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RESUMEN

El estado de Tabasco depende econdmicamente de la extraccion del petréleo. Sin embargo,
esta actividad afecta al ambiente y a las comunidades que lo habitan. Los Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos (HPA’s), son contaminantes producto de la extraccion del petréleo y pueden estar
presentes en suelo, agua y sedimentos, debido a su volatilidad pueden llegar a los seres vivos y
causar dafio genotdxico. El objetivo principal del presente trabajo fue cuantificar los niveles de
HPA's en la atmésfera de varios sitios y analizar su relacion con la induccion de dafio al ADN en
habitantes de la region. Se aplicd una bateria de biomarcadores de dafio temprano: el Ensayo de
Electroforesis Unicelular (Ensayo Cometa), Cinética de Proliferacion Celular (CPC) y frecuencia de
Micronucleos en linfocitos de sangre periférica organizados en seis grupos de nifios entre 6 y 15
afios de edad. Las muestras de HPA’s fueron analizadas por el método de EPA TO-13-A. Los
resultados indicaron la presencia de la mayoria de los 16 HPA's considerados por EPA-US, como

prioritarios por ser agentes carcinogenicos.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de concentracion de los
hidrocarburos en fase gaseosa y particulada, los valores mas altos de HPA's se registraron en la
fase gaseosa y las maximas concentraciones de HPA’s se registraron en los sitios de estudio
expuestos a actividad petrolera. Todos los grupos infantiles en zonas con alta actividad petrolera
presentaron niveles de dafio genotoxico de moderado a alto para el caso del ensayo cometa
(Longitud de cola: 14.21 a 42.14 um y relacion cola/cabeza: 0.97-2.83 um) comparados con los
valores promedio del grupo control (LC= 12.25 y C/C= 0.63 pum, respectivamente). Tanto el indice
Mitético como el indice Replicativo presentaron valores dentro del rango de normalidad de acuerdo
a la literatura. Las frecuencias de ICH y Micronucleos mostraron valores ligeramente altos en los
sitios con actividad petrolera. La poblacion de estudio que presentd un mayor dafio al ADN, se
registro en el sitio de intensa actividad petrolera Nuevo Torno Largo. Los datos obtenidos indican
que la presencia de HPAs en la atmdsfera representan un riesgo para la salud de las poblaciones

cronicamente expuestas a hidrocarburos volatiles generados por las instalaciones petroleras.

Palabras clave: genotoxicidad, hidrocarburos Policiclicos aromaticos, ensayo cometa, electroforesis unicelular,

micronucleos, cinética de proliferacion celular, HPA's.
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1.- INTRODUCCION

Las actividades petroleras que se llevan a cabo en el Estado de Tabasco, involucran acciones
de grandes dimensiones que pueden llegar a afectar drasticamente el ambiente. La explotacion de
hidrocarburos en el sureste del Golfo de México ha jugado un papel muy importante en la economia
y el proceso de desarrollo del pais. Actualmente, los Estados de Campeche, Tabasco, Norte de
Chiapas y Sur de Veracruz, representan el 85 % de la produccion nacional de petrdleo, generando
2.7 x 10° barriles por dia y 1 800 millones de pies clbicos de gas, lo que ha generado una
problematica para el ambiente y la salud pablica, producto de la intensa actividad de extraccion y
separacién de crudo, asi como en el procesamiento de gas. (Diaz-Gonzalez et al, 1995; Guzman,
1988).

Sin embargo esta industria que participa en el desarrollo econémico de la region y del pais,
contribuye también al deterioro ambiental. Diversos estudios han mostrado que cantidades
importantes de residuos y subproductos del petréleo se han vertido en los ecosistemas afectando su
biodiversidad (Botello et al., 1996; Gold-Bouchot., et al, 1997, Norefia-Barroso et al., 1999) y

presentando riesgo para la salud humana (Farmer et al., 2003; Platt et al., 2008).

Durante los afios sesentas y setentas, la economia Tabasquefia experimentaba un proceso de
industrializacion petrolera acelerada, que se ve reflejada en la construccion de plantas criogénicas,
centros procesadores de gas y petroquimica basica, torres de perforacion, baterias procesadoras de
gas, gaseoductos, oleoductos; la rapida expansion de las actividades petroleras, ha ido acompafiada
de la planeacion necesaria, para minimizar el impacto al ambiente por la generacion de
contaminantes que desde entonces son vertidos al agua, aire y suelo, mostrando un paisaje de
demarcacion ambiental y por consiguiente poniendo en peligro la supervivencia del ecosistema y en
consecuencia la salud de los habitantes de las inmediaciones de las zonas petroleras del Estado de
Tabasco. (Beltran. 1988 y Gémez, 2007).

En el estado de Tabasco, las evaluaciones del impacto por las actividades de extraccion de
petréleo se han realizado desde hace 20 afios. Los compuestos organicos volatiles han recibido
especial atencion; en particular, los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPA’s) ya que son

agentes potencialmente carcinogenicos (Tuntawiroon et al., 2007). Actian tanto de manera
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individual como a través de mezclas. (Perera,1 996; Kalantzi, et al, 2004). Los efectos de estas
emisiones al ambiente, son generalmente inespecificos y se pueden asociar a multiples causas,
(Ruan, et al, 2007; Motelay, 2003).

Se han reportado concentraciones importantes de HPA’s en el suelo, sedimentos y el agua de
la regién, (Climent y Torres, 2007), pero, no hay registros de la presencia de estos compuestos
asociados a particulas en la atmésfera. Como tampoco se dispone de informacion sobre el impacto

de estos compuestos en la salud humana.

Es importante mencionar que ademas de las fuentes de emision de hidrocarburos de origen
petrogénico en Tabasco, existen otras fuentes de HPA's la emision a la atmosfera de humo de lefia,
sobre todo en época de secas, se acostumbra aplicar la practica ancestral de Roza-Tumba-Quema de
pastizales, con el objeto de preparar la tierra para cultivo. La utilizacion de lefia es muy importante
en paises en vias de desarrollo. Datos de la OMS 1995, indican que 1 280 millones de personas la
emplean de manera cotidiana, lo que explica su trascendencia en términos de salud puablica, por su
disponibilidad, bajo precio y su proporcion mayor como fuente de energia; la lefia es el
combustible mas importante después del petrdleo, carbén y gas. (Yunker et al, 2002; Lewtas, 2007;
Jeffrey et al, 2006).

La mayoria de las comunidades rurales de Tabasco, acostumbran cocinar con lefia y
generalmente no cuentan con sistemas de ventilacion eficientes, ocasionando que la poblacion se
encuentre en contacto cotidiano con los hidrocarburos policiclicos aromaticos, como los
benzopirenos, lo que pueda desencadenar algun problema de tipo respiratorio, mutagénesis y/0

cancer.

En México en 1990 uno de cada tres mexicanos utilizaban lefia para cocinar, el 91 % de los
habitantes en el area rural y 11% en zonas urbanas. Concentrandose el 35.36% en Tabasco. De
acuerdo a los reportes de la Secretaria de Salud en el afio 2000, la poblacion que utiliza lefia o
carbon en el Estado de Tabasco fue de 669 015 habitantes en 128 182 viviendas. (DGSA, 2002).
Esta situacion se considera un problema de salud publica con repercusiones en la poblacion menor

de cinco afos y en mujeres en edad reproductiva.

Otra fuente no menos importantes de exposicion a HPA's, en las cuales la poblacion
infantil se encuentra expuesta indirectamente, es el inhalar productos de la combustién del tabaco.
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Cuando el nifio vive en un ambiente de fumadores; la contaminacion de HPA’s, generada en
intramuros es un factor de riesgo para el nifio que puede desencadenar algun tipo de cancer de
pulmon.; ya que cuando se quema el tabaco, se produce una compleja mezcla de gases, vapores y
material particulado, (Hoffmann, et al., 2005; IARC, 2004; Husgafvel-Pursiainen, 2004; Vives, et
al. 2001).

En un estudio epidemioldgico en poblacién de fumadores pasivos en hogares de china, se
analizaron las causas que desencadenaban los casos de cancer de pulmon y se lleg6 a la conclusion
que los HPA's al llegar al organismo son activados por intermediarios genotoxicos, oxidandose por
varios caminos, originando metabolitos que forman aductos en el ADN. (Qing Lan, et al 2004). Se
han llegado a identificar mas de 4 500 compuestos, de los cuales al menos 50 tienen un efecto

carcinogenico comprobado (Awata , et al, 1998; Gouveia Yy Fletcher , 2000).

En Meéxico, el tabaquismo es un problema de salud publica prioritario que involucra una
amplia variedad de consecuencias adversas para la sociedad, constituye el principal factor de riesgo
en nifios con padres fumadores asociados a la presencia de marcadores ambientales tales como
metabolitos como la cotinina. Se ha demostrado segun estudios desarrollados por el Instituto
Nacional de Salud Publica, que los nifios de menor edad son mas susceptibles a la exposicion
ambiental por el humo del tabaco, desencadenando predisposicion a infecciones agudas y cronicas

respiratorias. (Lazcano-Ponce, et al 2007).

De acuerdo al Plan Nacional de Salud 2001-2006, la encuesta realizada por la Secretaria de
Salud a nivel Nacional, en el sureste mexicano las edades donde se encontr6 el mayor nimero de

fumadores pasivos oscilaban entre los 12 y 17 afios. (DGSA, 2002; Ramirez, et al 2006).

Los derivados del petréleo constituyen una mezcla compleja de sustancias quimicas
genotoxicas, como el benzo (a)pireno asi como los extractos que contienen carbon organico
asociado a particulas que pueden causar alteraciones en diferentes modelos bioldgicos (Lee et al.,
1998; Hininger, et al, 2004., Celik’ y Akba, 2005; Landi, et al 1999; Alves, et al 2000; Moteley, et
al 2003; Bloemen, et al 2004).

Existen numerosos métodos para seguir las rutas de exposicion de los humanos a diversos
agentes genotdxicos, por ejemplo es posible determinar la presencia y cantidad de las sustancias o
sus metabolitos a través de los fluidos bioldgicos, o por alteraciones genéticas, que resultan de la
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reaccién entre el organismo expuesto y la sustancia quimica. Se utilizan los Marcadores Bioldgicos,
para conocer el dafio genotoxico en un organismo de manera temprana, por medio de metodologias
basadas en alteraciones ultraestructurales a nivel celular, para identificar los cambios moleculares o
celulares en los sistemas bioldgicos producidos por la exposicion a xenobidticos, como lo son los

ensayos Cometa, Microndcleos 6 Intercambio de Cromatidas Hermanas, entre otros.

Estas pruebas son indicadores sensibles de dafio y han sido utilizados ampliamente en
investigaciones sobre los efectos de exposicion de individuos a substancias genotoxicas. (Gonsebatt
et al., 1995; Shugart, 2000; Celik’ y Akba, 2005).

La mayoria de los agentes que tienen actividad genotoxica como los HPA's y sus
metabolitos, poseen la capacidad de inducir dafio al ADN, detectable en diferentes sistemas de
ensayo, tanto in vivo como in vitro, que describen entre otros, los efectos clastogénicos y
aneugénicos, induccion de dafio oxidativo, rompimientos y transformacion celular del ADN,

originados por estos compuestos (Kyrtopoulos, 2006).

La importancia y trascendencia cientifica del monitoreo bioldgico como instrumento
temprano de evaluacion de exposicion ambiental a compuestos quimicos como HPA'’s, ha llevado a
multiples paises a incluir, en el nivel normativo y legal, al monitoreo bioldgico temprano como una
valiosa herramienta para la prevencién de dafio en la salud de las poblaciones y para distinguir a los
individuos expuestos de los no expuestos, discriminar entre los expuestos a los mas susceptibles, asi
como evaluar los efectos a bajas dosis de mezclas complejas de sustancias toxicas, a partir de la
medicion de las concentraciones de los productos quimicos o de sus metabolitos en muestras de

diferentes tejidos como son en sangre y orina de las poblaciones.

Por ejemplo, para medir el dafio genético en células germinales y somaticas, aberraciones
cromosOmicas, mutaciones, formacion de aductos en el ADN entre otros, se utilizan compuestos
como el benzo (a) pyreno y sus metabolitos; por ser un biomarcador muy sensible, es utilizado
como control positivo ya que sirve como indicador de referencia para predecir
genotoxicidad/carcinogenicidad; al aplicar biomarcadores de dafio temprano como: los ensayos de
intercambio de cromatides hermanas, micronucleos, cometa, etc. (Perera, 2008., Platt et al., 2008.,
Lewtas, 2007), DeMarini et al, 1996; Plerola, et al 2003; Lewtas, 2007).
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El presente estudio constituye uno de los primeros estudios realizados en el estado de
Tabasco, enfocados a evaluar los niveles de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en la atmosfera,
relacionados con los efectos citogenéticos en poblaciones infantiles expuestas a diferentes procesos
pirogénicos y petrogénicos, mediante el uso de biomarcadores de efecto de dafio temprano, como
son los ensayos de Micronucleos, Intercambio de Crométidas Hermanas y Cometa.
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2.- DEFINICION DEL PROBLEMA

Se ha generado interés por identificar los posibles factores etiolégicos que pudieran
explicar la incidencia y prevalencia de cancer en el Estado de Tabasco. En los Gltimos afios se
ha presentado un incremento en la prevalencia de cancer en diferentes municipios del estado.
Dado que la etiologia del cancer es multifactorial, pueden existir factores genéticos en la
poblacion, que interactdan con factores dietéticos, habitos, infecciosos y de manera importante

con los ambientales.

