 1-hidroxipireno es un metabolito producto del metabolismo del pireno, el cual
es eliminado en la orina. A pesar de que el pireno no se encuentra bajo la
categoria de cancerigeno para el humano, se distingue por estar presente en la
mayoria de los escenarios de emisiones de PAHSs, por lo que actualmente el 1-
hidroxipireno es considerado un indicador no sélo de la exposicién a pireno,

sino a todos los PAHs %738

Entre las ventajas mas importantes que presenta este biomarcador es una vida
media corta de 18h (con un rango de 6 a 35 h), por lo que aporta informacién de
la exposicion reciente a PAHs, asi como una excrecion dependiente de la dosis
de pireno absorbida. Actualmente es utilizado tanto en cohortes ocupacionales,
como en poblacidon en general, ya que es el unico para el que se han

establecido valores de referencia.®®

En 2001 Jongeneelen, propone una guia de referencia para el 1-hidroxipireno
urinario como biomarcador de exposicion ocupacional a PAHs. La guia se basa
en tres niveles, establecidos con base en los hallazgos de diversos estudios, en
los que se evalua la concentracién de 1-OHP en poblacién bajo diferentes
escenarios de exposicion: el primer nivel de la guia de referencia considera una
excrecion base de 1 — hidroxipireno urinario, debida principalmente a la ingesta
dietética de PAHs vy al tabaquismo, para controles que no estan
ocupacionalmente expuestos. Los valores para el percentii 95 son 0,24
creatinina  mmol/mol creatinina y 0,76 mmol/mol para fumadores y no

fumadores, respectivamente. En el segundo nivel, se toma en cuenta la
11



prevencion de eventos genotdéxicos como aductos de ADN vy efectos
cromosOmicas en trabajadores expuestos; este nivel se considera una
concentracion 1,4 mol de creatinina/mol. El tercer nivel de la guia de referencia
considera un nivel especifico para dos tipos de exposicién ocupacional, hornos
de coque con un nivel de 2.3 mmol/mol creatinina, y la produccion de aluminio

primario con un nivel de 4,9 mmol/mol creatinina.*®

Mas recientemente paises como Alemania y Estados Unidos, han presentado
algunos valores, para su poblacién, incluyendo algunos niveles para la
poblaciéon infantil, reconocida como un grupo especialmente vulnerable a los

efectos de contaminantes ambientales, como los PAHs (Tabla 3).374% 4142

Tabla 3. Valores de referencia para 1-hidroxipireno (umol/mol de creatinina) en

poblacién infantil.

Pais Edad 1-OHP Referencia

Estados Unidos 6-11 0.06 (0.05-0.07) CDC, 2009
12-19 0.05 (0.04-0.05)

Alemania 3-14 0.18-0.21 Wilhelm, 2008

Fuentes de emision de PAHs a la atmosfera

En el medio ambiente los PAHs generalmente se encuentran como mezclas
complejas y no como compuestos simples. De manera general se consideran
cinco fuentes principales de emisién de PAHs a la atmdsfera, que corresponden
a emisiones naturales, domésticas, agricolas, méviles e industriales.?’ Debido a

la heterogeneidad de sus fuentes, se considera que la presencia de los PAHs
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es ubicua; sin embargo son las areas urbanas las que presentan mayor riesgo
para la salud de sus pobladores, como consecuencia de una mayor densidad

poblacional, mayor presencia de automdviles y de industria.'’

Entre las principales actividades industriales que liberan PAHs a la atmosfera,
se encuentran las relacionadas con la produccidon de aluminio primario,
produccién de coque, incineracion de residuos, fabricaciébn de cemento, y la

industria del petréleo en general.® 7204344

1.4 Area Metropolitana de Monterrey
El Area Metropolitana de Monterrey (AMM) es el nlicleo urbano e industrial mas
importante del noreste del pais.*® Desde la década de 1970, el crecimiento en el
sector industrial trajo consigo un intenso proceso de urbanizacion en la zona,
que durante los ultimos afos se ha traducido en un deterioro gradual de la

calidad del aire.*®

Desde el ano de 1992 el AMM cuenta con un sistema integral de monitoreo
ambiental (SIMA), que a la fecha comprende diez estaciones, en las que se
evalla de manera continua, la concentracién de los 6 contaminantes criterios:
biéxido de azufre (SO,), biéxido de nitrdgeno (NO.), particulas ambientales
PM25s y PMyo, plomo (Pb), monéxido de carbono (CO) y ozono (Og); asi como
los pardmetros meteoroldgicos de temperatura, precipitacion, humedad relativa,

radiacion solar, presion atmosférica, direccién y velocidad del viento (Figura 2).
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Figura 2. Estaciones de monitoreo que conforman el SIMA del AMM.

En el caso especifico de las particulas ambientales, originalmente su
evaluacion se centraba en las particulas suspendidas totales (PST), sin
embargo, la mayoria de las particulas presentes en la atmésfera tienen un
didmetro menor a 40 um. Por lo que posteriormente, la mayoria de las
investigaciones se enfocaron en el analisis de los de los efectos en la salud,
producto de la exposicion a particulas de diametro aerodindmico menor a 10
um (PMyg). Durante los ultimos 15 afos, la atencion se ha centrado en la
evaluacién de particulas con diametro inferior a 2.5 um (PM25), y menores a 1
um (PM;).*® En el caso del AMM, fue a partir del afio 2003 que el SIMA,
comenzé a evaluar la fraccibn PM.s. De 2003 a la fecha la concentracion de

PM.s, ha permanecido con valores superiores a 12 pg/m°, que establece la
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Normatividad Mexicana (NOM-025-SSA1-2014), como valor maximo anual

(Figura 3).*

PROMEDIO ANUAL DE CONCENTRACION DE PARTICULAS MENORES
A 2.5 MICRAS DEL AMM 2003-2015

NOM-025-SSA1: 12 ug/m?

PROMEDIO ANUAL
(ng/m3)

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

ANO

Figura 3. Concentracion anual promedio de PM2 s en el AMM, correspondientes
al periodo de 2003 - 2015.

Fuentes de Emision en el AMM

Como en la mayoria de las areas altamente urbanizadas las emisiones tanto de
PM como de PAHSs, se han asociado con el intenso trafico vehicular y la alta
densidad industrial. En este sentido a la fecha el AMM, conformada por los
municipios de Apodaca, Cadereyta Jiménez, Garcia, San Pedro Garza Garcia,
Gral. Escobedo, Guadalupe, Juarez, Monterrey, Salinas Victoria, San Nicolas
de los Garza, Santa Catarina y Santiago, cuenta con un parque vehicular de
1,976,160 automdviles registrados, que representan el 90% del parque

vehicular de todo el estado.*®
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Con respecto a las actividades industriales, actualmente se cuenta con 12,632
unidades activas registradas, entre las que destacan la fabricacién de productos
derivados del petréleo y del carbén, con la mayor produccion bruta en el estado,
la industria metalica basica, la fabricacién de productos metalicos, la fabricacién

de equipos de transporte y la industria alimentaria.*®

De especial interés es la presencia de una de las seis refinerias de petréleo
presentes en el pais, ubicada en el municipio de Cadereyta Jiménez N.L., 33
km al sureste de la ciudad de Monterrey, la cual inicio operaciones en el afno de
1979, que a la fecha cuenta con un area total de 765 Ha., y una capacidad de
procesamiento de 275 mil barriles diarios, que representan el 15.6% de la

produccion nacional.®

De acuerdo al inventario de emisiones del AMM, para el afo 2005, el 35% del
total de emisiones generadas por fuentes fijas, se atribuia a la industria del

petréleo y petroquimica.”’

1.5 Refinacion de petréleo como fuente de PAHs a la atmodsfera
La refinacion de petréleo es una actividad industrial que se ha relacionado de
manera importante con la generacion y liberacion de PAHs a la atmésfera.
Diversas investigaciones a nivel internacional han evaluado su impacto al
ambiente, a través de mediciones puntuales o0 en sitios cercanos a sus

52-56 Si

instalaciones. bien la mayor parte de la informacién disponible, proviene

de estudios en los que se han evaluado la concentracién de PAHs asociados a
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particulas suspendidas totales y a fraccion PM;o, estos estudios ponen de
manifiesto la importancia de esta actividad sobre el contenido de PAHs en la

atmoésfera.

En Argelia, una de las regiones petroliferas mas importantes de Africa, se
caracterizaron y cuantificaron los gases emitidos por las antorchas durante los
procesos de extraccién y refinamiento de petréleo, las concentraciones de
PAHs estuvieron en el rango de los 13.4 a 57.8 ng/m®.*® Rehwagen y
colaboradores realizaron un estudio intercontinental en el que se incluyeron los
paises de Argentina y Alemania. La region de la Plata en Argentina se
caracteriza por ser una zona fuertemente industrializada, con presencia de una
las refinerias de petréleo mas importantes del pais; por su parte Leipzig,
Alemania es una region altamente urbanizada, donde las principales fuentes de
contaminacion del aire son el trafico y las calefacciones domésticas. Sus
resultados indicaron una concentracion de PAHSs totales dos veces mas altas en
la zona industrial de La Plata, que lo registrado en el area urbana de esa misma

ciudad, y hasta 4 veces mas altas que en la zona urbana de Leipzig. *°

Resultados semejantes reportaron Di Filipo y colaboradores en 2010, para uno
de los complejos industriales més importantes del sur de ltalia. En sus
resultados, la zona industrial mostr6 concentraciones 6.5 veces por encima de
lo cuantificado en la zona urbana, y hasta 20 veces mas elevadas que en el

area rural.>®

Otro de los trabajos en los que se destaca la importancia de la
industria del petréleo como fuente de PAHSs, es el de Rao y colaboradores, en la

costa oeste de la India, donde se evaluaron las concentraciones de PAH
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asociados a particulas suspendidas totales (SPM), en 6 sitios alrededor de una
refineria de petrdleo, y se compararon con los resultados obtenidos en 5
ciudades del mismo pais. En sus resultados se observaron concentraciones
entre 30 y 100 veces mayores en los sitios ubicados en los alrededores de la

refinerfa, en comparacion con las zonas urbanas.>*

En el caso especifico de la evaluacion de PAHs, asociados a PM.5, Cazier y
colaboradores, compararon los niveles de PAHs en areas urbanas, rurales e
industriales, de una region al norte de Francia. En sus resultados se reportaron
concentraciones 2 veces mas altas en el &rea industrial en comparacién con el

area urbana y hasta 5 veces mayores que en el area rural.*

México, actualmente cuenta con 6 refinerias de petroleo, las cuales se
encuentran distribuidas principalmente en la region centro y sur del Pais,
Unicamente una se ubica en la regién noreste, dentro del Area Metropolitana de
Monterrey (Figura 4). A pesar de la importancia de este tipo de industria en el
pais, no se encontraron estudios disponibles en la literatura, en los cuales se
hayan evaluado los niveles de PAHs asociados a particulas, en areas cercanas
a estas instalaciones. La mayor parte de la informacién disponible proviene de
estudios en los que se evaluado la concentracion de PAHs en sedimentos,
sistemas lagunares y algunos organismos como peces, crustaceos y moluscos,

de 4reas con intensa actividad petrolera, al sureste del pais.>’~>*
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Figura 4. Refinerias de la Republica Mexicana (Fuente: Industria Petrolera
Mexicana, 2016)

Considerando la importante presencia de esta tipo industria en el pais, y su
importancia en la generacion y liberacion de PAHs al medio, es que resulta
necesario la evaluacion constante y puntual de estos contaminantes
atmosféricos, asi como la evaluacion de sus posibles efectos en la salud, en
especial en poblaciones vulnerables, con el fin de aportar informacién que nos
permita proponer planes de accién que garanticen ambientes mas saludables

para la poblacion.
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Justificacion

El AMM se caracteriza por ser una zona de alta densidad poblacional, con
intenso trafico vehicular y elevada actividad industrial. De particular importancia
en los ultimos 30 afos es la presencia de laindustria de la refinacion de
petrdleo, actividad que ha sido fuertemente relacionada con la generacién de
PAHs, contaminantes de alto impacto a la salud, conocidos por su potencial

cancerigeno.

Por lo anterior en este trabajo se evaluo la concentracién de 1-OHP urinario, un
marcador bioldégico de exposicion a PAHs en nifios que residen en un area
cercana a la “Refineria”, el contenido de PAHs en las PMy 5, asi como el riesgo

a la salud asociado a la exposicidén a los PAHs.
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Objetivos

Obijetivo general
Determinar los niveles de 1-hidroxipireno en poblacion infantil de la zona urbana
de Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn y su relacién con el contenido de PAHs en

PMa 5

Objetivos especificos

1. Determinar el contenido de PAHs asociados a particulas ambientales PM, 5
en muestras colectadas en el municipio de Cadereyta Jiménez, N.L.

2. Cuantificar los niveles de 1-hidroxipireno urinario en poblacion infantil del
municipio de Cadereyta Jiménez, N.L.

3. Evaluar la relacion entre la excrecion de 1-hidroxipireno urinario y el

contenido de PAH’s en PM, .

21



CAPITULO I

Il. MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de estudio

Cadereyta Jiménez es uno de los 12 municipios que integran el Area
Metropolitana de Monterrey (AMM), se encuentra bajo la categoria de municipio
exterior’. Cuenta con &rea total de 1,004 km?, que representan el 1.8% de la
superficie del estado de Nuevo Lebn, su uso de suelo es predominantemente

agricola (50%) y sélo el 1% es urbano.®%®"

Su clima es semicalido y subhimedo con lluvias escasas, el rango de
precipitacion se encuentra entre los 600 y 800 mm anuales; los meses con
mayor indice de precipitacion son de agosto a enero y los de menor
precipitacion son de febrero a mayo. La temperatura promedio para esta region
es de 24°C con minimas de -5°C y maximas de 44°C. Los vientos
predominantes son de este a noreste en marzo y abril, del sur y sureste en julio

y agosto, y del norte de septiembre a febrero.?'¢2

! Los municipios exteriores definidos con base en criterios estadisticos y geograficos, son municipios
contiguos a los municipios centrales, y cuyas localidades no estan conurbadas a la ciudad principal, pero
gue manifiestan un caracter predominantemente urbano, al tiempo que mantienen un alto grado de
integracion funcional con los municipios centrales de la zona metropolitana.
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De acuerdo con el Il Censo de Poblacién y Vivienda del 2010, el municipio
cuenta con una poblacion total de 86,445 habitantes, 50.8 % hombres y 49.2%

mujeres, de los cuales el 24% son menores de 12 afios.®®

2.2 Metodologia de muestreo.

2.2.1 Muestreo ambiental

El equipo de muestreo se instal6é en el techo de la Clinica Municipal y Servicios
de emergencia del municipio de Cadereyta Jiménez (25°36'2.73"N,
99°59'42.12"0), 4.5 km al oeste de la refineria “Ing. Héctor R. Lara Sosa”

(Figura 5).

Simbologia
—— Cadereyta Jiménez
mmm Areaurbana
1 Refineria PEMEX
A Sitio de muestreo PM, s
Escuelas

100*10,

.......

LOS RAMONES
MONTERREY

SANTIAGO

GENERAL
TERAN

ALLENDE MONTEMORELOS

Figura 5. Mapa de localizacion de los sitios de muestreo ambiental y bioldgico.

(Fuente: Informacién topografica, escala 1: 250,000, INEGI, 2009).
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+ Obtencion de las muestras ambientales

Las muestras de PM. 5 se obtuvieron mediante muestreo activo, utilizando un

muestreador de alto volumen (High-Vol TISH® Environmental), con separador

para PMz s (Figura 6).

Figura 6. Equipo de muestreo instalado.

Los muestreos se realizaron cada seis dias, de los meses de julio de 2014 a
junio de 2015, con excepcion de los meses de octubre y noviembre de 2014. La
duracion de cada muestreo fue de 24 + 1 h, con un flujo de aire promedio de
69.5 m%h. Los dias de lluvia o con una humedad relativa mayor al 80%, el
muestreo fue reprogramado para el dia siguiente, hasta por tres dias

posteriores a la fecha establecida.
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Para la obtencion de las muestras, se utilizaron como medio de colecta filtros
de fibra de vidrio GF/A Whatman (8 x 10 pulgadas), tratados y acondicionados,

como se describe a continuacién.

