UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE MEDICINA LEGAL, TOXICOLOGIA Y
ANTROPOLOGIA FiSICA

BIOMONITORIZACION DE CADMIO, CROMO,
MANGANESO, NIQUEL Y PLOMO EN MUESTRAS DE
SANGRE TOTAL, ORINA, VELLO AXILAR Y SALIVA EN

UNA POBLACION LABORAL EXPUESTA A METALES
PESADOS

MEMORIA PRESENTADA POR

CLAUDIA MARQUEZ ESTEVEZ

PARA OPTAR AL GRADO DE

DOCTOR EN MEDICINA

GRANADA, SEPTIEMBRE 2012



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Claudia Marquez Estevez

D.L.: GR997-2013

ISBN: 978-84-9028-499-5






Este trabajo ha sido realizado en el marco del proyecto de investigacion
subvencionado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS) titulado “Estudio de
biomarcadores de exposicion (Cr, Mn y Ni) en poblacion laboral del sector sidertrgico”
(referencia PI06/1306) cuyo investigador principal ha sido el profesor Fernando Gil

Hernandez.

Parte de los resultados de la presente Memoria de Tesis Doctoral han sido publicados

en la revista The Science of the Total Environment cuya referencia completa es:

Gil F, Herndndez AF, Mdrquez C, Femia P, Olmedo P, Ldpez-Guarnido O, Pla A.
Biomonitorization of cadmium, chromium, manganese, nickel and lead in whole blood,
urine, axillary hair and saliva in an occupationally exposed population. Sci Total
Environ. 2011; 409(6):1172-1180. PMID: 21211822.

Datos bibliométricos de la publicacion: Factor de Impacto: 3.286 (2011); Campo del

Conocimiento: Environmental Sciences; Posicidn: 29/204 (Q1); N2 de Veces Citado: 5






ABREVIATURAS

RESUMEN

1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

iINDICE

1.1. JUSTIFICACION

1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

l. 3. OBJETIVOS

Il. INTRODUCCION

1.1. LA BIOMONITORIZACION EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL

1I.1.1. Indicadores biolégicos o biomarcadores
11.2. CONSIDERACIONES ANALITICAS GENERALES

1.3. CLASIFICACION DE LOS BIOMARCADORES

11.3.1. Biomarcadores de exposicion

11.3.2. Biomarcadores de respuesta o efecto
I1.4. VIGILANCIA AMBIENTAL FRENTE A VIGILANCIA BIOLOGICA

11.4.1. Valores limites ambientales en la normativa

espaiola
I.5. LA SOLDADURA METALICA

34

11

13
15
18
19

21

23
26
28
29
31

34
36

11.5.1. Peligros de la soldadura para la salud

11.5.2. Manifestaciones clinicas
11.5.3. Prevencion

11.5.3.a. Condiciones higiénicas de trabajo
11.5.3.b. Control de riesgos

11.6. METALES PESADOS

11.6.1. Cadmio

11.6.1.a. Fuentes de intoxicacion
11.6.1.b. Etiologia

11.6.1.c. Toxicocinética

11.6.1.d. Efectos toxicos

11.6.1.e. Diagnéstico

11.6.2. Cromo

11.6.2.a. Fuentes de intoxicacion
11.6.2.b. Etiologia

11.6.2.c. Toxicocinética

11.6.2.d. Efectos toxicos

11.6.2.e. Diagnéstico

11.6.3. Manganeso

11.6.3.a. Fuentes de intoxicacion
11.6.3.b. Etiologia

11.6.3.c. Toxicocinética

11.6.3.d. Efectos toxicos

11.6.3.e. Diagnéstico

11.6.4. Niquel

37
41

42
43
43
43
43
45
45
47
47
47
48
49
49
50
50
50
51
52
52
53
53



I1.6.4.a. Fuentes de intoxicacion 53

[1.6.4.b. Etiologia 54
11.6.4.c. Toxicocinética 55
11.6.4.d. Efectos toxicos 55
[1.6.4.e. Diagnostico 55
11.6.5. Plomo 56
11.6.5.a. Fuentes de intoxicacion 56
[1.6.5.b. Etiologia 58
[1.6.5.c. Exposicidon 59
11.6.5.d. Toxicocinética 60
11.6.5.e. Efectos téxicos 61
[1.6.5.f. Diagnodstico y control 63

1.7. MUESTRAS EMPLEADAS EN LA DETERMINACION DE
BIOMARCADORES 64

1.8. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA EL CADMIO, CROMO,

MANGANESO, NIQUELY PLOMO 68
11.8.1. Espectrometria de absorcién atomica con horno de
Grafito 69
11.8.2. Otras técnicas de analisis 70

1.9. LA VALIDACION ANALITICA EN LA ESTANDARIZACION
METODOLOGICA 71

lll. MATERIAL Y METODOS 73

ll.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (EAA) 75

11l.2. REACTIVOS 76

11.2.1. Comunes 76

111.2.2. Cadmio 76

111.2.3. Cromo 77

111.2.4. Manganeso 77

111.2.5. Niquel 77

111.2.6. Plomo 78

11.3. MATERIAL E INSTRUMENTACION 78
11l.4. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE CADMIO

EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR 79

111.4.1. Procedimiento 79

[11.4.1.a. Curva patrén 79

111.4.1.b. Muestras 79

111.4.2. Condiciones en el espectrofotometro de absorcién
Atémica 80




11.5. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE CROMO

EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR 81
111.5.1. Procedimiento 81
[11.5.1.a. Curva patron 81
[11.5.1.b. Muestras 81

111.5.2. Condiciones en el espectrofotometro de absorcién
atémica 82

111.6. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE MANGANESO

EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR 83
lll.6.1. Procedimiento 83
[11.6.1.a. Curva patron 83
[11.6.1.b. Muestras 83

111.6.2. Condiciones en el espectrofotometro de absorcién
Atomica 84

1I.7. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE NiQUEL

EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR 85
1.7.1. Procedimiento 85
[11.7.1.a. Curva patron 85
[11.7.1.b. Muestras 85

111.7.2. Condiciones en el espectrofotometro de absorcién
Atomica 86

111.8. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE PLOMO

EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR 87
111.8.1. Procedimiento 87
[11.8.1.a. Curva patrén 87
[11.8.1.b. Muestras 87

111.8.2. Condiciones en el espectrofotometro de absorcién
Atémica 88

111.9. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS. DETERMINACION

DE LOS PARAMETROS CARACTERISTICOS DEL METODO 89
111.9.1. Limite de deteccidn y cuantificacion (IUPAC) 89
111.9.2. Intervalo de linealidad 89
111.9.3. Curvas de calibrado 90
111.9.4. Precisidn 90
111.9.5. Exactitud 92
111.9.6. Concentracién caracteristica 92
111.9.7. Recuperacién 93
111.9.8. Incertidumbre del método 93
111.9.9. Interferencia de matriz 98

111.10. CONTROL DE CALIDAD DE LOS ENSAYOS Y CHEQUEO DEL
EQUIPO 98



111.10.1. Control de calidad de los ensayos 98

111.10.2. Chequeo del equipo 99
11.11. MATERIALES DE REFERENCIA (CRMs) 99
11.12. LIMPIEZA DEL MATERIAL 100

111.13. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE
EXPOSICION (CADMIO, CROMO, MANGANESO, NIQUEL Y
PLOMO) EN TRABAJADORES DEL SECTOR SIDEROMETALURGICO.

PROTOCOLO DE ACTUACION 100
111.13.1. Diseiio epidemiolégico 100

111.13.2. Disefio del muestreo 101

111.13.3. Analisis estadistico de los datos 104

IV. RESULTADOS Y DIUSCUSION 107
IV. 1. VALIDACION METODOLOGICA 109

IV. 2. NIVELES DE CD, CR, MN, NI Y PB EN POBLACION TRABAJADORA

DEL SECTOR SIDERURGICO EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO

AXILAR 134
V. CONCLUSIONES 169
VI. BIBLIOGRAFIA 173

VII. ANEXOS 189



ABREVIATURAS

AAS: atomic absorption spectrometry (espectrometria de absorcion atomica).

ACGHI: American Conference Governmental Industrial Hygienists (Conferencia
Americana de higienistas industrials gubernamentales)

ALA: icido delta amino levulinico

ALA -D: deshidratasa del acido delta amino levulinico

EAA: espectrofotometria de absorcién atémica

EPIs: equipos de proteccion individual

INSHT: Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
MMT: metilciclopentadienil-manganeso-tricarbonilo

TLV: threshold limit value (valor limite umbral)

VLA: valor limite ambiental

VLB: valor limite bioldgico



10



RESUMEN

Titulo: Biomonitorizacion de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en
muestras de sangre total, orina, vello axilar y saliva en una poblacién laboral

expuesta a metales pesados

Numerosos metales entre los que se encuentran Cd, Cr, Mn, Ni y Pb, tienen gran
importancia en la industria siderurgica y en particular, en soldadura y fundicién dada
su gran toxicidad. La biomonitorizacién en Toxicologia Industrial se ha realizado
cldsicamente mediante el estudio de biomarcadores de exposicion (en nuestro caso,
metales pesados) en sangre y orina, siendo numerosas las referencias en la literatura
cientifica a estos fluidos. Sin embargo, los procedimientos para la determinacion de
metales en saliva y pelo, como muestras alternativas a las anteriores, son muy escasos
no existiendo ningin método validado que cuantifique éstos en las 4 muestras
biolégicas que se describen: sangre total, orina, saliva y vello axilar. Por otra parte, la
validacién metodoldgica es actualmente un requisito imprescindible para los
laboratorios que se dedican al control oficial. Este trabajo representa la primera
validacién analitica incluyendo todos los pardmetros recomendados por Directivas
Europeas asi como por la norma ISO/IEC 17025:2005 que son: limite de deteccién y
cuantificacion, rango de linealidad, precision (minima, intermedia y reproducibilidad),
exactitud, recuperacion (en el caso de la saliva), masa caracteristica e incertidumbre. El
limite de deteccion fue de 0.03, 0.19, 0.12, 0.24 y 0.83 pg/| para Cd, Cr, Mn, Niy Pb. La
precision minima oscilé entre 1.76 y 4.36 % para el Mn y Cr, respectivamente. La
precision intermedia se situd en el intervalo entre 2.32 y 4.94% para el Cr y Cd,
respectivamente y la reproducibilidad menor fue del 2.98% para el Pb siendo la mayor
del 4.88% (Ni). La exactitud se evalué mediante patrones certificados en sangre (0.28-
5.26 %), orina (1.20-6.59%) y pelo (0.23-4.68%). Puesto que no existen patrones de
saliva, se realizaron ensayos de recuperacion mediante la adicién de cantidades de
dichos elementos obteniendo recuperaciones que oscilaron entre el 98.25 y 105.40%.
Asimismo en el presente trabajo se indican los niveles en sangre total y orina,
asi como en saliva y vello axilar como muestras alternativas a las anteriores, en 178

trabajadores. Se trata ademas de comprobar la validez de estas muestras alternativas.
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El analisis descriptivo mostré unos niveles medios de Cd, Cr, Mn, Ni y Pb en saliva de
0.14, 3.11, 6.94, 7.79 y 3.03 pg/l, mientras en vello axilar fueron 0.07, 3.43, 2.35,3.29y
24.33 ug/g para Cd, Cr, Mn, Niy Pb respectivamente. La influencia de ciertas variables
sobre los niveles de metales en dichas muestras se valoré mediante una encuesta que
incluia entre otros items edad, sexo, ubicacién de la vivienda, antigliedad en el puesto,
habito tabaquico y alcohdlico y consumo de alimentos.

En cuanto a la asociacion de los niveles de elementos metalicos estudiados con
los estilos de vida y otros posibles factores de confusidn, el andlisis multivariante ha
encontrado una asociacién positiva en los siguientes casos: Cd en orina con el Cd en
vello axilar y la edad y Cd en sangre con el habito tabaquico. Los niveles de Cr en
sangre se asociaron con los de orina y con la antigliedad en el puesto de trabajo. El Cr
en orina se asocié con el Cr en sangre y en saliva, influencidndose ademas por el
consumo de conservas. Se observd igualmente asociacidn entre los niveles de Cr en
vello axilar y saliva. Por su parte, el Mn en sangre se asocio con la residencia en el
centro de las ciudades. Los niveles de Ni en sangre y orina se correlacionaron entre si
asi como los de Ni en saliva y vello axilar. EI Ni en saliva mostré asociacién con el
habito alcohdlico y la antigliedad en el puesto de trabajo. Finalmente se observd
asociacién entre los niveles de Pb en sangre y los de orina y vello axilar asi como entre

los niveles de Pb en orina y vello axilar con el habito alcohélico.

12
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Justificacidn, Hipdtesis de trabajo y Objetivos

1.1. JUSTIFICACION

Las numerosas caracteristicas de los metales han dado lugar a su uso en un
gran numero de actividades industriales destacando entre ellas la mineria y las
industrias de transformacién, fundiciones y metalurgia en general. No obstante, este
uso conlleva una amplia gama de peligros potenciales para la salud de los

trabajadores, pudiendo tener ademas un impacto ambiental considerable.

Las intoxicaciones por metales pesados constituyen probablemente una de las
parcelas mds importantes de la toxicologia industrial. Como se ha mencionado
anteriormente, son muchas las actividades laborales en las que se manipulan estos
compuestos, tal y como recoge de forma especifica el Real Decreto 1299/2006, por el

gue se aprobé el nuevo cuadro de enfermedades profesionales.

De todos los trabajadores del sector del metal, los que presentan un mayor
riesgo de exposicién a metales pesados son los soldadores. Estos trabajadores, muy
extendidos en diferentes industrias, se encuentran expuestos a chispas, particulas y
vapores de metales durante su jornada laboral, por lo que en ellos se prioriza el control
del riesgo para evitar las consecuencias nocivas de la exposicidon, es decir, para
prevenir la aparicidn de intoxicaciones crdnicas. La soldadura es una importante
actividad laboral y, aunque cada vez se encuentran mas aplicaciones para los
procedimientos automaticos de soldadura, la de arco manual sigue siendo aun el

principal método empleado en la soldadura industrial.

La forma de evaluar el riesgo de los soldadores por exposicién a metales
pesados se puede realizar bien a través del control atmosférico (viendo si se respetan
o no los limites tolerables de exposicion y las concentraciones maximas permisibles) o
bien mediante la biomonitorizacidn, que tiene notoria importancia en las exposiciones
crénicas y que constituyen sin duda un método muy valioso para valorar
cuantitativamente la exposicion a contaminantes industriales, incluyendo los humos

metalicos.

La inmensa mayoria de los biomarmadores de exposicion a metales pesados se
determinan en sangre y en orina. Mientras la orina es una muestra aceptada y de facil

recoleccion en la poblaciéon laboral, no ocurre igual con la sangre donde las
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extracciones constituyen un método cruento, no bien aceptado por la mayoria de los
trabajadores. Por ello, se considera de utilidad buscar nuevos fluidos o muestras
biolégicas como muestras complementarias o alternativas para valorar la exposicién,
entre las que destacan la saliva y el vello axilar. El pelo, en general, ha demostrado
utilidad para valorar exposiciones crénicas, debido a que los metales pesados se
incorporan a la matriz capilar por donde se eliminan, aunque esta via de excrecion es
cuantitativamente poco relevante. Por otro lado, la saliva, también constituye una
muestra de gran utilidad para la biomonitorizacidon segun han puesto de manifiesto

diversos estudios previos.

Segun el Observatorio de Enfermedades profesionales del Ministerio de
Trabajo, hay una tendencia a la infradeclaracién de las enfermedades profesionales.
Las enfermedades de origen ocupacional cuyo agente etioldgico es la exposicién a
agentes quimicos constituyen la cuarta causa de enfermedades ocupacionales, por
detras de los agentes fisicos, enfermedades de la piel y enfermedades provocadas por
inhalacién de agentes téxicos. El hecho de que ocupen este cuarto puesto puede
deberse a la falta de adecuados sistemas de biomonitorizacidn que faciliten el control

de la exposicion crénica a este tipo de sustancias nocivas.

En el contexto de los metales, y mds concretamente en el sector de Ia
soldadura, los metales pesados con mayor relevancia por sus riesgos para la salud de

los trabajadores son el cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo.

Respecto del cadmio cabe resaltar sus multiples usos que lo convierten en un
material muy utilizado en la industria del metal. Proporciona resistencia a la corrosion
al acero, hierro y diversos productos por lo que su uso es muy frecuente en aleaciones
para piezas automotrices, soldaduras y maquinaria industrial. A través de la
galvanoplastia, el cadmio forma parte del recubrimiento de muchos materiales
mejorando asi sus caracteristicas fisicas. La exposicidon al cadmio suele ocurrir en el
empleo de diversos productos metalicos, sobre todo en soldadores que trabajan con
varillas que contienen este metal, en materiales recubiertos por el mismo o en
aleaciones que lo contienen como el bronce. La importancia de la biomonitorizar la

exposicién a este metal radica en su potencial capacidad carcinogénica.
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El cromo se utiliza frecuentemente en el sector del metal, sobre todo en las
aleaciones con el acero y la galvanoplastia. En ambos usos se generan particulas y
vapores o gases que pueden ser inhalados por el trabajador, sobre todo si se
encuentra en espacios cerrados o con cierto grado de confinamiento. Es importante
destacar su accidén cancerigena y mutagénica en el caso de la exposicién a cromatos,

dicromatos o cromo hexavalente y sus sales.

El niquel se emplea en la fabricacion de anodos de las cubas electroliticas para
el niquelado (galvanoplastia), en baterias alcalinas de niquel-cadmio, monedas,
colorantes (6xidos de niquel) para esmaltes ceramicos, como catalizador quimico en la
industria de plasticos y aceites industriales y, sobre todo, en las aleaciones con
diversos metales entre los que destacan el hierro (acero inoxidable), el cobre y el
aluminio. El niquel también es carcinogénico, capaz de provocar cancer de seno

etmoidal, nasal y broncopulmonar.

El manganeso forma parte de los recubrimientos de electrodos para soldadura
y se emplea también en aleaciones con diversos metales, especialmente con el hierro.
Por este motivo, los soldadores son el personal probablemente mas expuesto a los

efectos nocivos de este metal.

Por ultimo, el plomo debe su importancia a sus amplios y frecuentes usos en el
sector del metal, encontrdndose en muchas y muy diversas facetas de la soldadura que
abarcan la construccién, fontaneria, revestimientos, etc. Las aleaciones de plomo que
se emplean en soldaduras generan particulas y vapores o gases de este metal
pudiendo ser inhalados por el trabajador, sobre todo si se trata de espacios cerrados o
confinados. Si ademas los soldadores trabajan en superficies con pinturas a base de
plomo, el riesgo se multiplica al contener usualmente estos vapores mayor
concentracién de dicho elemento. Los talleres y fabricas donde se utiliza, son una gran
fuente de exposicion, pudiendo contaminar el aire, el agua y el suelo. La prevencion de
la toxicidad crénica por este metal se ha considerado un reto a conseguir mediante
programas de vigilancia médica y bioldgica en empresas con objeto de garantizar una
exposicién segura y lo mds importante, una salud laboral integral, concepto de maxima

relevancia en el ambito preventivo de la salud laboral.
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Por todo lo anteriormente mencionado, el cadmio, cromo, manganeso, niquel y
plomo, se perfilan como los prinicpales elementos téxicos mas representativos para los
trabajadores del sector de la soldadura. Su biomonitorizacidon en sangre y orina puede
ser util para comprobar el nivel de impregnacidon de estos trabajadores y para prevenir
las consecuencias negativas segun las estimaciones de riesgo que se obtengan al
realizar los analisis. Ademds, para una evaluacidn mads precisa de los resultados
obtenidos es esencial disponer de datos relativos a los habitos del trabajador, en
especial a su alimentacién, al consumo de alcohol y tabaco, asi como factores laborales
como la antigliedad en el puesto de trabajo o el uso de equipos de proteccién
individual (EPIs). Por este motivo resulta necesario que los trabajadores objeto del

presente estudio cumplimenten una encuesta epidemioldgica.

Los trabajadores de la industria siderurgica y soldadura presentan unas altas
tasas de sinistralidad laboral debido a los numerosos riesgos a los que se exponen
durante su jornada laboral. Por eso, este estudio evaluard de forma indirecta la
eficacia de los equipos de proteccion, tanto colectivos como individuales, de donde se
puede desprender la necesidad de inculcar en los trabajadores una mayor
concienciacion acerca del uso efectivo de medidas de prevenciéon en su puesto de
trabajo. Un trabajador bien protegido con su correspondiente mascarilla, guantes,
pantalla, etc. presentard, a priori, unos niveles mas bajos de metales en las muestras
biolégicas, reduciendo asi el riesgo de desarrollar enfermedes profesionales como

consecuencia de exposiciones prolongadas.

1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

El cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo, son cinco de los principales
agentes toxicos a los estdn expuestos los trabajadores del sector de la siderurgia,
incluyendo a los trabajadores de la soldadura. La biomonitorizacién de cadmio, cromo,
manganeso, niquel y plomo en trabajadores del sector de la siderurgia, incluyendo a
los trabajadores de la soldadura constituye una herramienta de gran eficacia para la
prevencion de las enfermedades profesionales causadas por la exposicion a dichos
metales ya que contribuye a identificar situaciones de exposicidon excesiva en los

controles bioldgicos rutirnarios. Ademds, el empleo de muestras alternativas o
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complementaruas a las clasicas (sangre y orina) como la saliva y el vello axilar son de

gran ayuda con fines de biomonitorizacion, ya que son muestras menos cruentas y

excelentes vehiculos de excrecidn de los metales pesados.

l. 3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Comprobar la validez de la determinacién de cadmio,

cromo, manganeso, niquel y plomo en muestras de saliva y vello axilar respecto

de otros fluidos clasicos (sangre y orina).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o

Establecer métodos validados de andlisis para determinar cadmio,
cromo, manganeso, niquel y plomo en sangre total, orina, saliva y vello
axilar empleando la técnica de Espectrofotometria de Absorcién
Atomica (EAA) con horno de grafito.

Determinar los niveles de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo
en sangre, orina, saliva y vello axilar de los trabajadores del sector
siderometalurgico.

Comparar estos niveles de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo
con los valores de referencia, determinando el grado de exposicion (o
de impregnacién) en estos trabajadores.

Establecer, de acuerdo con lo anterior, la posible existencia de riesgos a
medio o largo plazo en funcién del nivel de impregnacion detectado,
evaluando la eficacia de las medidas preventivas.

Evaluar si existe correlacion entre las muestras alternativas de saliva y
vello axilar y las clasicas de sangre y orina con el fin de establecer un
sistema de biomonitorizacion menos cruento.

Analizar, mediante una encuesta, la posible influencia de factores
laborales y de habitos alimentarios y tdxicos, sobre los niveles de
cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en la poblaciéon de nuestro

estudio y que pudieran actuar como factores de confusién.
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Introduccion

Il. INTRODUCCION

1.1. LA BIOMONITORIZACION EN TOXICOLOGIA INDUSTRIAL

Uno de los aspectos fundamentales y de actualidad en materia de higiene
industrial y vigilancia de la salud lo constituye la evaluacidon del riesgo frente a
contaminantes quimicos industriales. Esta evaluacién permitird conocer si un
determinado colectivo, en nuestro caso el de trabajadores del sector siderurgico
incluyendo a soldadores, sufrira las consecuencias nocivas derivadas de la exposicion a

dichos contaminantes.

La presencia de un téxico en el ambiente laboral implica un riesgo, no obstante
para hablar de impregnacion (contacto o exposicion al contaminante) es necesario
detectar la sustancia toxica o sus metabolitos en algun fluido biolégico, o bien
alteraciones inducidas por la misma sobre componentes celulares, bioquimicos o

funcionales de un organismo (intoxicacién) (Gil y Rodrigo, 2012).

La evaluacion del riesgo requiere como paso previo la evaluacidon de la
exposicidén que, en higiene industrial, se suele realizar mediante el control atmosférico
de los contaminantes industriales y/o su biomonitorizacion en fluidos bioldgicos de
trabajadores expuestos. Asimismo, también se pueden utilizar biomarcadores de
respuesta toxica precoz en fluidos bioldgicos, que tienen especial interés en

alteraciones organicas especificas producidas tras exposiciones prolongadas.

11.1.1. Indicadores biolégicos o biomarcadores

Un biomarcador seria un parametro que se mide en un medio bioldgico del
trabajador (aire exhalado, orina, sangre y otros), en un determinado momento, y que
estd asociado directa o indirectamente con la exposicion global a un contaminante
guimico presente en el ambito laboral, es decir, por cualquiera de las vias de entrada o
absorcion. La medida puede indicar una exposicidn reciente, la exposicion promedio

diaria o la cantidad total del agente acumulada en el organismo, denominada también
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carga corporal total. Se entiende por valor limite bioldgico (VLB) el limite de la
concentracion en el medio biolégico adecuado del agente quimico o de uno de sus
metabolitos, o de otro indicador bioldgico directa o indirectamente relacionado con los

efectos de la exposicidon del trabajador al agente en cuestion (Real Decreto 374/2001).

En un amplio sentido del término, el concepto de biomarcador incluye la
presencia de un contaminante en un medio bioldgico de un trabajador (usualmente
fluido) y/o las alteraciones sobre los componentes celulares, rutas bioquimicas,
procesos o funciones en su organismo, susceptibles de cuantificarse, y por tanto de
objetivarse. Se trata, por ello, de un indicador de la respuesta biolégica que produce
sobre dicho organismo frente a la agresién de un xenobidtico a consecuencia bien de
una exposicion relativamente reciente (aguda o subaguda), bien a lo largo del tiempo

(crénica).

Segun Silbergeld y Davis (1994) un biomarcador es una sefial fisioldgica que
refleja exposicién a agentes quimicos, alteracidon celular o funcional precoz o una
mayor predisposicién al desarrollo de alteraciones organicas, y que permite establecer
una estrategia adecuada en la resolucion del problema e investigar las causas con la

finalidad de disminuir los efectos nocivos derivados de la exposicion.

Esta definicién contempla no sdélo la exposicién y el efecto, sino también la

susceptibilidad.

El grupo de trabajo del Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajoy
otros autores, al hablar de VLB, consideran Unicamente dos tipos de indicadores
bioldgicos: a) indicador bioldgico de dosis, parametro que mide la concentracién del
agente quimico o de alguno de sus metabolitos en un medio bioldgico del trabajador
expuesto; b) indicador biolégico de efecto, pardmetro que puede identificar
alteraciones bioquimicas reversibles, inducidas de modo caracteristico por el agente
guimico al que estd expuesto el trabajador (Bartual et al., 2001). Como podemos
observar no contemplan el concepto de susceptibilidad, que valoraria la mayor o

menor sensibilidad individual frente a un contaminante.
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Los criterios de toxicidad ambiental (VLA o TLV, en las normativas espafnola y
americana, respectivamente) hacen referencia exclusivamente a la via de absorcion
respiratoria y se establecen para medias poblacionales, no considerando las
variaciones interindividuales (de caracter toxicocinético o toxicodindmico) e
intraindividuales (como consecuencia de una alteracién fisiopatoldgica concreta en un
periodo de tiempo determinado), permitiendo asi una evaluacion globalizada de la
exposicién capaz de reflejar cambios subclinicos reversibles de gran utilidad

preventiva.

Sin embargo la biomonitorizacidon también presenta sus limitaciones. Una es la
imposibilidad de aplicacién a aquellos contaminantes que ejercen una toxicidad global
e instantdnea, o bien aquellos cuya tasa de absorciéon sea minima y, en consecuencia,
su concentracién en fluidos suele estar generalmente por debajo de los limites de
deteccion analitica. Otra limitacidn es su inespecificidad. Aun cuando existen algunos
biomarcadores especificos, como por ejemplo, los niveles de un metal en sangre u
orina, en muchos otros casos nos encontramos con un alto grado de inespecifidad, por
ejemplo cuando se mide un metabolito comun a varios contaminantes. En este sentido
la complementariedad entre los biomarcadores pueden ser de gran ayuda para

aumentar su potencia diagnostica.

Asi, se puede definir como biomarcador ideal aquel que cumpla los siguientes

requisitos (clasificados por orden de importancia):

- La muestra donde se va a valorar debe recogerse facilmente y ser éticamente
aceptable.

- Debe reflejar una alteraciéon subclinica y reversible, por lo tanto sera util en la
prevencion de posibles alteraciones futuras.

- Debe ser lo mas especifico posible, garantizando asi un diagndstico correcto.

- Su andlisis debe ser facil.
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1.2. CONSIDERACIONES ANALITICAS GENERALES

Algunos contaminantes precisan de indicaciones especificas en relacién con el
momento en el que se toma la muestra, sobre todo como consecuencia de factores
toxicocinéticos. Asi, podemos distinguir cinco supuestos (Bartual et al, 2001; Bernal et

al, 2002; ACGIH, 2003):

1. Aquellos en los que es independiente u opcional el momento en que se obtiene
la muestra. Es el caso de los metales pesados, téxicos tipicamente acumulativos
cuya absorcién supera con creces la eliminacién.

2. Recogida al comienzo de la semana, tras aproximadamente dos dias sin
exposicién.

3. Recogida al final de la semana, tras cuatro o cinco dias de exposicion
consecutivos (lo ideal seria tomarla al final del Gltimo dia de trabajo).

4. Recogida al final del turno de trabajo, en las dos ultimas horas de su jornada o
lo antes posible justo después de cesar la exposicion.

5. Recogida durante el turno, una vez que el trabajador ha estado expuesto

durante un minimo de dos horas.

Un aspecto a tener en cuenta es la expresion de los resultados, especialmente
en muestras de orina, ya que pueden verse influidas por el efecto de dilucién de la
muestra que no ocurriria si se dispusiera de la diuresis de 24 horas. Sin embargo en el
medio laboral es muy dificil obtener la orina de 24 horas y las muestras suelen
recogerse en un momento concreto o puntual, de ahi que se opte por expresar los
resultados en microgramos o miligramos del metabolito de interés respecto a los
gramos de creatinina, marcador de filtracion glomerular cuya eliminacion suele
mantenerse constante en el tiempo, considerdndose validas aquellas muestras cuya
creatinina se encuentre comprendida en el intervalo entre 0,5y 3,0 g/I (Bartual et al,

2001; ACGIH, 2003).

Otra cuestién relevante son las unidades y la necesidad de aportar el valor de
normalidad. Es conveniente diferenciar entre valor de normalidad y valor limite.

Ademas, hay que considerar que en algunos casos el valor de referencia se ha
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obtenido a partir de ensayos en animales de experimentacion, con la dificultad que

supone la extrapolacion a la especie humana.