Es dificil establecer una relacion directa de causa-efecto entre los contaminantes
atmosféricos de tipo quimico, con la alta incidencia de casos de cancer. Es en relacion a estos
contaminantes, que se enfoca la presente investigacion; para determinar si el dafio en la salud
humana observado, pudiera estar asociado con la exposicion atmosférica a sustancias
quimicas que tienen actividad genotoxica y que especificamente los Hidrocarburos
Policiclicos Aromaticos (HPA’s), pudieran ejercer algin impacto sobre la salud de las
poblaciones infantiles en riesgo, al estar en contacto con estos compuestos toxicos y
desencadenar la patologia prevaleciente en la Region.

El presente estudio plantea la determinacion de los niveles de distribucion de los
HPA's en el aire, en relacion a diferentes fuentes de emision. Cortés Pefialoza y colaboradores
en 1994, sugieren la posible relacién de la contaminacion por hidrocarburos con la incidencia
y prevalencia de ciertas enfermedades neopléasicas en algunas Regiones del estado de Tabasco.
Estos autores revisaron los casos de Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) infantil, reportada
en el estado, durante el periodo 1985-1991, encontrando un incremento en la incidencia en los
municipios de la Region de la Chontalpa (Norte y Costa del Estado; donde se encuentra la
mayor actividad de hidrocarburos) y menores incidencias en la Region de los Rios (Sur-
Este). La Secretaria de Salud reporté en 1994 a la LAL, como la tercera causa de mortalidad
infantil en el estado. EI INEGI en 2001, presenta como la segunda causa de defuncion a nivel
Nacional a los tumores malignos, de los cuales el 13.2% se registraron en el estado de

Tabasco. Y como octava causa de defuncién las malformaciones congénitas, deformaciones y
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anomalias cromosémicas en un 2.1% a nivel Nacional y en un 3% en el estado. (INEGI,
2001).

En algunas Regiones del Estado de Tabasco, se llevan a cabo actividades de transporte
de petroleo crudo e hidrocarburos, asi como de mantenimiento de las instalaciones petroleras,
cuya fuente potencial de exposicién son principalmente los HPA'’s, los cuales son producto
de las actividades de: desazolve de registros de drenajes industriales, limpieza de fondajes de
tanques de almacenamiento, llenado y vaciado de recipientes de residuos peligrosos,
mantenimiento y limpieza de separadores de aceites, manipulacion de lodos residuales en
operaciones de muestreo, cambios de filtros y mallas en sistemas de separacion, operaciones

de control en fugas y derrames, lavado de tanques de almacenamiento, etc.

La presente investigacion constituye uno de los primeros estudios enfocados en evaluar
los niveles de HPA's en la atmdsfera del Estado de Tabasco, asociados con el riesgo en la
salud de las poblaciones expuestas, que habitan en las inmediaciones de las instalaciones
petroleras.
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2.1 .- OBJETIVOS

2..1.1 GENERAL

. Evaluar el impacto de mezclas atmosféricas que contienen
hidrocarburos policiclicos aromaticos en linfocitos de sangre periférica de poblaciones

infantiles de varias regiones del Estado de Tabasco.
2.2.2 ESPECIFICOS

. Establecer mediante un instrumento epidemioldgico, las caracteristicas

personales y los estilos de vida de la poblacion infantil expuesta en el estudio.

. Evaluar el dafo genotoxico y citotoxico en linfocitos de sangre
periférica de poblaciones infantiles expuestas y no expuestas (controles) a HPA’s,
utilizando una bateria de biomarcadores de exposicion de dafio temprano: frecuencia
de Micronucleos (MN), Cinéetica de Proliferacion Celular e Intercambios de
Cromatidas Hermanas (CPC) y el Ensayo Cometa (Técnica de electroforesis unicelular

en microgel).

o Determinar los niveles de HPA's en la atmosfera de diferentes sitios del
Estado de Tabasco, utilizando la técnica TO-13 de la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos (USEPA) vy relacionarlos con parametros meteoroldgicos de cada

sitio de monitoreo.

° Valorar las relaciones entre los Biomarcadores de Genotoxicidad con los

datos de Hidrocarburos y estilos de vida de las personas en estudio.
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2.2 - HIPOTESIS

Diversas actividades realizadas en el Estado de Tabasco, generan y vierten al
ambiente, cantidades no determinadas de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos, producto
de la combustion incompleta de materia organica, ya sea de combustible fosil 0 por la
vegetacion. Estos compuestos son quimicamente inertes e hidrofobicos, sin embargo, bajo
una activacion metabodlica en células de mamiferos a diol-epoxidos (alquilacion y estrés
oxidativo), pueden unirse covalentemente a macromoléculas celulares (ADN), causando error
en la replicacién y mutaciones que desencadenan alteraciones en las células que pueden

generar procesos carcinogénicos.

Aunqgue no se cuenta con estudios suficientes para determinar la exposicion de la
poblacién infantil a HPA’s en el Estado de Tabasco, se ha sugerido recientemente la posible
relacién de causalidad con la incidencia de algunas enfermedades neoplasicas. En base a lo
anterior, resulta posible que las comunidades del estudio de las zonas de influencia, se
encuentren expuestas cronicamente a hidrocarburos de naturaleza genotoxica y citotoxica, lo
cual pueda generar alteraciones celulares demostrables por medio de biomarcadores de dafio

temprano a nivel de ADN.

La capacidad de los hidrocarburos de producir dafio citotoxico y genotoxico en las
células, permite predecir que la constante exposicion a estas sustancias tdxicas a través del
ambiente, disminuye la capacidad de proliferacion de los linfocitos in vitro, ademés de
incrementar la frecuencia de Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH) y de Células
Binucleadas (CBN) con Micronucleos (MN) y la fragmentacion y rompimiento de las cadenas
de ADN en los nucleos de las células de los nifios que habitan cerca de instalaciones que

generan hidrocarburos a la atmosfera como resultado de procesos de combustion.
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2.3 .- METAS

Las metas que se plantearon en el estudio se describen a continuacion:

. Elaborar y aplicar un instrumento epidemiolégico a 75 personas
habitantes de varias regiones del Estado de Tabasco para establecer informacion

minima sobre sus estilos de vida.

. Elaborar y aplicar un programa de muestreo del aire en 5 puntos del
Estado de Tabasco para generar datos sobre los Hidrocarburos presentes en la

atmosfera de cadad una de estas regiones.

. Elaborar y Aplicar un programa de toma de muestras sanguineas a 75
personas habitantes del Estado de Tabasco, con el objeto de realizar pruebas de

Genotoxicidad.

. Aplicar una bateria de 4 Biomarcadores de cito-genotoxicidad
(Microndcleos, Cinética de Proliferacion Celular, Intercambio de Cromaétides
Hermanas y ensayo cometa ) en muestras de sangre de 75 personas.
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3 .- ANTECEDENTES

Algunos estudios coinciden en que existe una asociacion entre la exposicion a
contaminantes del aire y el incremento en la formacién de aductos en el ADN. Los
experimentos in vivo/ in vitro han evidenciado la genotoxicidad producto de sustancias
quimicas del aire como precursoras de dafio oxidativo en el ADN. (Vineis y Husgafvel,
2005).

En Silasia, Polonia se analiz6 la exposicién genotdxica a mezclas complejas como los
HPA’s y metales en poblaciones infantiles. Para tal fin se evaluo el dafio citogenético en 74
nifilos en edades entre 5y 14 afios, que vivian en dos ciudades muy contaminadas, midieron
plomo en sangre y 1- hydroxipyreno en orina y relacionaron estos valores con la frecuencia de
Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH) y Micronicleos (MN); presentando valores
promedio de MN de 4.44 en 1000 células binucleadas y un rango promedio de ICH entre 6.24
y 10.06, los autores concluyen que la influencia de agentes ambientales en la induccién de
dafio citogenético en linfocitos humanos, puede originarse por exposicion intra y extramuros
(Miel, et al., 2006).

La investigacion realizada por Bocskay Yy colaboradores (2005), muestra que cuando
una madre se expone a hidrocarburos Policiclicos aromaticos provenientes del aire, los recién
nacidos presentan cambios a nivel cromosomico e incrementan el riesgo de contraer cancer
como la Leucemia; los autores identificaron los cambios cromosdémicos que ocurrian en el
cordon umbilical de 60 recién nacidos afroamericanos y dominicanos que nacieron en el
Hospital de salud ambiental “Columbia Center de New York”. Los resultados sugieren que la
exposicion de una madre a HPA's puede trasmitir los cambios citogenéticos a los recién

nacidos y ocasionar riesgo de contraer cancer en el infante.

Neri y colaboradores (2005), establecen una relacién causa- efecto en nifios con algin
tipo de enfermedad neoplésica; realizan una revision sobre los factores ambientales que
pueden incidir en el desarrollo de cancer en nifios y comprueban que existe una relacion entre

la presencia de algin agente causal durante las etapas de crecimiento del nifio asociado con la
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exposicion de agentes genotdxicos, lo que incrementa el riesgo de contraer cancer (Wild et al,
2003; Steliarova, 2004).

Ruchirawat y colaboradores (2005), estudiaron una poblacion de nifios de Bangkok,
Thailandia en edad escolar en ciudades con carga vehicular elevada con riesgo potencial de
exposicion a particulas asociadas a Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPA's) y
utilizaron algunos biomarcadores de dafio temprano como el Ensayo Cometa. Los resultados
muestran, que los nifios de zonas urbanas, son mas vulnerables a impactos en la salud
asociados por exposicion a contaminantes genotdxicos que los nifios que viven en zonas
rurales y que pueden desarrollar ciertos tipos de Cancer. El estudio presenta los valores
encontrados para ensayo cometa entre otros biomarcadores, en los pardmetros de; longitud de

cola= 1.93 +0.09 pumy momento de cola=0.23 + 0.01 pm.

Se ha observado en general, de acuerdo con Hoffmann y colaboradores (2005), que por
cada nanogramo por metro cubico de hidrocarburos policiclicos aromaticos, especialmente el
B(a)P, se puede presentar un incremento del 5% en las tasas de mortalidad por cancer
pulmonar en personas no fumadoras del sexo masculino. Por lo que se considera a los
hidrocarburos policiclicos aroméaticos (HPA’s) y a sus derivados (nitro, hidroxi y alquilos)
importantes contribuidores a la mutagenicidad y carcinogenicidad en los organismos.
(Amador, 2003; Kalantzi et al, 2004).

Perera (2008), analiza los factores capaces de desencadenar cancer infantil por
exposicion a Hidrocarburos y concluye que los nifios desde antes de nacer y durante los
primeros afios de vida, son mas susceptibles a cualquier variedad de combustibles fésiles
como los HPA'’s, junto con los estilos de vida, habitos alimenticios, malnutricion; lo que les
ocasionara un dafio genético irreversible como son los aductos en el ADN. Ademas de que los
efectos por la exposicion temprana a dichos contaminantes se podran manifestar afios mas

tarde.

En México existen pocos estudios enfocados al efecto en la salud humana relacionados
con la composicion organica de compuestos volatiles de la atmdsfera como los HPA'S;

Amador (2003), relaciona las particulas inhalables (< 10 micras) con hidrocarburos y
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determina la materia organica extraida en estas particulas, encontrando una amplia relacién

con la intensa combustién de diesel y gasolina emitida por fuentes vehiculares.

En el estado de Tabasco, no existen estudios disponibles desde el punto de vista de la
salud publica que se dirijan a establecer el grado de exposicion de la poblacion a
hidrocarburos (HPA’s) y al impacto que esto compuestos puedan tener sobre la salud de los
habitantes cercanos a algun proceso de combustion incompleta. (Gunnar, 2003).

Una revision realizada sobre los casos de Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL)
infantil, reportada en el Estado, durante el periodo 1985-1991, realizada por Cortés y
colaboradores (1994), sugieren una posible relacion causa-efecto de la contaminacion por
hidrocarburos con la incidencia y prevalencia de ciertas enfermedades neoplasicas en algunas
regiones del Estado, como en los municipios de la Region de la Chontalpa (Norte y Costa del
Estado; donde se encuentra la mayor actividad de hidrocarburos), mientras que las menores

incidencias pertenecian a la Region de los Rios (Sur- Este).