* Preparacion del equipo y material de muestreo

- Preparacion del filtro: A cada filtro se le hizo una inspeccién visual a contra
luz, con el fin de detectar dafos fisicos, como orificios u otras imperfecciones.
Posteriormente los filtros se envolvieron en papel aluminio y se hornearon en
una mufla a 500°C por 4 horas, con el fin de eliminar cualquier traza de
compuesto organico que pudiera interferir en el analisis de los PAHSs, y se

guardaron en bolsas resellables (Ziploc®) hasta su acondicionamiento.

- Acondicionamiento del filtro: Para el acondicionamiento cada filtro fue
marcado con la fecha correspondiente al dia de muestreo, una vez identificados
se colocaron en un desecador con silica gel, por un lapso 24 h. a una
temperatura de 20 = 5° C y una humedad relativa <50 %. Se pesaron en una
balanza analitica, con sensibilidad de hasta 0.01mg, se envolvieron en papel
aluminio, y se guardaron en una bolsa resellable, para ser transportados al sitio

de muestreo.

- Calibracion del equipo: El equipo se calibré al inicio del periodo de
muestreo, y después de cada 700 horas de uso, esto como parte del
mantenimiento del equipo. El procedimiento para la calibracién de equipo se

detalla en el Apéndice 2.
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« Obtencion y conservacion de las muestras de PM, 5

Para la obtencidn de las muestras, se coloco el filtro preparado y numerado en
el portafiltros y se colocd en el equipo, se registrd la caida de presidon con el
mandmetro y se dejo en funcionamiento por un periodo de 24 + 1 h. En la hoja
de registro se incluyd la informacidn necesaria para el célculo de la

concentracion de PM, s (Apéndice 3).

Transcurridas 24 h. de muestreo se registr6 nuevamente la caida de presion
con el mandémetro, se apagd el equipo y cuidadosamente se retird el filtro
impregnado con particulas, inmediatamente después el filiro se doblo
longitudinalmente, con la muestra hacia el interior, se envolvié en aluminio y se
guardd en una bolsa resellable, para ser trasportado hasta el laboratorio. En el
laboratorio el filtro impregnado con las PM s fue nuevamente acondicionado por
un lapso de 24 h. a las condiciones iniciales, se pes6 y se almacen6 a -70° C

hasta el analisis de PAHSs.

2.2.2 Muestreo biolégico

El reclutamiento de los participantes se realiz6 en dos escuelas primarias,
ubicadas a 500 metros del sitio donde se instalé el equipo de muestreo de
particulas. Durante el verano de 2014 los padres de familia fueron invitados a
asistir a una de las platicas informativas, donde se les proporcion6 la
informaciéon detallada sobre los objetivos del proyecto, y el mecanismo de
participacion de los menores, el cual incluia la entrega de dos muestras de

orina en dos diferentes periodos, asi como la aplicacion de un cuestionario,
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sobre informacion sociodemografica, habitos de consumo, exposicion a humo

de tabaco y a fuentes de combustion doméstica (Apéndice 6).

Los padres que aceptaron la participacién de sus hijos en el estudio, lo hicieron
mediante firma de consentimiento informado (Apéndice 7). El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”, de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, con el numero de

registro: FA15-002.

El calculo para el tamano de muestra se hizo utilizando una férmula para
prueba de hipédtesis y diferencia de dos medias, con un valor za de 1.96, un
nivel de significancia del 95% para dos colas, y un valor zB de 1,28, con una
potencia de 90%, y se obtuvo un tamafo minimo de muestra de 79
participantes. Los criterios de inclusion, exclusion y rechazo, se muestran a

continuacion:

« Criterios de inclusion
- Nifos 5-12 anos de edad
- Residentes del area, por al menos durante el dltimo ano.
- Que los padres aceptaran su participacion en el estudio, mediante
firma de consentimiento informado.
» Criterios de exclusion
- No cumplir con los criterios de aceptacion
+ Criterios de rechazo
- Insuficiente cantidad de muestra entregada.

- No cumplir con la entrega de las dos muestras programadas.
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* Obtencion de las muestras biologicas

Considerando el antecedente de que los PAHs presentan un comportamiento
estacional, caracterizado por altas concentraciones en invierno y bajas en
verano, se considero incluir dos periodos de muestreo, uno durante el verano y
uno durante el invierno.*”®* La colecta de las muestras de verano se realiz6
durante la dltima semana del mes agosto de 2014, la de invierno, durante ultima

semana del mes de enero de 2015.

La primera orina de la manana, fue colectada por los padres de familia, en
vasos de polietileno de 100 mL, debidamente etiquetados, los cuales fueron
entregados el mismo dia de la colecta, para ser transportados bajo condiciones
de refrigeracion (7-10° C) hasta el laboratorio, donde las muestras fueron
filtradas a través de filtros Millipore de 0.45um, y almacenadas en tubos de

polipropileno, en alicuotas de 10 mL a -20°C, hasta su andlisis.

Para el segundo periodo de colecta, se entregd nuevamente un recipiente a los
padres de familia, las muestras fueron colectadas a la manana siguiente y

transportadas al laboratorio, para ser tratadas como se indic6é anteriormente.

2.3 Métodos analiticos.

2.3.1 Determinacion de PM.s.

La determinacién de las PM.s, se hizo mediante métodos gravimétricos, es
decir, métodos en los cuales la determinacién de las sustancias se obtiene a

partir de una diferencia de pesos.*®
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Las PM se determinaron pesando el filtro, a temperatura y humedad relativa
controlada, antes y después del muestreo, y para expresarlo en metros cubicos
se considerd el volumen de aire muestreado, el célculo de PM, 5 se muestra a

detalle en el Apéndice 4.
« Obtencion de los parametros meteorolégicos

Durante la temporada de muestreo, los parametros meteoroldgicos de
temperatura, precipitacién, humedad relativa, presion atmosférica, radiacion
solar, direccién y velocidad del viento, se obtuvieron de las dos estaciones
meteorolégicas mas cercanas al sitio de muestro, que corresponden a la
estacion “Sureste 2” del Sistema de Monitoreo Atmosférico del Area
Metropolitana de Monterrey (25° 38" 44"N, 100° &' 42"0) y la estacion

“Cadereyta” de la Comision Nacional del Agua (25° 35' 25"N, 99° 58' 30"0O).

2.3.2 Determinacion del contenido de PAHs en las PM5

La determinacién de los PAHs (Naftaleno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo [a] antraceno, Criseno, Benzo [b]
fluoranteno, Benzo [K] fluoranteno, Benzo [a] pireno, Dibenzo [ah] antraceno,
Benzo [ghi] perileno, Indeno [1,2,3cd] perileno), se hizo mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). El método utilizado
para la determinacién de PAHSs en el estudio, fue previamente estandarizado en
el laboratorio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia, por Gonzalez-

Santiago, en 2009.%° Para llevar a cabo este estudio se realizé una revalidacién
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completa del método. Las caracteristicas y resultados de ésta, se presentan en

él Apéndice 8-A.

* Procesamiento de las muestras

Para el procesamiento de las muestras se cortd una tira de la seccion central de
1 x 8 pulgadas de los filtros conservados a -70°C y se colocd en un frasco

ambar para llevar a cabo la extraccién de los PAHSs.

Para la extraccion se adicionaron a cada frasco 30 mL de los solventes
diclorometano y acentonitrilo (2:1). Los frascos se introdujeron en un bafo de
ultrasonido por 30 minutos, a temperatura ambiente, con recambio de agua
cada 10 minutos para evitar calentamiento. Posteriormente, el filiro fue retirado
del frasco, y la solucion de extraccion fue reducida a 2 mL usando corriente de
nitrdgeno y bafo de agua a 45°C. Este volumen fue filtrado con filtros Milipore
de 0.45 pm, y reducido nuevamente a un volumen final de 200 uL, finalmente
fue transferido a un vial ambar de 1.5 mL con tapa de silicon y septa de PTFE,

para su analisis.

« Analisis de las muestras

El analisis de las muestras se llevd a cabo en un cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucién, HP Agilent 1100 con automuestreador y bomba cuaternaria,
acoplado a un detector de fluorescencia, se utilizd una columna Supelcosil
PAHs de 4.6 de didmetro interno X 250 mm de longitud y 5 ym de tamarno de
particula. La calibracion del sistema cromatografico fue establecida con un
estandar de 16 PAHs en acetonitrilo (36979 Sigma-Aldrich). Las condiciones de
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operacion finales, del sistema cromatografico para el analisis de los PAH’s se

presentan a continuacién.

Tabla 4. Condiciones de operacion del HPLC para la determinacion de PAHSs.

Fase movil A agua
B acetonitrilo

Elucién Gradiente
A-B 40-60 % minuto O
A-B 40-60 % minuto 11
A-B 0-100 % minuto 12
A-B 0-100 % minuto 24
A-B 0-100 % minuto 25
A-B 40-60 % minuto 30

Temperatura 27° C
Flujo 1.5 mL/min
Volumen de inyeccion 20 ul
Tiempo de analisis 30 minutos

« Determinacion cuantitativa de PAHs

Para el analisis cuantitativo, se identificd cada uno de los PAHs, comparando el
tiempo de retencion de la muestra con el tiempo de retencion del estandar
correspondiente, se integro el rea bajo la curva (ABC) de cada uno de los PAH

identificados y se aplico la ecuacion de recta, obtenida durante la validacion.
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La concentracién de cada PAH fue reportada en ng/m®, por lo que fue necesario
hacer la transformacién de ng/m® a partir de ug/mL, como se indica en el

Apéndice 5.

2.3.3 Determinacion de 1-hidroxipireno urinario

La determinacion de 1 hidroxipireno urinario se hizo de acuerdo al método
"Determinacion de 1-Hidroxipireno en orina. Método de hidrolisis enzimatica y
deteccion fluorimétrica/cromatografia liquida de alta resoluciéon”. El cual es un
método aceptado bajo la clave MTA/MB-023/A99, por el Instituto Nacional de

Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) de Espafia.®®

El método utilizado fue previamente estandarizado en el laboratorio, la
validacion del método y los resultados de la misma, se presentan en él
Apéndice 8-B.

* Procesamiento de las muestras

Para su procesamiento las muestras de orina se descongelaron a temperatura
ambiente, a cada alicuota de 10 mL, se le afadieron 50 yL de la enzima B-
glucuronidasa/arilsulfatasa (Helix pomatia tipo HP-2/ 98000U/mL, SIGMA) y 10
mL de una solucion amortiguadora de acido aceético 0.2 M a pH 5.0. Las
muestras se introdujeron en un bafno de agitacion orbital a 70 rpm (rotaciones

por minuto) y 37°C por 18 h.
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« Extraccion del 1-OHP

Para la extraccién sélido-liquida, se utilizaron columnas Octadecil C18 SPE con
volumen de 6mL y 500mg de adsorbente (Resprep®). Las columnas Octadecil
C18 SPE, se activaron con 5 mL de acetonitrilo, se acondicionaron con 10 mL
de agua bidestilada, se introdujo la muestra de orina, y para el lavado se

utilizaron 10 mL de agua bidestilada y acetonitrilo (9:1).

Para la elusion del analito se utilizaron 5 mL de acetonitrilo, el eluato fue
recuperado en tubos de ensayo y llevado a sequedad, mediante corriente de
nitrogeno y bafo de agua a 50°C. El residuo se reconstituyéo en 1 mL de
acetonitrilo, la disolucién que se obtuvo fue filtrada con filtro Millipore de 0.45
um de tamano de poro y se transfirio a un vial @&mbar de 1.5 mL con tapa de

silicon y septa de PTFE, para su analisis.

« Analisis de las muestras

Para el analisis de las muestras, se aplico el método previamente validado
(Apéndice 8-A). El andlisis se realizé en un cromatografo de liquidos de alta
resoluciéon, HP Agilent 1100 con automuestreador y bomba cuaternaria,
acoplado a un detector de fluorescencia, se utilizé6 una columna Zorbax C18 de
3.0 mm de diametro interno x 150mm de longitud y 3.5 um de tamano de
particula. La calibracién del sistema cromatografico se estableci6 utilizando el
estandar de 1-hidroxipireno (361518 Sigma-Aldrich). Las condiciones de
operacion del sistema cromatografico, para el analisis de 1-hidroxipireno se

presentan a continuacion:
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Tabla 5. Condiciones de operacion final del HPLC para la determinacion de 1-
OHP.

Fase movil A agua

B acetonitrilo

Elucion Isocratica
A-B 50-50 % minuto 0-15
Longitud de onda Excitacion 242 nm

Emisién 388 nm

Temperatura 30°C
Flujo 0.7 mL/min
Volumen de inyeccion 15 uL
Tiempo de analisis 8.5 minutos

« Determinacion cuantitativa de 1-OHP

Para el andlisis cuantitativo del 1-OHP, se identifico el analito, comparando el
tiempo de retencidén de la muestra con el tiempo de retencion del estandar, se
integr6 el area bajo la curva (ABC) de cada muestra analizada y se aplico la

ecuacion de recta obtenida durante la validacion.

La concentracion de 1-OHP fue corregida por la concentracion de creatinina
urinaria, y los resultados se reportaron en pmol 1-OHP/mol de creatinina

(Mmol/mol creatinina).

La determinacién de creatinina en orina se realiz6 de acuerdo al método de
Jaffé, los limites de aceptabilidad en las muestras de orina se establecieron de

acuerdo a la NOM-047-SSA1-2011.%7
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2.4. Analisis de datos

2.4.1 Analisis estadistico de la concentracion de PM,sy PAHs

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS Statistics
versiéon 19.0 (IBM, Armonk, NY, USA). Para determinar la distribucién y tipo de
tratamiento estadistico de los datos, se aplicdé una prueba de Kolmogorov-
Smirnov para corroborar normalidad y una prueba de Levene para corroborar la
igualdad de varianzas. Los datos no siguieron una distribucién normal, por lo

que se utilizaron pruebas no paramétricas.

El andlisis incluyd la estadistica descriptiva de todas las variables, y
considerando que en estudios anteriores se ha observado un comportamiento
estacional en la concentracion de PM.s y PAHSs, los datos fueron organizados
en 3 periodos: verano correspondiente a los meses de julio, agosto vy
septiembre de 2014; invierno, correspondiente a los meses de diciembre 2014 a

marzo 2015, y primavera que incluyé los meses de abril a junio de 2015.

Para identificar diferencias significativas entre los periodos de muestreo, se
aplic6 una prueba Kruskal-Wallis. Para establecer la relacion entre la
concentracion de PM_;, el contenido de PAHSs y la influencia de los parametros
meteorolégicos, se aplicé un anadlisis de correlacibn de Spearman. Para
establecer diferencias significativas se consideraron valores de probabilidad

menores a 0,05 (p <0,05).
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2.4.2 Identificacion de las fuentes de emision de PAHs
Con el fin de identificar las fuentes que contribuyeron en la emisién de los

PAHSs, se utilizé el método de radios diagnésticos.

Este método se basa en identificar la concentracion de un grupo especifico de
PAHSs, y establecer una relacién entre ellos, teniendo en cuenta que éstos se
diluyen en un grado similar; por lo tanto, las proporciones se mantienen
constantes en la trayectoria desde la fuente a los receptores.®® Las
proporciones en nuestro estudio fueron calculados para los tres periodos de
muestreo con el fin de analizar las variaciones estacionales y discernir si las
fuentes de emision fueron similares durante todo el afio. Los radios
diagnésticos calculados en el presente estudio para PM,s ambiente se

compararon con los valores reportados en la literatura (Tabla 6).

Tabla 6. Radios diagnésticos utilizados para identificar fuentes de PAHSs.

Proporcion Fuentes
Diesel Gasolina/ Hornos Refineria Quema de
trafico industriales carbén/coque
FIt/(FIt+Pyr) 0.46 " 0.40 ©

Ind/(Ind + BgP) 0.3-0.7%° 0.18">"® 0.36-0.57 ® 0.33-0.49 "® 0.56 2> ™"

BaA/(BaA+Chry) 0.38-0.6"° 0.2-0.9 "
BaP/(BaP+Chry) 0.50% 0.73%:7 0.26-0.72 "
BaA/BaP 0.9-1.7"" 05-0.7"

BaP/BgP 0.6-1.7%
Ind / BgP <0.40%° 1077 0.48-0.94
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2.4.3 Estimacion del riesgo carcinogénico por exposicion a PAHs

Para la estimacion del riesgo carcinogénico por exposicion a PAHs, se
considerd la exposicion a las concentraciones atmosféricas de benzo(a)pireno y
a la mezcla compleja de PAHs, como equivalentes de benzo(a)pireno

(BaPeg).?%3*

Para el calculo de los BaP¢g, se utilizo la concentracion individual de cada uno
de los PAHs y su factor de equivalencia toxica (TEF), que corresponde a la
potencia de riesgo de producir cancer de cada uno de los PAHSs, en relacion a
la potencia del BaP.* Los factores de equivalencia téxica considerados en este

estudio fueron los propuestos por Nisbet y LaGoy (Tabla 7).