Otro aspecto de enorme interés lo constituye la interpretacion de resultados.
En torno a ella subyacen tres cuestiones a considerar: el resultado analitico en si
mismo, el valor de referencia con el cual va a ser comparado vy las caracteristicas del
propio sujeto. En el resultado analitico, las principales fuentes de error pueden

provenir de:

- La muestra: en muchos casos no es la adecuada; por ejemplo la determinacion
de plomo sobre una muestra de sangre recogida en un tubo con activador de la
coagulacién. En este caso se dispondra de suero pero no de sangre total, que es
la muestra idénea teniendo en cuenta que el plomo se encuentra ligado en un
95% al eritrocito. También son interesantes los aspectos relacionados con la
conservacién, fuentes de contaminacién e interferencia con el anticoagulante.

- El método analitico: Las técnicas deberdn ser lo mas sensibles y especificas
posible, debiendo ser métodos validados que incluyan como minimo el limite
de deteccién de la técnica analitica, la precisidon y la exactitud. Existen unas
normas UNE relacionadas con la determinacién de algunos marcadores
(Métodos de ensayo para evaluar los riesgos producidos por sustancias

peligrosas en el lugar de trabajo. Bernal et al, 2002; Gil, 2012b):

e UNE 81592: 1992. Determinacién de la actividad del ALA-D* en sangre.

e UNE 81593: 1992. Determinacion de ALA” en orina.

e UNE 81594: 1992. Determinacion de protoporfirina cinc en sangre.

e UNE 81751: 1997 y UNE 81751/1M: 1999. Determinacién de estireno en
aire exhalado.

e UNE 81591:1991 y UNE 81590: 1992. Determinacion de plomo en sangre.

e UNE 81595: 1998. Determinacién de mercurio en orina.

- La expresién de resultados, ya comentada con anterioridad.

! Deshidratasa del 4cido delta-amino levulinico

2 Acido delta-amino levulinico
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Por tanto dada la variabilidad natural de las concentraciones de contaminantes

en las muestras bioldgicas, los resultados no deben corresponder a una Unica muestra,

sino a la media obtenida a partir del analisis de muestras repetidas.

Hay que insistir que el hecho de que un trabajador supere un limite biolégico,

no necesariamente implica una exposicién excesiva, aunque se deben investigar las

causas y establecer las medidas encaminadas a la reduccidn de la exposicion.

1.3. CLASIFICACION DE LOS BIOMARCADORES

En la actualidad pueden distinguirse tres tipos de biomarcadores: de

exposicién, de respuesta o efecto y de susceptibilidad. La exposicion a un determinado

contaminante implica una dosis interna capaz de interaccionar con sus receptores o

dianas en los diferentes organos y sistemas, dando lugar a una respuesta bioldgica

gue, a su vez, estd modificada por la diferente susceptibilidad individual.
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1. Biomarcadores de exposicién. Se trata de un compuesto quimico, o bien un

producto formado en su metabolizacién, que se determina en un medio biolégico
(sangre, orina, pelo, saliva, uias, aire espirado) y que refleja exposicién al mismo.
Seria compatible con el concepto de indicador bioldgico de dosis.

2. Biomarcadores de respuesta o efecto. Como consecuencia de la presencia de un

contaminante en el organismo, pueden alterarse actividades enzimaticas o
pardmetros en rutas bioquimicas, provocar interacciones con macromoléculas,
estrés oxidativo, etc. Equivale al concepto de indicador bioldgico de efecto; no
obstante, cualquier indicador biolégico de efecto, en sentido estricto también lo
seria de exposicidén, ya que para que se origine una determinada respuesta es
condicidn necesaria la exposicién previa al contaminante (Gil y Hernandez, 2009;
Gil, 2012b).

3. Biomarcadores de susceptibilidad. En general son debidos a factores genéticos y

se reconocen estudiando variantes alélicas de genes polimérficos que codifican
determinadas proteinas o enzimas implicadas en la toxicocinética o toxicodinamica

permitiendo asi valorar la sensibilidad individual frente a un contaminante quimico
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en el medio laboral. En este apartado encontramos las enzimas de fase | y Il del
metabolismo. Asi, por ejemplo, en la fase | destaca el sistema polimérfico activador
del complejo isoenzimatico del citocromo P- 450, y en la fase ll, algunas enzimas
implicadas en los procesos de detoxificacion, destacando sobre todo las N-

acetiltranferasas y las glutation-S-transferasas.

En la actualidad los biomarcadores mas empleados en vigilancia de la salud son

los de exposicidon y efecto, de los que nos vamos a ocupar a continuacion.

Il. 3.1. Biomarcadores de exposicién

Dentro de los indicadores bioldgicos de exposicién mas usuales en el medio
laboral, nos ocuparemos mas concretamente del grupo de metales pesados muy
empleado en la industria y especialmente en el sector siderurgico (cromo, niquel,
manganeso, cadmio y plomo). En la siguiente tabla se indica el valor de la normalidad
gue haria referencia a datos obtenidos a partir de estudios poblacionales y que

garantizarian la no aparicion de alteraciones (Lauwerys y Hoet, 1993).

El limite bioldgico se corresponde con el VLB propuesto por el INSHT o bien por
la American Conference Governmental Industrial Hygienists (ACGHI). (Bartual et al,

2001; ACGIH, 2003).
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Tabla 1. Valores de la normalidad, limites bioldgicos y momentos de muestreo de

cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en muestras bioldgicas obtenidos a partir

de estudios poblacionales

Medio Valor de la Limite Momento de
Contaminante
biolégico normalidad biolégico muestreo
Cadmio(Cd)*** | Sangre 5 g/l 0]
Orina <2 ug/gcreat | 5ug/gcreat
Cromo VI(Cr) orina <5ug/gcreat | 10/30 ug/g | FJL/FSL
creat
Manganeso(Mn) | Sangre <1pg/100 ml
Orina < 3 ug/g creat
Niquel(Ni) Plasma < 0,05ug/100 0
ml
Orina 30 pg/g creat*
< 2 ug/g creat
Plomo(Pb) Sangre <30-40 70ug/100 ml
ug/100ml

*Valor propuesto por Lauwerys y Hoet (1993); FIL: final de la jornada laboral; FSL: final

de la semana laboral; O: opcional o indiferente.

*% . . . .
En el caso del plomo la primera cifra del valor de la normalidad hace referencia a

mujeres en edad fértil (30 ug/100ml).

Los niveles de cadmio se ven influidos por el habito tabaquico.
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11.3.2. Biomarcadores de respuesta o efecto

En este apartado nos ocuparemos concretamente del plomo, Unico metal

pesado que posee biomarcadores de respuesta o efecto de uso frecuente en salud

laboral.

Tabla 2. Valores de la normalidad, limites bioldgicos y momentos de muestreo de

biomarcadores de respuesta o efecto frente a la exposicién a plomo

Contaminante Momento
Medio Valor de
quimico- Limite biolégico de
biolégico normalidad

metabolito muestreo
Plomo
Porfirina libre Eritrocitos | 75 pug/100ml erit | 80 pug/100ml erit*
zzpP Sangre <40 pg/100ml 40 pg/100ml*

<2,5 ug/g Hb 3 ug/g Hb*

ALA Orina <4,5mg/g creat | 5mg/g creat*
Coproporfirinas | Orina <100mg/g creat | 100mg/g creat*
ALA-D Eritrocitos | >100U/10° erit <70U/10° erit

*Valores propuestos por Lauwerys y Hoet (1993). ZZP: Protoporfirina zinc; ALA: acido

delta amino levulinico; ALA-D: 3acido delta amino levulinico deshidratasa; erit:

eritrocitos; creat: creatinina; Hb: Hemoglobina

1..4. VIGILANCIA AMBIENTAL FRENTE A VIGILANCIA BIOLOGICA

Ante la imposibilidad de eliminar la presencia de contaminantes toxicos en el

ambiente laboral, y la continua aparicion de nuevos productos quimicos, se hace

imprescindible fijar unos niveles que garanticen la salud y el bienestar de los
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trabajadores. No obstante, la variabilidad individual, asi como la falta de datos precisos
respecto de los posibles efectos toxicos a medio y largo plazo, obliga a la revisién
periddica de estos limites. Conviene destacar el hecho de que sdlo puede prevenirse

aquel riesgo que sea previamente detectado y evaluado.

Los limites tolerables de exposicion se establecen a partir de la
experimentacién animal, de estudios epidemioldgicos y de la experiencia industrial.
Los organismos internacionales mas importantes encargados de establecerlos son

(Bernal et al, 2002):

- National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), que propone los

Recommended Exposure Limits (REL).

- Occupational Safety and Health Administration (OSHA), que establece los

Permissive Exposure Limits (PEL).

- Americam Conference of Governmental Industrial Higienist (ACGIH), que se

encarga de promulgar los Threshold Limit Values (TLV).

- Comité mixto de la Organizacidon Internacional del Trabajo/Organizacion

Mundial de la Salud (OIT/OMS).

- Control of Substances Hazardous to Health (COSHH), que propone los
Occupational Exposure Standard (OES), entre los que se encontrarian los

Maximum Exposure Limits (MEL).

Sin duda los que tienen mayor prestigio en el ambito de la higiene industrial son los
TLV de los que se distinguen varias modalidades (Falagan, 2005; Lauwerys, 1994;

Fuentes et al, 1999; ACGIH, 2003):

- TLV-TWA (Time Weighted Average). Concentracién media de sustancia quimica
en el aire ambiental que, respirada a razén de 8 horas diarias y 5 dias a la
semana (40 h semanales) durante toda una vida profesional (aproximadamente

30 afios), no produce lesién alguna en la media de la poblacion trabajadora.

Conviene hacer algunas consideraciones. En primer lugar, son valores

gue presuponen como Unica via de entrada la respiratoria, de ahi que si
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penetra ademds por via cutdnea, el TLV ambiental no representaria un
elemento se seguridad al no contemplar esta otra via de absorcién. Por otra
parte, en la definicidn se alude a que no provoca efectos lesivos en la media de
la poblacién trabajadora, es decir, puede que existan trabajadores que como
consecuencia de factores que modifiquen su toxicidad (en la absorcidn,
alteraciones de la funcion hepdtica que impidan una adecuada metabolizacién,
lesiones en el sistema renal, etc.), no se incluyan en esa poblacion media
estdndar y puedan desarrollar efectos adversos, no evitando asi el TLV el

escalon se seguridad individual.

TLV- STEL (Short Term Exposure Limits). Limite de exposicion a corto plazo. Es la
concentracion media que, respirada a razén de exposiciones maximas de 15
min al dia, espaciadas al menos 1 h, y con un maximo de 4 exposiciones en la

jornada laboral, no producen lesién en la media de la poblacién trabajadora.

EEL (Emergency Exposure Limits). También denominada concentracidon
inmediatamente peligrosa para la vida y la salud (IPVS). Representa la
concentracion que puede tolerarse durante 30 min sin riesgo de sintomas
graves ni efectos irreversibles para la salud, siendo posible la aparicidon de
efectos reversibles. Pueden ser tolerados de forma excepcional, normalmente
en exposiciones breves y unicas en la vida laboral, a consecuencia de

accidentes.

MAC (Maximum Allowable Concentration) o TLV-C (Ceiling). Concentracion de
sustancia quimica en el aire ambiente que nunca debe ser sobrepasada. Se
denomina también valor techo (TLV-C). Una sustancia se clasifica en esta
categoria cuando produce irritacién intolerable, dafios tisulares irreversibles o

narcosis. Por ejemplo el TLV-C es relevante en los gases irritantes.
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11.4.1. Valores limites ambientales en la normativa espafiola

El Real Decreto 374/2001, de 6 de abril, recoge la normativa sobre la proteccién
de la salud y seguridad de los trabajadores contra los riesgos relacionados con los

agentes quimicos durante el trabajo, e indica los valores limites ambientales (VLA).

Los VLA, al igual que los TLV propuestos por la ACGIH, representan unas
condiciones que, basandose en los conocimientos actuales, la mayoria de los
trabajadores pueden estar expuestos diariamente durante toda su vida laboral, sin que
sufran efectos adversos para su salud. Sin embargo, nuevamente se habla de la
mayoria y no de la totalidad debido a las diferencias inter e intraindividuales; por otra
parte, sirven exclusivamente para la evaluacién y el control de los riesgos por
inhalacidén y via respiratoria de los agentes quimicos incluidos en la lista de valores

propuesta por el grupo de trabajo del INSHT (Falagan, 2005).

Cuando alguno de estos agentes se absorba también por via cutanea, bien por
manipulacion directa o a través del contacto de los vapores con las partes
desprotegidas de la piel, y esta aportacion pueda resultar significativa para la dosis
absorbida por el trabajador, el agente en cuestién aparece senalado en la lista con la

notacion via dérmica (RD 374/2001; Falagan, 2005).

Esta llamada advierte, por una parte, que la mediciéon de la concentracidn
ambiental puede no ser suficiente para cuantificar la exposicién global y, por otra, de

la necesidad de adoptar medidas para prevenir la absorcién cutanea.

1.5. LA SOLDADURA METALICA (Rojas, 2009)

Este procedimiento es un método de unidn con amplias posibilidades en la
industria y la construccion. A través de la aplicacién de calor o presidon se unen metales
mediante una soldadura ligera, con la fuerza y resistencia aproximada del metal

original.

La soldadura es una actividad intensiva de trabajo. Aunque cada vez se
encuentran mas aplicaciones para los métodos automaticos de soldadura, la de arco
manual continda siendo el procedimiento mds utilizado.
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A principios del siglo XIX se tecnificd el proceso de soldadura, que hasta ese
momento se conseguia utilizando las fraguas, el yunque y el martillo. Asi, se introdujo
el soplete oxiacetilénico y, a finales de dicho siglo, empezd a usarse la soldadura
eléctrica. En la actualidad existen diversos procedimientos de soldadura: MIG, MAG,
TIG, laser, plasma, haz de electrones, etc. Todos estos nuevos procesos se basan en el
mismo principio: elevar la temperatura del punto de unidén hasta conseguir la fusién

del metal, de tal forma que al enfriarse se forme una unién homogénea.

Los procesos de soldadura dan lugar inevitablemente a la aparicién de humos y
gases que, en conjunto, se denominan humos de soldadura. La inhalacidon de los
mismos por parte de los operarios implicados puede ocasiones alteraciones de la salud
en forma de intoxicaciones agudas asi como de enfermedades profesionales de diversa
naturaleza, dependiendo del tipo de soldadura, materiales soldados, continuidad de la
exposicién, efectividad de la ventilacién, etc. Sin embargo, los trabajadores de la
soldadura no solo estdn expuestos a los humos correspondientes, sino también a otros
riesgos para la salud tanto de tipo fisico (radiaciones oépticas, quemaduras,
explosiones, riesgos eléctricos, ruido), como mecanicos (proyeccién de particulas) y

ergondémicos (manipulacion de cargas).

Los humos de soldadura consisten en una mezcla de particulas y gases que se
producen tras el fuerte calentamiento y descomposicidn de los compuestos presentes
en el punto de soldadura en las inmediaciones del operario, a saber las piezas a soldar,
los recubrimientos de las superficies de estas piezas, los materiales de aporte
utilizados en el proceso y la contaminacién del aire de la zona de soldadura. Las
particulas estdn constituidas por dxidos metdlicos y los gases por didxido de carbono,

monéxido de carbono, dxidos nitrosos y ozono.

La cantidad de humos que inhalan los soldadores depende de varios factores,
entre ellos el total de humos que se producen durante la jornada de trabajo, la
posicion del soldador en relacién al punto de soldadura, la ventilacion del puesto de
trabajo, la pantalla de soldadura y la utilizacién de equipos de proteccion individual
para proteger las vias respiratorias. La cantidad total de humos producidos varia segin

el proceso de soldadura y, dentro de cada uno de ellos influyen varios factores. En
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general éstos son el tiempo efectivo de soldadura, la cantidad de materiales de aporte
consumida, la potencia calorifica aplicada y el tipo de recubrimiento de las piezas

(pinturas, barnices, plasticos, etc.).

11.5.1. Peligros de la soldadura para la salud (Lewis, 1999; Rojas, 2009)

La inhalacién de humos de soldadura puede perjudicar la salud. Los érganos
afectados y la gravedad de las lesiones dependen de los contaminantes presentes en
los humos y de la cantidad inhalada. Cada contaminante tiene asignada una
concentracién maxima en el aire conocida como valor limite ambiental (VLA) que, si no
se supera durante toda la vida laboral, con el conocimiento cientifico actual se puede
considerar que no sufrirdn problemas de salud. Si se superan los VLA, entonces

aumenta la probabilidad de que se produzcan los dafios sobre la salud.

Para algunos de los contaminantes que pueden estar presentes en los humos
de soldadura, tales como metales pesados (cromo, cadmio), gases (mondxido de
carbono), aniones (fluoruros), se dispone también de valores limite bioldgicos (VLB)
por lo que mediante el analisis de muestras bioldgicas se puede obtener informacion
sobre la exposicion que es complementaria a la obtenida en los muestreos

ambientales.

La soldadura de arco metdlico (SAM) con proteccién para unir acero ligero es el
uso mas comun. La principal exposicion es al 6xido de hierro, y el depdsito pulmonar
de este material particulado no fibrégeno ha originado el desarrollo de neumoconiosis
benigna. La exposicién a vapores de manganeso y fluoruro puede ser considerable

cuando se utilizan ciertas varillas de soldadura.

Las propiedades de resistencia a la corrosion del acero inoxidable se deben a
una concentracién elevada de cromo (del 18 al 30%). También suele haber niquel y
manganeso en diferentes aleaciones del acero inoxidable. La exposicion al cromo (que
incluye Cr VI), niquel y manganeso pueden ser considerables, en particular, con el
proceso de arco metdlico con gas (AMG). La superficie del acero inoxidable refleja la

radiacidon ultravioleta y puede formar éxidos de nitrégeno y ozono. La soldadura con
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hidrogeno bajo de acero inoxidable genera concentraciones altas de vapores de

cloruro.

Casi todos los soldadores de aluminio utilizan el método con gas inerte
tungsteno (GIT). Al igual que con el acero inoxidable, se origina la formacién de ozono.

También es considerable la formacion de 6xido de aluminio y polvo.

Las soldaduras de arco y con gas generan vapores metdlicos. Se utiliza una
antorcha de acetileno para generar una llama intensa. La soldadura de plata puede
generar la exposicion a 6xido de cadmio capaz de causar lesidon pulmonar aguda y la
muerte, especialmente en zonas cerradas y poco ventiladas. Asimismo se han descrito
consecuencias similares debidas a la alta concentracion de los éxidos de nitrégeno
originados durante soldaduras con gas. En todos los casos, el factor critico que originé

el peligro fue la ventilacién inadecuada.

La radiacién y el calor originan las lesiones mds comunes en los soldadores: la
fotoqueratitis (chispazo de los soldadores) y las quemaduras térmicas, a menudo
relacionadas con el uso inadecuado de lentes protectoras, guantes y pantallas. Las
chispas o desechos que se desprenden pueden causar quemaduras o lesiones oculares.
La exposicion al ruido suele exceder 80 dB en el proceso de soldado, en particular en
las operaciones de cortado a acanalado; en la soldadura de plasma (donde se genera
calor intenso), los valores pueden aproximarse a 120 dB. Las condiciones ambientales
también influyen en la produccién del ruido. Ademas, el choque eléctrico es un peligro

constante y requiere aislamiento y proteccion de cables y equipos.

Los recubrimientos o contaminantes pueden constituir peligros adicionales, en
particular cuando no se sospecha su presencia ni se sospecha su peligro potencial. La
formacion de gases, vapores o humos téxicos suele deberse al calentamiento de un

metal recubierto o tratado.

11.5.2. Manifestaciones clinicas

A) Exposicion aguda
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Los efectos agudos aparecen como consecuencia de exposiciones a altas
concentraciones de contaminantes, muy superiores a los VLA durante cortos periodos
de tiempo y que en el caso de los trabajos de soldadura pueden corresponder a una
jornada laboral. Tendrian la calificacion de accidentes de trabajo y los mas frecuentes

son:

1. Fotoqueratitis: resulta de la exposicion de la cérnea a radiacién ultravioleta en los

limites de 280 a 315 nm (UVB). La duracién de la exposicién necesaria para inducir este
efecto varia con la distancia desde el arco y la intensidad de la luz. Tras varios
segundos de exposicion, el trabajador presenta dolor, ardor o una sensacién de
“arena” en el ojo. El examen fisico muestra infeccion conjuntival y la exploracion con

ldampara de hendidura puede revelar depresiones puntiformes sobre la cérnea.

2. Fiebre por vapores metalicos: es un trastorno benigno que se cura de manera

espontdnea, caracterizado por el inicio tardio (8 a 12 horas) de fiebre, escalofrios, tos,
mialgias y sabor metalico. El antecedente de soldadura en metal galvanizado sugiere el
diagndstico (Blanc et al, 1993). Los humos metalicos, sobre todo los del cinc, producen
fuertes temblores y otros sintomas similares a los de la gripe que aparecen durante la

noche siguiente a la exposicién y que remiten sin dejar secuelas.

3. Irritacién de vias respiratorias superiores: puede deberse a exposicién a diversos

contaminantes quimicos en la soldadura, como polvos, ozono, éxidos de aluminio, de
nitrogeno, de cadmio y fluoruros. También suelen presentarse cuadros asmaticos

como resultado de la irritacion o alergia inespecifica (especialmente a cromo y niquel).

4. Lesion pulmonar: aunque es poco comun, la exposiciéon a oxidos de nitrogeno y de

cadmio puede causar lesion pulmonar aguda y edema pulmonar tardio. Un
antecedente de soldadura con arco o de gas en un espacio cerrado o mal ventilado, o
donde se trabaje con laminas de metal, debe preocupar y ser indicador para una
valoracion y observacion médica cuidadosa (Billing y Howard, 1993). La irritacion de
vias respiratorias da origen a inflamacién y edema pulmonar (neumonitis). Las dos
variables mas importantes para la severidad de este trastorno son la concentracion del

gas o vapor inhalado y el tiempo de exposicion.
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5. Asfixia quimica: debido a la inhalacion de altas concentraciones de mondxido de

carbono (CO) y mondxido de nitrégeno (NO). En los casos mas leves producirian dolor
de cabeza, aturdimiento y malestar crecientes, conforme aumenta la dosis inhalada,
hasta inconsciencia y muerte en caso de trabajar en espacios confinados sin la

ventilacién adecuada (Rojas, 2009).

6. Traumatismos musculoesqueléticos: las lesiones por estrés isométrico en las

extremidades superiores durante el trabajo con soldadura pueden presentarse como
dolor de cuello y hombro después de una actividad prolongada. El daino muscular
asintomatico puede incrementar ligeramente los valores de creatin- fosfoquinasa en

suero.

7. Quemaduras térmicas y lesiones eléctricas: debido a las altas temperaturas que

alcanza la llama, las chispas y el material que se esta soldando, son frecuentes las
guemaduras en la soldadura. Las lesiones eléctricas son importantes en la soldadura

de cables o torres de alta tension.

B) Exposicion crénica

Los efectos crénicos son el resultado de largos periodos de exposicién a
concentraciones moderadas de contaminantes, generalmente por encima de los VLA.
Estos efectos son los mas caracteristicos en el entorno industrial y se manifiestan
después de muchos afios de trabajo, incluso una vez finalizada la vida laboral, debido a
la acumulacién progresiva en el organismo o al deterioro de los 6rganos afectados.
Algunos de estos efectos, de naturaleza y gravedad variables, se corresponden con
enfermedades profesionales. La mayoria de ellos son alteraciones crdnicas sobre el
aparato respiratorio, aunque si el contaminante industrial se absorbe por los pulmones
puede alcanzar el torrente sanguineo y producir efectos sistémicos a nivel de otros

organos diana, como el sistema nervioso, huesos, rifiones, higado, etc (Rojas, 2009).

1. Siderosis: se debe a la acumulacién de particulas de éxido de hierro no fibrégenas
en el pulmén. En tanto que el aspecto radioldgico puede ser espectacular, con pruebas

de densidades reticulonodulares difusas, los estudios sobre déficit de la funcidn
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pulmonar no han sido consistentes, lo que sugiere un efecto leve o minimo. En
soldadores que también han estado expuestos a silice cristalina o asbesto es dificil
distinguir radiolégicamente la siderosis de una fibrosis pulmonar. El engrosamiento o
la calcificacion pleural no se han relacionado con la soldadura en ausencia de

exposicién a asbesto.

2. Otros efectos cronicos: los soldadores presentan un importante conjunto de

sintomas respiratorios y presentan una mayor frecuencia de bajas laborales por
enfermedades respiratorias. Aun no se ha podido comprobar que la soldadura
produzca un déficit claro de la funcién pulmonar, por lo que, en la actualidad, no hay
evidencias de deterioro respiratorio créonico por soldadura. Para valorar a un soldador
con enfermedad pulmonar crénica, es esencial una historia médica y laboral
cuidadosa, dirigida a exposiciones a soldadura y otros factores relacionados (Ozdemir

et al, 1995).

3. Efectos sensibilizantes: los humos de soldadura, dependiendo de las caracteristicas

del proceso seguido, pueden contener algunas sustancias sensibilizantes capaces de

actuar sobre el sistema respiratorio (Rojas, 2009).

4. Efectos cancerigenos: La Agencia internacional de Investigacidon sobre el cancer
(IARC) clasifica los humos de soldadura en general dentro del grupo 2B,
correspondiente a los agentes posiblemente cancerigenos para humanos. Algunos
estudios epidemiolégicos indican una mayor incidencia de cancer broncopulmonar en
los soldadores que en la poblacion general, aunque sin distinguir entre los diferentes

procesos de soldadura (Rojas, 2009).

Los estudios de cancer pulmonar en soldadores tampoco han sido consistentes,
y comparten las limitaciones de la mayor parte de estudios respiratorios. Algunos
investigadores atribuyen el pequefio exceso de cancer pulmonar que han encontrado
varios estudios a la exposicién a cromo y niquel en la soldadura de acero inoxidable,
gue constituye una pequefia proporcién de todas las exposiciones a soldadura. Los
estudios que incluyen soldadores en astilleros durante la primera mitad del siglo
pasado no son concluyentes ya que también presentaban una importante exposicidon

secundaria a asbesto (Sjogren et al, 1994).
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5. Efectos teratdgenos: en los humos de soldadura existen sustancias capaces de

afectar el desarrollo del embrién-feto durante la gestacion. Es el caso del plomo y

monoxido de carbono y posiblemente también del cadmio y del pentéxido de vanadio.

Otros estudios también indican la presencia de oligoespermia y efectos
adversos sobre la reproduccidon en los soldadores. Ademads se han recogido efectos

neuro-psicologicos sutiles (Lewis, 1999).

11.5.3. Prevencion

Casi todas las lesiones o intoxicaciones agudas relacionadas con los procesos de
soldadura pueden prevenirse. El uso de procedimientos adecuados de seguridad v,
sobre todo, de higiene industrial evitard quemaduras, lesiones oculares, choque
eléctrico y exposicion a agentes quimicos. Prestar atencidén a una adecuada ventilaciéon
es la mejor proteccidén contra la exposicidon excesiva accidental a contaminantes en el
aire. Los equipos de protecciéon individual (EPI) con suministro de aire son esenciales
en espacios cerrados, en particular, en aquellos procesos de soldadura que originan

oxidos de nitrégeno.

Son precisos nuevos estudios en el futuro para valorar de forma 6ptima el
posible efecto de la soldadura sobre la funcidn respiratoria y el desarrollo de cdncer
pulmonar. Estos efectos, si existen, se podrian reducir al minimo con medidas que
disminuyan las exposiciones de los soldadores a través de protecciones de ingenieria,

ventilacidn y el uso adecuado de EPI.

11.5.3.a. Condiciones higiénicas de trabajo

La valoracion precisa de como pueden afectar los humos de soldadura a los
trabajadores exige el andlisis de las condiciones de trabajo por parte de técnicos
superiores de prevencion para identificar la naturaleza y cantidad de contaminantes

inhalados. La informacién que suministra el trabajador es muy valiosa para efectuar la
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evaluacion higiénica, parte importante de la evaluacién de riesgos del puesto de

trabajo (Rojas, 2009).

11.5.3.b. Control de riesgos

Los riesgos por inhalacion de humos de soldadura se consideran
razonablemente controlados cuando las concentraciones de contaminantes a las que
se encuentra expuesto el soldador son inferiores a los VLA. Aun asi, siempre se tratara
de reducir o incluso eliminar las exposicién con los recursos y conocimientos técnicos

disponibles.

Las medidas preventivas a aplicar dependerdn de los resultados de la evaluacion de
riesgos realizadas en cada puesto de trabajo concreto. No obstante, en general

deberdan aplicarse las siguientes (Rojas, 2009):

- Actuacién sobre el foco contaminante: eliminacion o sustitucion de

contaminantes, aplicacion de procesos de soldadura de menor contaminacion

- Actuacion sobre el medio de propagacidén: sistemas de extraccion localizada y

ventilacién general

- Actuacion sobre el propio trabajador (EPIs), cuando los riesgos no han sido
controlados adecuadamente y se han agotado las medidas preventivas sobre el
foco y el medio de propagacién de los contaminantes. Su seleccion estara en

funcion del tipo de contaminantes y de las condiciones de trabajo.

- Vigilancia de la salud. Los reconocimientos médicos especificos de los
soldadores corren a cargo de los médicos de trabajo adscritos a los servicios de
prevencion, quienes estableceran los protocolos de vigilancia de la salud que
corresponda aplicar a cada trabajador en particular, definiendo en ellos los

distintos reconocimientos médicos a realizar asi como su periodicidad.
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11.6. METALES PESADOS

11.6.1. Cadmio

Metal de color blanco-metdlico con matiz azulado, brillante y ductil. Constituye
un subproducto de procesos de refinado del cinc y en la naturaleza se encuentra como

sulfuro de cadmio. Es facilmente atacado por acidos.

I1.6.1.a. Fuentes de intoxicacion

Desde el punto de vista industrial, destacan los oxidos, sulfuros, cloruros,
bromuros, sulfatos o carbonatos, segun las diversas aplicaciones. En union al selenio
forma seleniuros. Ademas, existen fuentes de intoxicacion extraprofesionales, entre

las cuales destacan la ingesta de bivalvos que pueden contener hasta 1 mg/Kg.

Hace algunos afios también aparecian impregnaciones importantes por
consumo de alimentos conservados en latas galvanizadas que contenian cadmio o
preparados en utensilios culinarios fabricados con aleaciones al cadmio. Este metal, al
igual que el plomo, se disuelve en los acidos organicos, incorporandose asi a los
alimentos. En la actualidad estos envases y utensilios estan sometidos a una legislacién

especifica al respecto (Gil et al, 2010; Mataix y Gil, 2009).