Por otro lado, la Secretaria de Salud report6 en 1994 la LAL como la tercera causa de
mortalidad infantil en el Estado. INEGI en 2001, presenta como la segunda causa de defuncion
a Nivel Nacional a los Tumores malignos con 12.7% y 13.2% en el Estado. Como octava
causa de defuncién se encuentran las malformaciones congénitas, deformidades y anomalias

cromosomicas con un 2.1% a nivel Nacional y 3% a nivel Regional. (INEGI, 2001).

Aunque se han realizado diferentes estudios que evaltuan el impacto de las actividades
petroleras en el Estado de Tabasco por Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en suelo, aire,
sedimentos y agua, principalmente se han enfocado a la determinacion de los niveles de
HPA's en organismos acuaticos, en donde las concentraciones méximas de hidrocarburos, se
encontraron en zonas cercanas a algun proceso proveniente de la transformacion del petréleo
(Diaz-Gonzalez, et al, 1995; Botello, et al, 1996; Gold -Bouchot, 1997).

En la literatura revisada sobre los trabajos realizados en el estado de Tabasco, por el
impacto de los HPA's en los ecosistemas, destacan los desarrollados por VVazquez- Botello y
colaboradores, quienes en la década de los ochentas y principios de los noventa, dedicaron
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especial atencion, a los efectos de los hidrocarburos, producto de la intensa actividad petrolera
y de los accidentes ocurridos en esa época , en las zonas costeras del Golfo de México.

Botello y colaboradores en 1996, realizaron estudios en sedimentos para evaluar la
presencia de HPA’s en la plataforma continental de Tabasco, demostrando la presencia de
altos niveles de HPA’s en las lagunas costeras de Mecoacan en Tabasco. Encontraron
principalmente HPA’s  conformados por 3 y 4 anillos bencénicos como Antraceno,
Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)Antraceno y Criseno. Los cuales se originaron a través de

procesos de altas temperaturas o pirélisis principalmente por quema de combustibles fosiles.

Asimismo, el Fenantreno es uno de los compuestos mas caracteristicos y abundantes en
areas donde existe la presencia de petréleo, cuyo origen son los productos de desecho de la
industria petrolera. En otro estudio, los autores tambien evaluan los hidrocarburos policiclicos
aromaticos en suelos hidromorficos de la reserva de la bidsfera en los pantanos de Centla,
Tabasco, reportando valores muy elevados para los compuestos de pyreno, criseno y benzo(a)
pyreno, haciendo mencion especial sobre la contribucion de la industria petrolera y sus

derivados en toda la Region del Sureste de México (Veracruz, Tabasco y Campeche).

En el caso del impacto de los hidrocarburos en suelos de Tabasco, se pueden
mencionar los estudios de Zavala y colaboradores (1996). En donde se destaca la importancia
en el destino de los hidrocarburos del petrdleo en el suelo que es afectado por su distribucion,
volatilizacion y potencial de lixiviacion. Realiza un diagnostico sobre los Hidrocarburos en el
campo petrolero de Samaria, concluyendo que las tierras con baja contaminacion, presentan
niveles de HPA’s por encima de las concentraciones tipicas registradas para suelos con
respecto a otras areas de México. Las tierras mas contaminadas se relacionan con la zona de
mayor concentracion de instalaciones de explotacion, almacenamiento y conduccion de

hidrocarburos y exposicion a derrames de petroleo.

De la Cruz, (1997) evaluo de los niveles de hidrocarburos en agua y sedimentos de la
Laguna el Limdén en Macuspana, Tabasco, México y concluydo que la presencia de
hidrocarburos en agua y sedimentos se debe principalmente a los aportes de las descargas en

el pasado, del Complejo Petroquimico de Ciudad Pemex. Las concentraciones de HPA’s en
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sedimentos representan un riesgo potencial de toxicidad cronica, principalmente para los

organismos acuaticos con habitos bentdnicos.

A finales de los afios noventa, Gold-Bouchot y colaboradores, también establecen una
relacion entre los niveles de HPA’s presentes en algunos crustaceos y peces de las zonas
costeras y de cuerpos lagunares, aledafios a algin proceso petrolero. Los autores evaluan el
impacto de los hidrocarburos sobre la especie Crassostrea virginica, de importancia
econdmica para el estado de Tabasco, en las lagunas costeras del Carmen, en Mecoacan, en
donde se encontraron niveles altos de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en los sedimentos
de la laguna, debido al importante aporte de HPA's, producto de los derrames de Petréleo.
Posteriormente en 1999, analizan los residuos de petréleo acumulados durante 2 afios en los
sedimentos de las lagunas costeras del Golfo de México, registrando altos niveles de HPA's.
(Gold- Bouchot, et al 1999).

Valencia (2001), determiné la existencia de condiciones de riesgo en la salud humana
por la presencia de una presa de terraceria que contenia residuos de actividades de explotacién
y produccion de hidrocarburos en la zona, identifico las posibles vias y rutas de exposicion de
sustancias toxicas y caracterizo cuantitativamente el riesgo en el sitio por sustancias
precursoras de cancer. Concluyendo que la concentracién de Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos (HPA’s) y del Benceno en productos del petréleo varian dependiendo del tipo de
aceite crudo y de los procesos de fraccionamiento usados para obtener los productos del
petréleo; el Benzo(a)Pireno, Benzo(b)Fluoranteno, Criseno, Dibenzo(a)antraceno, Fluoranteno
e Indeno (1,2,3,c-d)Pireno, que con frecuencia estan presentes en pequefias cantidades en el

aceite crudo.

En otro estudio realizado en el 2003, por la comision Interinstitucional del Medio
Ambiente para el Desarrollo Social (CIMADES), se llevo a cabo una evaluacién sobre la
Calidad del Aire en el poblado Nuevo Torno Largo en el Municipio de Paraiso, Tabasco. En
donde se analizan contaminantes del aire como las Particulas Suspendidas Totales,
presentando valores que sobrepasaron la Norma NOM-024-SSA-1993 (325 mg/m®), Di6xido
de Azufre, Didxido de Nitrogeno, Particulas PMyo, Acido Sulfhidrico e Hidrocarburos Totales;
los resultados muestran altas concentraciones en la poblacion de Nuevo Torno Largo del

Municipio de Paraiso, Tabasco. Es interesante mencionar que en el presente estudio, este sitio
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fué considerado como el de mayor impacto por hidrocarburos, por presentar las
concentraciones de HPA's y los valores mas altos de genotoxicidad en el ensayo cometa,

mostrando diferencias significativas con respecto a los otros sitios de estudio.

Ponce-Vélez en 2005, analiza la informacion generada desde hace 20 afios, en relacion
a las concentraciones de hidrocarburos presentes en la columna de agua de rios, lagunas,
estuarios y areas costeras de la region del Golfo de México; incluyendo la presencia de HPA's
en sedimentos y organismos costeros, asi como del posible impacto en los ecosistemas
costeros de la region por el derrame petrolero del pozo Ixtoc-1 y presenta datos sobre los
niveles de hidrocarburos dispersos en las aguas del Golfo de México durante 1980 a 1993;
entre los cuales destacan algunas lagunas costeras de Tabasco, como el sistema Carmen-
Machona y Mecoacén, en el que se registraron niveles altos de HPA's, entre 50-100 pg g,
derivados de las actividades rutinarias de exploracion, perforacion y transporte de petréleo;
destaca el caso de la laguna de Mecoacan esta impactada por la cercania a la terminal petrolera
Dos Bocas, la cual tiene una capacidad de almacenamiento de aproximadamente 6 millones de
barriles de petroleo crudo. (Ponce Vélez G. y Botello A.V., 2005).

En relacion al marco normativo en Mexico, actualmente no se cuenta con una Norma
Oficial Mexicana en relacion a HPA'’s en el aire, sin embargo para evaluar el impacto de estos
compuestos sobre suelos, por ejemplo el derivado por derrames de Hidrocarburos, el 20 de
Agosto de 2002, el Diario Oficial de la Federacion, emite la Norma Oficial Mexicana de
Emergencia NOM-EM-138-ECOL-2002, para establecer los limites maximos permisibles de

contaminacion en suelos afectados por hidrocarburos.
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4 .- MARCO TEORICO

4.1 .- ESTRUCTURA, PROPIEDADES Y TOXICIDAD DE
LOS HIDROCARBUROS POLICICLICOS
AROMATICOS (HPA's)

Los HPAs son un grupo numeroso de compuestos organicos, con anillos aromaticos
derivados del benceno que contienen carbono e hidrdgeno exclusivamente. Son considerados
como dos o mas anillos de benceno fusionados entre si con al menos dos carbonos en comun,
siempre formados por estructuras polinucleares de tipo aromatico, lipofilicas, tendencia que se
incrementa con el aumento de su masa molecular, son inestables fotoquimicamente ya que se
degradan con la luz (Albers, 1995; Bdstrom, et al, 2002).

En general se caracterizan por tener baja hidrosolubilidad y de baja a moderada
volatilidad y su vida media varia de 1 a 48 horas en el aire, de 1 semana a 2 meses en
ambientes acudticos, de 2 meses a 2 afios en suelos y de 8 meses a 6 afios en sedimentos. En la
naturaleza son hidrofobicos y tienden a absorberse rapidamente sobre material suspendido vy al
sedimentarse constituyen un reservorio en los sedimentos (Botello, 2005).

Son compuestos como el petroleo crudo, creosota, carbédn y alquitran que se encuentran
en forma natural en el ambiente. Estos compuestos, que pueden ser alrededor de 100 (ATSDR,
1996), se originan durante una combustion incompleta de hidrocarburos como carbon, aceite,
gas, tabaco, gasolina, diesel, madera, proceso de pavimentado de carreteras asi como durante

quemas forestales, agricolas y de basura (Barale et al., 1991).

En el ambiente, los HPAs se encuentran adsorbidos en la materia particulada y tienen
dos mecanismos basicos de transformacion: una oxidacion inducida por ozono o mediante
hidroxilacion (Lee et al., 1998; Singh et al., 2007).

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos de América (EPA, 1999), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Econdmica Europea (CEE) han
considerado a 16 HPA's prioritarios, debido a su actividad genotdxica, mutagénica o
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carcinogénica (IARC, 1987; EPA, 1999; ATSDR, 1996). Esta clasificacién tomé en cuenta el

nivel de afectacion a la salud y su potencial nivel cancerigeno y mutagénico.

Estos compuestos son naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno,benzo(a)pireno, indeno (1,2,3-c,d) pireno, benzo(g,h,i)perileno vy
dibenzo(a,h)antraceno (Barale et al., 1991). La estructura molecular e los HPA’s maés

importantes, se muestra a continuacion:

oy DS oo

I =
Diberzola, hlantraceno Fluoranteno Fluoreno

Q%‘G OG‘

Indenof1,2,3-c,d)pireno Maftaleno Fenantreno

@
:_:’

Pireno

Figura 4.1.A Estructura comun de los anillos de HPA'’s.

La selecciéon de estos compuestos se basa en varios factores como son: toxicidad,
facilidad de obtener informacion acerca de ellos, exposicion humana a estos compuestos a lo
largo de la historia y su frecuente aparicion en sitios contaminados. Y sus efectos sobre la
salud humana dependen de la dosis, tipo y ruta de exposicion asi como de las caracteristicas
particulares del individuo expuesto.

Los HPA'’s de bajo peso molecular formados por 2 y 3 anillos aromaticos presentan
una toxicidad aguda, mientras que algunos de los méas pesados muestran potencial

carcinogénico y mutagénico. (Botello A.V., 2005).
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En el ambiente se encuentran en el aire, suelo y agua. Naturalmente se encuentran en
el petréleo crudo, creosota, carbén y alquitran. Se forman basicamente cuando la materia
organica se somete a una temperatura alta durante cierto tiempo y a la capacidad de adsorcién
a las particulas atmosféricas, lo que les permite transportarse a grandes distancias y
depositarse en lugares remotos de la fuente de emision. Se originan durante la combustién
incompleta de carbdn, aceite, gas, tabaco, y durante quemas forestales. En la atmdsfera, los
HPA’s son adsorbidos en la materia particulada, a través de dos mecanismos de reaccion
quimica y se transforman en agentes oxidantes inducidos por el ozono y por hidroxilacién
(Awata, 1998; Ramos, 2004).

Los HPA's pueden llegar a producir citotoxicidad, dafio genético y clastogenicidad en
células de mamiferos, por ejemplo el benzo(a)pireno, se hace mas reactivo cuando se combina
con luz ultravioleta y agentes alquilantes . La genotoxicidad de los HPA’s depende en gran
medida de su estructura asociados a las propiedades electrofilicas elevadas que permiten
interaccionar con los enlaces covalentes (EHC, 1998; Hartwig et al, 2002; Seung, 2002).

Las poblaciones humanas expuestas a aire contaminado por HPA's, muestran un
incremento en la formacion de aductos en el ADN y se ha demostrado que las causas que
contribuyen a la carcinogenicidad pueden ser la produccién de especies reactivas del oxigeno,
que pueden desencadenar un “stress oxidativo” y por consiguiente causar un dafio oxidativo al
ADN (Seoane, et al, 2000., Farmer, et al, 2003., Singh., et al. 2007).