Tabla 7. Factores de equivalencia toxica (TEFs)

PAHs TEF
Naftaleno (Na) 0.001
Fenantreno (Fe) 0.001
Fluoranteno (Flt) 0.001
Pireno (Pir) 0.001
Benzo (a) antraceno (BaA) 0.1
Criseno (Cri) 0.01
Benzo (b) fluoranteno (BbF) 0.1
Benzo (k) fluoranteno (BkF) 0.1
Benzo (a) pireno (BaP) 1
Dibenzo (ah) antraceno (DBA) 1
Benzo (ghi) perileno (BgP) 0.01
Indeno (123-cd) pireno (Ind) 0.1
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2.4.4 Andlisis estadistico de la concentracion de 1-OHP

El analisis de la concentracion de 1-OHP, también incluyé la estadistica
descriptiva de todas las variables. Para identificar diferencias en los niveles de
1-OHP con respecto a los periodos de muestreo se utilizd una prueba de
Wilcoxon, mientras que para identificar diferencias en los niveles de 1-OHP, por
género, edad, exposicion a humo de tabaco, frecuencia de consumo de
alimento asados, y fuentes de emisidon domésticas, se utilizaron las pruebas U

de Mann Whitney y Kruskal-Wallis.

Para establecer la relacion entre los niveles de 1-OHP de cada periodo de
muestreo y las covariables consideradas se aplicé un analisis de correlacién de

Spearman.

Los resultados se consideraron significativos cuando los valores de probabilidad

fueron menores a 0,05 (p <0,05).
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CAPITULO Il

lll. RESULTADOS

3.1 Determinacion de particulas PM, s en muestras ambientales

Se obtuvieron un total de 48 muestras ambientales. La concentracion promedio

=+

anual de particulas PM.s fue de 16.4 7.1 pg/m® Las concentraciones

promedio diarias, se ubicaron en el rango de los 6.8 a los 45.4 ug/m® (Figura 7).
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Figura 7. Concentracién promedio diaria de PM,s durante el periodo de
muestreo.

Las concentraciones de PM;s fueron significativamente mayores durante el
invierno en comparacién con los meses de verano y primavera. Para invierno la

concentracién promedio de PM, s fue de 21 + 7.8 ug/m®, para las temporadas de
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verano y primavera las concentraciones fueron de 12.5 y 14.4 pg/m?®

respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Variacion estacional en la concentracion de PM2 s (Media + DE).

Verano Invierno Primavera p-valor
PM, 5 (g/m®) 125129 21+7.8 14.4 +6.3 <0.05*
Min- Max (6.8 -18.1) (11.2 - 45.4) (7.3-30)

* Diferencia significativa (p<0.05), prueba de Kruskal-Wallis.

3.2 Validacion del método analitico para cuantificacion de PAHs
Para la cuantificacién de los PAHs asociados a particulas PM. s, se llevé a cabo
la validacién del método analitico. Todos los parametros considerados durante
la validacibn del método, cumplieron con los criterios de aceptaciéon
establecidos, de acuerdo al método 8000-B de la EPA.%° Los resultados
individuales de cada parametro evaluado se presentan en el Apéndice 8-A, los
resultados correspondientes al promedio de cada parametro evaluado para los

PAHSs validados se muestran en la Tabla 9.

El intervalo de calibracion, para la validacion del método estuvo entre los 19.53-

312.5 ng/mL (0.02-0.34 ng/m®).
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Tabla 9. Resultados de la validacion del método para la determinaciéon de
PAHSs.

Parametro Criterio Resultado Evaluacion

Coef. Correl > 0.990 0.999 Pasa
Linealidad

Error < 15% y 20% LIC 8.50%

Precision: CV% <15%y <20% LIC 5.5% Pasa
Repetibilidad

Exactitud: %E <15%y <20% LIC 4.4%

Precision: CV% <15%y <20% LIC 4.0% Pasa
Reproducibilidad
Exactitud: %E <15% y <20% LIC 5.3%

Limite de

CV% <20% LIC 6.76% Pasa
cuantificacion
Limite de

LD < LIC 7.06 ng/mL Pasa
deteccion

3.3. Determinacion de PAHs asociados a PM5
Doce de los 16 PAHs validados tuvieron valores superiores al limite inferior de
cuantificacion (LIC). Estos doce PAHs fueron el naftaleno, fenantreno,
fluoranteno, pireno, benzo [a] antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno, benzo
[K] fluoranteno, benzo [a] pireno, dibenzo [ah] antraceno, benzo [ghi] perileno e
Indeno [1,2,3-cd] pireno. El acenafteno, fluoreno y antraceno, pudieron ser
detectados, sin embargo, se encontraron por debajo del limite de cuantificacion
(LC), mientras que el acenaftileno no pudo ser detectado ni cuantificado, debido

a la débil sefal que emite.
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La concentracién promedio de PAHs totales fue de 1.08 ng/m®. Las
concentraciones diarias de PAHs totales estuvieron en el rango de los 0.37-

2.65 ng/m® (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion diaria de PAHSs totales durante el periodo de muestreo.

3.3.1 Concentracion mensual de los PAHs individuales.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de los promedios mensuales de
PAHSs individuales. Los PAHs que presentaron las concentracién medias mas
altas durante todo el periodo de muestreo, fueron el benzo [ghi] perileno, Indeno
[1,2,3-cd] pireno, benzo [b] fluoranteno y benzo (a) pireno. Los PAHs que
presentaron las concentraciones mas bajas fueron el naftaleno, fenantreno y

fluoranteno, los tres correspondientes a PAHs de bajo peso molecular.
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Tabla 10. Concentracién mensual de PAHs (ng/m®).

Jul. Ago Sep Dic Ene Feb Mar Abr May Jun

Na 0.03 0.03 0.04 0.07 0.05 0.05 0.08 0.08 <LIC <LIC
Fe 0.03 0.03 0.02 0.05 0.08 0.06 0.06 0.06 0.03 0.03
Fit 0.03 0.04 0.03 0.08 0.15 0.13 0.09 0.07 0.03 0.04
Pir 0.05 0.04 0.05 0.13 0.16 0.16 0.12 0.09 0.04 0.04

BaA 0.02 0.03 0.03 0.13 0.15 0.18 0.09 0.09 0.02 0.03
Cri 0.038 0.03 0.08 0.14 0.20 0.21 0.12 0.08 0.08 0.03
BbF 0.04 0.05 0.05 0.17 024 023 0.18 0.16 0.04 0.04
BkF 0.038 0.03 0.08 0.22 0.18 0.15 0.13 0.10 0.02 0.03
BaP 0.04 0.03 0.04 0.14 023 0.23 0.15 0.11 0.03 0.03
DBA 0.03 0.08 0.03 0.06 0.08 0.08 <LIC <LIC <LIC 0.03
BgP 020 0.16 025 0.23 029 029 0.27 021 0.20 0.21
Ind 0.11 0.09 0.13 0.13 022 0.22 0.20 0.11 0.05 0.07

> PAHs 062 059 0.72 154 204 193 144 111 0.50 0.58

<LIC: Inferior al limite de cuantificacién.

3.3.2 Caracterizacion de los PAHs

De los PAHs asociados a las particulas, el 78% fueron PAHs de alto peso
molecular, como el BaA, Cri, BbF, BkF, BaP, DBA, BgP e Ind. La concentracién
individual, asi como la contribucion relativa de cada uno de los PAHs, durante

las diferentes temporadas de muestreo se presentan en la figura 9.
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Figura 9. Concentracién individual de PAHs (a) y contribucién relativa de PAHs

individuales (b) durante las temporadas de muestreo.
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3.3.3 Comportamiento estacional de los PAHs

La concentracidon de PAHs, también mostré un comportamiento estacional,
caracterizado por concentraciones mayores durante los meses de invierno, en

comparacion con los meses de verano y primavera.

La concentracién promedio de PAHs totales durante el invierno fue de 1.74 +
0.57 ng/m°, 2.5 veces mas altas que en primavera y verano. El andlisis de
comparacion de medias mostro diferencias estadisticamente significativas entre

los periodos de muestreo (Tabla 11).

Tabla 11. Variacion estacional en la concentracion de PAHs (Media + DE).

Verano Invierno Primavera p-valor
PAHs (ng/m®) 065+0.17 1.74+£0.57 0.72 £0.37 0.000*
Min-Max (0.43-0.94) (0.63-2.65) (0.37-1.57)

* Diferencia significativa (p<0.05), prueba de Kruskal-Wallis.

3.4 Correlacion con parametros meteorolégicos

Se considera que el comportamiento estacional de los contaminantes
ambientales, en buena medida esta condicionado por factores meteoroldgicos
como la temperatura, el viento y la radiacion. Para determinar la relacién que
existe entre los parametros meteoroldgicos y la concentracion de PAHs y PM; s,

se aplicd un andlisis de correlacién de Spearman.
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Los parametros considerados fueron: temperatura (TEMP), humedad relativa
(HR), radiacién solar (RDS), velocidad del viento (VV),

(PRS) y precipitaciéon (PP), los promedios por temporada de los parametros

evaluados se presenta a continuacion (Tabla 12).

presion atmosférica

Tabla 12. Valores promedio de los parametros meteorolégicos

Parametro Verano Invierno Primavera
PM,s(ug/m®)  125+29 21+7.8 14.4+6.3
PAHs (ng/m®  0.65+0.17 1.74 £ 0.57 0.72 +0.37
TEMP (°C) 29.1+1.4 155+£5.2 25.2+2.1
HR (%) 57.7+48 76.2+8.7 71.7£5.3
RDS (KW/m?  0.16 +0.04 0.08 £ 0.04 0.15+0.04
VV (Km/hr) 8.1+35 6.0+1.3 79120
PRS (mmhg) 7222 +1.2 723.8 1.3 721.8 £1
PP (mm) 0.01 £0.03 0.05 + 0.07 0.04 £0.13

3.4.1 Analisis de correlacion

Los resultados del analisis mostraron una correlacién significativa con la

mayoria de los parametros meteorolégicos considerados (Tabla 13).

Entre la concentracion de PM.sy PAHs, se observd una correlacion positiva
significativa, es decir cuando aumentan las PM.s, también se observa un

aumento en la concentracion de los PAHs. Con respecto a la temperatura, el
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andlisis mostré6 una correlacion negativa moderada con las PMys y una
correlacién alta con los PAHSs, esto sugiere que si la temperatura aumenta la
concentracion de ambos parametros disminuye, mientras que si la temperatura
disminuye ambos pardmetros aumentan. La humedad relativa mostré una
correlacién positiva moderada, con ambos parametros. A la vez que la radiaciéon
solar y velocidad del viento mostraron una correlacion negativa moderada con

la concentracion de PAHs y PMos.

Con respecto a la presiébn atmosférica, el analisis mostr6 una correlacién
significativa con la concentracién de PAHs, sin embargo, con las particulas la
relacion no fue tan evidente. Con respecto a la precipitacién, en el muestreo se
excluyeron los dias de lluvia o con una humedad relativa mayor al 80%, por lo
que no se evalud la correlacion de este parametro con la concentracién de
PAHs. Los niveles de precipitacion registrados en la Tabla 12, corresponden a
dias en los que se presentaron lluvias durante la madrugada, no pronosticadas
por los medios locales, por lo que estas muestras no fueron descartadas.

Tabla 13. Andlisis de correlacion entre parametros meteorolégicos y la
concentracion de PAHs y PMy 5.

PM2 s PAHs TEMP HR RDS 'A% PRS

PM>s 1.000 0.538"* -0.469"* 0.409** -0.509** -0.288" 0.091

PAHs 0.538** 1.000 -0.767** 0.440** -0.622** -0.561** 0.420**

* Correlacion significativa al nivel 0.05
** Correlacion significativa al nivel 0.01
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3.5 Identificacion de las fuentes de emision de PAHs

Si bien la contribucion de algunos PAHs nos permite suponer algunas fuentes
de emision importantes en el area de estudio, el método de radios o
proporciones diagnésticas, nos permite identificar de manera mas precisa la
naturaleza de algunas fuentes de emisién de PAHSs, presentes en el area de

estudio.

Los resultados de las proporciones obtenidas en el analisis, y con las cuales
fueron comparadas se muestran en la Tabla 14. Algunas de las fuentes
identificadas, considerando la relacién FIt/(FIt+Pir), indicaron que la quema de
combustibles fosiles, tanto de gasolina como diésel fueron las fuentes mas
comunes. Los valores obtenidos en la relacion Ind/(Ind + BgP) también
indicaron emisiones asociadas a la quema de diésel y gasolina, asi como
emisiones asociadas a la industria, tanto de emisiones por hornos industriales,
como emisiones asociadas a actividades de refinacion. Resultados semejantes
aportan los valores obtenidos de las proporciones de BaA/(BaA+Cri) vy

BaP/(BaP+Cri), que indicaron fuentes relacionadas con la industria.

Los valores obtenidos las relaciones BaP/BgP e Ind/BgP, nos permiten suponer
una importante influencia de las emisiones relacionadas con la industria de la

refinacion, durante la temporada de invierno, principalmente.
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Tabla 14. Resultado de los radios diagnosticos y las fuentes de PAHSs,
identificadas en el estudio.

Temporadas Fuente
Proporcion

Ver Inv Prim A B C D E

Flt/(FIt+Pir) 0.42 045 0.45 0.46 0.40

Ind/(Ind + BgP) 0.35 0.42 0.27 0.3-0.7 0.36-0.57 0.33-0.49 0.56
BaA/(BaA+Cri) 0.48 0.45 0.49 0.3-0.6 0.2-0.9

BaP/(BaP+Cri) 0.48 0.45 0.49 0.50 0.26-0.72
BaP/BgP 0.18 0.70 0.28 0.6-1.7
Ind/BgP 0.53 0.72 0.38 0.48-0.94

A: Diesel; B: Gasolina/trafico vehicular; C: Hornos industriales; D: Refinerias;

E: Quema de coque/carboén.

3.6 Riesgo relativo por exposicion a PAHs

De todos los PAHs, el benzo (a) pireno es el unico clasificado como
cancerigeno para el humano, por lo que es considerado el indicador de riesgo
carcinégeno de los PAHSs. Las concentraciones diarias de BaP, estuvieron en el
rango de los 0.02 a los 0.33 ng/m® (Figura 10), con una concentracién promedio
de 0.10 ng/m®, lo que representa un riesgo relativo de cancer por exposicion a

BaP de 1/100,000 habitantes.
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Figura 10. Concentracion diaria de BaP durante el periodo de muestreo.

Para estimar el riesgo que representa la exposicion a mezclas complejas de
PAHs y estimar su potencia carcinogénica, se utilizaron equivalentes de Benzo
(a) pireno (BaPeg), el promedio de BaPgq, para la temporada de verano fue de
0.9 ng/m®, en invierno de 0.33 ng/m®y en primavera de 0.12 ng/m? (Tabla 15),
con un promedio anual de 0.19 ng/m®, lo que representa un riesgo relativo de

cancer por exposicién a PAHs de 2/100,000 habitantes.
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Tabla 15. Concentracion de equivalente de BaP (BaPg), por temporada.