11.6.1.b. Etiologia

La intoxicacion por cadmio estd reconocida como enfermedad profesional en el
RD 1299/2006 apartado A n23. Las intoxicaciones industriales por el cadmio resultan
de la exposicion excesiva a polvos y humos que se desprenden en la produccion del
metal y sus sales. Entre los procesos destacan (Desoille et al, 1986; Lauwerys, 1994; Gil

y Gisbert, 2004; Gil, 2012a):

- Preparacion del cadmio por procesado del cinc, el cobre o plomo.
- Aleaciones de cadmio con acero y cobre, aumentando asi su resistencia.

- Fabricacion de baterias alcalinas niquel-cadmio.
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Fabricacion de lamparas fluorescentes.

Galvanoplastia electrolitica (metalizado) por su resistencia a la corrosion.
Fabricacion de pigmentos (pinturas, tintes, textil, papel, plasticos, ceramica,
pirotecnia) a partir de sulfuros (amarillos y naranjas) o sulfoseleniuros (rojos).
Contaminante de abonos fosfatidicos.

Aditivo de plasticos (estearato de cadmio).

Aleaciones para soldadura en la que el cadmio sustituye al estafio, formando

electrodos de manganeso-cadmio.

Segun el RD 1299/2006, las principales actividades relacionadas con la

manipulacion de cadmio que pueden producir enfermedades profesionales son:
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Preparacion del cadmio por procesado del zinc, cobre o plomo.

Fabricacion de acumuladores de niquel-cadmio.

Fabricacion de pigmentos cadmiferos para pinturas, esmaltes, materias
plasticas, papel, caucho y pirotecnia.

Fabricacion de lamparas fluorescentes.

Cadmiado electrolitico.

Soldadura y oxicorte de piezas con cadmio.

Procesado de residuos que contengan cadmio.

Fabricacion de barras de control de reactores nucleares.

Fabricacion de células fotoeléctricas.

Fabricacion de varillas de soldadura.

Trabajos en horno de fundicién de hierro o acero.

Fusién y colada de vidrio.

Aplicacion por proyeccién de pinturas y barnices que contengan cadmio.
Barnizado y esmaltado de ceramica.

Tratamiento de residuos peligrosos en actividades de saneamiento publico.
Fabricacion de pesticidas.

Fabricacion de amalgamas dentales.

Fabricacion de joyas.
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I1.6.1.c. Toxicocinética
Absorcion

El cadmio penetra en el organismo por inhalacion, sobre todo, en los procesos
de fundicién y refinado de los minerales que lo contienen, y en los de molienda y

envasado de los pigmentos cadmicos (Gil, 2012a).
Distribucion

En la sangre se fija a los hematies y a la metatioleina (proteina de bajo peso
molecular, rica en grupos -SH) en un 90-95%. En los tejidos se fija a dicha proteina,
cuya sintesis estimula el propio metal, lo que explicaria el cardcter acumulativo. El
cadmio se acumula principalmente en rifiéon y en higado (50-75%), aunque también
puede hacerlo en tejido 6seo, pulmones, pancreas, tiroides, testiculos y glandulas

salivales en menos proporcion.
Eliminacion

Se elimina principalmente por el rifidn, con una vida media biolégica de 8 a 30
anos. La excrecién renal del cadmio aumenta después de una exposicién crénica por
deterioro de la reabsorcién tubular proximal, siendo una manifestacion de

nefrotoxicidad por cadmio (Van Sittert et al, 1993).

11.6.1.d. Efectos toxicos

La intoxicacién aguda suele ser secundaria a la inhalacion de humos
procedentes de 6xidos de cadmio, y genera un cuadro de irritacién pulmonar grave
(neumonitis quimica) con disnea, cianosis y tos, a veces precedida por un intervalo de
latencia que oscila entre 1 y 8 horas. Pueden apreciarse sintomas premonitorios que
recuerdan los de la fiebre de los soldadores (fiebre, escalofrios, sensacién gripal,

cefaleas, etc.). La evolucion suele ser favorable hacia la curacién completa.
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Sin embargo, lo mas frecuente en el ambito laboral suele ser la intoxicacidn
cronica, cuyos efectos son renales y de afectacién del sistema esquelético. También

provoca hipertensién arterial y es cancerigeno.

Efectos renales. En el organismo el cadmio se acumula en el higado y los rifiones.
Inicialmente localizado en el higado, seria progresivamente transportado hacia el
rifdn, siendo éste el érgano critico. Se estima que una concentracién por encima de
200 pg/g de tejido fresco implica afectacion renal. El cuadro clinico es una nefritis
tubular intersticial; primero, y de forma selectiva, se ve afectado el primer tramo del
tubulo proximal, que se manifiesta por una proteinuria cddmica caracterizada por la
aparicion en la orina de proteinas de bajo peso molecular como la B2- microglobulina,
la proteina fijadora de retinol (RBP), la lisozima, la alanina aminopeptidasa (AAP) y la
N- acetil R- glucosaminidasa (NAG), todas ellas empleadas como biomarcadores (Gil y
Pla, 2001; Gil y Hernandez, 2009). A la larga esta disfuncidon renal progresa hasta
aparecer hipercalciuria, calculosis renal, y mas raramente, osteomalacia y afectacién

tubular distal.

Afectacion del sistema esquelético. Como consecuencia de la hipercalciuria, vy
probablemente porque el cadmio impide la incorporacion del calcio a los huesos,
incrementando asi su eliminacion urinaria, se produce una alteracion dsea en forma de
osteomalacia con fisuras dseas simétricas radioldgicas, a menudo localizadas en el
cuello del fémur y la pelvis (estrias de Milkman- Looser). Esta forma de toxicidad dsea
parece asociada al metabolismo del calcio, y afecta especialmente a las mujeres
después de la menopausia, provocando dolores intensos en la pelvis y miembros
inferiores, lo que explica la denominacion onomatopéyica de esta enfermedad en
Japon (ltai-Itai), descrita en una poblacidon que consumia arroz contaminado por una

fundicidn de cadmio de cadmio proxima a una plantacion.

Hipertension. La ingesta crénica de pequenas cantidades de cadmio puede inducir
hipertension arterial, cuya patogenia podria deberse a un exceso en la retencién de
sodio, vasoconstriccion, aumento de los niveles de renina y elevacién del gasto

cardiaco, aunque existen datos contradictorios.
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Accion cancerigena. Es de localizacién prostatica preferente (especialmente por la
exposicion a oxidos). También otros autores lo han relacionado con el cdncer de

pulmon, sobre todo tras exposicidn a sulfato, sulfuro y éxidos.

Otros efectos. Efectos sobre el sistema inmune como la supresién de la fagocitosis en
macréfagos pulmonares; trastornos respiratorios, como rinitis irritante con anosmia
(coriza cadmica), bronquitis y enfisema pulmonar, y dientes cddmicos, pigmentacién
amarilla del esmalte en forma de bandas o anillos debidos a la formacién de sulfuro de

cadmio, que respeta el borde libre de los dientes y las encias (Gil y Gisbert, 2004).

11.6.1.e. Diagnéstico

Se basa en la determinacion de la concentracion de cadmio en sangre y orina,
cuyos niveles de normalidad son de 5 pg/l y 2,5 ug/g de creatinina, respectivamente.
La concentracién en sangre de individuos no expuestos suele ser inferior a 1 pg/l. En
fumadores los niveles son mds elevados ya que este metal es un contaminante

habitual del tabaco (Benedetti et al, 1994).

La analitica incluird determinaciones de urea, creatinina, glucosuria,
aminoaciduria y, a ser posible, proteinuria total, investigando las proteinas de bajo

peso molecular y, muy especialmente, la $2- microglobulina (Lauwerys, 1994).

11.6.2. Cromo

Elemento de aspecto metdlico, muy resistente a la corrosién y al ataque por
acidos, sobre todo si contiene carbono. El cromo se utiliza principalmente en

metalurgia para aportar resistencia a la corrosién y un acabado brillante.

I1.6.2.a. Fuentes de intoxicacion

Como metal carece de toxicidad, sin embargo sus productos de oxidacion,
como el acido crémico (usado en galvanoplastia), y sus sales, cromatos y dicromatos,

son muy toxicos por su accion caustica. (Desoille et al, 1986; Gil y Gisbert, 2004).
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11.6.2.b. Etiologia

La intoxicacidn por cromo se recoge en el Apartado A, numero 5 del RD

1299/2006 de 10 de Noviembre de 2006 de enfermedades profesionales.

Entre las aplicaciones destacan:

Aleaciones con el acero: acero al cromo y al cromo-niquel.

Cromado de metales (galvanoplastia).

Fabricacion de pigmentos para textiles, curtido de pieles, donde se emplea el
cromato potasico.

Industria del cemento.

Recubrimiento refractario de hornos mediante éxido de cromo.

Industria quimica de sintesis de antraceno, antraquinona y acido nicotinico a

partir de cromatos en solucién acida.

Segun el RD 1299/2006, las principales actividades que pueden producir

enfermedades profesionales son la reparacion, empleo y manipulacion de los

compuestos de cromo, en especial los cromatos, dicromatos alcalinos y el acido

créomico, principalmente en:
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Fabricacion de catalizadores, productos quimicos para la curticién, y productos
de tratamiento de la madera que contengan compuestos de cromo.

Fabricacion y empleo de pigmentos, colorantes y pinturas a base de
compuestos de cromo.

Aserrado y mecanizado de madera tratada con compuestos de cromo.
Aplicacion por proyeccién de pinturas y barnices que contengan cromo.

Curtido al cromo de pieles.

Preparacion de clichés de fotograbado por coloides bicromados.

Fabricacion de cerillas o fosforos.

Galvanoplastia y tratamiento de superficies de metales con cromo.

Decapado y limpieza de metales y vidrios (acido sulfocrémico o dcido crémico).
Fabricacion de cromatos alcalinos.

Litograbados.
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- Fabricacion de aceros inoxidables.
- Trabajos que implican soldadura y oxicorte de aceros inoxidables.
- Fabricacion de cemento y sus derivados.

- Procesado de residuos que contengan cromo.

11.6.2.c. Toxicocinética

El toxico se absorbe por via digestiva, respiratoria y cutanea. Posteriormente se
distribuye a sangre y se fija a proteinas, formando complejos con las mismas.Algunos
compuestos (como el cromo trivalente y hexavalente) son agentes desnaturalizantes
de las proteinas y precipitantes de los acidos nucleicos. Finalmente se elimina

lentamente por la orina (Gil y Gisbert, 2004).

11.6.2.d. Efectos toxicos

En el medio industrial, las acciones tdxicas de mayor importancia son sin duda
la causticidad (especialmente del acido crémico y sus sales), el poder sensibilizante y la
accién cancerigena. La intoxicacién aguda cursa con una accidn irritante y cadstica en
los érganos y tejidos que entran en contacto con el cromo. Los vapores de dioxicloruro

de cromo son muy irritantes de la piel y mucosas.

La intoxicacién crénica se debe normalmente al cromo hexavalente y afecta a tres

niveles clinicos fundamentalmente:

a) Dermatoldgico: las dermatosis se manifiestan bajo dos formas clinicas:

- Ulceras cutaneas: indoloras, de bordes regulares, a veces con costra y de
localizacién variable (piel, tabique nasal, conjuntiva, corneay paladar).

- Dermatosis por sensibilizacidn: normalmente secundarias al cromo
hexavalente, que son las dermatosis profesionales mas frecuentes. Las lesiones

asientan alrededor de las glandulas sudoriparas.
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b) Respiratorio: cursa con cuadros traqueobronquiales, caracterizados por tos, dolor

c)

retroesternal y broncoespasmo, o cuadros de asma bronquial tipo alérgico, sobre todo

en trabajadores que también tienen dermatosis alérgicas.

Accidn cancerigena y mutagénica: Los cromatos y dicromatos (de calcio, plomo, etc.)

son capaces de provocar cancer broncopulmonar. El cromato de cinc es un potencial
carcinégeno gastrico. El cromo hexavalente y sus sales son mutdgenos segin se ha

comprobado en ensayos de toxicidad especificos (Lauwerys, 1994; Gil y Gisbert, 2004).

11.6.2.e. Diagnéstico

Se basa en la medicion de los niveles de cromo en orina y suero. Los niveles de
normalidad en sujetos no expuestos son inferiores a 5 microgramos/gramo de
creatinina y a 0,05 microgramos/100 ml en orina y suero, respectivamente. Los niveles
en orina son indicativos de la absorcion de cromo hexavalente. El limite maximo
permisible en orina es de 30 microgramos/gramo de creatinina (Lauwerys y Hoet,
1993; Gil y Gisbert, 2004).

No debemos olvidar la importancia de la anamnesis e historia laboral para

llegar a un diagnéstico cierto.

11.6.3. Manganeso

Metal de color y brillo acerado, facilmente oxidable. Espafia es un importante

productor y exportador de este metal (minas de Huelva).

I1.6.3.a. Fuentes de intoxicacion

En la naturaleza se encuentra en forma de 6xidos, siendo el dioxido el mas
importante y estable. Cuando actia como metaloide forma los acidos manganico y
permangdnico, con sus sales correspondientes. Como metal, forma compuestos
manganosos y manganicos, estos ultimos muy téxicos. También forma compuestos
organometalicos, entre los que destaca el metilciclopentadienil-manganeso-
tricarbonilo (MMT) (Gil y Gisbert, 2004).
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11.6.3.b. Etiologia

La intoxicacion por este metal esta recogida como enfermedad profesional en
el apartado A, niumero 4 del RD 1299/2006. Sus principales usos industriales son

(Desoille et al, 1986):

- Trabajos en minas y metalurgias

- Aleaciones con diversos metales, sobre todo con el hierro.

- Limpieza del vidrio de los humos de horno de recocido (diéxido de manganeso).
- Recubrimientos de electrodos de soldadura.

- Fabricacion de colorantes de uso en cerdmica y pirotecnia.

- Produccion de permanganato potasico.

- Aditivo en fuel oil y como antidetonante en las gasolinas sin plomo (MMT).

Segun el RD 1299/2006, las principales actividades relacionadas con la
manipulacion de manganeso que pueden producir enfermedades profesionales son:

- Extracciéon, manipulacién, transporte y tratamiento de la pirolusita, la
manganita, el silomelano y la rodoprosita.

- Fabricacion de aleaciones ferrosas y no ferrosas con biéxido de manganeso,
especialmente ferromanganeso (acero Martin-Siemens).

- Fabricacion de pilas secas.

- Fabricacion de vidrio al manganeso.

- Fabricacion de briquetes de manganeso.

- Soldadura con compuestos del manganeso.

- Preparacion de esmaltes.

- Preparacion de permanganato potasico.

- Fabricacion de colorantes y secantes que contengan compuestos de
manganeso.

- Envejecimiento de tejas.

- Manipulacién y transporte de escorias Thomas.

- Preparacion, utilizacion, manutencion y transporte de abonos con sulfato de
manganeso.

- Fabricacion de baterias.
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- En la industria quimica como agente oxidante, preparacién de oxigeno, cloro,
fabricacion de aditivos alimentarios; utilizacion como agente antidetonante.

- Soldadura con electrodos de manganeso.

- Curtido de pieles.

- Uso de compuestos organo-manganicos como aditivos de fuel oil y algunas

naftas sin plomo.

11.6.3.c. Toxicocinética

Se absorbe fundamentalmente por via respiratoria. Posteriormente se
distribuye y se acumula en la mitocondria sobre todo de los hepatocitos, y en menor
proporcién de otros érganos, como en cerebro, rifidn, pulmén, testiculo e intestino.
Actla como un oligoelemento en el metabolismo de glucidos, dcidos grasos y como
cofactor enzimdtico (superdxido dismutasa, piruvato carboxilasa y arginasa). La
eliminacion se produce por via biliar-fecal de forma muy lenta, siendo minima a través

de la orina (Gil y Gisbert, 2004).

11.6.3.d. Efectos toxicos

En la intoxicacion aguda, generalmente secundaria a la inhalacién de los
vapores o humos manganosos, destaca un cuadro de neumonitis quimica con reaccion
pleural de evolucidn variable asociado a un sindrome febril similar a la fiebre de los

fundidores.

En la intoxicacién crdnica, tras un periodo de exposicién de varios afios, la
sintomatologia se sucede en varias fases. En la primera existe un malestar general
(cuadro pseudogripal) con trastornos psiquicos como confusion mental, labilidad,
excitabilidad e incluso alucinaciones visuales (locura del manganeso). En la segunda
fase cronoldgica aparecen alteraciones de la audicién, en la voz (mondtona), en la
palabra (irregularidad) y en la escritura (ilegible, junto con trastornos

neurovegetativos). Finalmente, en la tercera fase, aparece un sindrome extrapiramidal
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de tipo parkinsoniano por reaccion degenerativa sobre los nucleos grises subcorticales
(palido y estriado), que se caracteriza por temblor intencional, ataxia, amimia, rigidez y
trastornos de la marcha (los enfermos andan apoyandose sobre la punta de los pies,
marcha de bailarina o marcha de gallo). La evolucién suele ser desfavorable e
irreversible hacia una incapacidad permanente (Desoille et al, 1986; Lauwerys, 1994;

Gil, 20123;).

11.6.3.e. Diagnéstico

Serd imprescindible para ello la historia profesional y la anamnesis. No
obstante, el diagndstico de certeza se basa en la medida de los niveles de manganeso
en fluidos bioldgicos (sangre, suero y orina). Los valores normales en sangre oscilan
entre 1y 8 ug /100 ml, en suero inferiores a 0,1 ug/100 ml y en orina inferiores a 3
ug/g de creatinina. La heparina suele tener un contenido en manganeso superior al de
la sangre, de ahi que deban emplearse otros anticoagulantes. Algunos autores
defienden las heces como muestra bioldgica mas eficaz, siendo motivo de incapacidad
valores superiores a 60 mg/Kg de heces (Gil y Gisbert, 2004; Desoille et al, 1986;
Lauwerys y Hoet, 1993).

11.6.4. Niquel

Metal de brillo similar a la plata, que se ataca con facilidad por acidos fuertes,

siendo también algo soluble en los acidos débiles (acido acético).

I1.6.4.a. Fuentes de intoxicacion

Entre los compuestos orgdnicos mds importantes se encuentran los oxidos,
hidroxidos, sulfuros, sulfatos y cloruros. También es importante un compuesto
organometalico, el niquel carbonilo, que es un liquido incoloro que a partir de 602 C se
descompone en monoxido de carbono y niquel. Es muy volatil, inflamable, explosivo y

extremadamente téxico. (Gil y Gisbert, 2004).
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11.6.4.b. Etiologia

La intoxicacidn por niquel se recoge en el apartado A, nimero 6 del RD

1299/2006, siendo las profesiones de mayor riesgo las siguientes (Desoille et al, 1986;

Gil y Gisbert, 2004; Gil, 2012a):

Fabricacion de anodos de las cubas electroliticas para el niquelado
(galvanoplastia).

Fabricacion de baterias alcalinas de niquel-cadmio.

Fabricacion de monedas.

Aleaciones con diversos metales (hierro: acero inoxidable; cobre, aluminio,
etc.)

Catalizador quimico en la industria de plasticos y aceites industriales.

Fabricacion de colorantes para esmaltes ceramicos (6xidos de niquel).

Segun el RD 1299/2006, las principales actividades relacionadas con la

manipulacion de niquel capaces de producir enfermedades profesionales son:
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Fundicion y refino de niquel, producciéon de acero inoxidable, fabricacidon de
baterias.

Produccion de niquel por el proceso Mond.

Niquelado electrolitico de los metales.

Trabajos de bisuteria.

Fabricacion de aleaciones con niquel (cobre, manganeso, zinc, cromo, hierro,
molibdeno).

Fabricacion de aceros especiales al niquel (ferroniquel).

Fabricacion de acumuladores al niquel-cadmio.

Empleo como catalizador en la industria quimica.

Trabajos que implican soldadura y oxicorte de acero inoxidable.

Trabajos en horno de fundicién de hierro y de acero inoxidable.

Desbarbado y limpieza de piezas de fundicion.

Industria de ceramica y vidrio.

Aplicacion por proyeccién de pinturas y barnices que contengan niquel.

Procesado de residuos que contengan niquel.
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11.6.4.c. Toxicocinética

La absorcion se realiza via respiratoria. El niquel carbonilo ademads es capaz de
atravesar la piel intacta. Posteriormente se distribuye a la sangre sin originar
acumulaciones tisulares especificas; su eliminacién se realiza por la orina (Gil y Gisbert,

2004).

11.6.4.d. Efectos toxicos

Al igual que ocurre con muchos metales, la intoxicaciéon aguda suele deberse a
la inhalacion de humos, lo que provoca un cuadro de neumonitis quimica que suele ir
acompaiada de fiebre elevada y mialgias. El niquel carbonilo también origina el mismo
cuadro, ademas de la posible toxicidad derivada del mondxido de carbono que

produce al descomponerse dando lugar a cefaleas, vértigos, vémitos, etc.

La intoxicacion cronica da lugar a lesiones cutdneas que consisten en una
dermatosis (sarna del niquel), que comienza como un eritema puntiforme entre los
dedos de la mano, que se transforma después en papulas muy pruriginosas y
dolorosas. Las lesiones se extienden al dorso de la mano, mufiecas y antebrazos, hasta

alcanzar el tronco y la cara, y pueden llegar a ulcerarse en estadios finales.

Asimismo, el niquel es carcinogénico, capaz de provocar un carcinoma
pulmonar de células escamosas y cancer de seno etmoidal. El niquel carbonilo también
produce cancer nasal y broncopulmonar, habiéndose descrito efectos teratégenos

experimentalmente (Lauwerys, 1994; Gil y Gisbert, 2004; Goyer, 1996).
11.6.4.e. Diagnéstico

Se realiza a partir de la historia profesional y de la anamnesis. La confirmacién
se basa en la determinacidon de niquel en orina y plasma, donde las concentraciones
suelen ser inferiores a 2 pg/g de creatinina y 1 pug/100ml (la media oscila entre 0,2 y

0,4 pug/100 ml), respectivamente (Lauwerys y Hoet, 1993; Gil y Gisbert, 2004).
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11.6.5. Plomo

El plomo es un metal gris azulado, ductil y maleable. En la naturaleza se
encuentra normalmente en forma de sulfuro, mineral que recibe el nombre de galena.
Es un metal resistente a la accidén de algunos acidos fuertes como el acido sulfurico; sin
embargo suele ser facilmente atacado por acidos organicos, como el acido acético, e

incluso por aguas ricas en nitratos, sales de amonio o de caracter acido.

El plomo no tiene una funcién bioldgica util en el hombre. La liberacion de
plomo en el ambiente por emisiones de automdviles, pinturas y combustién del
carbon, asi como su bioacumulacién en muchos organismos, entre ellos el hombre,
tiene grandes implicaciones en materia de salud publica. Durante los ultimos

veinticinco afios ha habido cada vez mayor preocupacién por los efectos sobre la salud

I “" III

publica de la exposicidn a bajas concentraciones de plomo y la carga corporal “norma
de plomo. En los lugares de trabajo se ha estado determinando el nivel de exposicién
aw_: ”n .7

sin efectos adversos” y la preocupacion por el control de los efectos de este metal
sobre el ser humano llevd a la elaboracién de un protocolo de vigilancia biolégica (RD

374/2001, de 6 de abril de 2006).

I1.6.5.a. Fuentes de intoxicacion

Estan representadas por el metal y sus derivados. El plomo metal es capaz de
emitir vapores téxicos a partir de 500 2C. Respecto a sus derivados, podemos

distinguir (Gil, 2012a):

Inorgdnicos: poco solubles y, por lo tanto, de escasa toxicidad. Entre ellos tenemos los
oxidos (el mas conocido es el minio u éxido de plomo rojo, que es la base de pinturas
anticorrosivas), el cromato (se usa como colorante amarillo), el arseniato de plomo
(presente en algunos plaguicidas), el carbonato (empleado como pigmento blanco) y el
sulfuro o galena (utilizado por ceramistas y alfareros).

Organicos: entre ellos se encuentran el acetato de plomo o sal de Saturno (muy

soluble; se empled como abortivo), el estearato (un aditivo de plasticos), el naftenato
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de plomo (empleado en aceites industriales) y el plomo tetraetilo (que se ha usado

durante bastante tiempo como antidetonante en los carburantes).

Segun el RD 1299/2006, las principales actividades relacionadas con la -
manipulacion de plomo que pueden producir enfermedades profesionales son:
Extraccion, tratamiento, preparacién y empleo del plomo, sus minerales, sus
aleaciones, sus combinaciones y de todos los productos que lo contengan, y
especialmente:

- Extraccion, tratamiento, metalurgia, refinado, fundicién, laminado y vaciado del
plomo, de sus aleaciones y de metales plumbiferos.

- Fabricacion, soldadura, rebabado y pulido de objetos de plomo o sus
aleaciones.

- Estafado con ayuda de aleaciones de plomo.

- Recuperacién de plomo viejo y de metales plumbiferos.

- Fabricacién de zing; fusién de zinc viejo y de plomo en lingotes.

- Temple en bafio de plomo y trefilado de los aceros templados en el bano de
plomo.

- Revestimiento de metales por pulverizacion de plomo o el llenado de vacios.

- Fabricacion y reparacién de acumuladores de plomo.

- Fabricacién de municiones y articulos pirotécnicos.

- Fabricacion y aplicacion de pinturas, lacas, barnices o tintas a base de
compuestos de plomo.

- Trabajos con soplete de materias recubiertas con pinturas plumbiferas.

- Trabajos de fontaneria.

- Trabajos de imprenta.

- Cromolitografia efectuada con polvos plumbiferos.

- Talla de diamantes donde se usen "gotas" de plomo.

- Industria del vidrio.

- Industria de la ceramica y la alfareria.

- Industria de la construccion.

- Fabricacion y manipulacién de los éxidos y sales de plomo.
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- Utilizacién de compuestos organicos de plomo en la fabricacion de materias
pldsticas.

- Fabricacion y manipulacion de derivados alcoilados del plomo (plomo
tetrametilo, plomo tetraetilo): preparacidon y manipulacidn de las gasolinas que

los contengan y limpieza de los tanques.

- Preparacion y empleo de insecticidas con compuestos de plomo.

11.6.5.b. Etiologia

La intoxicacion por el plomo ha sido una de la mas importantes en el mundo
laboral y se recoge en el RD 1299/2006 en su apartado A con el nimero 1 (Villanueva,

2004).
Los principales usos industriales son:

Manufactura de baterias (uno de sus usos principales).

Utilizacidn de compuestos orgdnicos de plomo en la fabricacién de materias plasticas
(por ejemplo, el estearato de plomo utilizado como estabilizador del cloruro de
polivinilo- PVC-).

En aleaciones de plomo (principalmente con antimonio y estafio) que se usan en
tuberias y revestimientos de cable para proporcionar resistencia a dcidos y humedad.
En soldaduras, las aleaciones de plomo con estafio y otros se emplean para
aplicaciones eléctricas y para la construccion.

Los compuestos de plomo se utilizan en pinturas como pigmentos y estabilizadores.
Entre ellos: el “minio” u 6xido de plomo rojo (constituye la base de las pinturas
anticorrosivas), el “litargirio” o protoxido de plomo y el biéxido de plomo.

Fabricacion de cristales con 6xido de plomo (flintglass).

Para barnices que dan brillo y dureza a la cerdmica.

En la construccién para disminuir el sonido y la vibracién, asi como en la proteccion
frente a la radiactividad.

El tetraetilato de plomo se utilizé como antidetonante en la gasolina, aunque su uso ha

disminuido de manera importante hasta llegar a desaparecer.

58



Introduccion

Otros usos incluyen municiones (balas de plomo), bronce y latdn, cosméticos, joyeria.

11.6.5.c. Exposicion

Laboral: la inhalacién e ingestién son vias potenciales de exposicion al plomo en
mineria, en particular a sus compuestos mas solubles (minerales de carbonato y
sulfato). Las actividades de pulverizacion y aglutinado producen altas concentraciones
de polvo y vapores de plomo. Los trabajadores que se encargan de la recuperacién de
plomo de fuentes secundarias tienen el peligro de exposicién a ese metal. La
exposicién es un riesgo constante en la manufactura de baterias de plomo. Los
fabricantes de pinturas y pigmentos estan expuestos a los aditivos de plomo. Los
pintores también pueden exponerse al plomo, en especial durante las actividades de
pintura a pistola. Las llamas de sopletes empleados para eliminar pinturas a base de
plomo, producen cantidades importantes de vapores de este elemento. Los soldadores
con maquina y con latén llegan a estar expuestos ante aleaciones de plomo, fundentes
y recubrimientos. Quienes trabajan en plantas con municiones y campos de tiro
pueden exponerse a polvo de plomo. Por ultimo, los fabricantes de vidrio, artistas y
trabajadores de cerdmica suelen exponerse, sin saberlo, a concentraciones elevadas de

plomo contenidas en numerosos pigmentos y barnices (Villanueva, 2004; Gil, 2012).

Ambiental: puede haber exposicion ambiental cerca de fundiciones de plomo por la
contaminacién del aire y suelo. Se ha descrito en ciertos paises, como por ejemplo en
Meéjico, el sindrome Pica donde los nifilos que habitaban en casas viejas con rentas
baratas, lograban ingerir trocitos de pintura de plomo que estaria en las estructuras
deterioradas o exponerse a polvos de plomo. La cerdmica en contacto con dacidos
débiles (por ejemplo, el acido acético presente en los escabeches) puede liberar

plomo, en especial hacia alimentos y bebidas acidas.

- Otras: remedios botanicos, cosméticos con plomo, inhalacién de gasolina y balas
incrustadas. La contaminacién del agua por tuberias de plomo es una fuente
importante de exposicidn en muchas casas antiguas, aunque afortunadamente se han

eliminado de la construccidn actual sustituyéndose por el PVC.
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11.6.5.d. Toxicocinética
Absorcion

El plomo puede ingresar en el organismo por via respiratoria, digestiva o
cutanea. La absorcion por via respiratoria depende del tamafio de las particulas, la
ventilacién pulmonar y la solubilidad del compuesto. Por esta via se inhalan vapores,
polvos y humos de polvo. Aquellas particulas inferiores a 1 um penetran hasta el
alveolo. Por via digestiva sdélo se absorbe un 10 % del plomo ingerido, siendo eliminado
el 90% restante por las heces. En el caso de los nifios, dada la mayor permeabilidad de
la mucosa intestinal, la absorcidn puede alcanzar hasta un 30 %. También influye aqui
la solubilidad del compuesto, y de forma especial e inversamente proporcional, la
rigueza de calcio y potasio en la dieta. La via cutanea suele ser exclusiva de los
derivados organicos (naftenato, tetraetilato, etc.). También es importante destacar la

mayor permeabilidad de la barrera hematoencefdlica de los nifios (Villanueva, 2004).