En las Ultimas décadas se han realizado varios estudios relacionados con la accion
bioldgica y destino de los HPA’s. La exposicion humana a estos compuestos se debe a la

inhalacién o ingestidn (aunque también es posible su ingreso por via cutanea).

Después de absorberse se distribuyen en diversos organos y tejidos, su propiedad
lipofilica le favorece una penetracion rapida a traves de las membranas celulares por difusion
pasiva y la particion entre los lipidos y el agua de las células (ATSDR, 1995), provocando que
su permanencia en el cuerpo sea por tiempo indefinido, (afinidad y bioconcentracion en los
tejidos ricos en grasas). Una vez incorporados al organismo experimentan una oxidacion
enzimatica, llevada a cabo por el sistema de oxidasas de funcion mixta (MFO), ubicado

principalmente en el higado, que los convierte en epoxidos y en dihidrioles. Tales especies
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guimicas constituyen la forma genotoxicamente activa de los HPA’s las cuales pueden formar
aductos covalentes con proteinas y acidos nucleicos celulares (Koss y Tesseraux, 1999).

Posteriormente los aductos del ADN formados pueden dar lugar a una mutacion
genética, de consecuencias carcinogénicas para el individuo expuesto. En consecuencia los
HPA’s son promutagenos que precisan de activacion metabolica para poder ejercer acciones
sobre el material genético (EHC, 1998).

Desde el punto de vista clinico, los hidrocarburos aromaticos policiclicos, son
elementos importantes que se han asociado con neoplasmas pulmonares, piel y tejido
hematopoyético, asi como aberraciones cromosémicas en leucocitos y leucemia (Ruiz y Rizo,
2007). Los HPA’ se almacenan principalmente en higado, rifiones, grasa y en menor grado en
bazo, glandulas suprarrenales y ovarios, sin embargo solo permanecen algunos dias y después

son excretados en las heces fecales y en la orina (ATSDR, 1995).

Cabe mencionar que numerosos estudios de contaminacion de aire se han relacionado
con los efectos en salud debido a sustancias quimicas como: humo de tabaco, pesticidas y
radiacion entre otros muestran que el riesgo de desencadenar cancer puede ser amplificado si
la exposicion comienza en edades tempranas, factor que se ha visto asociado con la talla
corporal, dado que la misma dosis de una sustancia nociva puede causar en los nifios un mal

mucho mayor.

Otra razon es el hecho de que sus 6rganos estan ain en el proceso de maduracion y por
lo tanto son mas susceptibles. Por otro lado, un hecho importante es el tiempo de duracion del
toxico en la vida del nifio, puesto que el dafio se manifiesta generalmente después de varios
afios, de la exposicion, ademas de que los sistemas de reparacion de dafio molecular no son
tan eficientes. (Perera, 1996; Mucci et al, 2004).

Muchos de los Hidrocarburos Polinucleares carcinogénicos, derivan de la estructura
del Antraceno. La adicion de otro anillo aromatico a la molécula del Antraceno produce un
agente fuertemente carcinogénico. Si a éste se le afladen grupos metilo, el resultado es un

compuesto ain mas cancerigeno (Albert, 1998).
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Hay pocos datos disponibles sobre los efectos toxicos del Naftaleno en humanos, pero
exposiciones de corto tiempo a bajas concentraciones, puede causar irritacion en los 0jos y
piel. Con un alto nivel de exposicién (por arriba de 10 ppm) provoca nauseas, fatiga y dolor de
cabeza. Si el Naftaleno es ingerido, es causa potencial de anemia hemolitica, una condicién
gue involucra un colapso de las células rojas de la sangre. Una larga exposicién del naftaleno
a concentraciones mayores o iguales que 10 ppm, pueden causar efectos cronicos. El
Naftaleno es un carcind6geno humano sospechoso y puede provocar dafios al higado y los
rifiones. La exposicion cronica puede conducir a defectos reproductivos, incluyendo dafio
fetal y reduccion de la fertilidad. Se han reportado altas incidencias en la formacion de
tumores en la piel y en los pulmones de personas que han estado ocupacionalmente expuestos

a Naftaleno y a otros HPA's.

En estudios en animales, al exponer a conejos a altas concentraciones de Naftaleno,
desarrollaron cataratas. En embriones de robalo “boca-grande”, la LCsy del Naftaleno es 240
ug/L. La Occupational Safety and Health Administration (OSHA) ha publicado las
regulaciones considerando los limites maximos permisibles de exposicion. Estos limites son
10 ppm en promedio ponderado para una larga exposicion y 15 ppm para una corta
exposicion. ElI Fenantreno es también un irritante de los ojos y la piel, con la luz solar se
incrementan sus efectos debido a la fotosintetizacion. No hay datos disponibles de exposicion

oral e inhalacién por humanos (Awata et al, 1998).

Uno de los hidrocarburos de mayor accion carcinogenica es el Benzo(a)Pireno. La
contaminacion atmosférica por este producto se ha relacionado con el desarrollo de cancer
pulmonar en los seres humanos, se ha comprobado que en animales produce dafios

citotoxicos y tiene efectos teratogénicos en animales de experimentacion (Lewtas, 2007).

El Benzo(a) pireno ha sido encontrado en varios tipos de cereales, vegetales, frutas y
carne. En los procesos de cocimiento a altas temperaturas, carbon para emparrillado o
carbonizado. También es un componente de los productos del tabaco y es uno de los agentes
causales de cancer en el humo del cigarro. Este es convertido por enzimas dependientes del
citocromo P450 a una variedad de éxidos que reaccionan con el ADN, mostrando actividad

mutagénica (Shimada, 2008).
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4.2 .- RIESGOS A LA SALUD

Los HPA’s son considerados como posibles carcinégenos en humanos, por lo que de
acuerdo a la verificacion periddica del grupo de trabajo de la EPA para la evaluacion del
riesgo carcinogénico, se les ha clasificado segun su riesgo, como se observa en la siguiente
Tabla 1. Cabe mencionar que en ella, solo se incluyen los hidrocarburos que de acuerdo a la
literatura, se han identificado y clasificado con la suficiente evidencia epidemioldgica, de
acuerdo a la EPA (1993), por lo que no se incluye al grupo de compuestos; Acenaftileno,
Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno y Benzo (ghi) perileno,de los cuales no se tiene
evidencia suficiente. El benzo(a)pireno es el HPA’s mas estudiado y como es representativo
del grupo, se acostumbra expresar los impactos ocasionados por hidrocarburos poliaromaticos

en términos de equivalencia con el benzo(a)pireno (Pool-Zobel y Leucht, 1997).

Tabla No. 1. Factor de Equivalencia Toxica de los HPA'’s

(HPAS) Absfrg?:rtnisce?’lvice R Clasificacion FEa(quJ(i)\:
(CAS) Number Animales | Humanos EPA Téxica

Benzo(a)Antraceno 56-55-3 S 2A B2 0.100
Benzo(a)Pireno 50-32-8 S 2A B2 1.00
Benzo(b)Fluoranteno 205-99-2 S 2B B2 0.100
Benzo(k)Fluoranteno 207-08-9 S 2B B2 0.100
Criseno 218-01-9 L 2B B2 0.010
Dibenzo(a,h)Antraceno 53-70-3 S 2A B2 5.000
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 193-39-5 S 2B B2 0.1000

Fuente: Toxic Air Contaminant Document, Office of Environmental Health Hazard Assesment (OEHHA), California
Environmental Protection Agency’s. 2A: Probable carcindgeno en Humanos; 2B: Posible carcindgeno para
humanos B2: Datos humanos inadecuados pero suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales’ La potencia
de cancer (o valor unitario de riego) es una estimacion donde se relaciona la curva dosis-respuesta, a bajas dosis
se calcula el riesgo de un organismo para desarrollar cancer, debido a la exposicion al compuesto a una dosis
promedio diaria durante su vida (o0 concentracion).

El factor de equivalencia toxica fue propuesto por la EPA (1993) y por Nisbet y LaGoy
(1992) y es una estimacion aproximada del riesgo de cancer provocado por los HPA'’s,
calculada con base en la potencia relativa del BaP, cuyo factor de potencia es 7.3 mg/kg/dia.
Woodruff et al., (2000), estimaron que el riesgo para contraer cancer por inhalacion debido al
conjunto de HPA’s es equivalente al 16% de la potencia' del Benzo(a)pireno, cuyo valor es
de 2.1 ng/m® (EPA, 1994). Molina y Molina (2002) adoptaron las estimaciones de Woodruff et
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al (2000) y aplicaron una potencia para los HPA’s de 0.3 ng/m® para estimar su riesgo en la
Ciudad de México, considerando que sus concentraciones sean similares a las de Estados
Unidos.

4.3 .- METABOLISMO DE LOS HPA"s

Los anillos aromaticos bencénicos, son compuestos no polares y de gran solubilidad en
lipidos, lo que facilita la rapida penetracion y transporte a traves de las membranas. Son
absorbidos por un mecanismo de difusion. Una vez asimilado, la mitad del benceno absorbido
es enviado rapidamente a 6rganos con gran circulacion sanguinea, como el higado, los rifiones
0 tejidos ricos en grasa, como los tejidos adiposos, el cerebro o su principal érgano blanco la
médula 6sea (ATSDR, 1989).

El metabolismo del benceno es un proceso que involucra maltiples rutas y la presencia
de ciertas enzimas. El 6xido de benceno es el primer producto y puede sufrir un rearreglo
espontaneo no enzimatico para producir fenol, que puede posteriormente ser hidroxilado por la
isoenzima p450, para formar hidroquinona o catecol. La hidroquinona puede ser oxidada a p-
benzoquinona, la cudl es altamente reactiva y puede unirse de manera covalente a
macromoléculas celulares, como el ADN 0 el glutatiéon. ElI benceno es metabolizado
inicialmente en el higado, 6rgano fundamental de desintoxicacion y rico en enzimas
biotransformadoras, donde sufre un proceso de oxidacién a oxido de benceno de caracter
inestable, que puede ser transformado en metabolitos fenolicos que después son excretados en
la orina. Dentro de los metabolitos urinarios del benceno podemos incluir a los conjugados de
sulfatos y glucoronidos, los acidos mercaptaricos y residuos de aductos unidos en forma
covalente al ADN (Snyder y Heidi, 1996), Anexo: Apéndice “A”.

El destino metabdlico de la p-benzoquinona, ain no ha sido completamente elucidado,
puede reaccionar con glutation para formar &cido premercaptdrico a partir de la hidroquinona
originando &cido mercapturico o bien sufrir una autooxidacion lenta, lo que llevaria a la

produccion de especies de oxigeno reactivas ocasionando un dafio oxidativo en el ADN.

Otra via alterna es que el 6xido de benceno puede ser hidratado via epoxido hidrolasa

para generar 1,2 benceno dihidrodiol, que al ser oxidado por medio de la deshidrogenasa
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forma catecol y subsecuentemente benzoquinona. (Snyder y Heidi, 1996). Por otro lado,
también es probable que el 6xido de benceno pueda reaccionar con el glutatiébn que es
catalizado a su vez por el glutation S-transferasa para formar el acido premercaptdrico y los
dihidrioles que a su vez reaccionan con el muconaldheido, para formar con la accién de la

deshidrogenasa el acido muconico (Daiker et al., 1996; Wilson y Suk, 2002).

El Benzo(a) pireno para ser carcinogénico requiere ser activado metabolicamente
mediante el citocromo P450, convirtiendose en Benzo(a)pireno diol epoxido.El diol epdxido
forma un complejo ligado covalentemente a la guanina del ADN (Gelboin et al.,1988 y
Williams 1991), que en el enlace glicosidico, aparece como timina en la duplicacion o
regeneracion del ADN. De esta forma el Benzo(a)pireno provoca una “mutacion puntual” en
el ADN. El BaP es detoxificado por la enzima glutation transferasa, formada por los genes
GST y glutation S-transferasa, los polimorfismos en estos genes son biomarcadores de
susceptibilidad metabolica (Binkova etal., 1996). (Anexo I; Apéndice B: Metabolismo del

benceno).

4.4 .- TECNICAS DE MONITOREO Y MEDICION
DE HPA's EN EL AIRE

Los métodos de monitoreo de particulas suspendidas con HPA's, se clasifican en
exposiciones ocupacionales y ambientales. Los primeros incluyen las técnicas de muestreo
integrado para la coleccidon de material particulado a través de filtros y para la coleccién en
forma gaseosa a través de material absorbente como los puffs, para largos periodos de

muestreo.