PAHs TEF? Verano Invierno Primavera
Na 0.001 0.000 0.000 0.000
Fe 0.001 0.000 0.000 0.000
Flt 0.001 0.000 0.000 0.000
Pir 0.001 0.000 0.000 0.000
BaA 0.1 0.003 0.014 0.005
Cri 0.01 0.000 0.002 0.000
BbF 0.1 0.005 0.021 0.008
BkF 0.1 0.003 0.017 0.005
BaP 1 0.038 0.191 0.059
DBA 1 0.027 0.060 0.030
BgP 0.01 0.002 0.003 0.002
Ind 0.1 0.011 0.020 0.008
> BaPeq 0.09 0.33 0.12

Durante el invierno tanto la concentracion de BaP como de BaPgq fueron casi
tres veces superiores a las observadas en primavera y verano (Figura 11), lo
que sugiere que la exposicion a PAHs, especialmente durante la temporada de
invierno plantea un mayor riesgo relativo de cancer, en la poblacion infantil del

area de estudio.
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Figura 11. Concentracion temporal de BaP y BaPeq

3.7 Validacion del método analitico para la cuantificacion de 1-OHP
Para la cuantificacién de 1-OHP urinario, se llevdé a cabo la validacién del
método analitico. Todos los parametros considerados durante la validacion del
método, cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, de acuerdo al
método NOM-177-SSA1-2013 (Apéndice 8-B). Los resultados de los
parametros evaluados se muestran en la tabla 16. El intervalo de calibracién,

para la validacion del método estuvo entre los 0.266-13.32 ng/mL.

52



Tabla 16. Resultados de la validacion del método para la determinacion de 1-

OHP urinario.
Parametro Criterio Resultado Evaluacion
Coef. Correl > 0.990 0.998 Pasa
Linealidad
Error £ 15% y 20% LIC 10%
Precision: CV% <15%y <20% LIC  5.5% Pasa
Repetibilidad
Exactitud: % E <15% Yy <20% LIC 1.3%
Precision: CV% <15%y <20% LIC  4.4% Pasa
Reproducibilidad
Exactitud: % E <15% Yy <20% LIC 5.8%
Limite
CV% <20% LIC 3.0 % Pasa

cuantificacion

Limite de
LD < LIC
deteccion

0.18 ng/mL Pasa

3.8 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion estudio

La poblacién estudio estuvo conformada por 90 nifios (41 % nifas y 59%

ninos), de entre 5-12 anos de edad, residentes del municipio de Cadereyta

Jiménez. La edad promedio fue de 8.5 afos, el grupo de edad con mayor

numero de participantes fue el de 8-10 afios (Figura 12).
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Figura 12. Distribucion de los participantes por edad.

Respecto a la participacion por escuela y grado escolar, la escuela José O.

Martinez (JOM) con horario extendido fue la que tuvo mayor numero de

participantes; de la escuela Juan E. Renddn Rios (RRM), el horario matutino

presentd mayor porcentaje de participacion en el estudio, que la del turno

vespertino (RRV) (Figura 13a). En relacion al grado escolar, los nifios de sexto

grado, fueron los de mayor participacién (Figura 13b).
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Figura 13. Porcentaje de participacidén por escuela (a) y grado escolar (b).
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Caracteristicas de exposicion a PAHs

La exposicidn a los PAHs, se evalué mediante la excrecién de 1 —OHP durante
dos temporadas de muestreo, una en verano, durante la ultima semana del mes
de agosto de 2014 y una en invierno, durante la ultima semana de enero de
2015. En el estudio también se evalud la exposicidn a otras fuentes potenciales
de PAHs, como son: exposicibon a humo de tabaco de segunda mano,
exposicibn a quema de basura, lefia y carbdn, asi mismo se evalu6 la
frecuencia de consumo de alimentos asados (carne asada), asi como la
exposicion indirectamente a PAHs contenidos en otras matrices como el suelo,

mediante las horas reportadas de juego en el exterior del hogar.

Con respecto a la exposicidn a humo de segunda mano, el 29% de los nifios
que participaron en el estudio estuvo expuesto a humo de tabaco de segunda
mano, es decir son nifos que co-habitaban con algun fumador en el hogar. Con
respecto a la exposicion por quema de materia organica, el 32% de los nifos de
la poblacién reporté exposicion a esta fuente. Respecto al consumo de
alimentos asados, el 13% reporté un consumo de alimentos asados de al
menos 1 vez por semana, el 42 % reporté un consumo de alimentos asados
cada 15 dias, el 45% reportdé un consumo de 1 vez al mes. Con respecto a las
horas de juego en el exterior del hogar, el 51% report6 jugar entre 1-2 horas

diarias y el 49% reportd un promedio de 3 horas o mas.
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3.9 Cuantificacion de 1-OHP urinario en poblacion infantil
Los niveles de excrecion de 1-OHP durante el periodo de verano se
encontraron en el rango de los 0.02 — 0.77 pymol/mol creatinina, con una
concentracion promedio de 0.15+0.15 pmol/mol de creatinina. Durante el
invierno la concentracion promedio fue de 0.13+£0.15 umol/mol de creatinina,
con un rango entre los 0.03-0.84 pmol/mol creatinina (Figura 14). Los
resultados no mostraron diferencias significativas en los niveles promedio de 1-

OHP por temporada.

ceeenee. VErano «eee»e<- Invierno
0.90 -

--------- 0.24 umol/mol creatinina ------0.76 ymol/mol creatinina

o
®
=}

____________________________

ng)
3

o
[o2]
o

%% %% et tetecm
tTissee

o
a1
o

S e000

ol/mol creatini

280enm

o
N
o

(um

J2332280em
PSS L L ITT]

P e tateatstataat
oo e e

1-OHP

©B00000080000000000000000000000000000aannn

Participantes

Figura 14. Niveles de concentracion de 1-OHP urinario por participante, por

temporada.
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3.10 Concentracion de 1-OHP, en funcion de la exposicion
Los resultados del analisis bivariado, donde se evalud si existian diferencias en

los niveles de 1-OHP en funcién del periodo de muestreo, las caracteristicas

sociodemograficas y de exposicion, se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Concentracion de 1-OHP, en funcién de variables sociodemograficas

y de exposicion.

Verano Invierno

n (%) 1-OHP p-valor 1-OHP p-valor
Periodo de muestreo ?
Verano 90 (100%) 0.15+0.15 0.475
Invierno 90 (100%) 0.13+0.15
Género
Muijer 37 (41%) 0.17+0.20 0.938 0.14+0.17 0.879
Hombre 53 (59%) 0.14 £ 0.11 0.13+0.11
Edad (afios) °
5-7 29 (32%) 0.19+0.17 0.028* 0.18+£0.19  0.006*
8-10 38 (42%) 0.12+0.15 0.12+0.09
11-12 23 (26%) 0.14+0.12 0.10+£0.12
Exposicion a tabaco °
Si 26 (29%) 0.17+0.17 0.137 0.16 +£0.20 0.929
No 64 (71%) 0.14+£0.15 0.12+0.11
Quema de basura, lefia o carbén ?
Si 28 (32%) 0.16 £0.17 0.774 0.10+0.05 0.548
No 62 (68%) 0.15+£0.15 0.15+£0.16
Comida asada (frecuencia de consumo) °
1/semana 12 (13%) 0.20+0.20 0.485 0.14+0.23 0.058
2/mes 38 (42%) 0.16 + 0.17 0.12+0.08
1/mes 40 (45%) 0.13+ 0.12 0.15+£0.15



Horas de juego en el exterior (diarias) *
1-2 horas 46 (51%) 0.12+ 0.10 0.302 0.13+ 0.09 0.173
3 0 mas horas 44 (49%) 0.18 £ 0.19 0.14 £ 0.17

2 Prueba U de Mann Whitney; ° Prueba de Kruskal-Wallis
* Diferencias significativas (p<0.05), prueba de Kruskal-Wallis

El analisis no mostré diferencias significativas entre los dos periodos de
muestreo. Con respecto al género, las nifias tuvieron niveles ligeramente mas
altos que los nifos, sin embargo, el analisis no mostr6 diferencias significativas
en los valores de 1-OHP. La edad fue la Unica variable para la que se
observaron diferencias significativas en la excreciéon de 1-OHP (p<0.05). El
grupo de edad de 5 a 7 afnos, presentd concentraciones mas altas, con
respecto a los niflos de ochos afios o mas, durante los dos periodos de

muestreo.

Respecto a la exposicion a humo de tabaco, el 29% de los nifios que
participaron en el estudio estuvo expuesto a humo de tabaco de segunda mano,
a pesar de que se observé una concentracién promedio mas alta en los nifnos
expuestos que en los no expuesto, el analisis bivariado no mostré diferencias
significativas en los niveles de 1-OHP. Respecto a la exposicion a quema de
basura, lefa y carbon, parece no tener efecto sobre los niveles de 1-OHP
cuantificados, ya que no se observaron diferencias significativas, ni niveles méas

altos de 1-OHP en nifios expuestos con respecto a los no expuestos.

También se investigd la frecuencia de consumo de alimentos asados, al

respecto, durante la temporada de verano se observo un ligero incremento en
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los niveles 1-OHP en los nifos que consumen alimentos asados con mayor
frecuencia, sin embargo, no se observé diferencias estadisticamente
significativas. De igual modo con respecto a las horas de juego en el exterior
del hogar, para los nifos que se reportaron mas horas, se obtuvieron niveles

ligeramente mas altos, pero no se observé diferencias significativas.

3.10.1 Comparacion con los valores de referencia

Considerando los valores de referencia propuestos por Jongeneelen, durante la
temporada de verano, el 16% de la poblacion presentd niveles superiores al
valor de referencia considerado para personal no expuesto y no fumador.
Durante el invierno Unicamente el 8 % de la poblacidén mostré niveles superiores
a la guia de referencia, sin embargo, los niveles reportados durante el invierno
fueron ligeramente superiores que los reportados en verano (Tabla 18).

Tabla 18. Porcentaje de participantes en cada nivel de la guia de referencia,
propuesta por Jongeneelen, 2001.

Periodo de <0.24 pmol/mol  0.24-0.75 pmol/mol 0.76-1.39 pmol/mol

muestreo creatinina creatinina creatinina
Verano 0.10 £0.05 0.42+0.17 0.77£0.0
n (%) 76 (84%) 13 (15%) 1 (1%)
Invierno 0.10 £0.04 0.51+£0.12 0.84£0.0
n (%) 83 (92%) 6 (7%) 1 (1%)
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3.10.2 Comparacion con los niveles de 1-OHP reportados en poblacion

infantil

Es importante considerar que los valores de referencia propuestos por

Jongeneelen, * provienen de poblaciones adultas, por lo también se realizé una

comparacion en términos de los niveles de 1-OHP reportados en la literatura a

nivel

internacional

en poblacion

exposicion a PAHs (Tabla 19).

infantil,

bajo diferentes escenarios de

Tabla 19. Comparacion de resultados de excrecion de 1-OHP urinario

(MediazDE) con lo reportado en otros estudios.

Pais Edad 1-OHP Caracteristicas Referencia
México 5-12  0.15(+0.15) Verano Este estudio
0.13 (£ 0.15) Invierno
Estados 6-11 0.06 (0.05-0.07) @ Poblacion general
. (CDC 2009)
Unidos 12-19  0.05 (0.04-0.05) @ Poblacion general
Espana 4 0.06 (+ 0.04) Urbano (Freire et al. 2009)
Alemania 3-14  0.18-0.21 Poblaciéon general (Wilhelm et al. 2008)
. . (Ruchirawat et al.
Tailandia 9-13  0.20 (£ 0.02) Urbano
2007)
Dinamarca 3-13 0.12(0.01-0.63)°®  Urbano (Hansen et al. 2006)
Arabia 10-12  0.17 (0.16) ° Refineria (Alghamdi et al.
Saudita 0.14 (0.12) ° Carretera 2015)
México 3-13 0.08(x0.2) Urbano (Martinez-Salinas et
22-44 Rural al. 2010)
. Complejo (Sanchez-Guerra et
México 6-10  0.38 (0.30-0.48) °

petroquimico

al. 2012)

3 Media (95% IC); ® Media (Rango); ¢ Media (RIQ).
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CAPITULO IV

IV. DISCUSION

Durante el periodo de muestreo, se obtuvieron un total de 49 muestras. La
concentracion promedio de particulas fue superior a los 12 pg/m® que establece
la normatividad nacional (NOM-025-SSA1-2014) y a los 10 ug/m® que
recomienda la OMS, como concentracién maxima anual promedio.”’" Respecto
a la concentracion promedio diaria, la OMS establece una concentracion de
0.25 ug/m?®, este valor se rebasé en cinco ocasiones durante el periodo de
muestreo; mientras que el valor de 45 pg/m®, que establece la normatividad

mexicana, se superé sélo en una ocasioén.

Resultados semejantes se han reportado en otras areas urbanas con influencia
industrial de paises como Francia y Brasil, donde las concentraciones de
particulas fraccién fina se han reportado entre los 11 y 15 pg/m®.°%72 Sin
embargo, fueron inferiores a lo reportado para otros sitios de importante
densidad industrial y vehicular, ubicados dentro del Area Metropolitana de

Monterrey, donde se han descritos concentraciones mayores a los 27 ug/m?.%

En el AMM histéricamente las concentraciones de PM. s, han permanecido con
valores superiores a lo establecido en la normatividad vigente NOM-025-SSA1-
2014.” Ademas han presentado un comportamiento estacional caracterizado

por altos niveles en invierno y bajos en verano, otros estudios tanto a nivel
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regional como internacional han reportado el mismo comportamiento.'328:5364.73

Nuestro estudio no fue la excepcidén, las particulas mostraron niveles entre un
60 y 70% mas altos durante el invierno, con respecto a las temporadas de

verano y primavera.

Este comportamiento se ha relacionado con procesos de inversion térmica, que
durante el invierno reduce la dispersion vertical de los contaminantes
atmosféricos, lo que provoca que permanezcan mas tiempo en las capas
cercanas al suelo, se acumulen vy provoquen altos niveles de
contaminacion.®®’* También se ha descrito que las altas concentraciones
podrian estar relacionadas con un aumento en el trafico vehicular asociado a
las festividades de afio nuevo y con el aumento en el uso de calefaccion

doméstica.®

Si bien los altos niveles de PM; 5 son indicativos de la mala calidad del aire y el
riesgo asociado que esto representa en la salud de la poblacion, se ha descrito
que los principales responsables del potencial carcinbgeno y mutageno de las
particulas, son los PAHs.">"® Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la concentracion de PMas, en un sitio de importancia industrial dentro

del AMM, asi como su contenido de PAHSs.

Paises como Francia, Suecia, Reino Unido y la Unién Europea, han establecido
valores de referencia con respecto a la concentracion atmosférica de PAHSs, en
el caso de México no existe una normatividad que especifique los niveles
maximos de PAHs en el aire ambiente, tampoco existe una normatividad que

especifique un método valido para el andlisis de estas sustancias asociadas a
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particulas ambientales. Sin embargo, a nivel internacional se han propuesto
diferentes métodos para la determinacién de PAHs, mediante cromatografia
liquida de alta resolucién.”"® Esta técnica habitualmente es la mas utilizada en
la separacion y determinacion de PAHs en muestras ambientales, una de las
ventajas del uso de la HPLC, es que su fase estacionaria no polar permite la
separacién selectiva de los isomeros de PAHs en las muestras, y por el hecho
de trabajar practicamente a temperatura ambiente, se evita la alteracién de

compuestos termolabiles.”

En nuestro laboratorio el método utilizado para la determinacién de PAHSs, fue
previamente estandarizado y validado por Gonzalez-Santiago,®® para fines de
este trabajo se llevd a cabo una revalidacion completa del método. Se
considera que la validacion de un método analitico tiene como objetivo,
establecer y proveer evidencia objetiva, de que las -caracteristicas de
desempefio de un método satisfacen los requisitos necesarios para su
aplicacion analitica. En el caso de métodos no normalizados, es decir, aquellos
obtenidos de publicaciones cientificas, o disefiados y desarrollados por el
laboratorio, asi como aquellos métodos que se basan en un método
normalizado, pero al que se le han realizado modificaciones, se considera
necesaria la validacion, a fin de demostrar el conocimiento, experiencia y

capacitacién del personal involucrado en la aplicacién del método.””"®

En la revalidacién del método para la determinacién de PAHs se logré6 mejorar
la sensibilidad del proceso analitico, adicionalmente, se lograron establecer

limites de cuantificacibn mas bajos con respecto al estudio anterior, y se
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aumentd el porcentaje de recuperacién de un 91% registrado en el estudio
anterior a un 93%.% Los resultados de la revalidacién cumplieron con los
criterios de aceptacion establecidos, de acuerdo al método 8000-B de la
USEPA, con lo que se comprobé que el método cumple con las caracteristicas

de desempefio necesarias para su aplicacion analitica.