Distribucion

El plomo se distribuye en el organismo unido en un 95% a los hematies. Existe
ademas, una fraccién ligada a proteinas ricas en azufre, nitrégeno y oxigeno, asi como
una fraccion ligada a los tejidos, de gran importancia en la exposicién laboral dado el
caracter acumulativo del compuesto..De este modo, por ejemplo, se acumula en el
higado, el rifidn, el sistema nervioso y, sobre todo, en el tejido 6seo, en forma de
trifosfato en las epifisis de los huesos largos, zonas donde el metabolismo del calcio es
mas activo, dada la afinidad del plomo por el calcio. Determinadas situaciones que
puedan provocar una movilizacion del calcio éseo (acidosis, neoplasias, alteraciones
metabdlicas, etc.) podrian conllevar la liberacion a sangre del plomo almacenado.
Ademds, es capaz de atravesar la barrera placentaria y la barrera hematoencefalica en
desarrollo, aspecto este ultimo de enorme trascendencia en niflos (Lanphear et al,

2000; Gil, 2012a).
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Eliminacion

El plomo se excreta fundamentalmente por via renal (75%) y aquellas
fracciones no absorbidas se eliminan por las heces. En menor proporcion intervienen

las faneras (pelos y ufias), el sudor, la leche y/o la saliva.

I1.6.5.e. Efectos toxicos

Incluso cuando puede originar intoxicaciones agudas, lo que mas interesa en
toxicologia industrial son las intoxicaciones cronicas. El limite sin efectos bioldgicos en
el adulto se sitia en 40 pug/100 ml de sangre. Los efectos se manifiestan sobre

(Villanueva, 2004):

Sistema _hematopoyético: los efectos hematoldgicos son de dos tipos: metabdlicos y

morfoloégicos. Los efectos metabdlicos derivan del bloqueo enzimatico de tres enzimas
(deshidratasa del 4acido delta amino levulinico, [ALA-D]- la mas especifica-,
coproporfirindgeno 1l oxidasa y ferroquelatasa o hemosintetasa) implicadas en la
biosintesis del grupo hemo en los eritroblastos de la médula dsea. Ademas se observa
un aumento del hierro sérico, secundario a la inhibicion de la ferroquelatasa, asi como
una ligera disminucién en la vida media de los eritrocitos, probablemente por una
mayor fragilidad de la membrana. Los efectos morfolégicos se traducen en la aparicidn
precoz de reticulocitos atipicos en la médula ésea y en la sangre circulante, que son
hematies con granulaciones basdfilas. La consecuencia final es una anemia que cursa
con coloracién palida, laxitud, cefaleas, astenia y anorexia, presencia de hematies con
granulaciones basofilas, hierro sérico normal o elevado y los precursores metabdlicos
de la hemoglobina (Hb) elevados en sangre (protoporfirinas) o bien en orina (ALA,

coproforfirinas).

Efectos sobre el sistema nervioso central: el cuadro tipico es una encefalopatia que

aparece generalmente con cifras de plomo superiores a 80 ug/100 ml de sangre en los
adultos, y que cursa con somnolencia, irritabilidad, cefaleas, temblores, ataxia,
amnesia, y que puede dejar secuelas como epilepsia, hidrocefalia e idiocia, o bien

evolucionar hasta un cuadro convulsivo, con pérdida de consciencia y muerte. En nifios
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puede aparecer a partir de 50-60 pg/100 ml debido a la mayor permeabilidad de la
barrera hematoencefdlica, y puede cursar como un cuadro de hipertensién craneal o
como un sindrome pseudomeningeo. Se han descrito cuadros de déficit intelectual, asi
como alteraciones en el comportamiento y desarrollo en nifios que residian en zonas

préximas a industrias que manipulaban este compuesto (Satcher, 2000).

Efectos sobre el sistema nervioso periférico: en el electromiograma se observa un

enlentecimiento de la conduccidon nerviosa motora. Cuando la afectacién es mas
intensa, se observa uno de los trastornos neurolégicos mas caracteristicos: la pardlisis
saturnina que se trata de una polineuritis toxica de predominio motor, localizada en el
antebrazo, que interesa al nervio radial sin afectar a la inervacidn del supinador largo,
lo cual interfiere la extensidon de los dedos de la mano excepto del indice, originando el
signo de la mano de hacer cuernos, poco frecuente en la actualidad gracias a la mayor
prevencion. También puede haber alteraciones sensoriales, tanto anestesia como

hiperestesia.

Otros efectos: en el dmbito renal se instaura una nefritis toxica por afectacién de los
tubulos renales, que evoluciona hasta esclerosis renal y que puede terminar en un
coma urémico. Las alteraciones gastrointestinales pueden limitarse a un cuadro de
diarrea, dolor epigdstrico, nauseas, vémitos y anorexia que aparece con
concentraciones de plomo alrededor de 80 pg/100 ml, o bien pueden llegar a un
cuadro de colico florido (cdélico saturnino con espasmos de la musculatura lisas

abdominal y dolores muy intensos) con niveles superiores a 90-100 pg/100 ml.

Asimismo, experimentalmente se conoce la capacidad del plomo para producir
alteraciones cromosdémicas, especialmente por encima de 65 pg/100 ml. En fases
iniciales (presaturnismo) puede aparecer el ribete gingival de Burton, que consiste en
una linea azulada delgada por depdsito de sulfuro de plomo en el borde libre de las
encias, ligada a ausencia de higiene buco-dental. El higado también se ve afectado, lo
gue da lugar a un estado subictérico, instaurandose paulatinamente una cierta atrofia

hepatica.

62



Introduccion

[1.6.5.f. Diagnodstico y control

El diagnostico y control se basa en la historia laboral, la sintomatologia clinica y,

sobre todo, en el estudio de los siguientes biomarcadores:

Plumbemia: es el mas fiable de todos, es el objeto de nuestro estudio, y mide la
absorcion. Suele ser inferior a 20 pg/100 ml y el limite superior de la normalidad es de

40 pug/100 ml.

Protoporfirina-cinc en sangre: tiene bastante interés, pues es el primer marcador que
se ve afectado y el Ultimo que se normaliza. Los valores de la normalidad se consideran

inferiores a 2,5-3,0 ug/g de Hb o 40 pg/100 ml.

ALA en orina: indice de afectacién precoz, muy fiable en el caso de impregnacion. Es

normal por debajo de 4,5 mg/g de creatinina.

ALA-D eritrocitaria: muy sensible a la inhibicidon por el plomo. Cuanto menor sea su
valor, mayor sera el grado de inhibicidn. Se considera normal un valor superior a 100
U/10° hematies. Valores inferiores a 70 U/10° implican una absorcién importante de

plomo.

Ademads pueden ser utiles la plomburia, cuyo valor de normalidad es inferior a
50 ug/g de creatinina, y las coproforfirinas en orina, cuyos valores de normalidad son

inferiores a 100 pug/g de creatinina (Lauwerys, 1994).

La legislacién espaiiola considera trabajador expuesto a aquel que esta en un
ambiente donde hay mas de 40 pg/m’ y su plumbemia es mayor de 40 pg/100 ml, cifra

gue se rebaja a 30 pug/100 ml cuando se trata de trabajadoras en edad fértil.
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1.7. MUESTRAS EMPLEADAS EN LA DETERMINACION DE BIOMARCADORES

La inmensa mayoria de los biomarcadores de exposicion frente a metales
pesados se determinan en sangre o en orina. Mientras la orina es una muestra
aceptada, y relativamente facil de obtener en la poblacién laboral, no ocurre igual con
la sangre donde las extracciones suponen un método cruento, no bien aceptado por la
mayoria de los trabajadores. Por ello, consideramos de utilidad la bdsqueda de nuevos
fluidos, medios biolégicos o muestras donde valorar la exposicién, y proponemos
como alternativas la saliva y el vello axilar. El pelo, derivado del ectodermo, se ha
demostrado uno de los vehiculos de excrecién de metales, enormemente util en la
valoracion de intoxicaciones crénicas (la mas frecuentes en exposicién ocupacional) en
funcion de su marcada afinidad por los grupos tidlicos de la cisteina presente en la
gueratina del pelo, pudiendo alcanzar concentraciones hasta 10 veces superiores a las
existentes en muestras de sangre y orina. Otras ventajas adicionales del pelo son la
existencia de una matriz estable, que no precisa de condiciones especiales de
almacenamiento, de rdpida disponibilidad mediante una técnica no invasiva y que no
require necesariamente un equipo médico para su recoleccion (Bermejo-Barrera et al.,
2000). Otros autores han propuesto el uso del pelo (Bencko, 1995) como biomarcador
de exposicion ocupacional, concediéndole un papel importante especialmente en el
disefio de estudios piloto prospectivos, enfatizando un aspecto esencial ya que
mientras las concentraciones en sangre y orina reflejan exposicion reciente, el pelo es
indicativo de exposicién crdnica. Asimismo es posible almacenar alicuotas de pelo
facilmente y que podrian servir para posibles comprobaciones futuras (por ejemplo,
ante situaciones legales). Sin embargo, para valorar la exposicidn ocupacional es
necesario disponer de un grupo poblacional lo suficientemente amplio (al menos 20

individuos por grupo).

No obstante, dado que el cabello se encuentra en contacto con el ambiente v,
por tanto, sujeto a una posible contaminacion externa, otros autores han propuesto el
analisis de metales en el vello de la regién axilar, comprobando que aln cuando puede
existir una cierta variabilidad, los niveles en dicha muestra si se correlacionan
positivamente con los existentes en el aire ambiente y en fluidos bioldgicos (Bader et

al, 1999; Kucera et al, 2001). También consideran otras muestras alternativas, como las
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unas y la saliva, ademds de la sangre y la orina, para la monitorizacion bioldgica de
diversos metales entre los que se encuentran el cromo, el manganeso y el niquel.
Respecto a la determinacidn de metales en saliva, existen numerosos estudios que
hacen referencia sobre todo a la determinacién de niquel y cromo en pacientes
portadores de fijaciones de ortodoncia (Agaoglu et al, 2001; Kocadereli et al, 2000).
Aunque es infrecuente la presencia de dichas fijaciones ortododnticas en personal
laboral (no olvidemos que suelen colocarse en edades tempranas para corregir a
tiempo los defectos), es necesario conocer este detalle y valorar su posible presencia
con objeto de descartar a aquellos trabajadores portadores de las mismas, evitando de
este modo una sobreestimacion en los valores de ambos metales. Por tanto, parece
atil la realizacion de estudios epidemioldgicos prospectivos para identificar las posibles
alteraciones bioquimicas precoces derivadas de la exposicidn cronica a metales
pesados (Cd, Cr, Mn, Ni, y Pb) que permitan realizar una intervencién sanitaria
preventiva individual, con enormes ventajas terapéuticas y sobre todo sociales y

laborales al disminuir el absentismo y la morbilidad.

El plomo constituye uno de los mds importantes modelos de monitorizacion,
siendo la concentracién de plomo en sangre el biomarcador mdas extendido para
determinar la exposicién a dicho metal. Sin embargo, aunque se acepte como
indicador de exposicion total a ese elemento, realmente indica exposicidon reciente
(Barbosa et al, 2005). De ahi la importancia de encontrar nuevos métodos de

biomonitorizacidn para la poblacién expuesta.

La saliva ha sido propuesta como muestra por su facil obtencion como se ha
mencionado anteriormente (Silbergeld, 1993). Sin embargo, en el caso del plomo no es
generalmente aceptada en la comunidad cientifica como una muestra valida debido a
las variaciones que muestra en su composicion antes, durante y después de las
comidas. Ademas, la forma de recogida también puede afectar a su composicién (si es
estimulada o no) asi como el estado nutricional y hormonal de cada individuo (Barbosa
el at, 2005). Sin embargo, algunos estudios han demostrado asociacion entre los

niveles de plomo en saliva y en plasma (Omokhodion y Crockford, 1991).
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El pelo es una muestra bioldgica de facil obtenciéon, con un minimo coste y de
facil transporte y conservacién en el laboratorio. Las limitaciones de la monitorizacion
del plomo en el pelo residen en la distincion de qué parte de los niveles de plomo
tienen un origen endégeno (absorbido en la sangre e incorporado a la matriz del pelo)
y qué otra corresponde a una posible contaminacién exdgena. Supuestamente esta
limitacién es superada en el proceso de lavado de la muestra. Los prinicpales
determinantes de la concentracién de plomo en pelo son la edad, sexo, color del pelo y
el hecho de ser fumador. También es importante tener en cuenta la regidon de la que se
toma la muestra, ya que se han descrito variaciones importantes entre la
concrentracién del metal en regidn proximal y distal (Renshaw et al, 1976). Por ultimo
la comunidad cientifica alin no ha establecido el rango de los niveles de plomo en pelo

que estableceria como patoldgico.

Aunque esxisten numerosisimos estudios sobre la contaminacion por plomo,
pocos describen la relacion entre el metal en sangre y orina. Una revisién sobre
biomarcadores de exposicion al plomo demuestra la existencia de una correlaciéon no
lineal entre ambas muestras (Sakai, 2000). Por otro lado, en trabajadores expuestos a
plomo se ha encontrado una fuerte relacion entre el plomo en sangre y en orina

(Hirata et al,1995; Fukui et al, 1999).

Respecto al cromo, la medicién de sus niveles en sangre sigue siendo la
determinacién mas extendida (Dennis et al, 1997). Con respecto a la orina, la
biomonitorizacion en trabajadores expuestos a cromo hexavalente ha sido usada
desde los afios 60 (Gao et al, 1994). Numerosos investigadores han mostrado una
fuerte correlacién entre la exposicidn ocupacional a cromo hexavalente por via
inhalatoria y sus niveles urinarios (Tola et al, 1977, ATSDR, 1998). Sin embargo
debemos tener en cuenta la rdpida excreccidn urinaria y la corta vida media del cromo
en el organismo, lo que haria muy probable que exposiciones intermitentes no lo
detecten, por ejemplo no es plausible medir el cromo en orina un lunes si el Ultimo dia
de exposicion fue el viernes anterior. Otra consideracidn a tener en cuenta es que los
niveles de exposicidn ambiental deben de ser lo suficientemente elevados como para

ser detectados en orina (Dennis et al, 1997).
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Algunos estudios han observado una correlacion entre los niveles de cromo
hexavalente en sangre y pelo. Sin embargo no se puede distinguir entre la exposicién a
cromo trivalente y hexavalente, ademas de no poder establecer el tiempo de

exposicién (Saner et al, 1984).

La saliva es un método poco estudiado en este metal, pero podria ser de gran
interes, teniendo en cuenta sus limitaciones que serian similares a las expuestas en la

determinacién del plomo en saliva.

El cadmio en sangre, considerado como el mejor biomarcador, puede ser
empleado para conocer la exposicidon reciente a este metal tanto a nivel laboral como
ambiental. La concentracion de cadmio en sangre puede verse afectada por multiples
factores, entre los que destacan la dieta (ingesta de moluscos, huevos, leche, carne,
pescado y cereales) y el habito tabaquico, ya que un cigarrillo contiene

aproximadamente entre 1-2 ug de cadmio (Svartengren et al, 1986).

La orina constiruye, junto con la sangre, la mejor muestra para determinar
exposicién al cadmio (Jarup, 2009). Numerosos estudios han encontrado una alta
correlacidn entre los niveles de Cd en sangre y orina (Berglund et al., 1994; Akesson et

al., 2002; Vahter et al., 2007; Kippler et al.,2007).

Gervais et al (1981) encontraron en trabajadores expuestos a polvo y humo de
Cd niveles elevados en saliva respecto a trabajadores no expuestos. A su vez,los niveles
en saliva fueron mas altos que los observados en sangre, lo que indica la utilidad de la
saliva. Sin embargo, la saliva puede verse facilmente contaminada. El uso de esta
muestra siempre necesitara de la comparacién de los niveles sanguineos de Cd ya que
como se ha mencionado anteriormente, los niveles de Cd en saliva son mas elevados
gue los de sangre y eso podria conducir a errores en la interpretacion de los

resultados.

Respecto al cabello se puede extrapolar lo dicho anteriormente con el cromo.

La determinacién de los niveles de niquel en sangre sigue siendo el método mas
extendido y aceptado para establecer la exposicion laboral al contaminante. La

determinacién en orina también permite biomonitorizar la exposicién en trabajadores,
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aunque hay que tener los niveles de creatinina y de densidad urinaria dentro de los

valores normales (Horng et al, 2002).

Los niveles de niquel en pelo muestran asociacién con los de sangre
(Wolfsperger et al, 1994), por lo que seria una buena muestra para monitorizar la

exposicién.

El manganeso constituye un elemento esencial para la vida del ser humano ya
qgue forma parte de diversos complejos enzimdticos como: fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, piruvato quinasa, piruvato carboxilasa, superdxido dismutasa y
arginasa. Ademas, estd asociado con la formacion de tejido conectivo, con el

crecimiento, la reproduccion y el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono.

La determinacién de los niveles de manganeso es de especial interés en el
ambito laboral. Su concentracién en sangre puede aumentar en personas sometidas a
hemodiadlisis ya que el liquido de didlisis contiene Mn. Este metal no presenta
diferencias significativas respecto a los anteriores en relacién a las muestras
alternativas donde analizarlo (saliva, orina, cabello) segun los resultados recogidos en

numerosos estudios (Afridi et al, 2006).

1.8. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS PARA EL CADMIO, CROMO, MANGANESO,

NIQUEL Y PLOMO

Los procedimientos analiticos mas comunes para medir concentraciones de
cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en muestras biolégicas son Ia
espectrofotometria de absorcién atémica (AAS) y la espectrofotometria de emisién
atémica (AES). En la AAS la muestra se calienta por medio de una llama o se introduce
en un horno hasta que se atomiza. El vapor atdmico obtenido absorbe la radiacién
emitida por una fuente y un detector fotoeléctrico mide la intensidad de la radiacién
que recibe. En la AES se mide la radiacién emitida por la energia térmica procedente
de una llama o de una descarga de plasma (acoplado por induccion) (ICP), siendo la
combinacion de ICP y AES (ICP/AES) una técnica actualmente usual.
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11.8.1. Espectrometria de absorcién atdmica con horno de grafito

Este es el método mds usado en la actualidad para la determinacién de metales
gue incluyen los mencionados anteriormente, al ser relativamente simple y rapido, y
poseer un limite de deteccién suficiente para la mayoria de las muestras bioldgicas y
medioambientales. Los principales métodos para atomizar la muestra son la llama y el
horno de grafito. La llama se usa generalmente para muestras liquidas que pueden ser
aspiradas sin dificultad. Su limite de deteccidn es superior al del horno, por lo que para
muestras con concentraciones de metales mads bajas, sera necesaria la utilizacién de la
EAA con horno de grafito. Las muestras pueden prepararse de diferentes formas,
aunque suele ser frecuente la digestién humeda con acido nitrico lo que permite
obtener buenos resultados en cuanto a exactitud y reproducibilidad. En el presente

estudio no ha sido necesaria la digestion previa.

Otro aspecto importante en la técnica de EAA con horno de grafito es Ia
modificacion de la matriz, especialmente en el caso de muestras bioldgicas. La matriz
puede ser modificada con diversos modificadores entre los que se encuentran el
dihidrégeno fosfato amadnico, nitrato magnésico u otros agentes tales como nitrato de
paladio en el caso particular del cadmio (Moreira et al, 1995). Dicha modificacidn
permite una atomizacién de la muestra mas efectiva, al poder aumentar la

temperatura de calcinacion o mineralizacion.

Debido a la ubicuidad del cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo, vy, es
necesario minimizar el riesgo de contaminacion durante el muestreo, procesamiento y
analisis. Para ello los materiales se someten a un proceso de descontaminacién
lavandolos con disoluciones &acidas, por ejemplo especialmente cuando se trata de

medir trazas del analito.

Las mejoras que se estan realizando en la actualidad en la determinacién de
elementos traza, especialmente en fluidos bioldgicos, van orientadas a las fases de
preparacion de la muestra y de introduccion de la misma en el analizador, con
objeto de disminuir los limites de detecciény el tiempo de analisis. Una serie de

mejoras en la extraccidén, pre-concentracion e introduccidn de la muestra ha permitido
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conseguir limites de deteccion del orden de pg/l (Almendro et al, 1992; Cordero et al,

1994).

11.8.2. Otras técnicas de analisis

Otro método usado para la determinacion de metales, incluyendo el cadmio ha
sido el anadlisis radioquimico de activacién de neutrones (RNAA) (Tandon et al,
1994), procedimiento que incluye dos etapas rapidas de extraccion con disolventes.
También se han usado las resinas de intercambio iénico que permiten obtener una
recuperacion del 98% y un limite de deteccion de 4 pg/kg. Otros métodos empleados
han sido la espectrometria de masas acoplada a un plasma (ICP/MS) (Stroh, 1993), la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Chang y Robinson, 1993), e incluso
métodos electroquimicos tales como la voltametria, aplicados al andlisis de pelo
(Zhang et al, 1993), tejidos animales (LaBary Lamberts, 1994) y fluidos bioldgicos
(Ostapczuk, 1993).
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1.9. LA VALIDACION ANALITICA EN LA ESTANDARIZACION METODOLOGICA

La validacién de un método analitico es el proceso de evaluacion de las
caracteristicas del procedimiento de medida desarrollado y comprobacion de que
dichas caracteristicas cumplen los requisitos preestablecidos. Se trata, por tanto, de
confirmar que el método es apto para el uso previsto. Por ello es imprescindible
conocer cual serd el uso que se va a hacer de los resultados para elegir el método de
anadlisis y las caracteristicas del mismo. La realizacién de un método de validacién
completo es una tarea que puede ser tediosa, aunque las consecuencias de no hacerlo
conllevan sin duda, una pérdida de tiempo, dinero y recursos al no responder a las

expectativas de calidad analitica.

Segun la norma ISO/IEC 17025 (2005), en donde se establecen los requisitos
generales relativos a las competencias de los laboratorios de ensayo y calibracion, los
laboratorios deben validar todos los métodos analiticos, tanto los desarrollados por

ellos mismos como aquellos procedentes de fuentes bibliograficas u otros laboratorios.

Como paso previo, y al objeto de estandarizar la metodologia analitica y mas
concretamente la determinacién de Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en los cuatro tipos de muestras
a emplear (sangre, orina, saliva y vello axilar), es absolutamente necesario realizar una
validacién analitica que permita conocer diversos parametros de acuerdo a la
Normativa Internacional y que incluyen los limites de deteccion y cuantificacion, los
intervalos de linealidad, la precision (minima, repetibilidad y precisidon intermedia), la

exactitud, la concentracion caracteristica, la recuperacion y la incertidumbre.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

ll.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (EAA)

La espectrometria de absorcion atémica es la técnica elegida para la realizacién
del presente estudio. Esta técnica como se ha mencionado anteriormente, se utiliza
cuando se necesita disponer de limites de deteccién bajos. Dispone de unas
condiciones operativas del sistema de atomizacidon - horno de grafito - que se

producen y optimizan de la siguiente forma (Welz, 1985):

a) Etapa de secado: el objetivo de esta etapa es evaporar el disolvente de
la muestra (sin que se produzcan salpicaduras). La temperatura y el tiempo de
secado son elegidos en funcién del volumen de muestra inyectada y de las
caracteristicas del disolvente de la muestra; se recomiendan dos etapas con el

fin de asegurar el secado completo evitando proyecciones de la muestra.

b) Etapa de calcinacion: el objetivo es eliminar, en la medida de lo posible, la
matriz organica de la muestra antes de la atomizacién, lo cual disminuye las
posibles interferencias quimicas y la magnitud de la sefial de fondo. Para esto
muchas veces es necesario afiadir a la muestra un modificador de matriz. El
modificador de matriz permite estabilizar el elemento a analizar y someterlo a
una mayor temperatura de calcinacion para que ésta resulte mas eficaz. El
modificador de matriz también puede convertir las distintas especies de un
mismo elemento en una especie comun y asi evitar la aparicién de multiples
picos. La temperatura 6ptima de calcinacion sera 100 C inferior a aquella en la
gue comienza a perderse el elemento de estudio. El tiempo de esta etapa
estara en funcion del volumen de muestra inyectada y de la cantidad de matriz

a eliminar.

c) Etapa de atomizacion: la muestra es atomizada para obtener los 4tomos en
estado fundamental. La temperatura a utilizar dependerda de las propiedades
del compuesto en el que se encuentra el elemento a analizar y debe ser la

temperatura menor de atomizacidon que produce la mayor sefial de absorcién.
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El tiempo se establece teniendo en cuenta que el pico de la sefial vuelva a la

linea base una vez finalizada la etapa.

d) Etapa de limpieza: esta ultima etapa evita un posible efecto memoria. Se
calienta el horno a la maxima temperatura durante 2-5 segundos, segun el

elemento a analizar y la naturaleza de la muestra.

En cada una de estas etapas se optimiza el tiempo necesario para alcanzar la
temperatura seleccionada (tiempo de rampa). En la etapa de atomizacién el tiempo de
rampa de 0 segundos (maxima potencia) proporciona, en general, el modelo mas

eficaz, o lo que es igual, la mayor sensibilidad.

Ademas hay que tener en cuenta el tiempo de vida util de los hornos de grafito
el cual depende del programa seleccionado y del nimero de determinaciones. Los
tubos han de sustituirse cuando muestren pérdidas de sensibilidad y/o precisién.
Antes de comenzar con un tubo de grafito nuevo, éste deberd acondicionarse
aumentando la temperatura lenta y progresivamente hasta 2500 2C (mediante varias
etapas) —programa de acondicionamiento- para asi eliminar posibles impurezas y

permitir una distribuciéon uniforme de la temperatura en su interior.

11l.2. REACTIVOS

I11.2.1. Comunes

- Sistema Milli-Q, Millipore Corp., para la obtencidon de agua grado reactivo.

- Tritdn X- 100, Merck, P.A.

- Solucién de Tritén X-100 al 0,1 % (v/v): se diluyen 0,1 ml de Tritéon X-100 hasta 1 |
de agua Milli-Q. Se utiliza para la limpieza del inyector automatico y para preparar

el modificador de matriz.

111.2.2. Cadmio

Solucién patrdén de cadmio, Carlo Erba, de 1 mg/ml (CdCl,-2H,0 en HCI).
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- Acido nitrico, HNOs, (65%), Merck, P.A.

- Solucion de HNOs al 0,2% (v/v): se diluyen 0,2 ml de HNO3 hasta 100 ml de agua
Milli-Q. Se utiliza como diluyente de patrones.

- Nitrato magnésico, Mg (NOs),-6H,0, Merck, P.A.

- Paladio, Pd (NO3), / HNOs al 15%, Merck, P.A.

- Solucién de Mg (NOs), al 0,03% (w/v) y Pd (NOs), al 3,3% (v/v): se diluyen 0,03
g de Mg (NOs), y 3,3 ml de Pd (NOs), con 100 ml de agua Milli-Q. Se utiliza

como modificador de matriz y como diluyente de las muestras.

11.2.3. Cromo

- Solucién patrén de cromo, Carlo Erba, de 1 mg/ml.

- Solucién de HNOs al 0,2% (v/v): se diluyen 0,2 ml de HNO3 hasta 100 ml de agua
Milli-Q. Se utiliza como diluyente de patrones.

- Solucion de Mg (NOs), al 0,03% (w/v) y Pd (NOs), al 3,3% (v/v): se diluyen 0,03
g de Mg(NOs), y 3,3 ml de Pd(NOs), con 100 ml de agua Milli-Q. Se utiliza como

modificador de matriz y como diluyente de las muestras.

111.2.4. Manganeso

Solucion patrén de manganeso, Carlo Erba, de 1 mg/ml.

- Solucion de HNOs al 0,2% (v/v): se diluyen 0,2 ml de HNO3 hasta 100 ml de agua
Milli-Q. Se utiliza como diluyente de patrones.

- Solucion de Mg(NOs), al 1% (w/v) en solucidn de Tritén X-100 al 0,1 % (v/v) y

HNOsz al 0,02% (v/v) que se utiliza como modificador de matriz y como

diluyente de las muestras.

I11.2.5. Niquel

Solucién patrén de niquel, Carlo Erba, de 1 mg/ml.
Solucion de HNOs al 0,2% (v/v): se diluyen 0,2 ml de HNO3 hasta 100 ml de agua

Milli-Q. Se utiliza como diluyente de patrones.
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- Solucion de (NH4)H,PO4 al 1 % (w/v) en solucion de Tritdn X-100 al 0,1% (v/v) y
HNO3z al 0,02% (v/v) que se utiliza como modificador de matriz y diluyente de

las muestras.

111.2.6. Plomo

Solucion patrén de plomo, Carlo Erba, de 1 mg/ml (Pb (NOs); en HNOs).
Dihidrogenofosfato de amonio (NH4) H,PO,4 Suprapur, Merck, P.A.

Solucion de (NHz) H2PO4 al 1 % (w/v) en solucion de Triton X-100 al 0,1% (v/v): se
pesan 0,5 g de (NH4)H,PO,4 y se enrasan hasta 50 ml de solucidn de Tritén X-100 al

0,1% (v/v). Se utiliza como modificador de matriz y como diluyente de las muestras.

111.3. MATERIAL E INSTRUMENTACION
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- Agitador de tubos de ensayo, Heidolph, modelo REAX200.

- Balanza analitica Mettler, modelo AE 163.

- Bano de limpieza por ultrasonidos Selecta, modelo 514.

- Congelador Boscha—-322C.

- Espectrofotdmetro de absorcion atomica Perkin Elmer modelo AAnalyst 800,
equipado con corrector de fondo Zeeman.

- Lamparas de descarga sin electrodos (EDL) Perkin ElImer, de plomo y cadmio.

- Lamparas de catodo hueco (HCL) Perkin Elmer, de cromo, niquel y manganeso.

- Tubos de grafito piroplizados con plataforma integrada de L'vov.

- Material de vidrio (matraces, probetas, vasos de precipitado y pesa-sustancias).

- Pipetas Biohit proline de voliumenes variables (5-50 ul, 50-200 pl, 200-1000 pl,
1-5 ml).

- Puntas de plastico desechables para las pipetas (se excluyen las de color
amarillo para evitar la posible contaminacién por cadmio)

- Tubos de propileno de 3y 10 ml.

- Pocillos de fondo cénico de propileno de 1,5y 5 ml.
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1I.4. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE CADMIO EN SANGRE TOTAL,

ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

111.4.1. Procedimiento

[11.4.1.a. Curva patrén

Soluciones hijas

a) Solucién madre de 1000 pg/ml.

b) Solucion de 100 pg/ml: 500 pl de a) y 4,5 ml de HNOs 0,2%.

c) Solucién de 10 pg/ml: 500 pl de b) y 4,5 ml de HNO3 0,2%.

d) Solucién de 1 pg/ml: 500 ul de c) y 4,5 ml de HNO3 0,2%.

e) Solucién de 0,1 pg/ml: 500 pl de d) y 4,5 ml de HNOs 0,2%.

f) Solucién de 0,01 pg/ml: 500 ul de e) y 4,5 ml de HNO3 0,2%.