Las técnicas de muestreo integrado son comunmente utilizadas para volimenes bajos.
La coleccidn de particulas suspendidas y la fase gas de los HPA"s han sido llevadas a cabo por
métodos de muestreo activo, en los cuales se utiliza un filtro y un medio adsorbente. Estos
métodos dependen de la integracion de la muestra, requiere de una bomba donde fluye el aire
a través de un medio (filtros, adsorbentes, impregnaciones, trampa criogénica) en los cuales

son retenidos los compuestos a cuantificar.
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El muestreador de alto volumen (Hi-Vol) modificado; se ha empleado frecuentemente
en el monitoreo de Particulas Suspendidas Totales (PST), ha sido utilizado en Canad4 y en
Estados Unidos para colectar HPA’s asociados a particulas. La cantidad de material colectado
durante 24 horas de muestreo (tipicamente) es suficiente para propdsitos analiticos,

especialmente para experimentos de bioensayos (Davis y Fellin, 1998); Figura4.1.A.1

Figura 4.1.A.1. Muestreador Hi-Vol modificado para HPA’s del aire

Los métodos de muestreo de los HPA's han variado de acuerdo al tipo de filtro y
material adsorbente utilizado y los métodos de extraccion tradicional de HPA’s absorbidos de
particulas mas utilizados han sido Ultrasonido, Soxhlet y otros m&s modernos tales como la
extraccion de Fluido Supercritico (Maloni y Samara, 1994; Van Houdt et al, 1989; Matsushita
et al, 1992) y como método de concentracidn se utiliza un Rotoevaporador.

La Técnica de extraccion por Soxhlet involucra la inversion de tiempos prolongados de
extraccion que pueden ir desde 4 hasta 24 horas, lo que implica un riesgo mayor de
contaminacion y una probabilidad alta de perder analitos por efecto de la temperatura y en
cambio con el método de sonicacidn, se reducen considerablemente los tiempos de extraccion
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y las pérdidas de los compuestos Y el riesgo de contaminacion es minimo (Mastral y Callén,
2000).

El efecto de la extraccién por Sonicacion y Soxhlet sobre los HPAs recuperados han
sido estudiados en México por Amador (2003), quién reporto una alta recuperacion de HPA'’s,
con el método de extraccidn por sonicacidn, siguiendo la metodologia TO-13A de la US-EPA;
con tiempos de recuperacion de 1.5 horas y con un coeficiente de variacion del 29.3%, menor

que el obtenido mediante el método Soxhlet (51.1%).

Las muestras son usualmente extraidas y limpiadas con solventes organicos, siguiendo
los protocolos rigurosos apegados al método TO-13A y analizando los HPA’s con técnicas
analiticas cromatograficas de gases. Los detectores mas frecuentemente utilizados en
Cromatografia de Gases son por captura de electrones 0 ionizacion de flama. Estos métodos

son muy sensibles y pueden identificar y cuantificar cada HPA’s, (Davis y Fellin, 1998).

4.5 .- BIOMARCADORES: INDICADORES DE DANO
GENETICO

La exposicion a agentes genotdxicos puede originar una variedad de efectos, que se
expresan inmediatamente o producen algun tipo de alteracion que puede tardar afios en
manifestarse. El creciente aumento de la exposicion a agentes potencialmente genotdxicos
genera la necesidad de identificar, caracterizar y evaluar el riesgo con el objetivo de establecer
medidas para la reduccién y prevencion de riesgos individuales y poblacionales (Wang et al.,
2001).

Los biomarcadores se utilizan para identificar cambios moleculares o celulares en los
sistemas bioldgicos atribuibles a exposiciones ambientales. El dafio genético es un proceso
que se lleva a cabo en varias etapas en el organismo durante el desarrollo, el agente
genotoxico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las membranas

celulares.

Una vez dentro de la célula, el agente puede reaccionar por si mismo (accion directa),
0 bien puede ser activado por las enzimas metabdlicas (accion indirecta). Es entonces cuando

se origina una interaccion con el ADN, que se puede reparar eficientemente o fracasar, de
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manera tal que el dafio genético inicial se expresara 6 no en las diferentes estirpes celulares
(Rodriguez, 1998 y Shugart, 2000).

Si la exposicion produce alteraciones tempranas o iniciales en los individuos, antes del
desarrollo del impedimento o la enfermedad, estos cambios podrian convertirse en sefiales o
marcadores, que pueden ser evaluados mediante estrategias adecuadas y correlacionarse con
los efectos observados a largo plazo en modelos experimentales o en grupos humanos
expuestos (NRC, 1989).

Con el fin de identificar alteraciones tempranas, la epidemiologia molecular ha
planteado la utilizacion de marcadores bioldgicos (biomarcadores) en las células de
individuos en riesgo, definiendo a un biomarcador como un indicador de la variacion de los
componentes y procesos bioquimicos ¢ celulares que pueden ser medidos en muestras
bioldgicas (Ostrosky, 1997)

Los biomarcadores son los cambios en la respuesta biolégica que puede estar
relacionada a una exposicion o0 a algin efecto toxico en el ambiente. De hecho pueden
proveer informacién temprana del impacto de los xenobioticos sobre los seres humanos, ya
que permiten detectar los eventos que ocurren entre la exposicion y la enfermedad (Salazar et
al., 1996).

De acuerdo a su definicién, los biomarcadores pueden encontrarse en diferentes niveles
bioldgicos y se clasifican en 3 tipos: de exposicion, de efecto y susceptibilidad (Salazar et al.,
1996; Kyrtopoulos, 2006):

a) Los marcadores de exposicion son aquellos que miden la concentracion de agentes
qguimicos o de sus metabolitos en los fluidos bioldgicos o en los tejidos; poniendo de
manifiesto que el organismo tuvo contacto con estos agentes (EPA, 1986; Gonsebatt, 1996;
Perera, 1996).

b) Los marcadores bioldgicos de susceptibilidad son indicadores de la existencia de
una limitacién heredada o adquirida de la capacidad de un organismo para responder al reto de
la exposicién a un agente xenobidtico especifico. Dicha capacidad depende de su pool
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genético, el que contiene multiples formas de ciertos genes que desintoxican carcindgenos o

reparan el dafio (Salazar et al., 1996; Perera, 1996).

c) Por ultimo, los marcadores de efecto son las alteraciones bioquimicas, fisioldgicas,
genéticas o de otro tipo, que dependiendo de su magnitud, pueden ser reconocidas como un
dafio potencial o efectivo sobre la salud y son producto de la exposicién a un agente
determinado de tipo exdgeno (NCR, 1989; Gonsebatt, 1996: Gonsebatt et al., 1995). Se
clasifican en: citotoxicos, que se refieren al dafio y muerte celular y en citostaticos que se
reflejan en los incrementos o retrasos en la sintesis del ADN y pueden causar muerte celular,
mutaciones y cancer (Tice e lvett, 1985; Gonsebatt, 1994). En esta categoria también se
incluyen alteraciones en las funciones de los tejidos blancos después de la exposicion cambios
en los 6rganos y tejidos diferentes de los sitios que son criticos para la accion de la sustancia
toxica (NRC, 1989).

Estos marcadores pueden servir como sefiales de alarma, ya que constituyen un
dosimetro para guiar la intervencién en cuanto a reducir o prevenir la exposicion. Un tejido
afectado por una sustancia toxica puede exhibir una funcion alterada aun si el individuo no
presenta manifestacion de dafio, es aqui en donde estas funciones modificadas pueden en
algunos casos determinarse en pruebas, particularmente con métodos bioquimicos 6 biol6gicos
(Ostrosky et al, 1991).

Cualquier cambio no programado en la estructura del ADN puede potenciar
consecuencias bioldgicas serias. Algunas sustancias quimicas y/o agentes fisicos, son
clasificados como “genotdxicos”, esto quiere decir que tienen la capacidad de interactuar con
la estructura del ADN y dafiarla. El dafio especifico a la estructura del ADN puede ser
revisado como un “biomarcador de exposicion”. Cualquier evento que ocurra después de
iniciar la interaccion del genotoxico con el ADN se le denomina “biomarcador de efecto”,
muchas sustancias quimicas tales como los HPA’s, atacan las moléculas del ADN, por
ejemplo al formarse ciertos enlaces covalentes en las moléculas organicas dan origen a la

formacion de aductos.
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Tanto en los biomarcadores de efecto como en los de exposicion; las modificaciones
estructurales en las moléculas del ADN, llevan una huella especifica de la respuesta

genotoxica. (Shugart, 2000).

Muchos genotoxicos causan rompimientos en las cadenas del ADN directamente. Por
ejemplo, la formacion de radicales libres pueden resultar en el rompimiento de ligandos tipo
fosfodiesteres dentro de la molécula del ADN. Los genotdxicos pueden interferir en las
actividades de los procesos normales del ADN, tales como la replicacion, metilacion y

reparacion en los cuales pueden resultar mutaciones (Albertini et al., 1996).

En la deteccidon de la induccion de dafio oxidativo y rompimientos en el ADN, se
utilizan ensayos citogenéticos especificos como el Intercambio de Crométides Hermanas y el
Ensayo Cometa. Cabe mencionar que la estabilidad de los biomarcadores respecto al momento
de la exposicion debe ser uno de los aspectos méas importantes a considerar en los estudios de
biomonitoreo (Wang, et al 2001; Bonassi y Au, 2002).

Los ensayos o pruebas de genotoxicidad, se han clasificado segun las caracteristicas de
los eventos que pueden detectar, de tal forma que hay cuatro grupos: mutaciones génicas,
aberraciones cromosomicas, transformacion morfolégica y dafio al ADN (Brusick, 1987;
Stromberg, et al, 2001).

Para detectar dafio al ADN dentro de esta clasificacion, los marcadores de efecto
genotoxico principalmente usados son; aberraciones cromosomicas, intercambio de
cromatidas hermanas, micronucleos y ensayo cometa o electroforesis unicelular en microgel,
siendo esta Gltima las més utilizada en los Gltimos afios (Hogstedt et al., 1991; Carrano y
Natarajan, 1988; Betancourt et al., 1995: Gonsebatt et al., 1995: Valverde, 1997; Gonsebatt
et al., 1997; Kirsch, 1997; Montero, et al 1997; Singh et al., 1988).

La aplicacion de estas metodologias hace posible distinguir a los individuos expuestos
de los no expuestos, discriminar entre los expuestos a los mas susceptibles. Asi como evaluar

los efectos de bajas dosis de mezclas complejas a sustancias toxicas.
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La magnitud de la alteracion que produce la exposicion a sustancias toxicas dependera
de la naturaleza del compuesto, de la dosis de exposicién y de la funcion que desempefie en

los tejidos afectados del organismo (Gonsebatt, 1996).

Finalmente se pueden considerar a los biomarcadores citogenéticos como indicadores
tempranos de “riesgo de cancer” (Carrano y Natarajan, 1988; Kyrtopoulos, 2006). Por
presentar una buena correlacion entre el aumento en la frecuencia de dafio a nivel
cromosomico producidos por una determinada exposicion y el incremento en el riesgo de

contraer cancer.
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5 .- METODOLOGIA

5.1 .- DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El presente estudio fue realizado en diversas regiones del estado de Tabasco,
localizadas en el sur del Golfo de México. Los puntos de muestreo fueron establecidos en
sitios con diferente tipo de actividad (agricola, urbana y petrolera), (Fig No. 1), para
comparar los valores encontrados de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos presentes en la
Atmosfera con los datos registrados en los niveles de dafio genotoxico generados en la
aplicacion de una bateria de biomarcadores de dafio temprano al ADN en las poblaciones

infantiles de las diferentes regiones de estudio.

GOLFO DE MEXICO

CAMPECHE

YERACRUZ -
LLAVE

‘1 ¥ A Instalacién Petrolera
' %Gr\egorio Mendez 1ra Seccion

Torno Largo

San Miguel 1ra Seccion
gwuaharmosa (col. las gaviotas)
Q Metzahualcoyotl
CI Uquina y la Loma

Fig No. 5.1.A. Localizacion de Sitios de Muestreo en el Estado de Tabasco.

El Mapa sefiala los puntos de muestreo que se establecieron en funcion del riesgo

potencial de exposicion a la influencia de la industria petrolera; se localizaron en los
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municipios de la comunidad de Gregorio Méndez 12 Seccion, Municipio de Comalcalco,
Comunidad de Nuevo Torno Largo, Municipio de Paraiso en el Estado de Tabasco. La
comunidad de San Miguel 12 Seccion, Municipio de Reforma en el Estado de Chiapas,
colindante con los limites del Estado de Tabasco y Villahermosa, en el Municipio del Centro.
Asi como los puntos de muestreo clasificados sin influencia de actividad industrial petrolera
(controles) y fueron establecidos en las comunidades de Netzahualcoyotl, en el Municipio de

Balancan, Tabasco y la comunidad de Uquina- la Loma en el municipio de Balancan.