Con respecto al método para la determinacién de 1-OHP, durante la validacién
se logré una reduccion de casi la mitad del tiempo de analisis, con respecto al
tiempo de analisis reportado en un estudio anterior realizado en el
departamento, en adultos del AMM.® Esta reduccién se debié a un cambio en
la columna Supelcosil PAHs de 4.6 x 250 mm x 5 micrometros de diametro
interno, la cual se reemplazd por una columna Zorbax C18 de 3.0 x 150 mm x
3.5 micrémetros de diametro interno, por lo que fue necesaria también una
reduccién en el flujo (de 1.5 mL/min a 0.7 mL/min) y el volumen de inyeccion
(de 20uL a 15uL). Una de las principales ventajas producto de esta adecuacién
al método, fue una disminucion en el uso de solvente, durante el analisis de las
muestras. Con respecto a los parametros evaluados durante la validacion,
todos ellos cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, de acuerdo
a la NOM-177-SSA1-2013, con lo que se comprobd que el método cumplié con

las caracteristicas de desempeno necesarias para su aplicacién.

Con el método validado se lograron cuantificar 12 de los 16 PAHs considerados
como prioritarios por la EPA. Los niveles encontrados fueron semejantes a los

reportados en 2012 por Barrado (2012) para un area urbana de Espana, y a lo
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reportado en 2011 por Cazier, en un sitio de Francia caracterizado por la

presencia de industria pesada, incluyendo una refineria de petréleo.>*"

Respecto al comportamiento estacional de los PAHs, también se observd una
concentracion significativamente mas alta durante la temporada invernal; con
niveles hasta 2.5 veces mas altos con respecto a las temporadas de verano y
primavera. Estos resultados concuerdan con lo reportado en paises como ltalia,

Francia y Turquia.>>8"#2

Se considera que el comportamiento estacional de los PAHs es fuertemente
influenciado por las condiciones meteorologicas, las cuales condicionan sus
mecanismos de quimicos de degradacidén y las condiciones de dispersion,

transporte y deposicién de estos contaminantes, asi como de las PM, 558728384

Uno de los parametros meteorolégicos mas importante es la temperatura, se ha
documentado que durante el invierno, las bajas temperaturas favorecen el
proceso de adsorcion de los PAHs a las particulas, por lo que resulta razonable
considerar que si las PM, s aumentaron durante el invierno, también lo hayan

hecho los PAHs asociados.'*'95°83

La radiacion solar y el viento también juegan un papel importante en la
remocion atmosférica de los PAHs. La radiacién solar es un factor que se
relaciona fuertemente con los procesos de fotodegradacién de los PAHSs,
incluso es considerado uno de los procesos quimicos, mas significativos en su
eliminacion de la atmosfera, por o que podemos suponer que los altos niveles

de radiacidn solar en el verano provocaron una disminucion importante en la
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concentracion de PAHSs, caso contrario a lo que se presentd durante el invierno,

cuando los niveles de radiacion fueron inferiores.'®"®

Por su parte, durante el invierno una disminucion en la velocidad del viento,
considerado un factor determinante en la dispersion y movilizacion de los
contaminantes atmosféricos; asociado a condiciones de alta presidén pudo haber
limitado la movilizacion los PAHs, mientras que durante el verano, una mayor
velocidad del viento y una presion atmosférica menor, pudo haber contribuido a

niveles atmosféricos de PAHs y PM, 5, mas bajos.

Respeto a la caracterizacion de los PAHs contenidos en las muestras de PMys,
aproximadamente el 78% de la concentracion de PAHs fueron de alto peso
molecular. Siendo el benzo (ghi) perileno, indeno (123cd) pireno y el benzo (b)
flouranteno, los que presentaron una mayor contribucion, durante todo el
periodo de muestreo. Tipicamente las dareas urbano-industriales se han
caracterizado por una importante presencia de PAHs de alto peso molecular.®
Algunos estudios han identificado al BbF, como marcador de emisiones
generadas por motores de diésel, mientras que el Ind y BgP, se han identificado
en la quema de carbén y queroseno, el BgP también se ha asociado al trafico
vehicular; sin embargo la presencia de estos tres compuestos ha sido

identificada en sitios cercanos a refinerias de petréleo.

En paises como Francia, la concentracion de PAHs asociados a la fraccion
PM.s, mostré una alta concentracién en los niveles de BgP, Ind y BbF, asi

como un aumento importante de la concentracién de benzo (a) pireno durante

|81

la temporada inverna En otros paises se han reportado resultados
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semejantes, pero en la fraccibn PMi,. En Argentina se evalué un sitio con
presencia de industria petroquimica y de refinacion de petréleo, y también se
observaron altas concentraciones de estos tres PAHs.>® Mientras que en
Estados Unidos, se evaluaron las concentraciones de PAHs emitidos por las
unidades de destilacion dentro de una refineria de petrdleo, y en un sitio
cercano a ésta, y los resultados fueron muy semejantes, con la excepcion de
que para la unidad de destilacion fue el BaP, el que present6 la concentracion
mas alta.®® Otros estudios realizados en ltalia y Espafia, nicamente muestran
una relativa coincidencia con nuestro estudio, principalmente en las emisiones

de BbF.%%#

Caracterizar la composicion de los PAHs liberados por las refinerias vy
determinar su contribucion sobre el contenido de PAHs totales en sitios
cercanos, es complicado considerando que estas industrias generalmente se
ubican en sitios donde se desarrollan otras actividades industriales. Ademas de
que la variabilidad tanto en la cantidad como en la composicion de las
emisiones liberadas por las refinerias de petréleo, depende en gran medida del
tipo y calidad del petréleo crudo, asi como de los productos y procesos
utilizados en la obtencién de estos productos.”® De aqui la importancia
cuantificar y caracterizacion de manera puntual los PAHs en sitios de

importancia urbano-industrial, como es el caso del AMM.

Con el fin de identificar de manera mas precisa el origen de los PAHs, algunos
autores han propuesto el uso de radios diagnésticos. Este método se basa en

identificar la concentracion de un grupo especifico de PAHSs, y establecer una
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relacion entre ellos, considerando que estos se diluyen en un grado similar, por
lo que las proporciones se mantienen constantes en la ruta de la fuente a los

receptores.®®

Relaciones como la del Flt/(FIt+Pyr) nos permitié diferenciar fuentes de origen
petrogénico y pirogénico, cuando las proporciones son inferiores 0.4 suelen
indicar un origen petrogénico, mientras que valores mayores a 0.4 suelen
indicar quema de combustibles fosiles.®’® En nuestra area de estudio los
valores encontrados fueron superiores a 0.4 para todas la temporadas, al ser
una zona urbana industrial, parece factible encontrar fuentes de combustion,
asociadas tanto a automoéviles de gasolina, como vehiculos de diésel. Otras
relaciones como la de Ind/(Ind + BgP) también se han utilizado para identificar
emisiones asociadas a la quema de diésel y gasolina, asi como emisiones
asociadas a la industria. En nuestro estudio la media de esta relacién fue de
0.36, estos resultados coinciden con reportado por Manoli et al. 2004 y Wang et
al. 2008, para indicar emisiones por hornos industriales.®®®° También coinciden

con el rango considerado por Ravindra, para areas con presencia de refinerias.

20,83

Resultados semejantes aportan los valores obtenidos de las proporciones de
BaA/(BaA+Chry) y BaP/(BaP+Chry), que indican fuentes relacionadas con la

combustion de diésel y emisiones industriales.?:838%9

El peso molecular de los PAHs, es un caracteristicas que no sélo se ha
relacionado con su capacidad de distribucion en el ambiente, sino también con

el riesgo que representan para la salud.”®®' Se considera que conforme
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aumenta el peso molecular de los PAHs, también aumenta su toxicidad y riesgo

de carcinogenicidad.?

De todos PAHSs, el benzo (a) pireno es el unico clasificado como cancerigeno
para el humano, por lo que es considerado el indicador de riesgo carcinégeno
de los PAHs.?° En México no existe legislacion vigente que regule los niveles de
BaP en el aire ambiente, sin embargo en paises como Reino Unido se ha
establecido como Iimite anual 0.25 ng/m® de BaP.®' Por su parte la Unién
Europea, desde 2004 establecié una concentracién limite anual de 1,0 ng/m?®
en PM;0.%2 En nuestro estudio las concentraciones diarias de BaP, presentaron
una concentracién promedio de 0.10 ng/ms, es decir, inferior a lo establecido en
Reino Unido como valor limite, y a lo descrito para diferentes ciudades de China

y Europa. 888

Si bien la cuantificacién del BaP ha sido propuesta para evaluar el riesgo
relativo a la salud asociado a la exposicién a PAHs, en el medio ambiente estas
sustancias, generalmente se encuentran como mezclas complejas y no como
compuestos simples, considerando que estas mezclas presentan variaciones
en su composicién y proporcidn, segun el origen de la emisién; la EPA ha
propuesto el calculo del Factores de Equivalencia de Toxicidad (FET), como
metodologia para estimar el riesgo de estas sustancias, en relaciéon al BaP

(BaPeg).*

El promedio de BaPe, fue de 0.19 ng/m°, sin embargo durante el invierno el
promedio de BaP., fue de 0.33 ng/m°, valor superior a lo establecido en Reino

Unido como valor limite, lo que sugiere que los niveles de exposicion a PAHSs,
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especialmente durante la temporada de invierno plantea un mayor riesgo de

cancer, en la poblacién del area de estudio.

En relacion a la exposicion al corto plazo, uno de los biomarcadores mas
utilizados es el 1-hidroxipireno. En México, la informacion referente a la
evaluacion de la exposicidn infantil a los PAHs, es limitada, la mayor parte de la
informacioén proviene de estudios realizados en la region centro y sur del Pais.
En el caso del AMM, el Unico antecedente que se tiene proviene de un estudio
realizado en adultos, residentes y trabajadores de un area caracterizada por
alto trafico vehicular y presencia industrial; sin embargo en lo referente a

poblacién infantil la informacién es practicamente nula.®

La poblacién infantil, es un grupo de poblacién recomendada por la OMS para
evaluar la exposicion a factores medio ambiéntales, debido a que presentan
una fuerte relacion con el lugar de residencia, asi como una limitada exposicion
a factores de confusion, relacionados con el estilo de vida, como es el consumo

de tabaco."%?

En el estudio, se evalu6 la excrecion urinaria de 1-OHP, de 90 nifios, durante
dos temporadas del afio. Los niveles promedio de excrecion de 1-OHP, fueron
superiores a los reportados por Martinez-Salinas, en nifos residentes de una
zona urbana con trafico vehicular moderado, en México, pero inferiores a lo
reportado en sitios rurales, en los que la principal fuente de emisién es el uso

de lefia en el hogar.?®
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También fueron inferiores a los reportados en 2012, por Sanchez-Guerra, para
una poblacién residente de un sitio con industria petroquimica. % Los niveles de
1-OHP reportados en ese estudio, fueron tres veces mas altos que los
registrados en nuestro estudio, sin embargo no existen datos disponibles de la
concentracion atmosférica de PAHs, por lo que unicamente podemos suponer
que la disparidad entre los resultados, se debe a que esa area se reconoce por
ser uno de los complejos industriales de mayor importancia petrolifera del pais,
donde las actividades desarrolladas incluyen tanto la refinacién de petréleo
como actividades petroquimicas, por lo que es viable considerar que los niveles

de PAHSs superan de manera importante los registrados en nuestro estudio.

En Arabia Saudita, también se evalué la concentracion de 1-OHP en nifios
residentes de un area con industria de refinacion de petréleo, los valores
encontrados fueron muy cercanos a nuestros hallazgos (0.17 pmol/mol
creatinina. Respecto a la concentracion de PAHs asociado a particulas, el
estudio unicamente incluyé las concentraciones de pireno y fenantreno (0.12 y
0.14 ng/m®), las cuales fueron ligeramente mas altas que las reportadas en
nuestro estudio para la temporada de verano, pero semejantes a las reportadas

durante la temporada de invierno. *°

Algunos otros paises han evaluado la excrecién de 1-OHP en poblacion infantil,
en sitios urbanos, algunos muestran resultados muy semejantes a nuestros
hallazgos. Dinamarca registro valores de 0.12 pmol/mol creatinina en nifos
residentes de una zona urbana, valores superiores a lo registrado para areas

rurales.”® Alemania, también ha establecido como valor de referencia para
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ninos de 3-14 afnos de edad, hijos de no fumadores, valores de 0.18 pmol/mol
creatinina.¥’ Sin embargo, paises como Estados Unidos y Espafia, han
reportado valores significativamente inferiores a lo reportado en nuestro

estudio.**%

Considerando que la concentracion de PAHs totales cuantificados, fueron
significativamente superiores durante la temporada de invierno, se realizd un
analisis bivariado de la concentracién de 1-OHP, para determinar si existen
diferencias significativas, asociadas a los niveles de PAHs cuantificados en
cada periodo, sin embargo el andlisis no mostré diferencias significativas entre
los dos periodos de muestreo. Es posible que los niveles de PAHs asociados a
las PM25s, no mostraron diferencias lo suficientemente grandes, aunque Si
significativas, entre ellas, como para considerar claramente su contribucion

sobre los niveles de 1-OHP.%

En este sentido, Alghamdi (2015), reporté que un aumento de una unidad en la
concentracién de pireno ambiental, se asocia con un aumento del 3.5% en la
concentracién de 1-OHP urinaria.®® En nuestro estudio las diferencias entre la

concentracidon mas alta de pireno y la mas baja, apenas alcanz6 una décima.

Algunos estudios indican, que si bien la exposicion por inhalacién contribuye al
aumento en la concentracion de 1-OHP, otras variables pueden estar afectando

de manera significativa las concentraciones de 1-OHP excretado.*
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Considerando lo anterior, en el estudio se decidi6 evaluar la influencia de
algunas variables como la exposicién a humo de tabaco, la dieta, el género, la

edad, entre otras.

En el andlisis, la edad parece ser el unico factor que afecto los niveles de 1-
OHP excretados, aun cuando diversas investigaciones han sugerido que la
exposicién a humo de tabaco puede provocar niveles de excrecion de 1-OHP,
hasta 30% mas altos en personas expuestas.®” Respecto a la dieta considerada
la fuente principal de exposicién a los PAHs en el humano, también se han
reportado aumentos de hasta un 24% en los niveles de excrecion de 1-OHP,
asociados al aumento en el consumo de alimentos asados a las brasas.?*%"%
Respecto al factores como el género, los resultados no son del todo
concluyentes, algunos estudios han reportado, como en nuestro estudio niveles

mas altos en nifias, %

sin embargo algunos otros han reportado niveles mas
altos en nifos.”%%%'% Se ha sugerido que estas diferencias pueden estar
relacionadas con habitos de juego y de limpieza personal, como el lavado de
manos; ademas en adolescentes, se considera que una mayor excrecion de
creatinina, debida a una mayor masa muscular, puede explicar valores
pequefios 1-OHP en hombres, cuando los resultados se ajustan con la

creatinina.%'%"

Con respecto a la edad, se observé una concentracién significativamente mas
alta en el grupo de edad de 5 a 7 afnos, con respecto a los nifilos de ochos afnos
o mas. Si bien no se ha definido hasta qué punto la edad puede ser un factor

crucial en los niveles de 1-OHP excretado, se reconoce que los nifios mas
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pequenos suelen jugar mas tiempo al aire libre, lo que puede representar una
mayor exposicién a los PAHs contenidos en el aire o en suelo,®'%
considerando que presentan una mayor tasa de inhalacion por unidad de peso

corporal, asi como una mayor actividad de la mano a la boca.®"

Otros reportes también muestran niveles superiores en los grupos de edad mas
pequefnos; en el cuarto informe nacional sobre la exposicion humana a
compuestos quimicos ambientales,*° en el cual se evaltia de manera continua
la exposicién a compuestos quimicos ambientales en poblacion de los Estados
Unidos, el grupo de edad de 6-11 anos presenté niveles ligeramente mas altos
que el grupo de 12-19 afnos. Por su parte Heudorf y Angerer (2001),
encontraron concentraciones 30% mas altas en niflos menores 6 anos, en

comparacion con el grupo de edad de 6-12 afios, en una poblacién alemana.'®

Lo anterior también nos permite considerar, la posibilidad de que otras vias de
exposicion podrian estar contribuyendo en los niveles de 1-OHP detectados en
los niflos de la poblacién estudio. Si bien la cuantificacion de 1-OHP permite
estimar la exposicion a PAHs, no aporta informacion de la contribucién de las
diferentes vias de exposicion, como son el contenido de PAHs en otras
matrices, incluyendo el aire al interior del hogar, el suelo y polvos del interior de

los hogares.
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CAPITULO V

V. CONCLUSIONES
Este trabajo representa el primer estudio realizado en el norte de México en el
que se evaltan los niveles de 1-OHP en poblacién infantil, de manera conjunta

con los niveles de PAHs asociados a particulas ambientales (PMas).