Patrones

Para realizar la curva patrén acuosa de cadmio se afadieron las cantidades

de la soluciéon de 0,01 pg/ml de Cd y de HNO3z al 0,2% que se indican en la siguiente

tabla:

Tabla 3. Curva patrén de calibrado para la determinacidon del Cd

Concentracion (ug/l) ml Cd de 0,01 pg/ml ml H,0 milli-Q
0,5 0,25 4,75
1 0,5 4,5
1,5 0,75 4,25

111.4.1.b. Muestras

Precisaron de la adicion de un modificador de matriz. En nuestro caso se utilizd

una mezcla de Mg (NOs); al 0,03% y Pd (NOs), al 3,3%. Segun el tipo de muestra se

efectuaron las siguientes diluciones:
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a) Muestras de sangre total: se agregaron 600 pl de modificador de matriz a
100 pl de muestra (dilucién final 1/7).

b) Muestras de orina: se agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 pl de
muestra (dilucion final 1/2).

c) Muestras de saliva: se agregaron 1000 pul de modificador de matriz a 250 pl
de muestra (dilucion final 1/5).

d) Muestras de vello axilar: se agregaron 1000 pl de modificador de matriz a

250 pl de muestra (dilucion final 1/5).

111.4.2. Condiciones en el espectrofotdmetro de absorcidn atémica

—Ldmpara de descarga sin electrodos para Cd
—Longitud de onda: 228,8 nm

—Rendija: 0,7 nm

—Modo de lectura: Area de pico

—Corrector de fondo: Zeeman
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lI.5. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE CROMO

EN SANGRE TOTAL,

ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

111.5.1. Procedimiento

[11.5.1.a. Curva patron

Soluciones hijas

a) Solucion de 1000 pg/ml del laboratorio

b) Solucion de 100 pg/ ml: 500 pl de a) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

c) Solucién de 10 pg/ml: 500 pl de b) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
d) Solucién de 1 pg/ml: 500 ul de c) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
e) Solucion de 0,1 pg/ml: 500 pl de d) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

f) Solucidn de 0,01 pg/ml: 500 ul de e) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

Patrones

Para realizar la curva patrén de cromo se anadieron las cantidades de la

solucién 0,01 pg/mly de H,O milli-Q que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 4. Curva de patrén de calibrado para la determinacién del Cr

Concentracion (ug/ml) ml Cr de 0,01 pg/ml ml H,0 milli-Q
0,001 0,5 4,5
0,003 1,5 3,5
0,005 2,5 2,5

111.5.1.b. Muestras

Precisaron de la adicion de un modificador de matriz. En nuestro caso se utilizd una

mezcla de solucion de Mg (NOs), al 0,03% y Pd (NOs), al 3,3%. Segun el tipo de

muestra se realizaron las siguientes diluciones:
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a)

b)

d)

111.5.2.

82

Muestras de sangre total: se agregaron 600 pl de modificador de matriz a 200
ul de muestra (dilucién final 1/4).

Muestras de orina: se agregaron 600 ul de modificador de matriz a 200 pl de
muestra (dilucion final 1/4).

Muestras de saliva: se agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 pl de
muestra (dilucion final 1/2).

Muestras de vello axilar: se agregaron 400 pl de modificador de matriz a 200 pl

de muestra mineralizada (dilucidn final 1/3).

Condiciones en el espectrofotometro de absorcién atémica
Ldmpara de descarga sin electrodos para Cr.

Longitud de onda: 357,9 nm.

Rendija: 0,7 nm.

Modo de lectura: Area de pico.

Corrector de fondo: Zeeman.
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111.6. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE MANGANESO EN SANGRE TOTAL,

ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

111.6.1. Procedimiento

[11.6.1.a. Curva patron

Soluciones hijas
a) Solucion de 1000 pg /ml del laboratorio
b) Solucion de 100 pg /ml: 500 pl de a) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
c) Solucién de 10 pg /ml: 500 pl de b) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
d) Solucién de 1 pug/ml: 500 ul de c) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
e) Solucion de 0,1 pg/ml: 500 pl de d) + 4.5 ml de H,0 milli-Q
f) Solucidn de 0,01 pg/ml: 500 ul de e) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

Patrones

Para realizar la curva patrén de manganeso se afadieron las cantidades de la

solucién 0,01 pg/ml de Mn y de H,0 milli-Q que se indican en la siguiente tabla:

Tabla 5. Curva de patrén de calibrado para la determinacion del Mn

Concentracion (ug/ml) ml Mn de 0,01 pg/ml ml H,0 milli-Q
0,001 0,5 4,5
0,0025 1,25 3,75
0,005 2,5 2,5
0,01 5 -

111.6.1.b. Muestras

Precisaron de la adicion de un modificador de matriz. En nuestro caso se utilizé una
mezcla de solucidon de Mg (NOs), al 1%, Tritdn X-100 al 0,1 % y NHOs al 0,02%. Segun el
tipo de muestra se efectuaron las siguientes diluciones:
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a)

b)

c)

d)

11.6.2.
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Muestras de sangre total: se agregaron 500 pl de modificador de matriz a 100
ul de muestra (dilucién final 1/6).

Muestras de orina: no se realizo ninguna dilucién (volumen empleado 500 pl).
Muestras de saliva: se agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 pl de
muestra (dilucion final 1/2).

Muestras de vello axilar: se agregaron 450 pl de modificador de matriz a 150 pl

de muestra mineralizada (dilucidn final 1/4).

Condiciones en el espectrofotdmetro de absorcidon atéomica
Ldmpara de descarga sin electrodos para Mn.

Longitud de onda: 279,5 nm.

Rendija: 0,7 nm.

Modo de lectura: Area de pico.

Corrector de fondo: Zeeman.
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lI.7. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE NIiQUEL EN SANGRE TOTAL,

ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

111.7.1. Procedimiento

[11.7.1.a. Curva patron

Soluciones hijas

a) Solucion de 1000 pg /ml del laboratorio

b) Solucion de 100 pg /ml: 500 pl de a) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

c) Solucién de 10 pg /ml: 500 pl de b) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

d) Solucién de 1 pug /ml: 500 pl de c) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

e) Solucion de 0,1 pg /ml: 500 pl de d) + 4.5 ml de H,0 milli-Q

Patrones

Para realizar la curva patréon de niquel se adicionaron las cantidades de la

solucién 0,1 pl /mly de agua milli-Q que se relacionan en la siguiente tabla:

Tabla 6. Curva patrdén de calibrado para la determinacion del Ni.

Concentracion (ug/ml) | ml Nide 0,1 ug/ml | ml H,0 milli-Q
0,005 0,25 4,75
0,01 0,5 4,5
0,02 1 4

111.7.1.b. Muestras

Precisaron de la adicion de un modificador de matriz. En nuestro caso se utilizd una

solucion de (NHg) H,PO4 al 1 % en solucidén de Tritén X-100 al 0,1% y HNO3s al 0,02%.

Segun el tipo de muestra se efectuaron las siguientes diluciones:
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a)

b)

d)

Muestras de sangre total: se agregaron 600 pl de modificador de matriz a 200
ul de muestra (dilucién final 1/4).

Muestras de orina: se agregaron 600 ul de modificador de matriz a 200 pl de
muestra (dilucion final 1/4).

Muestras de saliva: se agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 pl de
muestra (dilucion final 1/2).

Muestras de vello axilar: agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 ul de

muestra (dilucion final 1/2).

11.7.2. Condiciones en el espectrofotdmetro de absorcidon atémica
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Ldmpara de descarga sin electrodos para Ni.
Longitud de onda 232,0 nm.

Rendija 0,7 nm.

Modo de lectura: Area de pico.

Corrector de fondo: Zeeman.
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11.8. METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE PLOMO EN SANGRE TOTAL,

ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

111.8.1. Procedimiento
[11.8.1.a. Curva patrén

Soluciones hijas

a) Solucién madre de 1000 pg/ml.

b) Solucién de 100 pg/ml: 500 pl de a) y 4,5 ml de H,O Milli-Q.

c) Solucién de 10 pg/ml: 500 pl de b) y 4,5 ml de H,0 Milli-Q.

d) Solucién de 1 pg/ml: 500 ul de c) y 4,5 ml de H,0 Milli-Q.

Patrones

Para realizar la curva patrén acuosa de plomo se adicionaron

las

cantidades de la solucidn de 1 pg/ml de Pb y de agua Milli-Q que se relacionan en la

siguiente tabla:

Tabla 7. Curva patrén de calibrado para la determinacidn del Pb

Concentracion (ug/l) ml Pb de 1 pg/ml ml H,0 Milli-Q
0,5 0,25 4,75
1 0,5 4,5
2 1 4

111.8.1.b. Muestras

Precisaron de la adicion de un modificador de matriz. En nuestro caso se utilizd

la solucién de (NH4)H,PO4 al 1 % (w/v) en solucion de Triton X-100 al 0,1% (v/v). Segun

el tipo de muestra se efectuaron las siguientes diluciones:

a) Muestras de sangre total: se agregaron 600 pl de modificador de matriz a 50

ul de muestra (dilucion final 1/13).
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b) Muestras de orina: se agregaron 250 ul de modificador de matriz a 250 pl de
muestra (dilucion final 1/2).

c) Muestras de saliva: se agregaron 1000 pul de modificador de matriz a 250 pl
de muestra (dilucion final 1/5).

d) Muestras de vello axilar: se agregaron 1000 pl de modificador de matriz a

250 pl de muestra (dilucion final 1/5).

111.8.2. Condiciones en el espectrofotdmetro de absorcidon atéomica

Ldmpara de descarga sin electrodos para Pb

Longitud de onda: 283,3 nm

Rendija: 0,7 nm

Modo de lectura: Area de pico

Corrector de fondo: Zeeman
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111.9. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS. DETERMINACION DE LOS

PARAMETROS CARACTERISTICOS DEL METODO

En el presente estudio se han evaluado los siguientes pardmetros para la

determinacién de la validez de los métodos empleados:

111.9.1. Limite de deteccidn y cuantificacion (IUPAC)

El limite de deteccidn es la concentracién de analito en la muestra que puede
ser detectada aunque no necesariamente cuantificada como un valor exacto. El limite
de cuantificacién es el valor de la concentracién minima de analito en la muestra que

puede ser cuantificada con un nivel de exactitud y precisidon definidas.
Los limites de deteccién (LOD) y de determinacién o cuantificaciéon (LOQ) se
establecen realizando diez lecturas del blanco, al cual se le calcula la desviacidn

estandar (SD); se obtienen a partir de las siguientes expresiones:

3xSD 10 x SD
LOD= ———— LoQ= ————

Siendo:

SD: Desviacion estandar de los diez blancos.

b: Pendiente de la recta de calibrado.

111.9.2. Intervalo de linealidad

Constituye el rango en el que el ensayo proporciona resultados directamente

proporcionales a la cantidad de analito en la muestra.
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Se realizan tantos puntos como sean necesarios hasta que la recta de regresion
lineal pierda su linealidad, y es en este punto donde nuestra curva de regresion lineal
tendra su limite superior. Su limite inferior se corresponde con el limite de deteccion

del método.

111.9.3. Curvas de calibrado

Diariamente se realiza una curva patrén acuosa. Para ello se preparan tres
disoluciones patrén segun el procedimiento de ensayo, conteniendo concentraciones
crecientes del mismo y se establece el coeficiente de regresion lineal que debe ser al
menos de 0.99.

- Patrén 1: generalmente coincide o se sitla ligeramente por encima del limite
de deteccion.
- Patron 2: suele ser dos o tres veces el patron 1.

- Patrdn 3: suele ser dos o tres veces el patron 2.

111.9.4. Precision

La precision es el grado de concordancia entre ensayos independientes
obtenidos bajo unas condiciones estipuladas. Estas condiciones dependen de los
factores que varien entre cada uno de los ensayos. Refleja la medida en que los valores
de una serie repetida de ensayos analiticos que se realizan sobre una muestra
homogénea son semejantes entre si. Mediante la precisidon se evalluan los errores
aleatorios. Por tanto, un resultado es exacto si simultdneamente es veraz (esta libre de
errores sistematicos) y preciso (los errores aleatorios son aceptables). En la precision a

su vez distinguimos:

a) Precision minima: es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al

aplicar el procedimiento repetidas veces en la zona baja y alta de la recta de calibrado.
Se determina tomando diez lecturas (area o altura de pico) de diez disoluciones

con concentraciones del analito en la zona baja y alta de dicha recta.
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El coeficiente de variaciéon (CV) o desviacion estandar relativa, se calcula

mediante la siguiente expresion:

SDA x 100 SDgx 100
Xa Xs
Siendo:
;A: Media de las lecturas de absorbancia en la zona alta.
SDa: Desviacion estandar de las lecturas de absorbancia en la zona alta.

Xg: Media de las lecturas de absorbancia en la zona baja

SDg: Desviacion estandar de las lecturas de absorbancia en la zona baja.

b) Repetibilidad: es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al aplicar
el procedimiento repetidas veces bajo las mismas condiciones, utilizando la misma
muestra, analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos
equipos y reactivos, durante una misma sesién de trabajo y en un periodo corto de

tiempo.
Se realizan diez lecturas de una misma muestra preparadas segun el
procedimiento del ensayo. Se calcula la desviacidn estandar de las diez lecturas (drea o

altura de pico) para asi poder hallar el coeficiente de variacién.

c) Precision intermedia: es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al

aplicar el procedimiento repetidas veces sobre la misma muestra homogénea,
pero ejecutado por diferentes analistas en dias distintos, es decir, bajo condiciones

diferentes.

Se realizan una serie de medidas de una muestra a lo largo de un periodo
mayor de tiempo. Se mide una muestra una vez a la semana durante cinco semanas o
mas. Se calcula la desviacidon estandar de las lecturas (area o altura de pico) hallando

asi el coeficiente de variacion.

91



Material y Métodos

111.9.5. Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el
valor de referencia aceptado. Por tanto, ademds de considerar los errores
sistematicos, el término exactitud considera también los errores aleatorios ya que
estan siempre presentes en el resultado de una medida. Es decir, la exactitud es la
suma de dos conceptos: veracidad y precision. Un resultado es veraz si esta libre de

error sistematico.

La exactitud se determina comparando los valores certificados
correspondientes a un material de referencia (Certified Reference Material, CRM) con
los encontrados tras la aplicacién del procedimiento de ensayo al mismo. Para ello, se
realiza el analisis de diez medidas (concentracion) del CRM preparado por el mismo
procedimiento que la muestra para controlar asi posibles variaciones en los equipos,
reactivos, condiciones ambientales, analista, etc.

El intervalo de confianza viene dado por la expresion:

SDyx W
Xxvn,

Siendo:

SD,: desviacion estandar de las diez réplicas.
;= media de las diez determinaciones del CRM
W =t de Student igual a 1 para n=10

n, = nimero de réplicas

111.9.6. Concentracidn caracteristica

La concentracién o masa caracteristica es la masa del analito en pg, que genera
una sefal de 0.0044 para medidas de area y de altura de pico. Para el cdlculo de la
masa caracteristica es necesario realizar diez medidas de la sefial de un blanco y diez
de la de un patréon intermedio de la curva de calibrado. Se calcula la desviacién

estandar de las diez medidas y se establece la m. £ 3 SD.
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Se calcula a partir de la siguiente expresion:

V x Cx0.0044

Siendo:

V:volumen de inyeccion.

C: concentracion del patrén intermedio de la recta de calibrado en pg/I

A: lectura de la absorbancia del patrén intermedio de la recta de calibrado menos el

blanco.

111.9.7. Recuperacién

El porcentaje de recuperacion es el cociente entre la cantidad de analito
medida y el contenido de la muestra. En el caso ideal se obtiene un 100%. En medidas
experimentales puede perderse analito especialmente en el caso de tratamientos
complejos de muestras en cantidades traza, dando lugar a porcentajes de
recuperacion menores. La recuperaciéon se realiza agregando a la muestra distintas

cantidades de analito y comprobando, posteriormente, el porcentaje que se recupera.

% recuperacion= Valor medido x 100 / Valor real

111.9.8. Incertidumbre del método

Hoy en dia es cada vez mas importante que los resultados analiticos vayan
acompaiados de su incertidumbre. La metodologia utilizada estd basada en la norma
ISO/IEC 17025. En esta norma no sélo se subraya la necesidad de estimar la
incertidumbre del ensayo sino que también deben calcularse las incertidumbres
asociadas a las calibraciones internas (es decir, las calibraciones que realiza el propio

laboratorio) (ISO, 1993; EURACHEM, 1995).
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La incertidumbre se define como un pardmetro asociado al resultado de una
medida que caracteriza el intervalo de valores que puede ser razonablemente
atribuido al mensurando. El mensurando es la magnitud sujeta a medida. Por lo tanto,
en andlisis quimico el mensurando se refiere al analito o la propiedad que estamos
determinando. El concepto de incertidumbre refleja la duda acerca de la exactitud del
resultado obtenido una vez que se han evaluado todas las posibles fuentes de errory
se han aplicado las correcciones oportunas. La incertidumbre proporciona una idea de
la calidad del resultado ya que indica “cuanto puede alejarse” un resultado del valor

considerado como verdadero, también denominado “valor diana”.

La metodologia utilizada para determinar la incertidumbre divide el proceso de
medida en sus partes fundamentales y cada una de estas se subdivide, a su vez, en
contribuciones mas pequefas. Posteriormente, se calcula la incertidumbre de cada
una de esas partes y se combinan para obtener la incertidumbre global del proceso de
medida. Una vez identificadas todas las posibles fuentes de incertidumbre se
cuantifican. La cuantificacion de la incertidumbre a partir del analisis estadistico de los
resultados da lugar a incertidumbres de tipo “A”. Este tipo de resultados suelen estar
asociados a la variabilidad debida a errores aleatorios (por ejemplo, la repetibilidad o

la precision intermedia).

Sin embargo hay veces en las que no es posible calcular un componente de
incertidumbre de forma experimental. En este caso, la incertidumbre debe evaluarse a
partir de trabajos anteriores o bien a partir del criterio del analista y se denominarian
incertidumbres de tipo “B”. Estas se obtienen también a partir de la informacién
proporcionada por los proveedores. Algunos ejemplos son la tolerancia del material

volumétrico y los certificados de calibracion de dicho material.

Antes de combinar las incertidumbres individuales para obtener Ia
incertidumbre total, es necesario expresar todas las incertidumbres como
“incertidumbres estandar”. En el caso de las de “tipo A”, la desviacion estdndar de los
resultados equivale a la incertidumbre estandar. Para las de “tipo B”, muchas veces no

se dispone de la informacion sobre la distribucion, como es el caso del material
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volumétrico. En estos casos se asume que es igual de probable que el valor esté en
cualquier lugar dentro de los limites fijados por la tolerancia y entonces la
incertidumbre estdndar se obtendria dividiendo el valor de la tolerancia por V3
(Dietrich, 1991). La tolerancia del material volumétrico incluyendo el de las pipetas

(error de la pipeta), es dada usualmente por el fabricante.

Los componentes de incertidumbre individuales deben combinarse siguiendo
la ley de propagacion de errores. De esta forma, se obtiene la incertidumbre
total estdndar, U (CONT). Asi, para calcular la incertidumbre asociada al

procedimiento de ensayo en valores relativos (%) utilizamos la siguiente expresién:

U4 (CDNT:' _ U2 (Cest}_l_ Uz ':-I;"rﬂrl:' n U2 WJIUE:'
COMTTE o Vi Ve

Siendo:

U (CONT) = incertidumbre del contenido en el metal
CONT = contenido en metal

U (Cest) = incertidumbre de la concentracién del metal
Cest = concentracion del metal

U (Viin) = incertidumbre del volumen de la muestra diluida
Viin = volumen de la muestra diluida

U (Vinic) = incertidumbre del volumen de la muestra

Vinic = volumen de la muestra

A cada uno de los sumandos de la ecuacién anterior le asignamos un nimero;
asi el primero que se refiere a la incertidumbre de la concentracidon del metal sera el
(), el segundo de la incertidumbre del volumen de la muestra diluida serd el (ll) y el
ultimo de la incertidumbre del volumen de la muestra sera el (l11).

Para calcular la U (Cest) del sumando (l) utilizamos la siguiente expresion:

12 (Cest) = T2 (patrén) + T2 (regres) + T2 (precis)
(La) (L.h) (1.¢)
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Siendo:

U (patrén) = incertidumbre de la disolucién patrén (1.a)

U (regres) = incertidumbre asociada a la recta de regresién que

absorbancias en concentraciones (l.b)

U (precis) = incertidumbre de la repetibilidad del método (l.c)

La U? (patrén) (l.a) puede considerarse la resultante de:

T2 (patrén) _ U= (madre) N T2 (Vi) . U2 (V)

C2atin 2 e Ve Vi

» 1” diluc

Siendo:

Cpatrsn = concentracion del patron

transforma

U (madre) = incertidumbre de la concentracion de la disolucién madre a partir de la

cual se prepara el patron.

Cmadre = concentracion de la disolucidon madre a partir de la cual se prepara el patrén

U (Vsin) = incertidumbre del volumen de la disolucién madre diluida

Vsin = volumen de la disolucién madre diluida

U (Vinic) = incertidumbre del volumen de la disolucion madre

Vinic = volumen de la disolucion madre

n? diluc = numero de diluciones seriadas realizadas a la disolucion madre

Las expresiones U (Vfin)/Vsin Y U (Vinic)/Vinic se calculan del mismo modo que los

sumandos (II) y (lll), teniendo en cuenta las pipetas que se han utilizado para la

elaboracion de los patrones de la recta patron.
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Siendo:

Sresid = desviacion estandar de los residuales

b = pendiente de la recta

n2 pat = numero de patrones de calibracién

dc = concentracion de metal de un patrén concreto menos la media de Ia
concentracion de metal de los patrones usados en la calibracién

Sp = desviacién estandar de la pendiente

Todos estos pardmetros se calculan a través del programa informatico

“Statgraphics”.

La U? (pres) (I.c) se calcula mediante la férmula:

. Sre wd 2
T2 (precis) = [L]
i

Siendo:
Sreprod = desviacion estandar de la repetibilidad
r = nimero de réplicas
Finalmente, el calculo de los dos sumandos que nos faltan, es decir (1) y (ll1), se

realizan usando la misma expresion:

Error pipeta  |Exact| + [Prec|

3 3

U (V)=

Siendo:
Exact = exactitud de la pipeta (en valor absoluto)

Prec = precisién de la pipeta (en valor absoluto)
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111.9.9. Interferencia de matriz

Para detectar el efecto de la matriz de una muestra se compara la pendiente de
la curva de calibracién obtenida por el método de adicidn con la obtenida por el
método directo, proceso que se repite en varias muestras. Si las pendientes obtenidas
mediante ambos métodos son similares no es necesario recurrir al método de adicién.
En caso contrario, es preciso analizarlas por el método de adicion. En este ultimo caso,
si las pendientes de las curvas de adicion para diferentes muestras de orina fueran
similares entre ellas, se podria obtener un factor corrector que permitiera aplicarlo a la
totalidad de las muestras. Otra opcion seria preparar una curva patron a partir de una

III

“matriz artificial” de orina u otro material biolégico exento del analito a medir. En el
caso de que sean diferentes, cada muestra se analizard independientemente por el

método de adicion.

11.10. CONTROL DE CALIDAD DE LOS ENSAYOS Y CHEQUEO DEL EQUIPO
111.10.1. Control de calidad de los ensayos

Consiste en la repeticién, en la misma tanda de andlisis, de la misma
muestra, de una porcién de ésta o de alicuotas de una de ellas. Esta actividad elimina
errores accidentales (mala lectura de los datos, errores de calculo, etc.) y mejora la
estimacion de nuestro valor verdadero de las muestras. Al mismo tiempo suministra
informacién sobre la variabilidad inherente a la muestra y sobre la repetibilidad de los
resultados. Generalmente, el 5% o mas de las muestras a analizar fueron dividas en
dos alicuotas, preparadas por separado y posteriormente se analizaron por duplicado
para obtener datos acerca de la precision de los anadlisis. Estas mismas muestras se
adicionaron de los analitos y se calculé la recuperacidon de éstos para determinar la
exactitud. Este proceso se repitid cada vez que se analizé un grupo de muestras o bien,

se comenzaba una jornada de trabajo.

Durante el andlisis de las muestras se analizé un patrdn certificado cada 5 6 10

muestras. El valor de dicho patrén nos sirvié también como control de calidad y para
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asegurar la calibracién éptima del instrumental. Ademads se analizaron los blancos del

método con cada serie de muestras.

111.10.2. Chequeo del equipo

Se chequed el equipo en cada sesion de trabajo en relacion a la observacion de

tres parametros:

— El coeficiente de correlacidn lineal de la recta de calibrado. Este deberia ser al

menos de 0,99.

— La concentracién caracteristica, la cual no deberia diferir en méas de un 25%

de la establecida en la validacién del procedimiento.

— Las medidas de precisidon y exactitud deberian estar comprendidas entre la
media £ 3SD, siendo SD la desviacién estandar correspondiente a la repetibilidad del

método.

111.11. MATERIALES DE REFERENCIA (CRMs

Con objeto de comprobar la exactitud de los diferentes métodos analiticos
investigados, se utilizaron varios tipos de muestras certificadas de composicién similar

a la muestra en estudio, es decir, sangre total, orina, saliva y vello axilar.

Los materiales de referencia para las muestras de sangre (ref. 201505, 201605 y
201705) y orina (ref.201205) fueron suministrados por SERONORM™ (Billinngstaid,

Noruega).

El Control de Calidad Interlaboratorios del Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el Trabajo (INSHT) también nos proporciond un control externo para plomo
en sangre total y cromo en orina, existiendo diferentes niveles de concentracion de los
metales a analizar. En general, se optd de forma rutinaria por utilizar los niveles mas

proximos a los resultados esperados.
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El material de referencia para el pelo (NIES No.5), fue suministrado por el

Instituto Nacional de Estudios Ambientales de la Agencia Ambiental de Japon.

Puesto que no existen muestras de referencia para metales pesados en saliva,
se seleccionaron 10 muestras de saliva a las que se le afiadieron los diferentes metales

objeto de estudio a partir de una solucién estdndar en una concentracién conocida.

11.12. LIMPIEZA DEL MATERIAL

Se empleé material desechable de polietileno previamente analizado para los
elementos objeto del estudio, comprobando la ausencia de dichos metales. El resto del
material no desechable de polietileno y vidrio se sumergié en agua con detergente
dentro de un bafo de ultrasonidos durante 30 minutos. Se enjuagd con agua
bidestilada y a continuacion se sumergié en HNOs al 20% (v/v) situandolo de nuevo
dentro del bafio de ultrasonidos durante otros 30 minutos. Se enjuagd con agua
bidestilada y, seguidamente, tres veces con agua milli-Q. Por ultimo se secd en una

estufa a 60 2C. Una vez seco, el material se guardd en bolsas de plastico estériles.

11.13. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE EXPOSICION

(CADMIO, CROMO, MANGANESO, NIQUEL Y PLOMO) EN TRABAJADORES DEL SECTOR

SIDEROMETALURGICO. PROTOCOLO DE ACTUACION.

111.13.1. Diseio epidemiolégico

El disefio epidemiolégico que se ha seguido se encuadra dentro de los
denominados estudios de prevalencia. Estos se denominan también estudios
transversales, y son muy utilizados con fines descriptivos. Recogen informacidn sobre
la situacion de salud de un grupo poblacional en un periodo concreto de tiempo
establecido previamente en el disefio (Herndandez, 2002). En nuestro caso, recogen
informacién sobre los niveles de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en los

trabajadores del sector siderometallrgico, y mas concretamente, relacionados con la
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soldadura. La informacidn adicional se ha obtenido a través de una encuesta especifica
gue, simultaneamente a los datos de interés, incorpora aquellas variables que se

consideran de interés (fumar, beber, datos relativos a la alimentacién, edad...).

111.13.2. Diseno del muestreo

Una vez organizado el disefio experimental, se fijaron los criterios de seleccién
de los sujetos que formaron parte del estudio. Como criterio de inclusion se establecio
gue el trabajador estuviera expuesto a metales en su ambiente laboral y como criterio
de exclusién que su antigliedad en el puesto fuera inferior a 6 meses. Por tanto, no se
trabajo con toda la poblacidn sino que se eligié un nimero determinado de casos a los

gue se denomind muestra.

a) Zona de procedencia

La muestra se tomd de varias empresas ubicadas en Coérdoba, Martos (Jaén) y
Palma de Mallorca (un total de 178 sujetos, que se distribuyeron en 55, 6 y 117,

respectivamente). Las edades estaban comprendidas entre los 18 y 65 afios.

Tabla 8. Muestreo final en la poblacion trabajadora clasificado por edad y sexo

Poblacion Distribucion por sexos NuUmero de individuos

Hombres Mujeres

Cdrdoba 55 0 55
Martos (Jaén) 6 0 6
Palma de Mallorca 37 8 117
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b) Toma de muestra

A cada sujeto de estudio se le extrajo una muestra de sangre, en un sistema
tipo Vacutainer, utilizando tubos de 5 ml con EDTA como anticoagulante. También se
tomd una muestra de orina de 30-40 ml aproximadamente (en recipiente estandar) y
con tapdn incoloro, al objeto de evitar la posible contaminacién del colorante. Se
procedid del siguiente modo: la sangre total con EDTA se agitd y se transfirié a dos
tubos limpios (2 alicuotas). Seguidamente se identificaron las muestras y se congelaron
a -209C. Las muestras de orina no precisaron tratamiento alguno; tan solo se

congelaron para su conservacion.

Todas las muestras de saliva fueron recogidas antes del desayuno. Los
participantes tuvieron que enjuagarse la boca durante 1 minuto con 10 ml de agua
esterilizada (Braum Medical, SA) e inmediatamente después vertieron 6 ml de saliva,
cuya produccion no fue estimulada, en tubos de polipropileno. El primer ml de saliva
fue desechado en todas las muestras y a continuacion cada muestra fue centrifugada a
900g durante 5 minutos con el objetivo de sedimentar la materia celular.

Posteriormente fueron congeladas a -20 2C para su mantenimiento hasta el analisis.

La recogida del vello axilar se realizé después del lavado por parte de cada
trabajador de la zona con agua destilada y jabén neutro. La cantidad obtenida fue
aproximadamente de 0,1g realizando el rasurado de la zona con una cuchilla de afeitar
comun. La longitud del vello axilar oscilé entre 0.5 y 2 cm. Las muestras de vello fueron
introducidas en tubos de polipropileno, previamente lavados con acido.
Posteriormente las muestras de vello axilar fueron lavadas mediante ultrasonidos con
una solucidn de detergente no idnico (Tritdn X-100). Seguidamente, el detergente fue
retirado mediante abundantes enjuagues con agua Mili-Q y tras un nuevo lavado
ultrasénico con una solucién de etanol y nuevamente con agua Mili —Q. El vello lavado
fue secado durante toda la noche a 702C. Finalmente, fue molido usando un mortero
de dgata a polvo fino y a continuacién se le afiadié 1 ml de HNOs, 0,5 ml de HCI, 2 ml
de H;0, y 2 ml de H,0 y se introdujo en un digestor por microondas durante 30

minutos (Anton Parr, modelo multiwave 3000).