5.1.1. Comunidad de Gregorio Méndez l1a Seccidén, Comalcalco,
Tabasco.

En el municipio de Comalcalco se localiza la comunidad de Gregorio Méndez 12
seccion, localizada a 18°15°02”” LN y 9314’07’ LW a 10 msnm. Presenta un sistema
topomorfa de llanura, en el cual el clima es cdlido humedo con abundantes lluvias en verano
(Garcia, 1964). La temperatura media anual es de 26.4°C, con promedio anual de 29°C (en el
mes de Mayo) y Temperaturas maximas de 30.5°C. La precipitacion pluvial anual promedio es
de 1933.7 mm. (INEGI, 2000). Anexo: Apéndice “C”.

a) Fuentes de emision: Las principales fuentes de emision de hidrocarburos, en la
vecindad de la comunidad de Gregorio Méndez 1% seccion, son las Baterias de Separacion, en
donde se llevan a cabo actividades de recoleccion, separacién y almacenamiento de

Hidrocarburos, que fluyen en una Bateria de separadores mediante un conjunto de valvulas.

La etapa de separacion se lleva a cabo mediante dispositivos mecanicos en los que se
realiza el proceso de separacion del gas, aceite, agua y sedimentos y van conectados al
colector general de gas que descarga, por un lado a la estacién de compresoras y por otro al

quemador.

El almacenamiento de hidrocarburos contiene vapores y aceite y valvulas. El aceite que
proviene de los tanques es enviado a un centro mayor de recoleccion, que puede ser
principalmente una refineria o un puerto de embarque. En lo que se refiere al gas, este fluye a
una estacion de compresoras en donde se envia a las plantas de proceso. (Del Angel Gonzélez,
1998).
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de 2000, el parque vehicular que se muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 5.1.1. Parque vehicular del municipio de Comalcalco. FUENTE: INE, 2000

AUTOMOVILES CAMIONES PARA PASAJEROS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO | PART
7219 93 83 7043 721 41 420 260
CAMIONES DE CARGA MOTOCICLETAS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO | PART
4439 601 131 3707 321 0 0 321

¢) Vientos dominantes: Los datos meteorologicos del Municipio de Comalcalco son
los siguientes: vientos dominantes para el periodo Noviembre-Abril son 50% de frecuencia del
Noreste (NE), 48% del Sureste (SE) y 2% del Noroeste (NW). Para el periodo Mayo-Octubre,
los vientos dominantes son, 60% de frecuencia del Noreste (NE), 30% del Sureste (SE) y 10%
del Noroeste (NW), (INEGI, 2,000).

5.1.2. Comunidad de Nuevo Torno Largo Paraiso, Tabasco.

La comunidad de Nuevo Torno Largo se encuentra ubicada en el Municipio de Paraiso
que se encuentra localizado a 18°25708”” LN y 93'10°00°" LW a 10 msnm. Esta poblacién
presenta un sistema topomorfa de llanura con dunas, presenta un clima céalido himedo con

abundantes lluvias en verano (Garcia,1964).

La temperatura media anual es de 27.1°C y la maxima de 32.4°C. La precipitacion
pluvial anual promedio es de 1933.7 mm., (INEGI, 2000), Anexo: Apéndice “D”.

a) Fuentes de emision: La comunidad de Nuevo Torno Largo, se encuentra
aproximadamente a 1000 m de la Terminal Maritima Dos Bocas (TMDB), donde se lleva a
cabo la recepcion, almacenamiento y exportacion del crudo proveniente de los complejos
marinos de produccion Akal-C, Nohoch-A, Pool-A y Abkatum. Ademés de que cuenta con
baterias en Puerto Ceiba, Cunduacan, Castarrical y Pijije, para el envio y compresion del gas a

través de ductos hacia Cunduacan y de crudo hacia Nuevo Teapa, otra de las actividades es el
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guemado de gases de desecho. Por otro lado se produce energia eléctrica mediante

generadores accionados por gas o diesel en una turbina mixta.

Otro de los procesos es el de Almacenamiento de diesel para accionar y abastecer
motores de buques. La TMDB cuenta con una estacion de servicio para suministro de
carburantes a vehiculos, una planta de tratamiento de efluentes y un puerto de carga para

suministro a plataformas.

Las principales fuentes de contaminacion atmosférica detectadas en la TMDB son los
quemadores elevados de 24 y 65 metros de altura, que se utilizan como dispositivos de
seguridad para eliminar el gas de proceso excedente que no puede ser manejado (gas
excedente que se quema), en el proceso también se emplea gas dulce (gas natural sin acido
sulfhidrico) para mantener encendido el piloto del quemador con un gasto de 0.1 millones de
pie cubicos por dia. Otras fuentes de emision son calderas, motores de combustién interna y

motocompresoras.

Durante el proceso de la TMDB al realizar la estabilizacion, separacion y rectificacion
del crudo, se obtiene gas el cual se comprime y envia a Cunduacan para su posterior

procesamiento.

En los quemadores se llevan a cabo procesos de combustién, utilizando gas amargo,
originando en la combustion de contaminantes como Bidxido de Azufre (SO;), Monoxido de
Carbono (CO), Oxidos de Nitrdgeno (NO,), Particulas (PST y PMyg) e Hidrocarburos no
quemados (HCs).

b) Parque Vehicular. En el municipio de Paraiso se registraron hasta Diciembre de
2000, el parque vehicular que se muestra en la siguiente Tabla.

46



Genotoxicidad en poblacién infantil exp HPA'S... Gamboa Rodriguez M.T.

Tabla 5.1.2. Parque vehicular del municipio de Paraiso. FUENTE: INE, 2000

AUTOMOVILES CAMIONES PARA PASAJEROS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO |PARTIC
ULAR
4345 25 87 4233 182 26 102 54
CAMIONES DE CARGA MOTOCICLETAS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO |PARTIC
ULAR
2075 160 75 1840 45 0 0 45

c) Vientos dominantes. La estacion meteoroldgica determina que los vientos
dominantes para el periodo Noviembre-Abril fueron el 50% de frecuencia Noreste (NE), 48%
frecuencia Sureste (SE) y 2% Frecuencia del Este (E). Para el periodo Mayo-Octubre, los
vientos dominantes son, 50% de frecuencia del Noreste (NE), 40% del Sureste (SE) y 10% del
Norte (N). La direccion del viento regional dominante para la zona en el periodo Noviembre-
Abril son Noroeste y Sureste, mientras que para el periodo Mayo-Octubre son del Noreste
(INEGI, 2000).

5.1.3 Comunidad de San Miguel 1a Secc., Municipio de

Reforma, Chiapas:

En el municipio de Reforma del Estado de Chiapas, se monitoreé a la comunidad de
San Miguel 18 Seccion a 2 Km. del CPG Cactus (Complejo Procesador de Gas), esta
poblacién se encuentra localizada a 1757’ LN y 93'11’ LW a 20 msnm. Esta comunidad
presenta un sistema topoforma de lomerios, el clima es cdlido himedo con abundantes lluvias
en verano (Garcia,E.,1964). La temperatura media anual es de 26.1°C, con maximas de 28.6
en el mes de mayo y la temperatura mensual minima es de 23.1°C en el mes de febrero. La

precipitacion pluvial anual promedio es de 2134.7 mm. (INEGI 2000). Anexo: Apéndice “E”.

a) Fuentes de emision. La comunidad de San Miguel 18, Seccion en el municipio de
Reforma en el Estado de Chiapas, se encuentra a 2 Km. del Complejo Petroquimico de
PEMEX de Gas (CPG) Cactus.
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El Complejo Procesador de Gas Cactus esta ubicado en el Estado de Chiapas, a 10
kilometros de la cabecera municipal de Reforma, Chiapas, limita con el Estado de Tabasco y

ocupa una superficie de 312.5 hectareas.

Las actividades de este centro de trabajo son procesamiento de gas natural amargo para
eliminar las impurezas y separar sus componentes. A fin de lograr lo anterior, el C.P.G. Cactus
realiza los siguientes procesos: Endulzamiento de Gas Natural Amargo, Recuperacion de

Azufre, Recuperacion de Licuables y Fraccionamiento de Hidrocarburos.

La distribucion de materia prima hacia las diferentes plantas de proceso es realizada
por medio del paquete de Separacion de Gas Amargo; las cuales se reciben por tuberia
subterranea proveniente de las Baterias de Separacion y de los Sistemas de Comprensién de
los campos de explotacion del mesozoico y del Golfo de Campeche. Los productos
intermedios del C.P.G. Cactus, junto con los del C.P.Q. Nuevo Pemex, son enviados a través

de las trampas de diablos, hacia otros centros de procesamiento.

Los productos terminados son enviados a las siguientes partes: El gas residual (gas
seco) se envia a través del Sistema Troncal de Ductos Sureste de Gas para su distribucion y
venta; el Gas L.P. es enviado a la Terminal Maritima de Pajaritos en Veracruz y a traves de
dos ductos, se envia a la Terminal local de Ventas Cactus para distribuirse por medio de
autotanques a los estados del sureste.

Las fuentes de emision de contaminantes a la Atmdsfera son: Quemadores Tipo Fosa y

Tipo Vela, Quemadores elevados de 35 m. y 90 m. de altura, incineradores y rehervidores.

En el C.P.G. se pueden identificar dos tipos de fuentes de emision atmosférica que
serian los compuestos organicos volatiles fugitivos dentro del CPG e Hidrocarburos totales

volatiles fugitivos en los diferentes procesos que se llevan a cabo.

Las fuentes fijas de emision en el C.P.G. son: las chimeneas de calderas y calentadores
de las Plantas Criogénicas Modulares, hornos, incineradores y rehervidores de la Planta

Fraccionadora, asi como los quemadores elevados y de fosa.
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Tabla 5.1.3. Parque vehicular del Municipio de Reforma Chiapas. Fuente INE 2000

AUTOMOVILES CAMIONES PARA PASAJEROS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO PART
2573 0 121 2452 96 8 57 31
CAMIONES DE CARGA MOTOCICLETAS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO PART
2423 8 79 2336 50 0 0 50

c) Vientos dominantes. La estacion meteorolégica se encuentra en la cabecera
municipal de Reforma Chiapas, tiene vientos dominantes en el periodo Noviembre-Abril , con
direccion Sureste (SE) y Noreste (NE). Para el periodo Mayo-Octubre, los vientos dominantes
tienen una frecuencia Norte (N) del 60% Yy 40% frecuencia Sureste (SE). (INEGI, 2,000).

5.1.4. Comunidad de Netzahualcdyotl Municipio de Balancan,
Tabasco.

La comunidad de Netzahualcoyotl en el Municipio de Balancan, es considerada como
sitio control, debido a que no hay influencia de la industria petrolera; se encuentra localizada a
1742’ LN y 91727’ LW a 10 msnm. Presenta un sistema topomorfa de lomerios con llanura,
el clima es calido himedo con abundantes lluvias en verano (Garcia., 1964). La temperatura
media anual es de 28.5°C, con temperatura promedio de 31.0°C en el mes de mayo y una
temperatura promedio minima de 25.6°C en el mes de enero y una maxima de 32.6°C.
Presenta una precipitacion pluvial anual promedio de 1398.1 mm (INEGI, 2000). Anexo:
Apéndice “F”.

a) Fuentes de emision. Las principales fuentes de emisién de HPA's en el area de
estudio son la quema de residuos domésticos, incendios forestales, combustion de lefia para la
preparacion de alimentos y fuentes moviles que no se contemplan en las cifras del Parque
Vehicular como son principalmente tractores y motoconformadoras. En este sitio no existen
fuentes industriales cercanas, la Unica es un Ingenio azucarero (Hermenegildo Galeana), que

se encuentra a 40 kilometros en el municipio de Tenosique.

b) Parque Vehicular. EI municipio de Balancan registrd hasta Diciembre de 2000, el

parque vehicular se muestra en la siguiente Tabla:
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Tabla 5.1.4. Parque vehicular del Municipio de Balancan. FUENTE: INE, 2000

AUTOMOVILES CAMIONES PARA PASAJEROS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO |PART
1091 0 47 1044 147 2 65 80
CAMIONES DE CARGA MOTOCICLETAS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO PART
1441 8 63 1370 58 0 0 58

c) Vientos dominantes. La estacion meteoroldgica se encuentra

en la cabecera

municipal de Balancan, los vientos dominantes para el periodo Noviembre-Abril presentaron
una frecuencia del 75 % Sureste (SE) y una frecuencia del 25% Noreste (NE). Para el
periodo Mayo-Octubre, los vientos dominantes tuvieron una frecuencia del 55% con direccion

Sureste (SE) y una frecuencia de 45% en direccion Noreste (NE), (INEGI, 2,000).
5.1.5. Colonia Las Gaviotas, Centro, Tabasco.