El nivel promedio de PM.s, para el area de estudio, fue superior a lo
establecido por la normatividad nacional e internacional. Los niveles tanto de
PM.s como de PAHSs, fueron significativamente mayores durante la temporada
de invierno, este patron de comportamiento coincide con lo reportado a nivel
local e internacional. Entre los factores meteorolégicos mas relacionados con
este comportamiento estuvieron, la temperatura, la radiacion solar y la

velocidad del viento.

De los PAHs asociados el benzo (ghi) perileno, indeno (123cd) pireno y benzo
(b) flouranteno, presentaron la contribucién mas alta durante todo el periodo de
muestreo. Con base en el andlisis de radios diagnésticos, podemos considerar
que los PAHs presentes en el area de estudio, son procedentes de fuentes
mixtas, asociada al trafico vehicular de gasolina y diésel, asi como una
importante influencia industrial, asociada al tipo de industria presente en este

sitio.
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De los 12 HAP cuantificados, siete son potencialmente cancerigenos, y uno
(benzo [a] pireno) es carcindgeno para los seres humanos, y se utiliza como un
indicador del riesgo relativo de cancer de la exposicién a los HAP. En este
estudio, la concentracion media anual de benzo (a) pireno, sugirié un exceso de

riesgo de cancer de 1 /100,000 habitantes.

Con respecto a la concentracion de 1-OHP, el 13% de la poblacién presenté
niveles de 1-OHP superiores al valor de referencia considerado para personal
no expuesto y no fumador. A pesar de las diferencias temporales que mostraron
los niveles de PAHSs, registrados en el estudio, los niveles promedio de 1-OHP
no mostraron diferencias significativas con respecto al periodo de muestreo. No
fue posible establecer una correlacion entre la excrecion de 1-OHP y la
concentracion de PAHs. Por esa razén, se sugiere la realizacion de estudios,
con una frecuencia de muestreo superior en la toma de muestras de orina en la
poblacion estudiada, ya que este estudio incluyd s6lo dos muestras de orina por

nifo (una en verano y otra en invierno).

Debido a la presencia ubicua de los PAHs y su potencial toxico, el monitoreo
continuo y la evaluacion de la exposicidbn a estas sustancias es de gran
importancia en el dmbito de la salud publica, en especial en poblaciones
vulnerables, como es el caso de los nifios. Para paises como México, el
desarrollo de estudios como éste, contribuye al establecimiento de valores de
referencia para la poblacion mexicana, que garanticen el bienestar de la

poblacién principalmente de areas densamente pobladas como son el AMM.
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Perspectivas
e Incluir la evaluacion del contenido de PAHs en otras matrices, como
suelo, aire y polvos dentro del hogar.
e Evaluar otras poblaciones, dentro del AMM con potencial exposiciéon a

PAHs, con el fin de comparar los resultados obtenidos en el presente

estudio.

e Incluir en la evaluacion de otros biomarcadores dafo por exposicion a

PAHSs.
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Apéndice 1

Material, equipos y reactivos

Equipo de muestreo y analisis

* Muestreador de alto volumen Hi-Vol, con separador para particulas PMz s

(TICHS® Environmental).

» Cromatografo de liquidos de alta resolucion, HP Agilent 1100 con

automuestreador y bomba cuaternaria, acoplado a un detector de

fluorescencia.

» Columna Supelcosil PAHs de 0.4 X 250 mm de diametro interno y 5 um de

espesor de pelicula.

* Columna Zorbax C18 de 3.0 x 150mm de diametro interno y 3.5um tamarno

de particula
Material

» Balanza analitica

+ Bano de ultrasonido

* Bomba de vacio.

* Columnas Octadecil C18 SPE
(Resprep)

« Campana de extraccion

» Congelador (-20°C)

» Desecador

« Equipo de calibracién

» Evaporador

» Filtros de Fibra de vidrio GF/A
Whatman

» Filtros de 0.45 um Millipore.

» Frascos de polietileno de 100 mL

Frascos ambar de 30 mL

Gradillas para viales de 2 mL Papel
aluminio.

Jeringas desechables Mandmetro
Micropipetas de 100, 1000 pyL Muffla
Matraces de aforacion
Ultracongelador (-80°C)

Pipetas volumétricas de 10, 25 mL.
Termometro

Puntillas 100, 1000 pL.

Sistema de filtracion Millipore.
Tapdn de rosca y Septa de
PTFE/Silicon.

Tubos Corning de 50 mL

Viales de vidrio @mbar de 2 mL
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Reactivos

* Agua bidestilada.

* Acetonitrilo grado HPLC.

» Diclorometano grado HPLC.

» Enzima B-glucuronidasa/arilsulfatasa (Helix pomatia)

» Estandar de 1-hidroxipireno (361518 Sigma-Aldrich).

« Estandar de 16 PAHSs en acetonitrilo (36979 Sigma-Aldrich).

» Estandares individuales de PAHs (Sigma-Aldrich): antraceno, acenafteno,
acenatileno, fluoreno, fenanatreno, fluoranteno, naftaleno, pireno, benzo [a]
antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno, benzo [k] fluoranteno, benzo [a]
pireno, benzo [ghi] perileno, Dibenzo [ah] antraceno, indeno [1,2,3-cd]
pireno.

« Nitrégeno grado industrial

*  Metanol

« Silica gel con marcador

» Tampon de Acetatos 0.2 M, pH=5
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Apéndice 2

Calibracion del equipo muestreador de PM, 5

» Se instala un filtro limpio en el muestreador.

« Se cierra el equipo.

« Seinstala el manémetro (Venturi) en el muestreador.

» Se deja operar el equipo por cinco minutos.

+ Se toma la caida de presion en el manémetro.

+ Se toman los datos de presién atmosférica y temperatura locales.

* Una vez tomada la lectura del manémetro se apaga el quipo y se retira el
filtro.

» Seinstala el calibrador (VARIFLO) en el muestreador.

» Los orificios del VARIFLO deben encontrarse totalmente abiertos.

» Se enciende nuevamente el quipo y se deja operar por al menos dos
minutos.

« Se comienza a girar la perilla del VARIFLO para ajustar la lectura de
presion del manémetro al mismo valor que se obtuvo con el filtro limpio.

* Una vez que se han igualado las presiones se toma la caida de presion

del VARIFLO.

Toda la informacion resultante debe ser vaciada en la hoja de calibracion del

muestreador.
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Calculos

Primero se debe obtener el valor del flujo de disefio del equipo. Este flujo

corresponde al que se obtiene con el filtro limpio.

La presion del mandmetro medida en el equipo en pulgadas de agua debe

transformarse a Mg, por lo que se multiplica por 1.87.

A la presion ambiente (Pa) se le resta la caida de presion del equipo DPcfd.

La denominamos P1 = (Pa-DPcid).

Se obtiene la relacion de presidn (P1/Pa), este cociente siempre va a ser menor

de 1.

El valor obtenido de P1/Pa se cruza en la tabla de flujos “LOOK-UP TABLE

contra el valor de temperatura y donde se cruza es el flujo.

El segundo paso es obtener el valor de flujo dado por el calibrador VARIFLO.

La presion del mandmetro medida en el equipo en pulgadas de agua debe

transformarse a Mg. Se multiplica por 1.87.

Se obtiene la siguiente expresion:

Pstp*Ty
m

AH « Pa x TSTD
STD = —b

e my b son la pendiente y la interseccién al eje de la calibracién del VARIFLO

a condiciones estandar.
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e Una vez obtenido el flujo a condiciones estdndar se transforma a las

condiciones locales de presion y temperatura.

Pgrp * Ty

a= o — =
Q Qsrp PaxPgy

e El flujo obtenido con el VARIFLO debe ser el mismo (con un error no mayor

del 5 %) que se obtuvo de la LOOK-UP TABLE con el filtro limpio instalado.

Si esto sucede la calibracidon se considera satisfactoria.
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Apéndice 3
Muestreo de particulas PM, 5

Equipo: Estado:

Marca: Ciudad:

Modelo: Localidad:

No. de serie Zona de muestreo:

Identificacion del filtro

No. de filtro:
Fecha de colocacion: Fecha de retiro:

Condiciones de muestreo

ti: h. Expresa At en minutos

tf: h.

At=tf —ti h. At * 60 = Min.
Pave: mm Hg

Tave: °C

At= tiempo transcurrido de muestreo (24+1 hr.)
Py T (promedio): S€ Obtuvieron a partir de datos proporcionados por SIMA, para lo que se
promedid lo correspondiente al horario de muestreo.

Flujo volumétrico de muestreo

*AH,0= in H,0O i= medida al inicio del muestreo
*AH,0¢= in H,0 f= medida antes de retirar el filtro al final del
muestreo

Cada uno se obtiene del promedio de los dos datos del manémetro.

AHzoAVG= (AH20f+AH20f) / 2= in Hzo
ConvertirammHg  AP=AH,Ouvc * 1.87= mmHg
(Pave— AP) / Pav = Para obtener Qa, se busca en la Look-up Table,

cruzando en el eje de las X este valor y la temperatura
eneldelasy.
Flujo de muestreo (Qa) = m?*/min

Observaciones:

Responsable: Firma:
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Apéndice 4
Calculo de concentraciéon de particulas PMy 5

No. de filtro:

Inicial Final
Peso (9):
Fecha:
Operador:

Para el calculo del volumen de aire muestreado se utilizé la siguiente
ecuacion:

V=Qaxt
Dénde:
V = Volumen del aire muestreado (m®)

Qa = Flujo volumétrico (m®/min)
t= Tiempo (min)

*El célculo de flujo de muestreo (Qa) se detalla en el Apéndice 3 A

V= ug/m?®

Para el calculo de la concentracién de PM2.5 (expresada en pg/m®) se
utilizo la siguiente ecuacion:

- (Pf — Pi) x10°
- %
Donde:

C = Concentracién de PM 2.5
Pi = Peso del filtro antes del muestreo (gramos)
Pt = Peso del filtro después del muestreo (gramos)

PM2.5= ug/m’

Responsable: Firma:
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Apéndice 5

Calculo de la concentracion de PAHs en ng/m?® a partir de pg/mL

1.- La concentracion en ym/mL, se obtiene aplicando la ecuacion de la recta,
obtenida en la validacion del método, al area bajo la curva (ABC) de cada
PAHSs.

2.- La concentracién en ym/mL se convierte esta concentracion a ug inyectados
en el HPLC. Esto se hace multiplicando la concentracion obtenida del

correspondiente PAHSs por el volumen final reducido 0.2 mL

3.- Se calculan los ug totales de la tira analizada. Para lo que se multiplica los
Mg resultantes del paso anterior por el primer volumen reducido de 2 mL.

4.- Para obtener los pg totales de cada PAHs en el filtro completo, se
multiplican los pg totales de la tira individual por nueve. Recordando que la tira

corresponde a 1/9 del filtro completo.

5.- Con los pg totales del filtro se calcular a calcular los ng/m® de cada PAHs,
dividiendo los ug totales entre el volumen de aire que pasé a través del filtro

durante el muestreo.

Calculo del Factor (F) de equivalencia de pg/mL a ng/m®
Volumen aire muestra 1650 m®

Fraccion del filtrado analizado = 1/9

Volumen final de la primera concentracion = 2mL

Volumen final de la segunda concentracién = 0.1 mL

F= (1/1650 m3) (9/1) (2/1) (0.1/1)(1000ng/m?)

F=1.058
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Apéndice 6

Cuestionario

DETERMINACION DE 1-HIDROXIPIRENO EN POBLACION INFANTIL Y SU

RELACION CON EL CONTENIDO DE PAH'S EN PM2.5 EN LA ZONA
URBANA DE CADEREYTA JIMENEZ N.L.

Folio:

eLa informacidén proporcionada en este cuestionario es confidencial. Si usted no desea

contestar alguna de las preguntas sélo marque una linea (----).

eRecuerde que la informacidn proporcionada sera utilizada Unicamente para describir a

la poblacién estudio y no a cada uno de los participantes.
*En algunos casos podra seleccionar mas de una respuesta.

I. INFORMACION GENERAL

Nombre del nifio: Edad:
Direccion:

Calle y No. Colonia C.P.
Teléfono: Celular:
Escuela a la que asiste: Grado:

Tiempo de residir en Cadereyta: a) 0 — 1 afio b) 1 — 5 afios c¢) 5-10 afios d) 10 o mas
Peso: kg. Talla: mts.
Datos de los padres

Nombre del padre: Edad:

Ocupacioén del padre:

Tiempo que tiene realizando esta actividad: a) 0—1 afo b) 1 -5 afios ¢c) 5 0 mas
Tiempo de residir en Cadereyta: a) 0-1 afio b) 1- 5 afios c) 5-10 afios d) 10 o mas

Nombre de la madre: Edad:

Ocupacién de la madre:

Tiempo que tiene realizando esta actividad: a) 0— 1 afio b) 1 — 5 afios ¢) 5 0 mas

Tiempo de residir en Cadereyta: a) 0— 1 afio b) 1 — 5 afios c) 5-10 afios d) 10 o mds

100



Il. ANTECEDENTES CLINICOS

Qué tan frecuentemente su hijo presenta:

( ) Dificultad para respirar ( ) Lagrimeo o sensibilidad a la luz
( ) Ataques de asma () Irritacidn de la piel

( ) Bronquitis ( ) Descamacion de la piel

()Tos ( ) Diarrea

( ) Flemas () Vémito

() Irritacién de la garganta ( ) Alguna alergia ¢Cuadl/es?

( ) Irritacién de los ojos

( ) Otro éCual/es?

¢Su hijo presenta actualmente alguna enfermedad? Si (__) No(__) éCual/es?
¢Actualmente su hijo toma algin medicamento? Si (__) No (_)
éCuél/es?

¢Su hijo padece asma? Si(__) No(__) ¢éDesde cuando?

¢Su hijo padece algun tipo de cancer? Si (__) No (__) ¢Desde cuando?
¢Qué tipo?

11l. EXPOSICION

¢Ddénde acostumbra jugar su hijo? (sélo sitios cercanos a su casa)

a) Parque o plaza b) Patio de la escuela c) Patio del hogar  d) Calle e)
otros
¢Cuantas horas al dia juega su hijo en el exterior de su casa? h.

é¢Cada cuanto consume alimentos asados?

a) Todos los dias b) 2-3 veces por semana d) 1 vez por semana

e) 1vezcada 15dias f) 1vezal mes g) Menos de una vez al mes

¢Cada cuanto se hace carne asada en su hogar?

a) 1vez porsemana b) 2vecesporsemana c¢) 1vezcada 15 dias

d) 1vezal mes e) Menos de una vez al mes

¢Cuando fue la ultima vez que su hijo consumié alimentos asados? dias

¢Vive cerca de algun establecimiento que venda productos asados al carbén (taqueria o
polleria)? Si(_)No(_) ¢Quétan cerca? mts.

¢Qué tipo de combustible utiliza para cocinar?
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a) Gas b) Electricidad c) Carbon d) Lefia e) otro

¢Acostumbran quemar la basura en su hogar (basura doméstica, llantas, hojas secas,
ramas, etc.)? Si(__)No(__) ¢Quétanfrecuentemente? veces al mes

¢Algun vecino o en algun lugar cercano a su hogar queman basura?
Si(_)No(_ ) ¢Quétanfrecuentemente? veces al mes
¢A cudanta distancia de su hogar? mts.

¢De qué material es predominantemente el piso de su hogar?

a) Tierra b) Cemento c) Otro material ¢Cual?

¢Cudntas personas de su casa fuman (padre, madre, hermanos, etc)?

¢Fuman en el interior del hogar? Si(__ ) No ()
Aproximadamente, ¢cuantos cigarrillos fuma(n) diariamente en el hogar?
IV. PERCEPCION

¢Qué tipo de contaminacién hay en su localidad?

¢Cuales son las principales fuentes de contaminacién en su localidad?

éConsidera que el aire puede estar contaminado en su localidad?

¢Cuales considera que son las principales fuentes de contaminacién del aire en su
localidad?