102



Material y Métodos

Todas las muestras fueron recogidas en viernes, al finalizar la jornada laboral,

tras cinco dias consecutivos de trabajo.

c) Codificacion:

Ante las diferentes codificaciones de las muestras seglin su origen, una vez que
un conjunto de muestras llegd de un mismo sitio al laboratorio, se les asignd un
numero que fue el mismo para cada lugar de procedencia, seguido de otro que se
asigno por orden a cada una de las muestras individualizadas. A las muestras de orina,
sangre total, saliva y vello axilar del mismo individuo le correspondia el mismo cédigo,
gue fue a su vez anotado junto a su encuesta, consentimiento informado y la fecha
para asi evitar confusiones. Se optd asi por nombrar a los individuos con una letra que
dependeria de la procedencia de la muestra (C: Cérdoba, M: Martos y P: Palma de
Mallorca) seguido de un numero de dos cifras segin el orden asignado en la
codificacion. Las correspondencias entre ambas nomenclaturas se introdujeron en la

base de datos de SPSS 15.
d) Encuesta:

Previa firma de un consentimiento informado (ver Anexo |), los sujetos de
estudio completaron una encuesta (ver Anexo Il). Esta encuesta abarca diferentes
items que proporcionan datos de interés para el estudio. Para cada uno de los citados
items se le asignaron dos o mds opciones al sujeto para que sefialara una de ellas. Una
vez recibidas en el laboratorio, los diferentes datos fueron comprobados,
categorizados e introducidos en una base de datos (SPSS 15) para su posterior estudio.
Esta fue disefiada de manera especifica para el estudio llevado a cabo. En los aspectos
relativos a ingesta dietética se tomaron en consideracién las principales fuentes
bibliograficas de alimentacién sobre metales pesados en Espafia y en Andalucia
(Moreiras y Cuadrado, 1993; Gémez et al, 1991; Gémez et al, 1992). Al objeto de
comprobar todos los items valorados, en el anexo I, de la presente Memoria de Tesis,
se recoge el protocolo de encuesta que se pasé a los trabajadores que participaron en

este estudio.
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111.13.3. Analisis estadistico de los datos

Todos los resultados se introdujeron en una base de datos generada en el

programa informatico SPSS versidn 15 y se procesaron estadisticamente de la siguiente

forma (Martin-Andrés y Luna del Castillo, 1993):

1. Andlisis descriptivo:

Inicialmente se establecid el perfil de los individuos mediante el cdlculo de la

distribucidn de frecuencias y las medidas de tendencia central y dispersion.

Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov (correccion de Lilliefors) para
determinar la bondad de ajuste a una distribucion normal y la prueba de
Levene para analizar la homogeneidad de las varianzas de cada una de las

muestras comparadas.

2. Andlisis bivariante:

Las variables continuas se analizaron mediante la t de Student o andlisis de la
varianza de una via. Cuando el analisis de la varianza para muestras
independientes obtenia un valor F significativo, se realizd6 la prueba de
comparaciones multiples de Neuman-Keuls. En ausencia de normalidad, o
cuando las varianzas fueron heterogéneas, se utilizé el test de Wilcoxon o la
prueba de Kruskal-Wallis para K muestras independientes y la prueba de U de

Mann-Whitney para dos muestras independientes.

Para evaluar la relacidon existente entre variables cuantitativas se utilizo el
analisis de correlacién de Pearson o, caso de que las variables no siguieran una

distribucién mormal, el de Spearman.

3. Andlisis multivariante:
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Se construyo el modelo de regresidn lineal multiple utilizando el procedimiento
paso a paso (stepwise) para estimar la proporcion de variabilidad en los valores de los
distintos pardmetros analizados explicados por las variables mas relevantes. En ellos,
las variables dependientes fueron los metales en los diferentes fluidos bioldgicos y
como variables independientes o predictoras se introdujeron las demas: edad, género,
habito tabaquico, consumo de alcohol, antigliedad en el puesto, antecedentes en la
industria del metal y habitos dietéticos, entre otras, que podrian actuar como posibles
factores de confusion. Los criterios de inclusidon y exclusién de las variables que se
utilizaron en el modelo de regresion fueron: un nivel de significacién inferior a 0,05

para la entrada y un nivel de significacién superior a 0,1 para la salida de la variable.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1. VALIDACION METODOLOGICA

La biomonitorizacién humana se ha convertido en una herramienta del maximo
interés en el campo de la salud ambiental y ocupacional para la evaluacion del grado
de exposicidn a sustancias nocivas para la salud por parte de la poblacidn general y
trabajadora, respectivamente (Schuhmacher et al, 2002). En el caso concreto de la
exposicién a metales pesados, la biomonitorizacién juega un papel cada vez mas
importante en el establecimiento de limites ocupacionales y ambientales y contribuye
a reducir la exposicion asi como a evitar efectos perjudiciales sobre la salud (Gil y

Hernandez, 2009).

La presente Memoria de Tesis Doctoral pretende evaluar la eficacia del uso de
muestras bioldgicas menos invasivas, como el vello axilar y la saliva, como muestras
alternativas o complementarias de fluidos bioldgicos clasicos (sangre y orina) en la
biomonitorizacion de dosis internas de metales pesados en individuos
ocupacionalmente expuestos a los mismos. Este estudio es el primero recogido en la
literatura cientifica internacional que lleva a cabo una biomonitorizacién simultanea de
Cd, Cr, Mn, Ni y Pb en cuatro muestras biolégicas diferentes (sangre total, orina, vello
axilar y saliva) y utiliza como poblaciéon de estudio a 178 trabajadores del sector del
hierro y del acero, encuadrados globalmente bajo el término de industria

siderometalurgica.

Sin embargo, actualmente en toxicologia existe la necesidad permanente de
obtener resultados analiticos de calidad que cumplan con los criterios de las
normativas internacionales y, muy especialmente, a nivel europeo. Esto resulta

especialmente atil en el caso de tdxicos industriales que son objeto de
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biomonitorizacién en la poblacion expuesta. Igualmente resulta pertinente la
realizacion de dichos andlisis sobre diferentes matrices biolégicas que permitan
establecer los limites de exposicion permisibles con objeto de proteger asi a los
trabajadores frente a ciertos compuestos quimicos y, muy especialmente, frente a

metales pesados (Goullé et al, 2005; D’llio et al, 2008).

En este sentido, hay ciertas muestras relativamente novedosas, como por
ejemplo la saliva o el vello axilar, que, a priori, mostrarian mayores ventajas practicas
en la biomonitorizacién de la exposicidon ocupacional que las mediciones de metales en
los fluidos bioldgicos clasicos (como pueden ser la sangre y la orina). Por esta razén es
fundamental asegurar estrictamente la calidad durante la extraccion de las muestras y
la realizaciéon de los andlisis quimicos, asi como realizar una adecuada validacién

analitica de la metodologia empleada.

La espectrofotometria de absorcién atomica con horno de grafito es una
técnica analitica altamente sensible y bien conocida para la realizacién de andlisis de
metales, principalmente en fluidos biolégicos humanos. En la memoria de Tesis
Doctoral que se presenta, se ha procedido a la validacién de los procedimientos
analiticos para la determinacion de diversos metales en diferentes matrices bioldgicas

(sangre, orina, saliva y vello axilar).

El uso de la espectrofotometria de absorcién atdomica permite el analisis de
metales en muestras bioldgicas sin necesidad de separarlos de su matriz bioldgica y de
llevar a cabo procedimientos de extraccion complejos previos al andlisis de los
elementos. Por ejemplo, en el caso particular de la saliva, es suficiente hacer una mera
dilucion de las muestras para minimizar la interferencia y los efectos de matriz

bioldgica ocasionados por las proteinas y sales (Kocadereli et al, 2000).
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Ademas, el uso de modificadores quimicos de matriz se ha convertido en una
practica rutinaria en espectrofotometria de absorcidn atémica con horno de grafito
con el fin de obtener determinaciones libres de interferencias (Vilar-Farifias et al,
2007). Asi, una apropiada dilucién con un modificador de matriz permite evitar el uso
del método de adicidon lo que supone una gran ventaja no sélo en el tiempo de
realizacién del andlisis sino también en el coste del mismo. Por todo ello, siempre es
recomendable una modificacion quimica de la muestra al objeto de estabilizar la
temperatura en el tubo de grafito, aconsejandose el uso de tubos con plataforma de
L'vov, lo que permite aumentar la temperatura de pirolisis provocando asi una
reduccion del efecto matriz interferente. Asimismo, este procedimiento también
permite estabilizar el analito en la plataforma del tubo y separar la sefial del analito de

la correspondiente a la absorcidn de fondo.

En las tablas 9 a la 13 se resumen las condiciones instrumentales y programas
del horno de grafito empleados para la cuantificacion de cada uno de los elementos
metadlicos objeto del estudio en las diferentes muestras bioldgicas seleccionadas

(orina, sangre total, vello axilar y saliva).

En la determinacién de Niy Pb (tablas 12 y 13) se empleé dihidrégeno fosfato
como modificador quimico, comprobandose que la incorporacién de este compuesto
en la solucién evitaba la pérdida precoz de ambos analitos antes de la atomizacién. Sin
embargo, en la determinacién de Cd y Cr (tablas 9 y 10), la literatura cientifica
especializada recomienda la utilizacion de una mezcla de nitratos de Pd y Mg como
modificadores quimicos universales, siendo ésta la que finalmente se empled en el

estudio que presentamos.
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Tabla 9. Condiciones instrumentales y programa del horno de grafito empleados para la

cuantificacidn de Cd en orina, sangre total, vello axilar y saliva.

Longitud de onda (nm) 228.8
Programa del horno

- Secado [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 100-10-5
22 Etapa: 120- 5-10

- Calcinacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 600-10-10
22 Etapa: 700-10-5

- Atomizacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 1600-0-5

- Limpieza [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 2600-3-5
Volumen de muestra/modificador (ul) 10/10
Modificador de matriz Pd (NOs), + Mg (NOs),

Dilucién de las muestras

Sangre 1/7
Orina 1/2
Vello axilar 1/5
Saliva 1/5
Gas inerte Argdén
Flujo (ml min™) 250
Parada de flujo de gas Etapa de atomizacion (etapa de lectura)
Corrector de fondo Zeeman
Tubos HGA Con plataforma integrada
Modo de lectura Area de pico
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Tabla 10. Condiciones instrumentales y programa del horno de grafito empleados para la

cuantificacidn de Cr en orina, sangre total, vello axilar y saliva.

Longitud de onda (nm) 357.9
Programa del horno
- Secado [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 100-10-5

23 Etapa: 120- 5-10

- Calcinacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 600-10-10

22 Etapa: 700-10-5

- Atomizacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 1600-0-5

- Limpieza [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 2600-3-5

Volumen de muestra/modificador (ul)
Modificador de matriz

Dilucién de las muestras

Sangre
Orina
Vello axilar
Saliva
Gas inerte
Flujo (ml min™)
Parada de flujo de gas
Corrector de fondo

Tubos HGA

Modo de lectura

10/10

Pd (NOs), + Mg (NOs),

1/4

1/4

1/3

1/2

Argdén

250
Etapa de atomizacion (etapa de lectura)
Zeeman

Con plataforma integrada

Area de pico
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Tabla 11. Condiciones instrumentales y programa del horno de grafito empleados parala

cuantificacion de Mn en orina, sangre total, vello axilar y saliva.

Longitud de onda (nm)
Programa del horno

- Secado [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)]

279.5

12 Etapa: 110-1-30
23 Etapa: 130-15-30

- Calcinacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 1300-15-30
- Atomizacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 1800-0-5
- Limpieza [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 2450-3-5
Volumen de muestra/modificador (ul) 20/20
Modificador de matriz Mg (NOs),
Dilucién de las muestras
Sangre 1/6
Orina Sin diluir
Vello axilar 1/4
Saliva 1/2
Gas inerte Argdn
Flujo (ml min™) 250
Parada de flujo de gas Etapa de atomizacion (etapa de lectura)
Corrector de fondo Zeeman
Tubos HGA Con plataforma integrada
Modo de lectura Area de pico
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Tabla 12. Condiciones instrumentales y programa del horno de grafito empleados para la

cuantificacidn de Ni en orina, sangre total, vello axilar y saliva.

Longitud de onda (nm)
Programa del horno

- Secado [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)]

- Calcinacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)]
- Atomizacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)]

- Limpieza [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)]

Volumen de muestra/modificador (ul)
Modificador de matriz

Dilucién de las muestras

232.0

12 Etapa: 110-1-30
23 Etapa: 130-15-30

1300-10-20
2200-0-5

2500-3-5

30/10

(NH4) NO3), H,PO,

Sangre 1/4
Orina 1/4
Vello axilar 1/2
Saliva 1/2
Gas inerte Argdn
Flujo (ml min™) 250
Parada de flujo de gas Etapa de atomizacion (etapa de lectura)
Corrector de fondo Zeeman
Tubos HGA Con plataforma integrada
Modo de lectura Area de pico
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Tabla 13. Condiciones instrumentales y programas del horno de grafito empleados para la

cuantificacidn del Pb en orina, sangre total, vello axilar y saliva.

Longitud de onda (nm) 283.3
Programa del horno

- Secado [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 100-10-10
22 Etapa: 200-10-10

- Calcinacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 12 Etapa: 800-10-10
22 Etapa: 850-10-5

- Atomizacién [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 1700-0-5

- Limpieza [Temp (2C) -t rampa (s) - t mant. (s)] 2450-3-5
Volumen de muestra/modificador (ul) 10/10
Modificador de matriz (NH,;) NO3), H,PO,

Dilucién de las muestras

Sangre 1/13
Orina 1/2
Vello axilar 1/5
Saliva 1/5
Gas inerte Argdn
Flujo (ml min™) 250
Parada de flujo de gas Etapa de atomizacion (etapa de lectura)
Corrector de fondo Zeeman
Tubos HGA Con plataforma integrada
Modo de lectura Area de pico
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Por otro parte, normalmente se aconseja el uso de un sistema de correccion del
fondo para mejorar los altos indices de absorcién de fondo (Lelis et al, 2002). En el
presente estudio, los mejores resultados en términos de precision analitica se
obtuvieron con el sistema de correccién Zeeman en la determinacién de todos los
elementos (tablas 9-13). En el caso de muestras biolégicas (por ejemplo, sobre sangre,
orina y saliva), los mejores resultados para la determinacion de niveles de metales
pesados con interferencias de fondo inapreciables se obtuvieron también con el
sistema Zeeman, el cual resulta especialmente idoneo para el analisis de metales en
matrices bioldgicas de cierta complejidad (Dube, 1988; Striibel y Rzepka-Glinder, 1989;
Burguera et al, 1998; Bruhn et al, 1999). No obstante, no es necesario insistir en la
obligatoriedad del uso de la correccidon del fondo cuando se trabaja en intervalos

proximos al limite de deteccion.

En este estudio se emplearon tubos de grafito pirolizados con plataforma de
L'vov y fueron sometidos a una media de 140 inyecciones sin que se apreciara pérdida
de sensibilidad (reduccion de la absorbancia en las soluciones estandar) o deterioro del
revestimiento pirolitico, circunstancia que fue examinada de manera exhaustiva a

partir de las 80 inyecciones.

Uno de los aspectos mas importantes que se han estudiado desde el punto de
vista analitico ha sido la optimizacion de las condiciones de calcinacion y atomizacion.
La calcinacion es probablemente el paso mas critico dentro del proceso de analisis del
metal en espectrofotometria de absorcién atémica, puesto que en él se procede a la
mineralizacion o digestién de la muestra sin que deba existir pérdida apreciable del
analito. Se introdujeron directamente diferentes muestras (sangre, orina y saliva) para

comprobar las condiciones de calcinacion y atomizacion.

En el caso particular del vello axilar, la cuantificacion de metales requiere la

simplificacion de la matriz al objeto de obtener una disolucidon efectiva de la muestra,
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por lo que fue necesaria su mineralizacién previa para inyectar una solucién analitica
del vello previamente mineralizado. Para evitar la pérdida de algunos metales volatiles,
incluidos el Cd y el Pb, se adoptd un procedimiento de digestion humeda en sistema

cerrado bajo presion empleando la energia de las microondas.

Las figuras 1 y 2 muestran las curvas de temperatura de calcinacion y

atomizacion de las muestras previamente diluidas.

Los mejores resultados se obtuvieron con la programacién de temperaturas de
carbonizacién o calcinacién de 650, 1.500, 1.300, 1.300 y 8002C y de atomizacién de
1.600, 2.400, 1.800, 2.200 y 1.700°C para la determinacién de Cd, Cr, Mn, Ni y Pb,
respectivamente (tablas 9-13). Las pruebas previas mostraron que temperaturas de
calcinacién inferiores a 1.2002C no fueron suficientes para la determinacion de Cr en
muestras bioldgicas (por ejemplo, en orina) ya que no se destruia por completo la

matriz biolégica (Dube, 1988).

Asimismo, la sefial atdmica disminuyé a temperaturas mds elevadas de las
indicadas. Se ajustaron los programas del horno con materiales de referencia
certificados para sangre total y orina y las condiciones empleadas proporcionaron
sefales bien definidas, con niveles de absorcidn inespecifica despreciables asi como
una mayor sensibilidad evaluada mediante la masa caracteristica de cada uno de los
metales objeto del estudio. Los picos fueron siempre simétricos y con el fondo
adecuadamente corregido. Por ultimo, en todos los casos se incluyd una etapa de

limpieza (tablas 9-13).
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En relacidon a la validacidon de la metodologia analitica, las tablas 14 a 18
presentan los pardmetros caracteristicos del método analitico para cada uno de los

metales analizados.

Tabla 14. Validacién analitica de la determinacién de Cd en orina, sangre total, vello

axilar y saliva.

LOD/LOQ (ug I™) 0.03/0.09
Intervalo de linealidad (pg ') 7
Ecuacion lineal y=0.0430x + 0.0035
r 0.9960
Precision (%) Minima 2.62
Intermedia’ 4.94
Reproducibilidad 3.45
Exactitud (%) Sangre’ 0.45
Orina® 1.70
Vello axilar® 0.23
Recuperacién (%)* Saliva 98.25
Sangre 101.19
Orina 103.63
Vello axilar 97.84
Masa caracteristica (pg) 2.96

Los datos de precision, exactitud y recuperacién se han obtenido de la media de
determinaciones repetidas (n=10).

'Los andlisis de determinacion intermedia fueron realizados en un periodo
comprendido entre una y cinco semanas.

>CRM Seronorm

*CRM NIES

“*Las muestras fueron enriquecidas con Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en solucién estandar tal y
como se muestra en la tabla 19.
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Tabla 15. Validacién analitica de la determinacién de Cr en orina, sangre total, vello

axilar y saliva.

LOD/LOQ (ug I™) 0.19/0.64
Intervalo de linealidad (pg ') 30
Ecuacion lineal y=0.0058x + 0.013
r 0.9984
Precision (%) Minima 4.36
Intermedia’ 2.32
Reproducibilidad 3.29
Exactitud (%) Sangre’ 0.28
Orina’ 1.60
Vello axilar® 3.33
Recuperacion (%)* Saliva 104.57
Sangre 99.15
Orina 101.74
Vello axilar 103.00
Masa caracteristica (pg) 5.16

Los datos de precision, exactitud y recuperacién se han obtenido de la media de
determinaciones repetidas (n=10).

'Los andlisis de determinacion intermedia fueron realizados en un periodo
comprendido entre una y cinco semanas.

>CRM Seronorm

*CRM NIES

“*Las muestras fueron enriquecidas con Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en solucién estandar tal y
como se muestra en la tabla 19.
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Tabla 16. Validacion analitica de la determinacién de Mn en orina, sangre total, vello

axilar y saliva.

LoD/LOQ (ug I™) 0.12/0.39
Intervalo de linealidad (pg ') 20
Ecuacion lineal y=0.0156x + 0.027
r 0.9972
Precision (%) Minima 1.76
Intermedia’ 2.57
Reproducibilidad 4.46
Exactitud (%) Sangre’ 1.92
Orina’ 3.71
Vello axilar® 1.45
Recuperacion (%)* Saliva 103.66
Sangre 99.52
Orina 101.50
Vello axilar 101.94
Masa caracteristica (pg) 5.16

Los datos de precision, exactitud y recuperacién se han obtenido de la media de
determinaciones repetidas (n=10).

'Los andlisis de determinacion intermedia fueron realizados en un periodo
comprendido entre una y cinco semanas.

>CRM Seronorm

*CRM NIES

“*Las muestras fueron enriquecidas con Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en solucién estandar tal y
como se muestra en la tabla 19.
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Tabla 17. Validacién analitica de la determinacién de Ni en orina, sangre total, vello

axilar y saliva.

LOD/LOQ (ug I™) 0.24/0.81
Intervalo de linealidad (pg ') 15
Ecuacion lineal y=0.0054x + 0.0038
r 0.9992
Precision (%) Minima 2.78
Intermedia’ 4.50
Reproducibilidad 4.88
Exactitud (%) Sangre’ 5.26
Orina’ 6.59
Vello axilar® 4.68
Recuperacion (%)* Saliva 105.40
Sangre 96.25
Orina 98.21
Vello axilar 107.80
Masa caracteristica (pg) 9.32

Los datos de precision, exactitud y recuperacién se han obtenido de la media de
determinaciones repetidas (n=10).

'Los andlisis de determinacion intermedia fueron realizados en un periodo
comprendido entre una y cinco semanas.

>CRM Seronorm

*CRM NIES

“*Las muestras fueron enriquecidas con Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en solucién estandar tal y
como se indica en la tabla 19.
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Tabla 18. Validacién analitica de la determinacién de Pb en orina, sangre total, vello

axilar y saliva.

LoOD/LOQ (ug I™) 0.83/2.71
Intervalo de linealidad (pg ') 200
Ecuacion lineal y=0.0011x + 0.0079
r 0.9995
Precision (%) Minima 3.21
Intermedia’ 2.63
Reproducibilidad 2.98
Exactitud (%) Sangre’ 0.80
Orina’ 1.20
Vello axilar® 0.75
Recuperacion (%)* Saliva 99.47
Sangre 101.80
Orina 100.16
Vello axilar 99.10
Masa caracteristica (pg) 11.00

Los datos de precision, exactitud y recuperacién se han obtenido de la media de
determinaciones repetidas (n=10).

'Los andlisis de determinacion intermedia fueron realizados en un periodo
comprendido entre una y cinco semanas.

>CRM Seronorm

*CRM NIES

“*Las muestras fueron enriquecidas con Cr, Cd, Mn, Ni y Pb en solucién estandar tal y
como se muestra en la tabla 19.

Como puede observarse, en todos los casos los coeficientes de correlacion
fueron superiores a 0,997 y como minimo superiores a 0.995 para aceptar la validez
del proceso analitico y los resultados demostraron que la respuesta instrumental fue
lineal en el rango de estudio. En dichas tablas se muestran las ecuaciones obtenidas de
las curvas de calibracién y los coeficientes de regresién lineal. Las curvas de calibracion
se crearon a partir de las concentraciones obtenidas una vez corregida la absorcién de
fondo y fueron lineales hasta 30, 7, 20, 15 y 200 ugl™ para Cr, Cd, Mn, Ni y Pb,

respectivamente. Los limites de deteccién obtenidos fueron de 0.19, 0.03, 0.12, 0.24 y
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0.8 pgl™ para Cr, Cd, Mn, Niy Pb, respectivamente (tablas 14-18). Los resultados de las
pruebas de recuperacidn resultaron especialmente destacables y siempre superiores
al 95% en todos los metales estudiados y matrices bioldgicas empleadas. Los valores
de recuperacién de las cantidades conocidas de metales agregadas a la muestra
oscilaron entre el 96.3 y el 107.8%, es decir, dentro del rango aceptable usualmente

establecido entre el 90 y 110%.

Asimismo, para comprobar la validez de la calibracion utilizando patrones
acuosos, se prepararon varias muestras con diferentes cantidades de sangre total,
orina y saliva, y se obtuvieron curvas de adicién de patrén. Cada curva se cred a partir
de tres o cuatro puntos, midiendo a su vez cada uno de ellos tres veces (es decir, se
programo el equipo para que efectuara tres réplicas). Los resultados indicaron que las
pendientes eran muy similares, lo cual corroboraba la ausencia de efecto matriz y
validaba la calibracién directa con patrones acuosos. No obstante, lo que si resultd
vital fue diluir previamente cada muestra de manera adecuada y los mejores
resultados se obtuvieron con los factores de dilucidn recogidos en las tablas 9 a la 13.
Dichos factores de dilucidn propuestos quedaron perfectamente verificados tras
estudiar el efecto de la dilucion de las concentraciones de los diferentes analitos sobre

las diferentes muestras.

Las figuras 3 y 4 resumen la influencia de diversos factores de dilucidn sobre el

porcentaje de valores certificados de los materiales de referencia de sangre total, orina

y pelo.
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Figura 3. Influencia de los factores de dilucion expresada en porcentaje sobre las
muestras certificadas de los diferentes metales pesados objeto de estudio en sangre,
orina y pelo axilar. En el caso de la saliva, al no existir patrones certificados
comerciales, se enriquecieron muestras blanco con Cd, Cr y Mn hasta conseguir una

concentracion final de 1 pg/I, 5 ug/ly 10 ug/l, respectivamente (tabla 19).
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Figura 4. Influencia de los factores de dilucion expresada en porcentaje sobre las

muestras certificadas de los diferentes metales pesados objeto de estudio en sangre,

orina y pelo axilar. En el caso de la saliva, al no existir patrones certificados

comerciales, se enriquecieron muestras blanco con Ni y Pb hasta conseguir una

concentracién final de 5 pg/l y 100 pg/Il, respectivamente (tabla 19).

128



Resultados y Discusion

En el caso particular de la saliva y puesto que no existen materiales de
referencia certificados para metales pesados, las muestras se fortificaron (con
diferentes concentraciones de Cd (1 pgl™), Cr (5 pgl™), Mn (10 pgl™), Ni (5 pgl™) y Pb

(100 pgl™) seguin se puede apreciar en la tabla 19.

Tabla 19. Muestras bioldgicas de sangre, orina, vello axilar y saliva enriquecidas con

diferentes concentraciones de Cd, Cr, Mn, Niy Pb

Sangre Orina Vello axilar* Saliva
Cr 7 11.5 30(3.3) 5
cd 1 1 2(0.22) 1
Mn 12.5 7 50 (5.5) 10
Ni 5 7 50 (2.2) 5
Pb 100 100 55 (6.1) 100

Las concentraciones de expresan en pg/l (a excepcidon del vello axilar que se ha
expresado en ug/g).

* . . . .

50 mg de vello axilar mineralizado en un volumen final de 5.5 ml

Ademads fue necesario incorporar tritdn X-100 para facilitar la inyeccién de la
muestra en el tubo de grafito. Se comprobaron varias concentraciones de tritdon dentro
del rango de 0,01-0,5% (w/v), alcanzandose una inyeccion adecuada de las soluciones

de muestras y una 6ptima reproducibilidad con una concentracion de tritdn del 0,1%

(w/v).

Para la totalidad de los elementos analizados, el porcentaje de desviacién
estandar para la precision y repetibilidad minima e intermedia nunca supero el limite
del 20% (tablas 14-18), manteniéndose siempre por debajo del 5%, lo que constituye
un resultado enormemente valido a tenor de los datos recogidos en la literatura

cientifica.
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El método analitico se controlé mediante el uso de patrones certificados
externos (CRM- Certified Reference Material) e internos. Asi, se comprobd la fiabilidad
del procedimiento propuesto mediante el andlisis del contenido en metales de varias
muestras de sangre total, orina y saliva adicionadas con metales pesados (tabla 19) y
los indices de recuperacion obtenidos demostraron estar en consonancia con los

valores tedricos previamente adicionados (tablas 14-18).

Al comparar los resultados analiticos siempre seria necesario tener en cuenta la
incertidumbre del método como un parametro analitico de gran relevancia. Las
incertidumbres del método para cada metal (Cd, Cr, Mn, Ni y Pb) se estimaron
teniendo en cuenta todas las fuentes posibles de incertidumbre a lo largo de todo el
proceso analitico tal y como se indicd en el apartado correspondiente de material y
métodos. Cuando la concentracidn de Cd, Cr y Mn fue inferior a aproximadamente 1, 3
y 4 pgl™, respectivamente, la incertidumbre general cayé de modo muy significativo.
Un comportamiento muy parecido se observé en el caso de concentraciones inferiores

a 10y 100 pgl™ en el caso del Niy el Pb, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Incertidumbres del método para cada uno de los metales analizados (Cd, Cr,

Mn, Niy Pb).

131



Resultados y Discusion

En general, los resultados obtenidos en los estudios de validacién metodoldgica
realizados por otros autores son escasos y tan sdélo tienen en cuenta una cantidad
bastante mas reducida de pardmetros que los incluidos en la presente Tesis Doctoral,
siendo usualmente el limite de deteccion, la precision y/o la exactitud. Muchos de
estos resultados estan en concordancia con los presentados en este estudio, no
obstante, los aqui reflejados pueden considerarse mejores en términos de masa
caracteristica (Burguera et al, 1998), limite de deteccion (Bruhn et al, 1999; Viitak y
Volynsky, 2006; Kummron et al, 2008) y repetibilidad (Bermejo-Barrera et al, 1998).
Por tanto, los métodos que se proponen demuestran ser fiables para la determinacién
de cinco elementos metalicos en cuatro muestras bioldgicas con diferente perfil
toxicocinético, teniendo en cuenta que la sangre total y la saliva serian indicadores de
exposicién reciente, mientras que la orina y el vello axilar reflejarian exposicidén

cronica.

Asimismo, el método validado cumple con los criterios de la Unidén Europea en
esta materia. Ademas, este método ofrece limites de deteccién satisfactorios gracias a
la potencia analitica de la técnica espectrofotométrica empleada y demuestra ser un
método preciso y exacto para la determinacidén de Cd, Cr, Mn, Ni y Pb en cuatro

muestras bioldgicas diferentes (sangre total, orina, vello axilar y saliva).