El municipio del Centro se consider6 como sitio urbano de control y se monitoreo la
Colonia Las Gaviotas que se encuentra localizada a 17’59’ LN y 92°56” LW a 6.5 msnm. Esta
poblacion presenta un sistema topomorfa de llanura, con clima célido humedo con abundantes
lluvias en verano (Garcia, 1964). La temperatura media anual es de 27.2°C, la temperatura
promedio de 29.9°C en el mes de mayo, con minimas de 23.9°C en el mes de enero y
méaximas de 30.4°C. La precipitacion pluvial anual promedio es de 2032.5 mm. (INEGI,
2001), Anexo: Apéndice “G”.

a) Fuentes de emision. En cuanto a fuentes fijas de contaminacion, en la Ciudad de
Villahermosa se localiza una zona empresarial, ubicada al Noreste de la Ciudad, al norte de la
Av. Universidad, en el km. 1 de la carretera Villahermosa-Frontera. Otro aporte importante de
contaminacion es el proveniente de las instalaciones petroleras, que se encuentran
principalmente en la zona Noroeste de la Ciudad, en donde se localizan los principales pozos

de extraccion (Campo Carrizo, Platanal y Rio Nuevo).

En lo referente a la emision de hidrocarburos, estos son emitidos tanto de fuentes
moviles como fuentes fijas, producto de la combustion incompleta, generando a la atmésfera
cantidades considerables de CO, HCs y CO2 .
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En cuanto a carga vehicular, la Ciudad cuenta con 4 ejes de mayor afluencia vehicular,

los cuales son los siguientes: Av. Adolfo Ruiz Cortinez, Av. Gregorio Méndez, Periférico

Carlos Pellicer Camara (estos cruzan toda la ciudad), Paseo Tabasco, Paseo Usumacinta, Av.

Universidad y Av. 27 de febrero.

b) Parque Vehicular. En el municipio del Centro se registrd hasta Diciembre de 2000,

el parque vehicular que se muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 5.1.5. Parque vehicular del Municipio del Centro. FUENTE: INE, 2000

AUTOMOVILES CAMIONES PARA PASAJEROS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO | PART
62838 1802 1898 59138 5264 575 1921 2768
CAMIONES DE CARGA MOTOCICLETAS
TOTAL OFICIAL PUBLICO PARTICULAR TOTAL OFICIAL | PUBLICO | PART
30570 3061 415 27094 3012 69 0 2943

c) Vientos Dominantes.

De la estacion meteoroldgica No. 27-022, ubicada a

92°58’00”” y 17°58°00”" en la ciudad Villahermosa, con mas de 30 afios de registros, se

determina que los vientos dominantes para el periodo Noviembre-Abril son 55% de frecuencia
del Este (E), 55% del Noreste (NE), 10% del Oeste (W) y registrandose 9% de calmas. Para el

periodo Mayo-Octubre, los vientos dominantes son, 50% de frecuencia del Este (E), 25% del

Noreste (NE), 15% del Oeste (W) y 10% de calmas. La direccion del viento regional

dominante para esta zona en el periodo Noviembre-abril son Noreste y Sureste, mientras que
para el periodo Mayo-Octubre son del Nornoreste (NNE) y Sureste (SE). (INEGI, 2000). Se
presenta la simbologia de las areas de localizacién de cada sitio de estudio en el Anexo:

Apéndice “H”
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5.2 .- MONITOREO DE HIDROCARBUROS POLICICLICOS
AROMATICOS EN LA ATMOSFERA DEL AREA DE
ESTUDIO: FASE GAS Y FASE PARTICULA.

Procedimiento para el muestreo de los HPA's: Coleccidén de
la muestra

Las metodologias para determinar HPA's en la atmosfera fueron las validadas por la
USEPA (Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos de América), ya que en

México no existen normas ni métodos reconocidos para la determinacion de HPA's en el aire.

El método utilizado para el muestreo, deteccion y cuantificacion de los HPA's en
muestras de aire fue el método TO-13-A de la U.S.A Environmental Protection Agency
(USEPA, 1999) y el método analitico de HPA's fue el: EMSL/RTP-SOP-MDAD-015
(Standard operating for ultrasonic extraction and analysis of residual benzo(a) pyrene from Hi-
Vol filters via thin-layer chromatography, USEPA) utilizado para la extraccion de HPA's.
(Method TO-13, USEPA 1997).

Cabe sefialar que ambos métodos son usualmente empleados para el muestreo y
andlisis de aire, porque proporcionan procedimientos explicitos en las técnicas, estableciendo
limites de deteccidn y criterios de calidad.

Antes del monitoreo de los HPA's, el sistema de muestreo integrado por un Hi-Vol

modificado Graseby) fue calibrado y ensamblado.

5.2.1. Montaje y calibracién del sistema de muestreo (TO-13);
Equipo Hi-Vol Y Ensamble del equipo.
El proceso de calibracion del equipo de monitoreo Hi-Vol modificado, se desarrollé de
la siguiente manera: primero se calibré solo el motor del equipo por medio de un rotametro a
condiciones ambientales estandar (Presion y Temperatura) en el Laboratorio de la Seccion de
Contaminacion Ambiental del Centro de Ciencias de la Atmosfera de la UNAM . (Figura
5.1.A.2 Anexo: Apéndice “I”).
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Posteriormente se calibré el motor del equipo Hi-Vol conectado a una bomba de vacio,
mediante el cual pasaba un flujo de aire que era ajustado por medio de una valvula de tipo
venturi y con el medidor magnelético, se registraron lecturas de 4 a 10 scfm (0.114 a 0.285
m¥min™ segun los procedimientos establecidos en la metodologia TO-13 de la USEPA. La
calibracion del rotdmetro y el medidor magnelético se aprecian en los apartados en donde se
describe el procedimiento estandar y los resultados se presentan en la Figura 5.1.A.3 y

Anexo: Apéndice “J”.

5.2.2. Materiales para la coleccion.

Después que el sistema de muestreo ha sido ensamblado y calibrado, puede ser
utilizado para colectar las muestras de HPA's. El muestreador fue localizado en un area sin
obstruccion para el flujo de aire, a una altura minima de 2 metros, para evitar cualquier

obstaculo alrededor.

Antes de colocar los materiales colectores, se removio el médulo de muestreo para
enjuagar todas las areas que tengan contacto con la muestra utilizando hexano grado reactivo.

Esperando que se evapore todo el hexano del médulo antes de llevar a cabo el muestreo.

Con el muestreador apagado, se ajusté la valvula de control al flujo deseado (con
referencia a la calibracion y la lectura de la aguja del medidor magnelético, verificando que la
lectura inicial fuera cero. Se registraron en una hoja de datos de campo; la temperatura
ambiente, presion atmosfeérica, tiempo transcurrido de muestreo, nimero de filtro y nimero de
absorbente, etc. La lectura en el medidor magnelético fue tomada al principio y al final del

periodo de muestreo.

El mddulo de muestreo ha sido desarrollado por la USEPA, consiste en un filtro de
fibra de cuarzo (QFF) para el componente particulado y un cartucho muestreador de vidrio
con un filtro como medio absorbente de 3 pulgadas de didmetro de poliuretano (PUF) con
densidad de 0.020 g m™, para tomar el componente en forma de gas de las muestras de aire
de HPA's.

Los materiales de muestreo (filtros y medios absorbentes) se acondicionaron y

limpiaron previamente antes del muestreo que se describe a continuacion :
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Cada una de las muestras fueron tomadas durante 24 horas, en periodos de 7 dias
consecutivos, en cada sitio de muestreo con un equipo modificado de Altos Volumenes (Hi-

Vol, Marca Graseby, Inc).

5.2.3. Preacondicionamiento de Materiales para la coleccion de

HPA's

Los materiales utilizados para el monitoreo fueron; filtros de fibra de cuarzo (QFF)
para colectar los HPA's en fase particulada, tenian dimensiones de 102 mm. de didmetro
(marca Whatman tipo QMA 4) y fueron colocados en la parte superior del equipo Hi-Vol
modificado. Y los filtros de poliuretano (filtros puff) utilizados para colectar los HPAs en la
fase gas, tenian un grosor de 3 pulgadas y una densidad de 0.020 g/m* (6 cm), tamafio que
corresponde al didmetro interno del dispositivo de vidrio del equipo.

a) Filtros de Cuarzo (QFF) Los filtros de cuarzo fueron puestos en un desecador, para
eliminar humedad antes del muestreo y fueron envueltos en papel aluminio durante 24 horas.
Y se colocaron durante otras 24 horas en una estufa a 200°C. Se etiquetaron y se registro el

peso inicial de cada filtro.

b) Filtros de esponja de poliuretano (PUFF) Los filtros fueron lavados con acetona
grado reactivo en un bafio ultrasénico, durante 3 veces consecutivas, durante 20 minutos de
sonicacion .Fueron escurridos y puestos en frascos ambar limpios (previamente lavados con
éter-hexano). Después se secaron con una bomba de vacio hasta que se volatiliz6 la acetona.
Los frascos &mbar conteniendo los filtros lavados y secados, fueron etiquetados registrando el

dia de la preparacion.

Se consideraron blancos en cada muestreo de filtros de cuarzo y puff , es decir material
que era transportado en las mismas condiciones que el material de muestreo pero no era
colocado en el equipo de muestreo y después era transportado y analizado en las mismas
condiciones que las muestras de HPA's. Al término del muestreo, se guardaron en el mismo

papel aluminio y frasco ambar en donde habian sido transportadas antes del muestreo .

El material fue guardado para su transporte al laboratorio en una nevera con hielo, para
evitar la volatilizacién de la muestra. El tiempo hasta el analisis cromatografico de las
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muestras de HPA's, no debe exceder 24 horas. En cada muestreo se registraron los datos de
meteorologia del sitio de muestreo utilizando una estacién de meteorologia portatil (Davis
Weather Link I1), tomando lecturas cada 15 minutos para minimizar la pérdida de datos. Los
parametros medidos fueron presion atmosférica, temperatura ambiente, direccion, velocidad

de viento y precipitacion pluvial.

5.2.4. ldentificacion y Cuantificacion de HPA's: Extraccion,
concentracion y limpieza de las muestras en fase gas y
Particula.

Las muestras de HPA's en cada medio colector PUFF, fueron removidas por medio de
una mezcla de éter-hexano (9:1) y las muestras de HPA's de cada QFF fueron removidas con
diclorometano, utilizando un bafio ultrasonico (Branson 3510). Las muestras extraidas fueron
concentradas y después fraccionadas en columnas empacadas con alimina, silica-gel y
sulfato de sodio anhidro. La fraccion de HPA’s fue obtenida lavando las columnas con una
mezcla de hexano-diclorometano ( 9:1) .

a) Metodo de Sonicacion; Limpieza-Extraccion de HPA'S de los medios
Colectores: El método de extraccion de HPA's utilizado fue el EMLS/RTP-SOP-MDAD-015
; a traves de un bafio ultrasonico, ya que se minimizan los volumenes de reactivos y el tiempo
de extraccion. Se utilizan 40 ml de diclorometano para extraer el filtro de cuarzo (QFF) y 100

ml. de hexano ambos grado HPLC, con un tiempo de sonicacion de 10 minutos.

b) Método de Rotavapor: Concentracion de Compuestos Organicos
Concentracion de las Muestras de HPA's: Las muestras fueron concentradas a 4 ml por medio
de un rotavapor, a una temperatura de 60°C, vacio de 330 mbar y con una rotacién de 70 rpm.
Una vez concentradas las muestras, son guardadas en viales ambar y almacenadas en un

congelador a -20°C para su conservacion y posterior limpieza.

c) Limpieza y fraccionamiento de las muestras de HPA's Todas las muestras
fueron limpiadas para remover las impurezas y obtener la fraccion de los HPA's limpios en
columnas empacadas. Para el fraccionamiento de las muestras, se utilizo el método 610 de la

USEPA, empacando columnas con silica- gel (40-140 mesh), alimina grado reactivo y sulfato
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de sodio anhidro granular. Al ser empacada la columna, se verti6 la muestra sobre la columna
con silica- gel, diluyendo la fraccién de los HPA’s con 20 ml. de hexano-diclorometano 9:1

v/v.

Obtenida la fraccion de los HPA's, cada muestra fue concentrada a 2 ml en el
rotavapor, a una temperatura de 60°C, vacio de 330 mbar y con una rotacion de 70 rpm. Una
vez concentradas las muestras fueron guardadas en viales color &mbar y llevadas a sequedad
total con nitrégeno de ultra alta pureza y almacenadas en un congelador a -20°C, para su

posterior analisis cromatografico.

5.2.5. Evaluacién Analitica de HPA'S en fase particula y fase gas
(Método TO13 US-EPA), condiciones de operacidn del
cromatégrafo de gases.

Las muestras de HPA's, se analizaron por cromatografia de gases en un sistema
Hewlett-Packard 5890 con detector de ionizacion de flama (GC/FID) que funcionaba con
una columna capilar Hewlett-Packard 19091B-112 de 5% de fenil-metil-siloxano (25 m x
0.32 milimetros D.I. x 0.52 um de espesor de pelicula,). Se utilizo helio de ultra alta pureza
(praxair) como gas acarreador con un flujo de 2.5 mL s™*. Las inyecciones se realizaron en el
modo “splitless” durante 45 s. Se programé una rampa de temperatura para la columna; 80
°C-2 min, incrementando en 5 °C/min hasta 300 °C-10 min.