¢Considera que exponerse a estos contaminantes puede dafiar la salud de sus hijos?

Si(_)No (), éPor qué?

Nombre de la madre padre o tutor Firma Fecha

Investigador responsable del proyecto:
Dra. med. Lourdes Garza Ocafias
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Departamento de Farmacologia y Toxicologia.
Ave. Gonzalitos 235 Norte, 1er Piso, Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Ledn.
Tel: (81) 8348 5247 / 8348 6883
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Apéndice 7
Consentimiento informado

PROYECTO DE INVESTIGACION
DETERMINACION DE 1-HIDROXIPIRENO EN POBLACION INFANTIL Y SU
RELACION CON EL CONTENIDO DE PAH'S EN PM, s EN LA ZONA
URBANA DE CADEREYTA JIMENEZ NL

Estimado padre, madre o tutor,

El proyecto de investigacion titulado “Determinaciéon de 1-hidroxipireno en
poblacién infantil y su relacién con el contenido de PAH's en PM,5en la
zona urbana de Cadereyta Jiménez N.L.” se realiza con el objetivo de
estudiar la relacion que existe entre el contenido en el aire de un grupo de
contaminantes quimicos conocidos como PAH’s y la excrecidén urinaria de 1-

hidroxipireno en poblacién infantil.

El 1-hidroxipireno es un metabolito del pireno, se trata de una sustancia que
después de haber ingresado al organismo por via respiratoria u oral
principalmente, y haber sido transformada en el higado es eliminada via
urinaria. Este metabolito es un marcador bioldgico utilizado para conocer el
grado en que las personas estan expuestas a los hidrocarburos aromaticos

policiclicos (PAH’s) presentes en el ambiente.

Los PAH’s son un grupo de contaminantes quimicos que frecuentemente se
pueden encontrar en aire, producto de diversas actividades industriales, asi
como por la quema de lefia, carbon, basura y humo de cigarro. La importancia
de estudiar la exposicion a estas sustancias en los nifios, es que ellos son una
parte de la poblacién considerada especialmente vulnerable a la exposicidén a
factores ambientales. Esto debido a que se encuentran en pleno proceso de
desarrollo y maduracion de sus sistemas de defensa. Es por esto que los
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contaminantes presentes en el ambiente pueden llegar a afectarlos de manera
exagerada en comparacion con la poblacion adulta. Aunado a lo anterior esta el
hecho de que los nifos suelen pasar mas tiempo al aire libre en comparacion

con el adulto, lo que incrementa su riesgo de exposicidn a los contaminantes.

El determinar la concentracion de estos contaminantes en el aire y la exposicion
a estos compuestos, constituye una importante herramienta que permitira
desarrollar estrategias de prevencién, a fin de contar con entornos mas

saludables para las generaciones actuales y futuras.

Invitacion a participar: Por lo anterior es que se invita a usted autorizar (de
forma voluntaria) la participaciéon de su hijo/a en este estudio de investigacién
con el fin de lograr los objetivos descritos. Si acepta participar en este estudio
es importante que lea este consentimiento informado, que en caso de contener
alguna palabra que usted no comprenda por favor solicite al personal del
estudio que le explique cualquier duda referente.

Objetivo del estudio: El objetivo es determinar los niveles de excrecién del 1-
hidroxipireno en orina, en poblacién infantil de la zona urbana del municipio de
Cadereyta Jiménez N.L, para posteriormente relacionarlo con los niveles de

PAH’s presentes en el aire, especificamente contenidos en particulas PMzs.

Este proyecto de investigacion se desarrolla en el departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leo6n. En él
participaran aproximadamente 80 nifios de entre 6 y 12 afios de edad, que
habiten la zona urbana del municipio de Cadereyta Jiménez N.L.
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Informacion para el voluntario

Informacion para el voluntario

Preguntas e informacion

Muestras biologicas

La participacion de su hijo constara en
proporcionar dos muestras de orina, la
primera sera entregada durante la Ultima
semana de mes de agosto de 2014, y la
segunda muestra sera entregada durante la
ultima semana del mes de enero de 2015.

Para lo anterior ser4d enviado por parte
personal del estudio un recordatorio y se
entregara el contenedor para la muestra.

Cuestionario
Posterior a la firma del consentimiento
informado se solicitara completar un
cuestionario sobre informacién general, del
voluntario, antecedentes médicos y de
exposicion.

Criterios de seleccion de los participantes:
Para poder participar en el estudio se debe:
e Ser nifio o nifa de 6 a 12 afos de
edad.
e Habitar durante al menos el ultimo
afo en Cadereyta Jiménez N.L.
e Haber firmado el consentimiento
informado por parte del padre, la
madre o tutor del nifio.

No se podra participar en el estudio en caso
de no cumplir con alguno de los criterios antes
expuestos.

Responsabilidades de los participantes:
Deberd seguir las instrucciones que se le
proporcionen, asi como con la fechas de
entrega de las muestras.

*Se recomienda no ingerir alimentos asados ni
estar expuesto al humo de tabaco al menos
un dia antes de proporcionar las muestras.

Posibles riesgos y molestias
Ninguno.

Confidencialidad

El uso que se haga de la informacion
obtenida sera confidencial. En todos los
casos el nombre de su hijo/hija sera
remplazado por un numero. Su identidad no
serd revelada en ningln momento y sus
datos se mantendran en confidencialidad.
Los datos obtenidos soélo podran ser
publicados de forma anénima, de forma
agregada y no individual.

Participacion o retiro voluntario del
estudio

La participacion en el estudio es
completamente voluntaria y sin costo. De
igual modo se puede abandonar el estudio
en cualquier momento. El retirarse del
estudio no representara ninguna penalidad.
Beneficios por participar en el estudio

No se recibira ningun beneficio econémico
producto de la participacién en el estudio,
sin embargo esperamos que la informacién
obtenida beneficie en el futuro la calidad de
vida de las actuales y futuras generaciones
de nifos.

Dudas

Si usted tiene alguna duda acerca del
estudio o de aspectos relacionados con la
investigacién deberd comunicarse a:

Teléfono: (0181) 8348 5247 / 8348 6883

Contacto: M.C. Tatiana Montano Soto
Responsable del proyecto: Dr. med.
Lourdes Garza Ocafnas

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Departamento de Farmacologia y
Toxicologia.

Ave. Gonzalitos 235 Norte, 1er Piso, Col.
Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Leén.
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fi

Hoja de Consentimiento
(Copia para la madre, padre o tutor)
Lea la siguiente seccion detenidamente y si esta de acuerdo con la informacion,

rme y colicue la fecha.

1.

Reconozco que he leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

2.

satisfactoria.

Reconozco que tuve la oportunidad de hacer preguntas acerca del
presente estudio de investigacion y que fueron respondidas de manera

Comprendo que si deseo hacer mas preguntas respecto a la investigacion
puedo contactarme con el personal al nimero de teléfono proporcionado.

de mi hijo/a en el presente estudio.

Se me han proporcionado los detalles de cual y cémo sera la participacion

momento sin recibir sancién alguna.

Al otorgar mi consentimiento, reconozco que la participaciéon de mi hijo/a
en el estudio es voluntaria y que puedo interrumpirla en cualquier

fines y de la forma descrita anteriormente.

Acepto que los datos recabados para el estudio sean usados para los

mismo.

He leido y comprendo la informacion presente en este formulario de
Consentimiento Informado. Recibiré una copia firmada y fechada del

Acepto que mi hijo/a participe en el estudio.

Seccion de firmas:

Nombre del nino

Nombre del padre, madre o tutor Firma Fecha
Direccion:
Nombre del testigo Firma Fecha
Direccion:
Nombre del testigo Firma Fecha
Direccion:
Firma y nombre de quien explico el Consentimiento Informado Fecha
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fi

Hoja de Consentimiento
(Copia UANL)
Lea la siguiente seccion detenidamente y si estd de acuerdo con la informacion,

rme y colicue la fecha.

1.

Reconozco que he leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

2.

satisfactoria.

Reconozco que tuve la oportunidad de hacer preguntas acerca del
presente estudio de investigacion y que fueron respondidas de manera

Comprendo que si deseo hacer mas preguntas respecto a la investigacion
puedo contactarme con el personal al nimero de teléfono proporcionado.

de mi hijo/a en el presente estudio.

Se me han proporcionado los detalles de cual y cémo sera la participacion

momento sin recibir sancién alguna.

Al otorgar mi consentimiento, reconozco que la participaciéon de mi hijo/a
en el estudio es voluntaria y que puedo interrumpirla en cualquier

fines y de la forma descrita anteriormente.

Acepto que los datos recabados para el estudio sean usados para los

mismo.

He leido y comprendo la informacion presente en este formulario de
Consentimiento Informado. Recibiré una copia firmada y fechada del

Acepto que mi hijo/a participe en el estudio.

Seccion de firmas:

Nombre del nino

Nombre del padre, madre o tutor Firma Fecha
Direccion:
Nombre del testigo Firma Fecha
Direccion:
Nombre del testigo Firma Fecha
Direccion:
Firma y nombre de quien explico el Consentimiento Informado Fecha
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Apéndice 8

Validacion de métodos analitico

Los parametros de desempefo considerados durante la validacion de los
método fueron: linealidad, precisién y exactitud a condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad, limite de cuantificacion, limite de deteccion y porcentaje de

recuperacion.

A continuacién definimos cada uno de estos parametros, asi como los criterios
de aceptacion utilizados en este trabajo, los cuales se establecieron con base
en el método 8000B de la EPA, para el caso de los PAHs y con base en la

NOM-177-SSA-2013, para el 1-OHP.%*"%*

e Intervalo lineal y de trabajo: Se define como el intervalo comprendido
entre las concentraciones superior e inferior, para las que se ha demostrado
que el analito es cuantificado con un nivel satisfactorio de repetibilidad,
recuperacion y linealidad.”

e Linealidad: Se define como la capacidad del método para obtener una
respuesta que sea directamente proporcional con respecto a la concentracion

de los analitos de interés, dentro de un rango dado.”®

De acuerdo a lo establecido en el método 8000B, para evaluar la linealidad, se
utiliza el promedio de calibracion o factor de respuesta. Los factores de
respuesta (FR) para cada uno de los puntos de la grafica se calculan utilizando

la ecuacion:
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Respuesta del detector o ABC

FR =
Concentracion del estandar en ng/mL

El criterio de aceptacidon es una desviacidn estandar relativa (DER) <20%.
Cuando la variacion, medida como la DER, es menor o igual a 20%, se puede
suponer que la curva de calibracion es lineal y pasa a través del origen. Si la
DER de los factores de respuesta es mayor que 20% entonces la linealidad a

traves del origen no se asume.

En este caso, se puede emplear una ecuacion de regresion, el calculo de
regresion generara un coeficiente de correlacion (r), para el cual el criterio de

aceptacion un coeficiente 20.99.%°

e Precision: Expresa el grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a una muestra homogénea bajo
condiciones establecidas. La precisidon de un método analitico se expresa como
la desviacidon estandar o coeficiente de variacidn, que corresponde al porcentaje
de la DER, de una serie de mediciones. El criterio de aceptacion para la

precision es un %CV < 15.

El coeficiente de variacion (%CV) se calcula con la siguiente férmula:

%CV = X 100

media

Dénde:
DE= Desviacién estandar.

X (media)= Promedio de la seria de datos.
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o Exactitud: Establece la cercania entre el valor que es aceptado como
valor de referencia y el valor encontrado experimentalmente, al aplicar el
procedimiento de analisis un cierto numero de veces. El criterio de aceptacion
es un error maximo permitido <15%, para cada nivel de concentracion (excepto
para el nivel mas bajo que se acepta un %E <20), asi como para el promedio de

los 5 niveles de concentracion.

El porcentaje de error (%E) se calcula con la siguiente férmula:

%E = (CE—CO) + 100
T TTCE

Dénde:
CE= concentracion esperada.

CO= concentracién obtenida.

o Repetibilidad y reproducibilidad: La precision y exactitud de un
método se evalla a condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, es decir,
bajo las mismas condiciones de operacidén en un intervalo de tiempo corto, por
un mismo analista (repetibilidad) y bajo las mismas condiciones de operacion
por al menos dos dias (reproducibilidad).

e Porcentaje de recuperacion (%R): Se expresa en términos de
porcentaje y corresponde a la cantidad del analito recuperada en una muestra
adicionada, cuando esta es conducida a través del método analitico completo.
Permite evaluar la eficiencia de la extraccién, proceso de preparacion e
interferencias que puedan existir al aplicarlo. Como criterio de aceptacion se
considera un porcentaje de recuperacion (%R= 60-120).
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Para ello se utiliza la siguiente férmula:

AO %100

%R =
& AE

Doénde:
AO= area obtenida

AE = area esperada.

e Limite de cuantificaciéon (LC): Se considera como la concentracién mas
baja a la cual un analito dentro del intervalo de calibracién, puede cuantificarse
con una precisién y veracidad aceptables, bajo las condiciones experimentales
establecidas. Se expresa como concentracion del analito, el criterio de precisidén
aceptable es un CV < 20%.

e Limite de deteccion (LD): Es la concentracion mas baja a la cual puede
detectarse un analito con un nivel de confianza determinado, pero no

necesariamente cuantificarse bajo las condiciones experimentales establecidas.

De acuerdo a lo establecido en el método Q2 (R1), de la Conferencia
Internacional sobre Armonizacion (ICH, por sus siglas en inglés), el limite de
deteccion (LD) puede obtenerse de manera no instrumental, considerando la

desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracion.
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e De acuerdo a la siguiente ecuacion.
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Dénde:
o= Desviacion estandar de la respuesta

S = Pendiente de la curva de calibracion
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Apéndice 8-A

Validacion del método analitico para la cuantificacion de PAHs y
resultados.

Durante la validacion del método se evaluaron las etapas de preparacion de la

muestra y andlisis instrumental.

1. Establecimiento de longitudes de onda de excitacion y emision.

Para establecer el programa de longitudes de onda de excitacién y emision
para el analisis de PAHSs, se utilizaron soluciones estandar de cada uno de los
PAHs a una concentracién de 0.2 ug/mL. Las soluciones estandar se corrieron
en el HPLC, se registr6 el tiempo de retencion y el area bajo la curva de cada
PAHs. En cada corrida se modificaron las longitudes de excitacion y emisién del
detector de fluorescencia, hasta obtener la sefial mas intensa, es decir, aquella

con un pico mas grande y una mayor area bajo la curva.

Posteriormente se prepar6 una solucidbn de un estandar de 16 PAHs en
acetonitrilo (36979 Sigma-Aldrich) a una concentracién 0.2 ug/mL. La solucién
se corrid en el cromatografo y se ajustaron nuevamente las longitudes de
excitacion y emisiones del detector de fluorescencia, hasta obtener las

longitudes éptimas para el andlisis final, las cuales se muestran a continuacion.
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Tabla 1A. Programa de longitud de onda del detector de fluorescencia.

Tiempo de
A exc nm Aemnm Compuesto analizados
retencién (min)
0 224 330 Na
6 224 323 Ace, Fl
9.5 250 366 Ph
12.5 245 400 An
13.7 235 449 Flt
14.4 235 390 Pyr
15 267 395 BaA, Chry,
16.5 268 430 BbF
17.5 295 420 BkF, BaP, DBA, BgP
22.5 250 500 Ind

2. Preparacion de la muestra

Para la evaluacién de todos los parametros de validacion se utilizaron filtros
tratados y acondicionados bajo las mismas condiciones que los filtros utilizados
en el muestreo. Se utilizaron tiras de 1 x 8 pulgadas, las cuales fueron

sometidas a las condiciones de extraccién, mencionadas a continuacion.

Los filtros enriquecidos con las diferentes soluciones estdndar utilizadas
durante la validacién, fueron colocados en frascos ambar, y se adicionaron 30
mL de los solventes diclorometano/acetonitrilo (2:1). Los frascos se introdujeron
en un bafo de ultrasonido por 30 minutos a temperatura ambiente, con
recambio de agua cada 10 minutos.
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Posterior a la sonicacion, los filtros fueron retirados de los frascos, y las
soluciones de extraccién fueron reducidas a 2 mL usando corriente de nitrégeno
y bario de agua a 45°C. El volumen fue filtrado con filtros Milipore de 0.45 um, y
reducido nuevamente a un volumen final de 200 uL, finalmente fue transferido a

un vial &mbar de 1.5 mL con tapa de silicén y septa de PTFE, para su analisis.