Sin embargo, probablemente uno de los aspectos mas relevantes del estudio
propuesto sea la hipotética aplicacién y utilidad del método a la determinacién de
metales en poblacién trabajadora en muestras de vello axilar y saliva. La hipétesis de
partida es que los analisis de vello axilar y saliva complementarian de algin modo los
realizados en fluidos clasicos tales como la sangre y la orina. Por su parte, se
recomienda ademas, analizar el vello axilar en lugar de otro tipo mas comun que es el
cabello, usualmente de la regién occipital, debido a que las axilas serian mucho menos
propensas a los procesos de contaminacién externa por parte de metales pesados en
forma particulada procedentes del ambiente laboral (Afridi et al, 2006; Crespdn-

Romero et al, 2007; Moreda-Pifieiro et al, 2007). No obstante, con el fin de poder
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realizar estimaciones fiables de la posible presencia de metales pesados en el vello
axilar, resultd necesario eliminar primero los metales procedentes de fuentes
exégenas. Por todo ello y en consonancia con los trabajos previamente publicados,
utilizamos un procedimiento de lavado con un detergente no idnico en un bafio

ultrasdnico (Stauber et al, 1987; Leotsinidis y Kondakis, 1990).

Las soluciones de lavado cldsicamente utilizadas en el pre-tratamiento del vello
han sido: disolventes organicos, detergentes idnicos, detergentes no idnicos y agentes
guelantes como por ejemplo el EDTA (Shamberger, 2002). Finalmente se decidié
utilizar un método que combinara detergentes no idnicos y disolventes orgdnicos

acompanados de un proceso de sonicacion.

Por otro lado, la saliva ha demostrado ser una matriz eficaz en la
biomonitorizacidn ocupacional. No obstante, la presencia de aparatos de ortodoncia,
la mayoria de ellos metdlicos, puede aumentar la cantidad de metales en la saliva.
Ademds, la presencia de hemoglobina también puede afectar a los valores de ciertos
metales (Gjerdet et al, 1991). Por ello, el andlisis de metales en determinadas muestras
bioldgicas deberia incluir un cuestionario sobre la dieta debido a la posible influencia
de la misma en el andlisis de tdxicos, y mas concretamente, de metales pesados (Fors y

Persson, 2006).

Finalmente convendria hacer algunas consideraciones que merecen un
comentario especial. Siempre que se aplique este método, seria necesario prestar
especial atencion a diversas cuestiones que consideramos relevantes con objeto que

se pueda reproducir con fiabilidad lo descrito en la presente Memoria de Tesis:

e en el caso de la sangre y la orina, deberian extremarse las precauciones

para evitar cualquier posibilidad de contaminacién externa;
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e en el caso del vello axilar, habria que medir la liberacién de compuestos
metalicos a partir del uso de tijeras o del instrumento de corte que se
emplee; estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio revelaron
la ausencia de transferencia de metales a partir de las tijeras empleadas.
Igualmente debe realizarse el procedimiento estricto de lavado del vello y
asegurarse que se alcanza la disoluciéon completa del material mediante la
oportuna digestién humeda empleando, a ser posible, un digestor por

microondas;

e en la saliva, habrd que excluir a sujetos con aparatos de ortodoncia o

cualquier dispositivo metdlico en el interior de la cavidad bucal;

e por ultimo, verificar que se utilizan los factores de dilucién adecuados y que

resultaron ser criticos en la reproducibilidad metodoldgica (tablas 9 a la 13).

Se puede concluir, pues, que el método descrito es aplicable en Ia
biomonitorizacidn ocupacional de los metales pesados seleccionados sobre diversas
muestras bioldgicas. Ademads, esta metodologia se puede emplear en la evaluacién del
riesgo para la salud de individuos con exposicién ocupacional a dichos metales,
ademas de ser complementario en estudios epidemioldgicos e investigaciones en salud

laboral y toxicologia industrial.

IV. 2. NIVELES DE CD, CR, MN, NI Y PB EN POBLACION TRABAJADORA DEL SECTOR

SIDERURGICO EN SANGRE TOTAL, ORINA, SALIVA Y VELLO AXILAR

Las tablas 20 a la 24 muestran la distribucién de los niveles de Cd, Cr, Mn, Niy Pb
en diferentes fluidos bioldgicos (sangre, orina, vello axilar y saliva) de la poblacién

objeto de estudio. Debido a que los valores no siguieron una distribucién normal, se
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incluyen las medianas rangos, rangos intercuartilicos y las medias geométricas de los

datos de cada elemento y material bioldgico analizado. Asimismo, y con objeto de

facilitar la comparacién con otros estudios recogidos en la bibliografia internacional

gue Unicamente aportan el valor medio obtenido, las tablas incluyen también las

medias y desviacion estandar.

Tabla 20. Niveles de Cd en sangre total, orina, vello axilar y saliva de los trabajadores

objeto de estudio

Sangre’ Orina’ Vello axilar® saliva®
n 162 161 178 144
Media + SD 0.49+0.61 0.25+0.28 0.07+£0.13 0.14+£0.25
Rango 0.02-4.14 0.02-1.67 0.02-0.81 0.02-1.90
Media Geométrica 0.18 0.12 0.03 0.06
Mediana 0.22 0.18 0.01 0.06
Percentiles 5-95 0.01-1.62 0.01-0.81 0.01- 0.37 0.01-0.64

SD: desviacion estandar; 'pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g

Tabla 21. Niveles de Cr en sangre total, orina, vello axilar y saliva de los trabajadores

objeto de estudio

Sangre’ Orina’ Vello axilar® saliva®
n 178 177 178 178
Media = SD 1.31+3.01 0.95+1.89 3.43+7.93 3.11+£0.25
Rango 0.10-37.90 0.10-37.90 0.10-19.65 0.10-60.22
Media Geométrica 0.58 0.45 0.95 0.73
Mediana 0.78 0.42 0.99 0.64
Percentiles 5-95 0.10-4.04 0.10-3.28 0.10-15.41 0.10-11.57

SD: desviacion estandar; ‘pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g
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Tabla 22. Niveles de Mn en sangre total, orina, vello axilar y saliva de los trabajadores

objeto de estudio

sangre’ Orina’ Vello axilar® saliva’
n 178 178 178 177
Media + SD 8.68 £ 6.35 0.93+4.00 2.3514.66 6.94 £10.15
Rango 0.12-47.83 0.06 - 33.53 0.06-52.58 0.12-70.47
Media Geométrica 7.05 0.18 0.97 3.70
Mediana 7.55 0.12 1.19 3.68
Percentiles 5-95 2.25-17.74 0.04 -3.64 0.06 -6.92 0.62-28.86

SD: desviacion estandar; ‘pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g

Tabla 23. Niveles de Ni en sangre total, orina, vello axilar y saliva de los trabajadores

objeto de estudio

Sangre’ Orina’ Vello axilar® saliva®
n 178 178 178 178
Media = SD 0.96 £ 3.68 1.67 £5.09 3.29+16.56 7.79+£21.96
Rango 0.12-34.44 0.12-51.01 0.12-215.80 0.12-188.50
Media Geométrica 0.23 0.44 0.80 1.45
Mediana 0.12 0.25 0.71 1.72
Percentiles 5-95 0.12-3.64 0.12-7.11 0.12-10.98 0.12-34.82

SD: desviacion estandar; ‘pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g

Tabla 24. Niveles de Pb en sangre total, orina, vello axilar y saliva de los trabajadores

objeto de estudio

Sangre’ Orina’ Vello axilar® saliva®
n 162 161 178 153
Media + SD 43.39+52.65 22.28+£29.92 | 24.33+£51.43 | 3.03110.82
Rango 0.42-236.34 2.25-219.52 0.42-515.90 | 0.42-123.30
Media Geométrica 8.88 12.75 7.04 0.79
Mediana 27.23 9.42 7.22 0.42
Percentiles 5-95 0.42-157.533 3.69-80.35 0.42-95.41 0.42-11.40

SD: desviacion estandar; ‘pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g
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Las tablas 25 a 44 presentan los datos del analisis bivariante de la concentracién

de metales en sangre, orina, saliva y vello axilar, asi como los principales factores de

confusién en la poblacion de estudio, incluyendo los habitos alimenticios.

Tabla 25. Comparacidon de los valores medios de Cd obtenidos en las diferentes

muestras bioldgicas analizadas por posibles factores de confusién

Sangre’ Orina’ saliva’ Vello axilar®
Masculino 0.49+0.61 0.24£0.28 0.14+£0.23 0.08 £0.13
Género
Femenino 0.44 £ 0.67 0.32+0.34 0.23+0.46 | 0.02+0.01*
No 0.15+0.18 0.20+£0.19 0.13+0.26 0.08+0.14
Tabaco -
Si 0.89+£0.69 0.30+£0.35 0.15+0.24 0.07+£0.12
No 0.47 £0.60 0.25+0.32 0.17+£0.39 0.06 £ 0.08
Alcohol
Si 0.50+0.62 0.25+0.27 0.13+£0.20 0.08+0.14
Centro 0.51+0.63 0.28+0.30 | 0.15%0.26 0.09+£0.15
Residencia . 5
Periferia 0.43+0.56 0.17+£0.18 0.13+0.19 0.03+0.04

"p<0.05;  p<0.01; ‘ug/l; *ug/g creatinina; *pg/g

Tabla 26. Comparacién de los valores medios de Cr obtenidos en las diferentes

muestras bioldgicas analizadas por posibles factores de confusién

Sangre’ Orina’ saliva® Vello axilar®
Masculino | 1.31+3.05 | 0.90+1.73 3.02+£8.87 3.07+£7.02
Género *
Femenino | 1.42+1.99 | 2.03+4.07 5.10+£9.54 10.90+ 18.24
No 1.14+1.28 | 0.88+2.12 2.41+4.84 3.98 £ 8.07
Tabaco
Si 1.53+4.22 | 1.05+1.63 3.58+11.46 2.87+7.90
No 254+645 | 090+1.14 2.50+3.82 2.49+394
Alcohol
Si 1.03+1.08 | 0.96+2.03 3.03+9.34 3.65+8.63
Centro 1.52+3.48 | 1.09+2.16 | 3.56+10.26 1.96 £+ 2.87
Residencia
Periferia 0.78+0.82 | 0.57+0.62 1.96 £+ 2.87 4.22+£11.40

"p< 0.05; *pg/l; *ug/g creatinina; >ug/g

137




Resultados y Discusion

Tabla 27. Comparacién de los valores medios de Mn obtenidos en las diferentes

muestras bioldgicas analizadas por posibles factores de confusién

sangre’ Orina’ saliva’ Vello axilar®
Masculino | 8.74+6.49 | 0.94+4.08 6.78 £+ 9.97 2.44+4.75
Género
Femenino 7.52+0.96 | 0.77+1.57 | 10.26 + 13.76 0.34+18.24
No 8.62+571 [1.29+541 | 6.46+876 | 3.98+0.32"
Tabaco
Si 8.76+7.14 | 0.56+1.22 | 6.98+10.28 2.59 £ 6.05
No 9.19+496 | 1.13+5.30 6.09 + 7.93 2.14+2.38
Alcohol
Si 8.57+6.67 | 0.89 +£3.66 6.79£9.79 1.90 + 2.06
Centro 9.38+7.01 | 0.89+3.80 6.87 £ 9.63 2.47+5.10
Residencia *
Periferia 6.71+3.48 0.41+1.18 | 7.27+11.62 2.92+7.69

"p<0.05;  p<0.01; ‘ug/l; *ug/g creatinina; *pg/g

Tabla 28. Comparacién de los valores medios de Ni obtenidos en las diferentes

muestras bioldgicas analizadas por posibles factores de confusién

Sangre’ Orina’ saliva® Vello axilar®

Masculino | 0.80 +2.95 1.39+3.55 7.10 £ 20.82 3.26 £ 16.95
Género *

Femenino | 4.22+10.94 | 7.43£17.64 22.38 £ 38.48 3.96 £ 4.96

No 0.94 £ 3.56 1.40+£4.07 8.27 £ 23.35 4.86%22.69
Tabaco

Si 1.00+£3.90 1.96+6.12 5.78 £ 15.65 1.60+3.25

No 1.55+5.44 1.40+3.16 4.06£11.11 1.51+£2.29
Alcohol =

Si 0.82+3.15 1.71+£5.47 7.81+21.53 3.72+18.46

Centro 0.91+£3.10 0.84+5.84 8.19 £ 24.37 3.50+£19.03

Residencia
Periferia 1.10+4.97 0.41+1.86 6.87 £ 14.03 2.77+£7.03

"p<0.05;  p<0.01; ‘ug/l; *ug/g creatinina; *pg/g
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Tabla 29. Comparacidon de los valores medios de Pb obtenidos en las diferentes

muestras bioldgicas analizadas por posibles factores de confusién

Sangre! Orina’ Saliva® Vello axilar®
Masculino | 44.21 +53.44 21.99 £ 30.01 3.01+11.01 | 23.78+51.97
Género
Femenino 27.70+£32.28 27.75 1 29.48 3.34+6.37 | 36.12+38.84
No 43.05 + 48.15 18.87 £ 28.13 2.11+£5.39 | 30.61+62.00
Tabaco
Si 43.88 + 58.29 26.35+31.87 4.04+14.73 | 17.64%36.30
No 34.40+48.30 11.29+14.54 2.22+3.70 8.79+12.34
Alcohol - =
Si 45,51 + 53.79 24,98 £ 32.13 3.19+11.94 | 28.07+56.48
Centro 48.91 + 55.68 24.62 £ 33.58 2.60+5.15 25.84 + 56.07
Residencia *
Periferia 29.04 £ 40.95 16.03 £ 15.33 4,34 +19.70 | 20.78 £ 36.99

"p<0.05;  p<0.01; ‘ug/l; *ug/g creatinina; *pg/g
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Tabla 30. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de Cd
(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas con el consumo

de alimentos

Pollo Cerdo | Ternera | Pescado | Atunen Otros
fresco lata alimentos
enlatados
Sangre 0.171" -0.165 | 0.188°
Orina 0.167
Saliva 0.205"
Vello axilar 0.223" 0.268

p< 0.05; p<0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidon estadistica.
Tabla 31. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de Cr
(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas con el consumo

de alimentos

Pan Huevos | Cerdo | Otros alimentos
enlatados
Sangre -0.161"
Orina 0.161°
Saliva 0.161 | 0.252" -0.166
Vello axilar

p< 0.05; p<0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidon estadistica.
Tabla 32. Coeficiente de correlacion de Spearman de la concentracion de Mn
(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas con el consumo

de alimentos

Pan Huevos Pollo Pescado Sardinas
fresco en lata
Sangre 0.163" 0.183
Orina
Saliva 0.170° | 0.148
Vello axilar 0.162"

) p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidon estadistica.
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Tabla 33. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracion de Pb
(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas con el consumo

de alimentos

Leche Cerdo Atun Sardinas Otros
en lata en lata alimentos
enlatados
Sangre -0.2200 | 0.164° 0.175
Orina 0.267
Saliva 0.177 -0.338 -0.235°
Vello axilar

) p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidn estadistica.

Tabla 34. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de Cd

(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas

Sangre Orina Saliva Vello axilar | Antigiiedad
Puesto
Sangre 0.210 -0.365
Orina 0.210 0.404
Saliva 0.201
Vello axilar 0.404 0.201

" p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidon estadistica.
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Tabla 35. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de Cr

(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas

Sangre Orina Saliva Vello axilar | Antigiiedad
Puesto
Sangre 0.272"
Orina 0.272" 0.179°
Saliva 0.179°
Vello axilar

" p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacidn estadistica.

Tabla 36. Coeficiente de correlacion de Spearman de la concentracion de Mn

(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas

Sangre Orina Saliva Vello axilar | Antigiiedad
Puesto
Sangre
Orina
Saliva 0.163"
Vello axilar -0.360"

" p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacion estadistica
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Tabla 37. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracién de Ni

(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas

Sangre Orina Saliva Vello axilar | Antigiiedad
Puesto
Sangre 0.299"
Orina 0.299"
Saliva 0.248" 0.276
Vello axilar 0.248"

" p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacion estadistica

Tabla 38. Coeficiente de correlacién de Spearman de la concentracion de Pb

(transformada logaritmicamente) en las diferentes muestras bioldgicas

Sangre Orina Saliva Vello axilar | Antigiiedad
Puesto
Sangre 0.343" -0.218" 0.256 0.220"
Orina 0.343"
saliva -0.218"
Vello axilar 0.256 0.391"

" p< 0.05; " p< 0.01. Las celdas en blanco indican ausencia de significacion estadistica
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El hallazgo mas importante de las tablas 34-38 es la correlacion directa que se
observé entre las concentraciones de Cd en sangre y en orina, asi como entre los
niveles de Cd en vello axilar y en saliva. Asimismo, el Cr en orina mostré una
correlacién positiva con el Cr en sangre y en saliva. El Ni en sangre mostré una
correlacién directa con el Ni en orina, mientras que el Ni en vello axilar también se
correlacioné con las concentraciones de Ni en saliva. Por ultimo, cabria resaltar que el
Pb en sangre se asocié directamente al Pb en orina y en vello axilar, si bien se aprecié
una asociacién inversa con los valores de Pb en saliva. No obstante, los niveles de Mn
en las distintas muestras de sangre estudiadas no mostraron ninguna asociacidn entre

Si.

En las tablas 39 a 43 se recogen los andlisis de regresién lineal multiple de las
concentraciones transformadas logaritmicamente de cada uno de los metales en
sangre total, orina, vello axilar y saliva ajustadas de acuerdo a varios factores como son
la edad, el sexo, el habito tabaquico y de consumo de alcohol, la exposicion en el lugar
de trabajo a lo largo de la vida (expresada en afios), la zona de residencia y los habitos
alimenticios. Esta Ultima variable tan sélo se introdujo en los modelos cuando se
detecté una asociacién estadisticamente significativa en los analisis bivariantes
indicados en las tablas 30-33. Los niveles de metales en las restantes muestras

bioldgicas también se introdujeron en los modelos como variables.
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Tabla 39. Andlisis de regresién lineal multiple de la concentracién de Cd en las

diferentes muestras biolégicas estudiadas.

Muestra ajR? Predictor B Valorde p | Correlacidon
parcial
Sangre 0.541 Edad 0.245 0.029 0.196
Fumador 1.821 0.000 0.633
Antigliedad -0.442 0.000 -0.446
Orina 0.241 Edad 0.372 0.000 0.321
Cd sangre 0.148 0.033 0.191
Cd vello 0.509 0.000 0.321
Vello axilar 0.289 Edad -0.277 0.001 -0.297
Residencia 0.446 0.035 0.190
Cd orina 0.355 0.000 0.443
Pescado fresco 0.605 0.001 0.304
Saliva 0.081 Cd vello 0.213 0.024 0.202
Cerdo 0.502 0.006 0.244

Las variables estan codificadas de la siguiente forma: edad; género (0: masculino; 1:
femenino); consumo de tabaco (1: si; 0: no); consumo de alcohol (0: no; 1; si); lugar de
residencia (1: centro; 0: periferia); antigliedad en el puesto (afios). Los hdbitos

alimentarios estan codificados como variables cuantitativas.
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Tabla 40. Analisis de regresion lineal multiple de la concentracién de Cr en las

diferentes muestras biolégicas estudiadas.

Muestra ajR? Predictor B Valor de p | Correlacion
parcial
Sangre 0.105 Antigliedad 0.142 0.022 0.177
Crorina 0.291 0.001 0.256
Cerdo -0.450 0.007 -0.206
Orina 0.110 Cr sangre 0.178 0.005 0.216
Cr saliva 0.135 0.008 0.203
Otras conservas 0.486 0.004 0.219
Vello axilar 0.046 Género 1.368 0.015 0.185
Cr saliva 0.146 0.040 0.157
Saliva 0.131 Crorina 0.296 0.007 0.209
Crvello 0.185 0.016 0.186
Huevos 0.727 0.002 0.235
Otras conservas -0.641 0.009 -0.200

Las variables estan codificadas de la siguiente forma: edad; género (0: masculino; 1:
femenino); consumo de tabaco (1: si; 0: no); consumo de alcohol (0: no; 1; si); lugar de
residencia (1: centro; 0: periferia); antigliedad en el puesto (afios). Los hdbitos

alimentarios estan codificados como variables cuantitativas.
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Tabla 41. Andlisis de regresion lineal multiple de la concentracién de Mn en las

diferentes muestras biolégicas estudiadas.

Muestra ajR? Predictor B Valorde p | Correlacidon

parcial
Sangre 0.056 Residencia 0.305 0.010 0.199
Pollo 0.249 0.029 0.168

Orina N.S
Vello axilar 0.168 Género -1.286 0.008 -0.202
Antiguedad -0.313 0.000 -0.349
Saliva 0.053 Antigliedad 0.126 0.018 0.182
Huevos 0.443 0.007 0.208

Las variables estan codificadas de la siguiente forma: edad; género (0: masculino; 1:
femenino); consumo de tabaco (1: si; 0: no); consumo de alcohol (0: no; 1; si); lugar de
residencia (1: centro; 0: periferia); antigiedad en el puesto (afios). Los hdbitos

alimentarios estan codificados como variables cuantitativas.
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Tabla 42. Analisis de regresidon lineal multiple de la concentracién de Ni en las

diferentes muestras biolégicas estudiadas.

Muestra ajR? Predictor B Valorde p | Correlacidon
parcial
Sangre 0.109 Ni orina 0.313 0.000 0.338
Orina 0.127 Género 0.976 0.037 0.159
Ni sangre 0.350 0.000 0.328
Vello axilar 0.105 Edad -0.227 0.015 -0.185
Ni saliva 0.245 0.000 0.314
Saliva 0.159 Alcohol 0.648 0.047 0.152
Antigliedad 0.287 0.000 0.263
Ni vello 0.366 0.000 0.300

Las variables estan codificadas de la siguiente forma: edad; género (0: masculino; 1:
femenino); consumo de tabaco (1: si; 0: no); consumo de alcohol (0: no; 1; si); lugar de
residencia (1: centro; 0: periferia); antigledad en el puesto (afios). Los hdbitos

alimentarios estan codificados como variables cuantitativas.
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Tabla 43. Andlisis de regresién lineal multiple de la concentracién de Pb en las

diferentes muestras biolégicas estudiadas.

Muestra ajR? Predictor B Valorde p | Correlacidon
parcial
Sangre 0.189 Residencia 0.940 0.026 0.192
Pb orina 0.735 0.000 0.338
Pb vello 0.255 0.016 0.207
Orina 0.203 Alcohol 0.486 0.021 0.199
Pb sangre 0.145 0.000 0.346
Cerdo 0.315 0.022 0.198
Vello axilar 0.198 Alcohol 0.829 0.018 0.204
Antiguedad 0.349 0.000 0.331
Pb sangre 0.145 0.016 0.207
Saliva 0.062 Edad 0.208 0.038 0.179
Pb sangre -0.128 0.008 -0.227
Otras -0.569 0.010 -0.222

conservas

Las variables estan codificadas de la siguiente forma: edad; género (0: masculino; 1:

femenino); consumo de tabaco (1: si; 0: no); consumo de alcohol (0: no; 1; si); lugar de

residencia (1: centro; 0: periferia); antigliedad en el puesto (afios). Los hdbitos

alimentarios estan codificados como variables cuantitativas.
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Entre los resultados merece destacar que, en general, las mujeres presentaron
niveles mas altos de Cr y Ni, y mas bajos de Mn. Sin embargo, no se detectaron
asociaciones significativas entre el sexo y los niveles de Pb y Cd en las distintas

muestras bioldgicas analizadas.

Asimismo, se observd un incremento de los niveles de Cd en sangre y orina y de Pb
en saliva asociados a la edad. Sorprendentemente la edad fue capaz de predecir de

forma significativa niveles mas bajos de Cd y Ni en muestras de vello axilar.

Por su parte, el habito tabaquico sélo mostré una asociacién directa con los niveles
de Cd en sangre, como suele ser habitual. El consumo de alcohol actué como factor
predictivo de un mayor contenido de Ni en saliva y de un mayor contenido de Pb en

orinay en vello axilar.

La experiencia en el puesto de trabajo a lo largo de la vida se asocié de forma
significativa a un menor contenido de Cd en sangre y de Mn en vello axilar, asi como a
un mayor contenido de Cr en sangre, Mn y Ni en saliva y Pb en vello axilar. Por otra
parte, vivir en zonas residenciales urbanas conlleva niveles mas altos de Mn y Pb en

sangre y de Cd en vello axilar.

Unicamente los niveles de Cd y Mn en sangre no mostraron asociacién significativa
con su concentracién en el resto de las muestras bioldgicas analizadas. Por otra parte,
de las cuatro muestras bioldgicas analizadas, el Mn fue el Unico metal que no mostré
asociaciones significativas con el resto de metales, lo cual concuerda con los datos
presentados en las tablas 34 a 38. El mayor nimero de asociaciones de niveles de
metales pesados de todos las muestras bioldgicas analizadas se observé con el Cr,

seguido del Pb, del Cd y por ultimo del Ni.
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Ningln producto alimenticio (tablas 30-33) mostré asociacion con el Ni en las
diversas muestras bioldgicas ensayadas. No obstante, la ingesta de pescado fresco
estaba ligada a elevados niveles de Cd en vello axilar. El consumo de cerdo se asocid a
altos niveles de Cd en saliva, Cr en sangre y Pb en orina. Igualmente, otros alimentos
enlatados se asociaron significativamente con los niveles de Cr en orinay de Cry Pb en
saliva. La ingesta de huevos, por su parte, tan sélo mostrd asociacién con Cr y Mn en

saliva, y finalmente, el consumo de pollo a Mn en sangre.

A pesar del hecho que en nuestra poblacion de estudio los niveles de metales
detectados en todos los materiales biolégicos presentaron grandes variaciones (véanse
las tablas 20-24), la concentracion media general en el caso de los cinco metales
analizados parecié corresponder a una poblacion no expuesta a actividades
industriales salvo en el caso del Pb en el vello axilar, debido a que se encontraban
dentro del mismo rango o incluso en un rango inferior a los niveles recogidos en otros
estudios realizados en poblaciones diferentes (Chlopicka et al, 1998; Bader et al, 1999;

Afridi et al, 2006).

Dada la marcada disminucién de contaminacion por metales pesados observada en
la mayoria de los paises industrializados en los ultimos afos, acorde sin duda a las
exigencias y recomendaciones en cuanto a prevencion de riesgos medioambientales e
industriales, cabe esperar una importante reduccién de la dosis interna en la poblacién
trabajadora. El presente estudio proporciona base empirica que respalda de forma
contundente esta hipétesis. Por tanto, los niveles de Cd, Cr, Mn, Niy Pb se hallaron por
debajo de los valores de referencia recomendados para salud ocupacional (indices de
Exposicion Bioldgica o BEIs) y que han sido estimados en 5, 30, 3, 30 y 50 pg g de
creatinina en orina, y 5, 5, 10, 5y 400 ug I en sangre total, respectivamente (Lauwerys
y Hoet, 1993), lo que de algin modo sugiere y refrenda el correcto cumplimiento de
las practicas de prevencion de riesgos laborales en general, y mds concretamente de

higiene industrial, que se estan aplicando.
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A pesar de que tradicionalmente la evaluacion de los niveles de metales pesados
en el organismo se ha realizado sobre muestras de sangre y orina, cada vez son mas los
estudios que se efectian en cabello debido a que éste es un importante sistema
excretor no solo de metales sino también de otros muchos xenobiéticos, como por
ejemplo drogas de abuso. Asi, el pelo es una matriz interesante desde el punto de vista
del andlisis toxicoldgico ya que las concentraciones que alcanzan en él pueden llegar a
ser hasta diez veces superiores a los niveles detectados en muestras de sangre y orina
(Cespon-Romero et al, 2007). Por ello, el pelo es considerado como uno de los
materiales biolégicos mds interesantes en el campo de la biomonitorizacion
medioambiental y ocupacional a metales pesados y de hecho, es utilizado por
organismos internacionales como por ejemplo el Organismo Internacional de la
Energia Atdmica (IAEA) para monitorizar metales (Druyan et al, 1998). Este organismo
incluso posee esta matriz como material certificado de referencia para la
determinacién de metales pesados y ha sido empleado en la validacién metodoldgica

de la presente memoria de Tesis Doctoral.

Segun las concentraciones promedio recogidas en las tablas 20-24, los niveles de
metales en vello axilar son superiores a los detectados en sangre siguiendo la
secuencia Ni > Pb > Cr; sin embargo, son inferiores a los de Cd y Mn. El vello de este
modo se consideraria un indice fiable de exposicion crénica a elementos toxicos
ambientales (Chatt et al., 1980). Como la exposicion ambiental a metales pesados es
infrecuente y en cualquier caso, altamente variable, el contenido de metales en
cabello/vello pueden proporcionar una estimacion mas correcta del nivel de riesgo a
largo plazo en la poblacién general en comparacion con los niveles reflejados en
sangre (Foo et al, 1993). Ademads, los datos obtenidos del analisis en pelo pueden
servir de base para la identificacién de grupos especiales de riesgo (por ejemplo,
poblacién trabajadora) o de sujetos que vivan en zonas excesivamente contaminadas

(Bencko, 1995).
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A diferencia de las muestras de sangre y orina, el pelo presenta un mayor potencial
de contaminacion externa, por lo que es obligatorio incluir una fase de limpieza antes
de la ejecucion del analisis de elementos traza (Bencko, 1995). Ademas de ello, el
tratamiento artificial del pelo (tintes, champus, permanentes o, en nuestro caso
especial, desodorantes) asi como el lavado de las muestras de pelo puede afectar a los
resultados e incrementar la presencia de metales como por ejemplo el Mn (Foo et al,

1993).

De este modo, hemos considerado pertinente analizar la presencia de compuestos
metalicos en el vello axilar en lugar de otro tipo mas comun que es el cabello de la
region occipital debido a que las axilas son mucho menos propensas a la

contaminacién externa por parte de estos compuestos (Bader et al, 1999).

Asimismo, diversos estudios recogen metodologias validadas que incluyen un
procedimiento de lavado con detergente. Este paso previo resulta absolutamente
necesario para eliminar cualquier traza de contaminacion externa que afecte al

contenido de metales pesados incorporado a través del pelo (Olmedo et al, 2010).

En las tablas 44 a 46 se muestran los diferentes estudios en pelo recogidos en la
literatura cientifica especializada sobre el contenido de los cinco metales pesados
seleccionados en la presente Memoria de Tesis. Los resultados del Cd son muy
similares a los indicados por Goulle y colaboradores (2005) y Moreda-Pineiro y

colaboradores (2007) llevados a cabo en cabello de poblaciéon no expuesta.
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Tabla 44. Comparacién de los niveles de metales en cabello/vello obtenidos en el presente estudio con los publicados en la literatura cientifica
especializada entre 1980-1990.