3. Evaluacion de los parametros de validacion
3.1 Linealidad

Se procesaron filtros fortificados a 6 niveles de concentracién por triplicado y se
analizaron en el equipo, los niveles procesados estaban entre 19.5-312.5
ng/mL. Con la respuesta obtenida se elabor6 la gréafica de calibracién, la cual
representa la relacion entre la respuesta del instrumento y la concentracién del
analito, introducida en el instrumento.®® Se determinaron los factores de
respuesta, desviacion estandar relativa de los factores de respuesta y

coeficiente de correlacion.
3.1.a Resultados de la evaluacion de la linealidad

Los resultados obtenidos cumplieron con los criterios de aceptacion

establecidos, de acuerdo al Método 8000-B de la EPA. ©°
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Tabla 2A. Resultados de la evaluacién de la linealidad del método

Intervalo de .

PAHs calibracién Factorde %DER CoefICIen,te de
respuesta de FR correlacion

(ng/mL)
Naftaleno 19.5-3125 0.9 8.6 0.998
Acenafteno 19.5-312.5 3.7 12.5 0.999
Fluoreno 19.5-312.5 0.4 11.0 0.999
Fenantreno 19.5-312.5 2.5 9.8 0.999
Antraceno 19.5-312.5 7.0 8.5 0.999
Fluoranteno 19.5-312.5 1.0 5.9 0.999
Pireno 19.5-312.5 1.7 13.1 0.999
Benzo[a]antraceno 19.5-312.5 2.3 7.2 0.998
Criseno 19.5-3125 2.3 6.9 0.998
Benzo[b]fluoranteno 19.5-312.5 1.6 7.0 0.998
Benzo[k]fluoranteno 19.5-312.5 5.9 8.7 0.999
Benzo[a]pireno 19.5-312.5 3.5 7.4 0.999
Dibenzo[ah]antraceno  19.5-312.5 2.1 7.2 0.998
Benzo[ghi]perileno 19.5-312.5 1.3 8.3 0.999
Indeno[1,2,3cd]perileno  19.5-312.5 0.5 5.9 0.999

Criterios de Aceptacion: %CV < 15, Coeficiente de correlacion = 0.995

3.2 Precision y exactitud a condiciones de repetibilidad

Se analizaron el mismo dia filtros fortificados a 3 niveles de concentracién por

quintuplicado. Los niveles procesados fueron de 58.5, 117.1 y 234.3 ng/mL.

Estas concentraciones fueron diferentes a las utilizadas en la evaluaciéon de la

linealidad. Para la evaluacion de la precision se calculd el %CV, para evaluar la

exactitud, se calcul6 el porcentaje de error (%E).
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3.2.a Resultados de la evaluacion de la precision y exactitud a

condiciones de repetibilidad

Los resultados de la evaluacion de la precision y exactitud a condiciones de
repetibilidad del método, cumplieron con los criterios de aceptacion, los cuales
fueron %CV < 15 para la precision y el %E <15 para la exactitud, en cada nivel

de concentracion y como promedio de los puntos de la gréfica.

Tabla 3A. Resultados de la evaluacién precision y exactitud a condiciones de
repetibilidad.

PAHS Precision Exactitud
%CV %Error

Naftaleno 3.4 3.4
Acenafteno 2.7 8.6
Fluoreno 5.2 10.2
Fenantreno 5.8 5.1
Antraceno 6.8 4.8
Fluoranteno 5.2 0.7
Pireno 5.8 1.0
Benzo[a]antraceno 5.2 5.3
Criseno 8.3 3.0
Benzo[b]fluoranteno 5.2 5.8
Benzo[k]fluoranteno 6.1 5.5
Benzo[a]pireno 4.9 2.1
Dibenzo[ah]antraceno 5.3 1.0
Benzo[ghi]perileno 6.4 6.4
Indenol[1,2,3-cd]perileno 6.3 2.6

Criterios de Aceptacion: %CV < 15; %E <15
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3.3 Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad

Se analizaron en 3 dias diferentes filtros fortificados a 3 niveles de
concentracion por duplicado. Los niveles procesados fueron de 58.5, 117.1 y
234.3 ng/mL. Los niveles utilizados fueron diferentes a los que se utilizaron en
la evaluacion de la linealidad. Se calcul6 la exactitud y la precisién de la misma
manera que en las condiciones de repetibilidad, y se utilizaron los mismos

criterios de aceptacion.

3.3.a Resultados de la evaluacion de la precision y exactitud a

condiciones de reproducibilidad

Los resultados de la evaluacion de la precisiéon y exactitud a condiciones de

reproducibilidad del método, cumplieron con los criterios de aceptacién.
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Tabla 4A. Resultados de la evaluacidn precisién y exactitud a condiciones de
reproducibilidad

PAHs Precision Exactitud
%CV %Error
Naftaleno 4.1 6.2
Acenafteno 2.7 8.8
Fluoreno 3.6 5.5
Fenantreno 4.3 3.9
Antraceno 6.6 5.7
Fluoranteno 3.8 8.9
Pireno 3.4 5.6
Benzo[a]antraceno 4.2 3.4
Criseno 5.0 3.6
Benzo[b]fluoranteno 2.9 5.6
Benzo[k]fluoranteno 5.1 3.6
Benzo[a]pireno 2.3 5.7
Dibenzo[ah]antraceno 4.3 3.9
Benzo[ghi]perileno 3.7 5.3
Indeno([1,2,3-cd]perileno 4.2 3.7

Criterios de Aceptacion: %CV < 15; %E <15

3.4 Porcentaje de recuperacion (%R)

Se fortificaron filtros a 3 niveles de concentracién por triplicado y se sometieron
a todo el proceso de extraccidon. Los niveles procesados estaban entre 58.5-
234.3 ng/mL. Se analizaron estandares de los mismos niveles de concentracion
sin someterlos al proceso de extraccidbn y se determind el porcentaje de

recuperacidén por comparacion de las areas obtenidas.
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3.4.a Resultados de la evaluacion de la evaluacion de la exactitud como

porcentaje de recuperacion (%R)

Los resultados de la evaluacibn de la exactitud como porcentaje de

recuperaciéon (%R), cumplieron con los criterios de aceptacién, como se

muestra a continuacion.

Tabla 5A. Resultados de la evaluacién de la exactitud como porcentaje de

recuperacion (%R)

PAHs %R

Naftaleno 98.2
Acenafteno 89.5
Fluoreno 97.9
Fenantreno 94.9
Antraceno 89.9
Fluoranteno 92.4
Pireno 96.7
Benzo[a]antraceno 93.3
Criseno 88.3
Benzo[b]fluoranteno 91.7
Benzo[Kk]fluoranteno 92.5
Benzo[a]pireno 94 1
Dibenzo[ah]antraceno 91.9
Benzo[ghi]perileno 89.1
Indenol[1,2,3-cd]perileno 95.0
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3.5 Limite de cuantificacion (LC)

Se estableciéo como limite de cuantificacién la concentracién menor del intervalo

de calibracién de cada PAHs que cumplié con el criterio de precision de CV <

20%.

3.6 Limite de deteccion (LD)

El limite de deteccidn se establecié con base en la desviacion estandar de la

respuesta y la pendiente de la curva de calibracién. Como criterio de aceptacion

se considerd un limite de deteccién menor al limite de cuantificacién (LD < LC).

Tabla 6A. Limite de deteccidn y cuantificacion para cada uno de los PAHSs.

PAHS LD LC %CV
(ng/mL) (ng/mL) LC
Naftaleno 8.90 19.5 2.4
Acenafteno 3.27 19.5 3.5
Fluoreno 4.01 19.5 4.8
Fenantreno 4.37 19.5 4.6
Antraceno 6.36 19.5 8.9
Fluoranteno 18.72 19.5 6.3
Pireno 7.01 19.5 9.3
Benzo[a]antraceno 6.99 19.5 2.0
Criseno 6.58 19.5 13.1
Benzo[b]fluoranteno 8.95 19.5 5.2
Benzo[k]fluoranteno 5.27 19.5 2.5
Benzo[a]pireno 5.86 19.5 8.6
Dibenzo[ah]antraceno 5.07 19.5 6.3
Benzo[ghi]perileno 4.94 19.5 13.4
Indenol[1,2,3-cd]perileno 9.62 19.5 10.5

Criterio de aceptacion: CV < 20%
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Apéndice 8-B

Validacion del método analitico para la cuantificacion de 1-OHP y
resultados

Actualmente en la normatividad nacional no existe un método establecido para
la determinacién de 1-OHP urinario, por lo que en este trabajo se utiliz6 como
método de referencia el método MTA/MB-023/A99 "Determinacion de 1-
Hidroxipireno en orina. Método de hidrélisis enzimatica y deteccion fluorimétrica
/ Cromatografia liquida de alta resolucién”, del Instituto Nacional de Seguridad e

Higiene en el Trabajo de Espafia (INSHT).%®

Durante la validacion del método se evaluaron las etapas de preparacion de la
muestra y analisis instrumental. Los parametros de desempario evaluados en la
validacion del método fueron: selectividad, linealidad del método, precision y
exactitud a condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, limite de
cuantificacion y limite de deteccion. Los criterios de aceptacion de los
parametros validados, se establecieron de acuerdo a la NOM-177-SSA-2013, la
cual establece que todos los métodos analiticos empleados para la
cuantificacion de muestras bioldgicas deben ser validados en el sitio de analisis
y alcanzar el propdsito para el que han sido desarrollados, independientemente
si son metodologias desarrolladas por la unidad analitica o se adquieren

comercialmente.
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1. Preparacion de la muestra

Para la evaluacion de todos los parametros de validacion, se utilizé un pool de
orina de 6 nifos, no expuestos al humo de tabaco. Con el fin de dar
cumplimiento a lo establecido en el punto 9.1.5 de la NOM-177-SSA-2013, en la
cual se considera que para la validaciéon de un método es necesario utilizar la

misma matriz biolégica que las muestras a analizar.

Las muestras fueron alicuotadas a un volumen de 10 mL., se les adiciond una
concentracion conocida del estandar de 1-hidroxipireno (361518 Sigma-
Aldrich). Para la extraccion sélido-liquida del 1-OHP, se utilizaron columnas
Octadecil C18 SPE (Resprep®), como disolventes extraccion se utilizé

acetonitrilo y agua bidestilada.

La activacion de la columnas se hizo adicionando de 5 mL acetonitrilo, evitando
en todo momento que la columna se secara, para el acondicionamiento de la
columna se adicionaron 10 mL de agua biodestilada. Posteriormente se
adicion6 la muestra de orina y se lavdo con 10 mL de agua bidestilada y
acetonitrilo (9:1). Finalmente para la elusién del analito se utilizaron 5 mL de
acetonitrilo, el eluido fue recuperado en tubos de ensayo y llevado a sequedad,

mediante corriente de nitrdgeno y bano de agua a 50°C.

El residuo se reconstituy6é en 1 mL de acetonitrilo, se filtré con filtros Millipore de
0.45 pym de tamafio de poro y fue transferido a un vial &mbar de 1.5 mL con

tapa de silicon y septa de PTFE, para su andlisis mediante cromatografia
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liquida de alta resolucion (HPLC) a las condiciones establecidas en el método

de referencia.
2. Evaluacion de los parametros de validacion
Selectividad

Con la finalidad de evaluar la capacidad del método para diferenciar el
compuesto de interés de cualquier otro compuesto que pudiera estar contenido

en la matriz.

Se evaluaron 6 unidades de la matriz biolégica (pool de orina) provenientes de
6 nifos, asi como 6 muestras las cuales fueron adicionadas con una
concentracion de 0.266 ng/mL del estandar hidroxipireno, que corresponde al

nivel mas bajo de concentracién de la curva de calibracion.

El limite inferior de la curva de calibracion, se establecio como el 5% del nivel
mas alto reportado en la literatura, para el analito en cuestion. Para México se
reporta una concentracién 0.38umol de 10HP/mol creatinina una poblacion

infantil residente de un &rea con industria petroquimica %.

El criterio de aceptacion para este parametro fue una respuesta analitica de las
interferencias proximas al tiempo de retencidn <20% para el LIC del analito

(NOM-177-SSA-2013).
2.1 Linealidad

Se procesaron muestras a 10 niveles de concentracion por triplicado, los

niveles procesados estuvieron entre los 0.266-13.32 ng/mL. Con la respuesta
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obtenida se elaboré la grafica de calibracién, la cual representa la relacién entre
la respuesta del instrumento y la concentracién del analito. Se determinaron,

coeficiente de variacion y coeficiente de correlacion

2.1.b Resultados de la evaluacion de la linealidad

Los resultados obtenidos cumplieron con los criterios de aceptacion

establecidos.

Tabla 1B. Resultados de la evaluacion de la linealidad del método para la
determinacién de 1-OHP

Intervalo de calibracion Coeficiente de
Analito %CV de FR ]

(ng/mL) correlacion
1-OHP 0.266-13.32 10.0 0.998

Criterios de Aceptacion: %CV < 15, Coeficiente de correlacion = 0.995

2.2 Precision y exactitud a condiciones de repetibilidad

Se analizaron el mismo dia muestras adicionadas a 3 niveles de concentracién
por quintuplicado. Los niveles procesados fueron de 0.799, 6.926 y 10.656
ng/mL. Estas concentraciones fueron diferentes a las utilizadas en la evaluacién
de la linealidad. Para la evaluacién de la precisién se calculd el %CV, para

evaluar la exactitud, se calcul6 el porcentaje de error (%E).

2.2.b Resultados de la evaluacion de la precision y exactitud a

condiciones de repetibilidad

Los resultados de la evaluacion de la precisiéon y exactitud a condiciones de

repetibilidad del método, cumplieron con los criterios de aceptacién,
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Tabla 2B. Resultados de la evaluacidn precision y exactitud a condiciones de
repetibilidad.

Precision Exactitud
Analito

%CV %Error
1- OHP 5.0 1.3

Criterios de Aceptacion: %CV < 15; %E <15

2.3 Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad

Se analizaron en 3 dias diferentes muestras adicionadas a 3 niveles de
concentracién por duplicado. Los niveles procesados fueron de 0.799, 6.926 y
10.656 ng/mL. Se calculd la exactitud y la precision de la misma manera que en
las condiciones de repetibilidad, y se utilizaron los mismos criterios de

aceptacion.

2.3.b Resultados de la evaluacion de la precision y exactitud a

condiciones de reproducibilidad

Los resultados de la evaluacion de la precisiéon y exactitud a condiciones de

reproducibilidad del método, cumplieron con los criterios de aceptacién.

Tabla 3B. Resultados de la evaluacién precisién y exactitud a condiciones de
reproducibilidad

Precision Exactitud
Analito

%CV %Error
1-OHP 4.4 5.8

Criterios de Aceptacion: %CV < 15; %E < 15
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2.4 Porcentaje de recuperacion (%R)

Se adicionaron muestras a 3 niveles de concentracién por ftriplicado y se
sometieron a todo el proceso de extraccion. Los niveles procesados estaban
entre sometié 0.799-10.656 ng/mL. Se analizaron estandares de los mismos
niveles de concentracidn sin someterlos al proceso de extraccion y se
determiné el porcentaje de recuperacién por comparacion de las éareas
obtenidas. Como criterio de aceptacion se consideré un porcentaje de

recuperacion (%R) = 100£15%.
2.4.b Resultados de la evaluacion del porcentaje de recuperacion (%R)

Tabla 4B. Resultados de la evaluacion de la exactitud como porcentaje de
recuperacion (%R)

Analito %R

1-OHP 92.4

2.5 Limite de cuantificacion (LC)

Se establecié como limite de cuantificacién la concentracidn menor del intervalo
de calibracién de cada PAHs que cumplié con el criterio de precision de CV <

20%.

2.5 Limite de deteccion (LD)

El limite de deteccion se establecidé con base en la desviacién estandar de la
respuesta y la pendiente de la curva de calibracion. Como criterio de aceptacion

se consider6 un limite de deteccién menor al limite de cuantificacién (LD < LC).
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Tabla 5B. Limite de deteccidn y cuantificacion para cada uno de los PAHSs.

LD LC %CV
1-OHP

(ng/mL) (ng/mL) LC
1-OHP 0.189 0.266 3.0

Criterio de aceptacion: CV < 20%, para el nivel de concentracion mas bajo de la

curva de calibracién (LC).
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