Referencia

- Muestra bioldgica n Cd Cr Mn Ni Pb Notas

Memoria Tesis Doctoral Valores medios

- Vello axilar (pg/g) 178 0.02 0.99 1.19 0.71 7.22 trabajadores

Moon et al (1986)

- Cabello (pg/ml) 8 2.98+5.28 0.33+0.19 19+2.1 2.64+6.11 12.0+15.0 Fuerte McKay

7 0.22+£0.18 0.44+£0.19 2.7+3.2 0.28+0.21 34122 Garden River

12 0.35+0.43 0.32+0.17 1.1+£0.8 0.33+£0.29 53+7.1 Fuerte Chipewyan

Husain et al (1986) Control

- Cabello (pg/g) 102 2.45+1.3 1.25+0.72 4,18+2.37 (hombres)

Stauber et al (1989)

- Cabello (pg/ml) 2.2+0.8 Controles

- Vello pubico (pg/ml) 3.0+04 Trabajadores

- Cabello (pg/ml) 0.5+0.2 Sydney

- Vello pubico (pg/ml) 1.3+0.5

Shrestha et al (1989)

- Cabello (pg/g) 20 0.5+0.2 0.35+0.3 6.3+8.1 Comunidad india
27 0.7+0.7 8.1+6.9 85156 San Diego

Leotsinidis et al (1990) Control

- Cabello (pg/g) 75 0.30/0.19 0.61/0.56 0.82/1.16 4.26 /3.78 hombre/ mujer

Kono et al (1990)

- Cabello (pg/g) 237 0.52+0.28 Control
142 0.66+0.27 Expuestos a HF

Gammelgaard et al (1990)

- Cabello (pg/g) 16 0.149 No expuestos
64 0.340 Hipertensos

(medias)
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Tabla 45. Comparacién de los niveles de metales en cabello/vello obtenidos en el presente estudio con los publicados en la literatura cientifica

e

S

pecializada entre 1991-2000.

Referencia
- Muestra biologica n cd Cr Mn Ni Pb Notas
Memoria Tesis Doctoral
- Vello axilar (pg/g) 178 0.02 0.99 1.19 0.71 7.22 Valores medios
trabajadores
Sukumar et al. (1992)
- Cabello (pg/ml) 16 0.3 3.9 12.8 0.7 7.9 Trabajadores
sanos (varones)
Foo et al (1993) Trabajadores
- Cabello (ug/g) 209 2.66 641 (media
geomeétrica)
Bencko (1995)
- Cabello (ug/g) 62/1 0.124 0.286 Control
02 1.468 2.385 Soldadores
12 (medias)
Leung et al (1997) Poblacién sana
- Cabello (pg/ml) 12- 0.08+0.11 | 2.34+2.30 | 0.61+0.26 3.07+1.79 (30-50 afios)
17
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Bermejo-Barrera et al

(1998) 25 0.03-1.20 Poblacién sana

- Cabello (pg/g) (rango)

Chtopicka et al (1998) 158 0.91+0.61 8.21+5.59 Nifios

- Cabello (pg/g)

Bader et al (1999)

- Vello axilar (ug/g) 17 22+138 Trabajadores

- Vello axilar (ug/g) 39 46+5.8 (White Area)

Luse et al (2000)

- Cabello (ug/g) 46 5.78 £ 1.60 Soldadores
1.83+0.18 Controles
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Tabla 46. Comparacién de los niveles de metales en cabello/vello obtenidos en el presente estudio con los publicados en la literatura cientifica
especializada entre 2001-2011.

Referencia n cd cr Mn Ni Pb Notas

- Muestra bioldgica

Memoria Tesis

Doctoral 178 0.02 0.99 1.19 0.71 7.22 Valores medios

- Vello axilar (pg/g) trabajadores

Shamberger ( 2003)

- Cabello (pg/ml) 50 0.04 £ 0.07 0.06 +£0.17 0.62+1.70 | 0.47+0.31 0.74+1.10 Controles

Goullé et al. (2005) Voluntarios sanos

- Cabello (ug/g) 45 0.011 0.20 0.067 0.23 0.41 (medias)

Afridi et al (2006)

- Cabello (pg/g) 75 | 1.48+0.62 3.82+0.67 5.25+1.46 6.84 +1.55 No expuestos
56 3.43+1.16 5.66+2.21 3.43+1.16 16.21+ 7.99 Trabajadores del

metal

Cespon-Romero et al

(2007) Soldadores

- Cabello (ug/g) 7 0.5-4.9 10.6 - 96.2 (rango)

Moreda-Pineiro et al

(2007)

- Cabello (ug/g) 10 0.06 £ 0.04 5.95+4.30 No expuestos

Rodrigues et al

(2008) 280 1.3+2.4 2.5+3.7 Adultos sanos

- Cabello (pg/g) (0.05-6.7) (0.02 - 31) brasilefios (rango)
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Los valores de Cr del presente estudio son muy similares a los hallados por Leotsinidis
et al (1990) en sujetos control (poblacion masculina no expuesta) y por Bencko (1995) en
cabello de soldadores. En cambio, fueron muy superiores a los valores obtenidos por
Afridi y colaboradores (2006) sobre una poblacion no expuesta. No obstante, los niveles
detectados en nuestra poblacién de estudio no sobrepasaron los niveles de exposicién
ocupacional y, por tanto, no pueden ser considerados nocivos en términos de riesgo para
la salud de los trabajadores, circunstancia que resulta de especial trascendencia a efectos

de prevencion de riesgos laborales.

Los valores de Mn del presente estudio son muy similares a los obtenidos por Moon y
colaboradores (1986) en una comunidad india expuesta (Fort Chipewyan, Canadd) y por
Stauber et al (1989) en este caso efectuados en vello pubico de sujetos control residentes
en Sidney. También son muy similares a los obtenidos en sujetos sanos por otros autores
(Bermejo-Barrera et al, 1998; Luse et al, 2000; Schamberger, 2003). Por el contrario, los
niveles encontrados por Bader et al (1999), tanto sobre poblaciones no expuestas como
en trabajadores, y sobre una muestra de vello axilar, fueron superiores a los presentados
aqui (véanse las tablas 44 a 46). Aunque la presencia de polvo procedente de la carretera
(que contiene un 4% de Mn) y de la evaporacién del sudor en el pelo podria provocar una
mayor incorporacién de Mn en el pelo a través de fuentes exdgenas, esta contaminacion
desaparece gracias al procedimiento de limpieza. El estilo de vida y la dieta también
pueden contribuir al aumento del contenido de Mn en el pelo (Stauber y Florence, 1989),
habiendo comprobado que existe una asociacién con la ingesta de pollo y huevos en el

caso de la sangre y la saliva, respectivamente.

Las concentraciones de Ni en pelo son varios érdenes de magnitud superiores a los
niveles hallados en sangre y orina (Gammelgaard y Veien, 1990). Asi, los niveles medios
de Ni en pelo fueron 6 veces superiores a los detectados en sangre total, lo cual apoya la
hipdtesis anterior. Sin embargo, tales concentraciones son del mismo orden de magnitud

gue las obtenidas por la mayoria de los estudios previos (véanse las tablas 44 a 46) con la
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excepcion de Afridi y colaboradores (2006) en poblaciones no expuestas, en donde fueron

aproximadamente 7 veces superiores a las presentadas aqui.

En lo que respecta al Pb, el promedio en pelo fue aproximadamente 3 veces superior
a los niveles medios en sangre, lo que refleja claramente una tendencia a la acumulacién.
En el presente estudio, los niveles de Pb en sangre se correlacionaron con los de Pb en
vello axilar. La concentracién de Pb en vello axilar fue superior a la de estudios previos,
aunque con un tamafio de muestra mayor. A su vez, nuestros valores fueron 9 veces
inferiores a los descritos por Foo et al (1993) en una poblacidn trabajadora de similar

tamaio muestral (tablas 44-46).

Hasta ahora no se ha estudiado en profundidad con fines de biomonitorizacién la
correlacién entre el contenido de metales en vello axilar y los hallados en otros materiales
biolégicos, como por ejemplo la sangre o la orina mas comunmente empleados en
evaluaciones ocupacionales y medioambientales. Los metales que circulan por la sangre
se incorporan a la queratina durante el corto periodo de formacidn del pelo, por lo que
en teoria deberia existir una correlacién con los niveles en sangre (y quizas, con los
depositos corporales) durante la fase de formacion del pelo (Leotsinidis y Kondakis,
1990). No obstante, para la mayoria de los metales estudiados los niveles en sangre
reflejan una exposicion reciente mientras que el contenido en pelo estaria ligado a
exposiciones pasadas, lo cual reduce la probabilidad de cualquier correlaciéon potencial

significativa.

Por el contrario, los niveles de los metales pesados estudiados en orina reflejan una
exposicién muy reciente en todos los casos a excepcién del Cd, metal que presenta una
vida de eliminacién muy lenta. Esta diferencia toxicocinética podria explicar la falta de
correlacién observada en la concentracidn de los metales estudiados entre el vello axilar y

la orina o la sangre, a excepcién del Cd.
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No obstante, se hallaron correlaciones positivas significativas entre los niveles de Cd
en vello axilar y en orina y saliva asi como entre los niveles de Cr en orina y los de sangre y
saliva (véanse las tablas 39 a 43). En vista de estas observaciones, cabe deducir que el
vello axilar no parece constituir una matriz excesivamente util para la biomonitorizacién
de metales pesados. Foo y colaboradores (1993) observaron correlaciones positivas
estadisticamente significativas entre los niveles de ciertos metales en cabello y sus
concentraciones en sangre y orina. Por su parte, Freedman y colaboradores (1980)
también hallaron una fuerte correlacion positiva (r=0,85) entre la concentracion de Pb en

sangre con la del cabello.

La disminucion de la exposicidon a metales pesados en los paises occidentales pudiera
ser en parte responsable de la gran dispersion de los datos hallados y que a su vez
concuerdan con los recogidos en la literatura cientifica, dado que los niveles en orina
indican exposicion reciente (dias o semanas) mientras que los de cabello representan
exposicién durante el mes anterior (Foo et al, 1993). En el caso de esos metales pesados
en donde aparecen niveles medios mds altos en sangre que en vello axilar
(concretamente, 12 veces mayores en el caso del Cd y 6 veces mayores en el caso del Mn;
ver tablas 20-24), indicativos de una menor incorporacién al vello desde la sangre, los
afios de exposicion laboral mostré una correlacion inversa con los niveles presentes en el
vello (ver tablas 39 a 43). Por el contrario, el nivel medio de Pb en vello axilar fue 3 veces
superior al de sangre y, en este caso, los afios de exposicién laboral predecian niveles
superiores de Pb en vello. Estos resultados sugieren que el vello axilar podria constituir un
material biolégico util con fines de biomonitorizacién en el caso de aquellos metales
pesados que se incorporan y acumulan en dicha matriz bioldgica a lo largo del tiempo, es
decir, que poseen un claro efecto acumulativo, caracteristica que en mayor o menor

medida cumplen una gran mayoria de ellos.

El Mn fue el Unico metal pesado que no mostrd ninguna correlacion significativa en las
cuatro muestras bioldgicas estudiadas una vez ajustado por varios factores de confusién

(tabla 41). La falta de una correlacién significativa entre el contenido de Mn en sangre y
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vello pudiera deberse a la diferente y compleja cinética de incorporacion de los metales al
pelo, aspecto que aun no ha sido estudiado en profundidad (Wilhelm e Idel, 1996).
Rodrigues y colaboradores (2008) tampoco hallaron ninguna correlacion significativa
entre los niveles de Mn en pelo y en sangre, encontrando Unicamente una correlacién
estadisticamente significativa, aunque débil, entre los niveles de Pb en sangre y pelo

(r=0,22, p<0,001).

Asimismo, el contenido de metales en pelo tiende a variar de una regién geografica a
otra, dependiendo de las condiciones naturales del entorno, incluida la composicion del
suelo, la concentracion de elementos en el agua y los habitos alimenticios y dietéticos de
la regién (Bencko, 1995). Por este motivo, el presente estudio ha tenido en cuenta varios
factores potenciales de confusion. Los niveles de Mn y Pb en sangre aumentaron
significativamente en sujetos que vivian en zonas urbanas. No obstante, los trabajadores
no realizaban la misma tarea todos los dias, sino que la mayoria variaba sus funciones dos
o tres veces a la semana o incluso dentro del mismo turno, siendo a veces dicho trabajo,

al aire libre, lo que influye directamente en la impregnacion de dichos xenobiéticos.

El contenido de metales en vello axilar también varia segun el sexo y la edad (Leung et
al, 1997). Hemos comprobado que las mujeres presentaban niveles mas altos de Cr en
vello pero mas bajos de Mn que los hombres después de controlar distintos factores de
confusion (tablas 40 y 41). Del mismo modo, Moon y colaboradores (1986) y Leotsinidis y
colaboradores (1990) también observaron que el sexo era una variable que afecta al
contenido de elementos traza en el cabello humano, por lo que las mujeres mostraban
niveles mas altos de Ni y Mn que los hombres. Wolfsperger et al (1994) también
encontraron una concentracién mas elevada de Cd, Pb y Ni en pelo de mujeres, aunque
las diferencias sélo fueron estadisticamente significativas en el caso del Cd y del Pb. Por el
contrario, Chlopicka et al (1998) observaron que el pelo y la sangre de los nifios
acumulaban mas Pb y Cd que el de las nifias. No obstante, el motivo exacto de esta
diferencia parece poco claro, si bien es posible que las diferencias metabdlicas pudieran

jugar un papel digno de consideracion (Schrestha y Schrauzer, 1989).
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El estado nutricional también puede afectar al contenido de metales en pelo (Foo et
al, 1993). El presente estudio detecté asociaciones significativas entre la ingesta de
ciertos alimentos enlatados y los niveles de Cr en orina y en saliva y de Pb en saliva, asi
como entre la ingesta de cerdo y Cd en saliva, Cr en sangre y Pb en orina. La ingesta de
huevos se asocio a niveles mas altos de Cr y Mn en saliva y la de pollo a niveles mas altos
de Mn en sangre (ver tablas 39 a 43). En cualquier caso, muchas de estas asociaciones son

dificiles de explicar.

El pelo ha sido considerado un indicador fiable en sujetos con mayor exposicién
ambiental a Cd y en fumadores activos (Schamberger, 2002). Los fumadores absorben 1-2
ug de Cd por cada paquete de cigarrillos, aproximadamente el doble de la exposicidon
media de un individuo considerado como no fumador. En el presente estudio, el habito
tabaquico sélo se asocié a niveles mas elevados de Cd en sangre, pero no afecté al
contenido de Cd y Pb en vello axilar, lo cual concuerda con otros estudios previos (Moon

et al, 1986; Wilhelm et al, 1996).

El otro material bioldgico en el que centramos nuestra atencidn, por su hipotética
relevancia y novedad, fue la saliva. Debido a que este fluido permite una técnica de
muestreo directa y no invasiva, la saliva podria servir como matriz bioldgica ideal
alternativa o complementaria a las muestras de sangre u orina en la biomonitorizacion de
sustancias toxicas a gran escala en la poblacién general (Wang et al, 2008) y en particular

en la poblacién trabajadora.

En la saliva se han detectado un cierto nimero de metales y elementos traza (Zn, Pb,
Fe, Mo, Cu, Al, Mn, Sr, Ba, K, Mgy, sobre todo, Ni y Cr). Un aspecto interesante es que los
metales no se transmiten de modo pasivo desde las glandulas a la saliva, sino que mas
bien lo hacen mediante un proceso de secrecién activa, lo cual pudiera explicar la falta de
correlacién observada entre los niveles de metales en la sangre y la saliva, excepcidon

hecha del Pb en el que se detectd una asociacion negativa. Por el contrario, se detectaron
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correlaciones positivas y significativas entre el pelo y la saliva en el caso del Cd, Cr y Ni

(tablas 39-43).

La mayoria de los estudios que recogen niveles de metales en saliva han detectado
valores muy bajos, si bien muchos de ellos estaban basados en estimaciones sobre un
nimero muy reducido de muestras (Duggal et al, 1991). Por el contrario, nuestra
poblacién de estudio fue lo suficientemente grande (178 adultos) como para obtener una
estimacion razonable de niveles de metales en saliva. Los niveles medios de todos los
metales estudiados fueron inferiores a los encontrados en sangre, salvo en el caso del Ni,

donde la concentracidon media fue 14 veces mas alta (tablas 20-24).

En las tablas 47 y 48 se comparan nuestros resultados con los obtenidos en otros
estudios realizados también en saliva. Una de las razones de la escasez de estudios en
esta matriz podria estar relacionada con el hecho de que la saliva es fisiolégica vy
bioquimicamente un fluido heterogéneo cuya composicién refleja la de fluidos
extracelulares tipicos (Wang et al, 2008). La saliva total (mezclada), tal y como se ha
empleado en este estudio, salva algunos de los problemas ocasionados por la variabilidad
de su composicién, dependiendo de la gldndula de la que proceda. Ademas, la saliva
completa o total también tiene la ventaja de que refleja eventos biolégicos que tienen
lugar en la boca durante gran parte del dia (Duggal et al, 1991). No obstante, hay que
tener en cuenta que la composicidn de la saliva completa varia de un individuo a otro y
dentro del mismo individuo, e incluso a lo largo del dia. Las propiedades fisicas, cantidad y
composicion de la saliva acusan los efectos de factores como la dieta, la hora del dia y la
condicion fisica, y todos estos factores pueden explicar la variabilidad en la composicién
salivar (Kocadereli et al, 2000). Estas fluctuaciones, combinadas con la composicién idnica

de la saliva, también pueden afectar al comportamiento de elementos traza en la boca.
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Tabla 47. Niveles de metales en saliva observados en el presente estudio y los encontrados en la literatura cientifica especializada entre 1990-

2000.
Referencia
- Muestra bioldgica n Cd Cr Mn Ni Pb Notes
Memoria Tesis Doctoral
- Saliva (ug/1) 144-178 0.06 0.64 3.68 1.72 0.42 Trabajadores

(medias)

Gjerdet et al (1991)
- Saliva (pg/1) 34 8.2 (0-200) No expuestos
Burguera et al (1998)
- Saliva (pg/1) 30 0.5-2.0 No expuestos
Kocadereli et al (2000)
- Saliva (pg/ml) 45 22+13 1.16 £ 0.28 No expuestos
Catalanatto et al (2000)
- Saliva (pg/1) 32 20+1.1 No expuestos
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Tabla 48. Niveles de metales en saliva observados en el presente estudio y los encontrados en la literatura cientifica especializada entre

2001-2011.

Referencia Cd Cr Mn Ni Pb Notas

- Muestra bioldgica n

Memoria Tesis

Doctoral 144-178 0.06 0.64 3.68 1.72 0.42 Trabajadores

- Saliva (ug/1) (medias)

Menegdrio et al

(2001) 0.5-11 0.8-18.8

- Saliva (pg/1)

Agaoglu et al (2001)

- Saliva (pg/1) 100 0.76 £1.43 4.45+2.87 Noexpuestos

Eliades et al (2003)

- Saliva (pg/1) 17 20+ 11 18+ 11 No expuestos

Barbosa Jr et al

(2006) 88 0.05- 4.40 Hombres

- Saliva (pg/1) 0.05- 3.90 Mujeres

Vivienda préxima
a zonas

contaminadas

Wang et al (2008)

- Saliva (pg/1) 33 0.43+0.43 3.041£1.40 25.5+14.4 No expuestos

49 0.36+£0.24 4.45+2.17 249+11.8 Soldadores
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Costa de Almeida et

al (2009) Nifios
- Saliva (pg/l) 247 0.09-9.10 Area no
contaminada
26 0.91- 36.19 | Area contaminada
Talio et al (2010)
- Saliva (pg/1) 7 0.45- 28.32 Fumadores
Costa de Almeida et 444 0.10.17.2 Nifios

al (2010)- Saliva
(ne/1)




Resultados y Discusion

Sin lugar a dudas, el Ni y el Cr son probablemente los compuestos metalicos mas
ampliamente estudiados en la saliva, existiendo una amplia variabilidad en los valores
encontrados. Las concentraciones medias oscilan entre 1y 61 ug 'y 1y 55 pg I en el
caso del Cr y Ni, respectivamente (Berme et al, 1982; Gjerdet et al, 1991; Kerosuo et al,
1997). Los resultados del presente estudio se encuentran dentro de dichos rangos, si bien
se acercan mas a los descritos por Agaoglu y colaboradores (2001) para Cr y por Burguera

y colaboradores (1998) para Ni en poblaciones no expuestas.

En pacientes de ortodoncia se han detectado grandes variaciones en el contenido de
Ni en saliva (Kerosuo et al, 1997; Kocadereli et al, 2000), aunque la influencia de aparatos
de ortodoncia, en su mayor parte metalicos, sobre los niveles de ciertos metales en saliva
(especialmente Cr y Ni) sigue siendo poco clarificadora (Fors y Persson, 2006). No
obstante, en nuestro estudio la presencia de dichos aparatos fue un criterio de exclusién,

por lo que cabe descartar cualquier interferencia potencial.

La concentracién de Ni en saliva también puede verse influenciada por la dieta,
especialmente cuando las principales fuentes alimenticias son verduras, granos y cereales
(Kocadereli et al, 2000), si bien en nuestro estudio no se ha encontrado ninguna relacion

con los elementos alimenticios de la dieta (véase la tabla 42).

En lo que respecta a la presencia de otros metales en la saliva, en el presente estudio
se han observado niveles relativamente mds bajos de Cd y Pb que los encontrados por
Menegario y colaboradores (2001); sin embargo, la concentracion de Mn estaba en
consonancia con la de trabajos previos (Wang et al, 2008). Resulta interesante, por la
l6gica que ello implica, que cuanto mayor sea la experiencia laboral en entornos
industriales, mas elevadas son las concentraciones de Mn y Ni en saliva (véanse las tablas
41 y 42). Este hallazgo es consistente con la mayor concentracién de Mn en saliva
detectada en los soldadores con 5-10 afios de permanencia en el puesto de trabajo, en

comparacion con los que llevaban menos de 5 afios (Wang et al, 2008).
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En resumen, el conjunto de todos estos datos indica que es posible utilizar muestras
de vello axilar y saliva como complemento y/o alternativa a las muestras de sangre u
orina, sobre todo en la biomonitorizaciéon de Pb y Mn en pelo y de Ni en saliva en sujetos
con exposicién ocupacional a dichos compuestos metalicos. Dadas las reducidas
cantidades de Cd incorporado al pelo, su determinacién en vello axilar resulta menos util.
No obstante, seria pertinente seguir investigando para verificar si estas matrices ofrecen
0 no ventajas definitivas con respecto a los fluidos biolédgicos tradicionales, como son la

sangre y la orina.
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Primera. Se han validado satisfactoriamente métodos de andlisis para la determinacion
de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo en sangre total, orina, saliva y vello axilar
mediante espectrofotometria de absorcion atémica (EAA) con horno de grafito
incluyendo todos los parametros recomendados por las Directivas Europeas asi como por
la norma ISO/IEC 17025:2005 que son: limite de deteccion y cuantificacién, rango de
linealidad, precisiéon (minima, intermedia y reproducibilidad), exactitud, recuperacién (en

el caso de la saliva), masa caracteristica e incertidumbre.

Segunda. Se han determinado los niveles de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo
en sangre total, orina, saliva y vello axilar de trabajadores del sector siderometaldrgico. El
analisis descriptivo de las muestras novedosas (vello axilar y saliva) ha mostrado unas
medianas para Cd, Cr, Mn, Niy Pb de 0.01, 0.99, 1.19, 0.71 y 7.22 ug/g respectivamente

en vello axilar y de 0.06, 0.64, 3.68, 1.72 y 0.42 ug/I respectivamente, en saliva.

Tercera. Se han comparado los niveles de cadmio, cromo, manganeso, niquel y plomo con
sus respectivos valores de referencia en sangre y orina, hallandose siempre por debajo de
los mismos. Con respecto a las muestras alternativas (vello axilar y saliva), la comparacion
se ha llevado a cabo con los datos existentes en la literatura cientifica, mostrando en

lineas generales, valores del mismo orden o incluso inferiores.

Cuarta. De acuerdo con el nivel de impregnacion detectado, se concluye que existe un
adecuado cumplimiento de las normas de prevencion y de las condiciones higiénicas en

los lugares de trabajo.

Quinta. El analisis estadistico de los datos indica que es posible utilizar muestras de vello
axilar y saliva como complemento y/o alternativa a las muestras de sangre u orina, sobre
todo en la biomonitorizacién de Pb y Mn en vello y de Ni en saliva en sujetos con
exposicién ocupacional a dichos compuestos metalicos. Dadas las reducidas cantidades

de Cd incorporado al vello axilar, su determinacidn en esta matriz resulta menos util.

Sexta. En cuanto a la asociacién de los niveles de elementos metalicos estudiados con los

estilos de vida y otros posibles factores de confusion, el andlisis multivariante ha
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encontrado asociaciones positivas en los siguientes casos: Cd en orina con el Cd en vello
axilar y la edad y Cd en sangre con el habito tabaquico. Los niveles de Cr en sangre se
asociaron con los de orina y con la antigliedad en el puesto de trabajo. El Cr en orina se
asocié con el Cr en sangre y en saliva, influencidndose ademds por el consumo de
conservas. Se observo igualmente asociacién entre los niveles de Cr en vello axilar y
saliva. Por su parte, el Mn en sangre se asocid con la residencia en el centro de las
ciudades. Los niveles de Ni en sangre y orina se correlacionaron entre si asi como los de
Ni en saliva y vello axilar. El Ni en saliva mostré asociacion con el habito alcohdlico y la
antigliiedad en el puesto de trabajo. Finalmente se observo asociacidn entre los niveles de
Pb en sangre y los de orina y vello axilar asi como entre los niveles de Pb en orina y vello

axilar con el habito alcohdlico.
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ANEXO 1
Consentimiento informado

“ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y EFECTO EN POBLACION LABORAL DEL
SECTOR SOLDADURA y MECANICA”

El drea de Toxicologia integrada en el Departamento de Medicina Legal, Toxicologia y
Antropologia Fisica de la Universidad de Granada en colaboracién con ciertas empresas
estan realizando un estudio cuyo objetivo prioritario y fundamental es la validacion de
nuevas muestras (saliva y vello axilar) en la valoracion de biomarcadores de exposicion
y efecto en trabajadores que emplean soldadura, etc... y que estdn expuestos a Cd, Cr,
Mn, Ni y Pb y su comparacion con fluidos clasicos (sangre y orina). Se estima que en
este estudio participardn en torno a 200 trabajadores de sectores relacionados con

dicha exposicién (soldadores, etc...).

Usted ha sido elegido para colaborar en el estudio. Su participacién serd
completamente andnima y voluntaria, anonimato que se guardara en todo momento.
El equipo investigador se compromete a usar la informacién exclusivamente para el

objeto del estudio y siempre de acuerdo a la legislacidn vigente.

Si decide participar, se le realizard una entrevista en la que se le preguntara por
diversas variables que pueden influir sobre los niveles de metales y que incluyen de
forma general la edad, el habito tabaquico y el consumo de alcohol, la ingesta dietética
su antigliedad en el puesto de trabajo y si usa equipos de proteccién individual —EPIs-.

Ademads se le recogera saliva y vello axilar junto a muestras de sangre y orina.

La informacion relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y serd
codificada e informatizada de tal forma que en ningin momento sea posible
identificar directamente a los participantes en el estudio a partir de la informacién

disponible.
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Su participacion es totalmente voluntaria y se podra retirar del estudio cuando lo

desee, sin que esto repercuta negativamente sobre usted.

A Fernando Gil Hernandez, Investigador principal del Proyecto, le podra pedir toda la
informacién que desee o necesite y contestard a sus dudas y preguntas bien por correo
electronico (fgil@ugr.es) o por teléfono (958-243546). Si Vd. acepta participar en el

estudio le ruego firme el “Consentimiento por escrito” que se adjunta seguidamente:

Yo , declaro bajo mi

responsabilidad que:

- he leido la hoja de informacidn que se me ha facilitado
- he podido hacer preguntas sobre el estudio
- he recibido la suficiente informacién acerca del estudio
Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio:
- Cuando quiera
- Sin tener que dar explicaciones

- Sin que esto repercuta en mi trabajo en modo alguno

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

Fecha: Firma del Sujeto

Fecha: Firma del Investigador Principal
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ANEXO Il

ENCUESTA PROYECTO INVESTIGACION: NUEVOS BIOMARCADORES EN TRABAJADORES DEL

SECTOR SOLDADURA y RELACIONADOS

Nombre y Apellidos (CODIGO DE IDENTIFICACION):

Sexo: Varén Mujer
[1] [2]
Edad (afios):
18-25 26-35 36-45 46-55 56-65

(1] [2] [3] [4] [5]

Ubicacion y caracteristicas de la vivienda:

Urbana-centro/ Piso (edificio) Urbana-extrarradio/ Casa (Unifamiliar)

[3] [4]

Antigiiedad en el puesto (marque con una X lo que proceda):

<1 afho 1-5 aios 6-10 ainos 11-15 anos 16-20 ainos > 20 anos

(1] [2] (3] [4] (5] (6]

éPosee en la boca algun dispositivo de ortodoncia para corregir la separacidn entre los dientes o
la desviacion de alguno de ellos?

S| NO OTROS: [3]

[1] [2] Escribir Comentario:

193



Anexos

éTrabajo antes en otra empresa del sector del metal?

S| NO OTROS: [3]

[1] [2] Escribir Comentario:
éFuma?

NO  [0]

S| [1]

Tabaco (numero de cigarrillos/paquetes al dia)

No fuma <5 cigarrillos 6-10 cigarrillos 11-15 cigarrillos 1 paquete 1,5 paquetes 2 paquetes

(1] [2] [3] [4] [5] (6] (7]

éBebe?
NO [0]
SI [1]

Alcohol (tipo de bebedor)

No bebedor Bebedor ocasional Bebedor moderado Bebedor importante

[1] [2] [3] [4]

Habitos Nutricionales: (marque con una X lo que se ajuste mas a su situacion)

Leche /dia No consume [1]
1-2 vasos [2]
3-4 vasos [3]
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Huevos:

Azucar:

Pan / dia

Carne: Pollo:

No consume [1]
1-2 por semana[ 2]

3-4 por semana[ 3]

No consume
1-2 cucharadas /dia

3-4 cucharadas /dia

No consume pan
Media barra /dia
1 barra/ dia

2 barras / dia

No consume
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Cerdo: No consume

Ternera:

1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

No consume
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

(1]
(2]
[3]

(1]
[2]
(3]
(4]

[1]
(2]
(3]

(1]
(2]
(3]

(1]
[2]
(3]

Pescado (Merluza / Pez espada/ Boquerones/ Sardinas/ Gambas/):

Latas de conserva:

No consume
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

Atun: No consume

1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

(1]
(2]
(3]

(1]
(2]
(3]
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Sardinas:

No consume
1-2 veces por semana

3-4 veces por semana

(1]
[2]
(3]

Otros ( Mejillones/ Berberechos/ Alcachofas/):

Utiliza Equipo de Proteccidn Individual:

Sl
[1]
éQué tipo?
Enfermedades de interés:
Sl
[1]
Alergias (metales):
Sl

(1]
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(1]
(2]
(3]

NO

(2]

NO

(2]

NO

(2]