Las muestras fueron reconstituidas con 200 pl de Isooctano y el volumen de la muestra
inyectada fue de un microlitro (Davis et al 1998). Las concentraciones de los HPA's
detectadas fueron referidas al volumen de aire de la muestra, corregido a presion y a
temperatura estandar. Se utilizaron gases Hidrdgeno, Helio y Aire Zero de calidad de ultra

alta pureza.

La calibracion y analisis del equipo de cromatografia de gases, se llevaron a cabo bajo

las siguientes condiciones:

Columna: SPB-5, 0.25 um 5% fenil con metil siloxano (30 m x0.25 mm DI)
Gas transportador: Helio, 1 mL/ min
Temperatura del detector: 280°C.
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Temperatura del inyector: 280°C

Temperatura del Horno: 80°C — 2 min, 5 °C/ min
Rampa térmica 1: 8'C/min

Rampa térmica 2: 5 C/min

Rampa térmica 3: 2°C/min.

Temperatura final: 280°C.

Modo de inyeccién: 1 pL/ min, Splitless. 1 min a 280 °C.
Tiempo de andlisis: 40 minutos

Linea de Transferencia: 280 °C

Fuente de iones: 230 °C.

Cuadrupolo: 150 °C

Modo: SIM, 2.8 ciclos/ min

5.2.6. Curva de Calibracion para el analisis de HPA s por
cromatografia de Gases.

Se analizaron 16 HPA's considerados por el método TO-13A de la Agencia de
Proteccion Ambiental de EUA como contaminantes prioritarios desde el punto de vista de la

salud, debido a sus efectos potencialmente mutagéenicos y cancerigenos (EPA 1999).

La calibracién del equipo se llevd a cabo con un estandar externo de referencia que
contiene 100 pg/ml de cada uno de los 16 HPA's, establecidos como prioritarios desde el
punto de vista de dafio a la salud, por la USEPA. En la figura 6.13.17 de los anexos, se
presenta un cromatograma del standard de referencia con los 16 HPA's (A) y el cromatograma

con el blanco de reactivos (B), en Hexano-Diclorometano (1:1)

En las figuras de los Anexos 6.13.18 y 6.13.19 se presentan algunos ejemplos de los
resultados de los cromatogramas de muestras de HPA's obtenidas en fase gas y particula;
inyectados en el modo de monitoreo del i6n SIM a una concentracion entre 3500 y 4500 pg /
uL; p<00.1.

Se desarrollaron ocho diluciones corregidas por pureza: 3500-4500, 2100-2800, 1000-
1400, 400-600, 200-300, 40-60, 15-22, 8-11 ng/mL. Los intervalos indican las diferentes
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concentraciones de los 16 HPA's en cada dilucién, las curvas se formaron con los promedios
de las &reas relativas vs las concentraciones relativas de los HPA's. Con las diluciones, se
calculo la pendiente de la curva de calibracion (Factor de respuesta relativo) y el intercepto

para cada HPA, obteniendo una linea de regresion ponderada.

Para observar los limites de deteccién y cuantificacion, se considerd el criterio
establecido por Miller y Miller (1993) donde el limite de deteccion (y) es la concentracion del
analito que da una sefial igual a la del blanco (yp), mas tres veces la desviacion estandar del

blanco (Sp) y la cuantificacion es 10 veces la desviacion, segun la siguiente ecuacion:

Donde:
Y = Limite de deteccion o cuantificacion en ng/ mL.
Yp = sefial del blanco= al valor del intercepto ponderado, en mg/ mL.

Sp= Desviacion estandar de la sefial del blanco. Igual al valor del estadistico s(y/x) w,
que se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:

S(y/X)w= (sumwiyiZ -ny%,) - b® (sum wix{® — nx,°)

n-2

5.2.7. Analisis e Interpretacion de Resultados: Calculos

a) Interpretacion de los Cromatogramas: La lectura de los HPA's en el
cromatografo se determinaron a partir de los Tiempos de retencion (TR) de cada muestra

analizada y se comparo los datos de las Areas de cada hidrocarburo y del estandar.

b) Volumen de la Muestra EI volumen total de la muestra debe ser corregido a
presion y temperatura estandar. Para calcular el VVolumen total muestreado (Vn, ), se tomé la
lectura del medidor magnelético con la hora de inicio y final del monitoreo ( 24 horas) y se

determind el flujo (Qn) con respecto a la curva de calibracion del equipo.

El volumen de aire muestreado es convertido a condiciones estandar (760 mmHg y

25°C) utilizando la siguiente ecuacion:
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Vs = Vi (Pa/760) [298/(273 + Ta)] cvevveveeirereeeeeecereeveeeenae (1)
Donde:
Vs: volumen total muestreado (m®) a temperatura y presion estandar.
Vm: volumen total muestreado bajo condiciones ambientales (m®).
P,: presion atmosférica bajo condiciones ambientales (mmHg).
Ta: temperatura bajo condiciones ambientales (° C).

Para el célculo de Vs, se toman las lecturas de Pa y Ta de la estacion meteoroldgica,

tomando el promedio de lecturas de la hora de inicio y final del monitoreo.

c) Concentracion de HPA's Se calcula la concentracion de cada analito de la
muestra utilizando la siguiente ecuacion:

Concentracion (ng/std m®) = (Ax ViDY(CF Vi Ve)oouvvuoiiiiieiiiii e, (2)
Donde:

Ay area de respuesta del compuesto medido.

Ais: area de respuesta del estandar.

Vi: Cantidad del estandar, ng/pl.

Vs: Volumen de aire muestreado, std m®.

V¢. Volumen final del extracto.

D: factor de dilucion del extracto. Si el extracto no es diluido D es igual a 1. Si
la muestra es diluida, D es mas que 1.

CF: Factor de Calibracion:Es el cociente de la cantidad de masa inyectada y puede ser
calculada por la concentracion estandar de cada analito.

CF = area Total del Pico/Masa inyectada (en Nnanogramos)..........cccccververvennenn (3)

5.3 .- Monitoreo de linfocitos de sangre periférica en poblacion
infantil.

5.3.1 .- Caracterizacién de la poblacion infantil de estudio

El grupo de estudio consistié en 34 nifios que habitaban en 3 regiones con diferente
grado de actividad petrolera. Con propositos comparativos se formd un segundo grupo

(control) de 41 nifios del mismo rango de edades y condicion, que habitaban en un municipio
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del estado sin actividad petrolera (principal actividad de la region es agricola y ganadera). A
los participantes, previo consentimiento de los padres, se les realizd una encuesta
epidemioldgica, con el fin de establecer cuales son los factores de confusion que podrian

influir en los resultados, (formato de encuesta epidemioldgica en el Anexo: Apéndice “L”).

Se clasifico a los sujetos de estudio con base en la posibilidad de poder presentar los
efectos mas tempranos y mas severos de la exposicién a los agentes toxicos ambientales

involucrados como son los HPAs. Para lo cual se aplicaron los siguientes criterios:

Marcadores de citotoxicidad

Debido a que el dafio en el ADN estd asociado con la muerte de las células, la
evaluacion de la citoxicidad es un parametro critico en la interpretacion de resultados. Por

lo que se determinaron los siguientes indicadores:

a) En relacion con la cinética de proliferacion celular (CPC) ; indice Mitdtico (IM) y a
la proporcién de la proliferacion entre las primeras (M1), segundas (M2) y terceras
divisiones (M3) celulares durante el cultivo. EI indice de Replicacion celular (IR),
relacionado con el porcentaje de replicacion durante la proliferacion celular entre las

primeras, segundas Y terceras divisiones divididas en 100) (lvett y Tice, 1982).

b) Frecuencia de Microntcleos e indice de Blogqueo de la Citocinesis (IBC) (Fenech y
Morley,1985).

c) Evaluacion de la citoxicidad mediante la determinacion de la viabilidad celular de los
leucocitos para el ensayo cometa, por medio de la técnica de exclusion por azul
tripano, para ello se tomaron 20 pl de medio de cultivo RPMI- 1640 y 100 ul de azul
tripano y 0.5 pl de sangre entera; se tomaron 10 pl de la mezcla y se colocaron en una
camara de Neubauer y se contabilizaron 100 leucocitos por individuo, diferenciando a

las células vivas (apariencia refrigente) y células muertas (apariencia opaca).
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Marcadores de Genotoxicidad

Se tomaron como criterios de genotoxicidad a la prueba de Electroforesis Unicelular
(Ensayo Cometa) y con el fin de estandarizar la técnica bajo las condiciones ambientales
optimas en el Estado de Tabasco, fue aplicado el ensayo de reto, por lo que fueron tomadas
dos muestras de sangre periférica obtenidas del personal del laboratorio de ecotoxicologia de
la Division Académica de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
(UJAT), las cuales fueron sometidas a una concentracion de 75 uM de perdxido de hidrdégeno
(H20,) y posteriormente incubadas a diferentes tiempos (TO’, T30’, T60’), para permitir que
el ADN dafiado pudiera recuperarse.

Cada muestra contd con un tratamiento T60” al que se le agregd un quimico que tiene
la facultad de inhibir la reparacion del ADN, la N-Hidroxiurea (NHU), esto con el propdsito
de comprobar si la reduccién en la migracion del ADN correspondia un verdadero efecto de

los sistemas de reparacion celular propio.

Al comparar los resultados del experimento inicial con los descritos en la literatura
mundial (Anderson et al., 1994; Collins et al., 1995; Visvardis et al., 1997; Horvathova et al.,
1998), se observd que ellos son semejantes en cuanto al comportamiento de migracion del
ADN, por tal motivo se considerd que el “ensayo cometa” quedaba implementando en el
laboratorio y podia ser utilizado como una herramienta para el biomonitoreo de humanos

expuestos a genotdxicos ambientales.

Criterios de inclusion.

a) Elrango de edades de los nifios era entre 5y 15 afios.

b) Tiempo de residencia mayor de 1 afio

Criterios de exclusion.

a) Antecedentes de exposicion reciente y directa a plaguicidas, fertilizantes vy

medicamentos hormonales durante los Ultimos 2 meses.
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b) Infantes que se encuentran bajo tratamiento médico o que hayan recibido algln tipo de

radiacion (por lo menos 6 meses antes de la realizacion del estudio).
c) Antecedentes heredofamiliares con alteraciones geneticas
d) Todos los individuos que padecian una enfermedad cronica.

e) Individuos que estuvieron expuestos a rayos “X” en el ultimo mes antes de la toma de

la muestra.

5.3.2. Material Biologico

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por venopuncion; el dia del muestreo,
durante las primeras horas del dia, utilizando agujas y tubos tipo vacutainer (Becton)
heparinizados y esteériles (se extrajeron 5 ml de sangre a cada individuo de estudio). Los tubos
fueron codificados y transportados al laboratorio, en cajas de poliuretano, a condiciones
estandar de temperatura (25 ° C) de manera inmediata después de la toma de la muestra, para
su posterior cultivo de linfocitos. El periodo de colecta de muestras fue del 13 de Noviembre
del 2000 al 10 de Febrero de 2001.

Se tomaron 2 muestras de linfocitos de sangre periférica de individuos utilizados como
controles internos positivos en el laboratorio (se adiciono al cultivo Mitomicina “C” a una
concentracién de 7x 107) y 2 muestras de linfocitos de sangre periférica de individuos
utilizados como controles negativos (individuos sanos que no habian estado expuestos a

farmacos, alcohol ni tabaco).

5.3.3. Cultivo celular en muestras de Linfocitos de sangre
periférica de la poblacion de estudio:

a) Aplicacion de ensayo de Micronucleos: Bloqueo de citocinesis
b) Aplicacion de ensayo de Cinética de Proliferacion Celular: CPC, IM, IR
c) Aplicacion de ensayo Cometa; Electroforesis Unicelular en microgel.
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5.3.4. Prueba de Micronuacleos (Fenechy Morley, 1985).

El cultivo de las muestras de sangre periférica, para la prueba de micronucleos se
procesaron de la misma manera que la prueba de cinética de proliferacion celular; se
sembraron por duplicado 0.5 ml de sangre entera en tubos de 15 ml (Falcon, USA), a los que
se les adiciond 6.0 ml de medio de cultivo RPMI- 1640 (Sigma, USA) suplementado con 1 %

de L- glutamina (Sigma, USA) y aminoéacidos no esenciales (Gibco, USA).

Los cultivos se incubaron durante 48 horas a 37° C y una vez transcurrido ese tiempo
se agrego Citocalacina-B (Cyt-B, Sigma, USA) el cudl es un inhibidor de la citocinesis, se

homogeneizd la muestra y se volvio a incubar a 37°C durante 24 hrs.

Después del periodo de incubacion las muestras, se centrifugaron a 1200rpm durante
10 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendio en una solucion fijadora (metanol-
acido acético, 3:1). Se centrifugd a 1200 rpm durante 10 minutos. El lavado con la solucién
fijadora se repitio hasta que se obtuvo un botdn celular limpio, al cual se le volvié agregar

solucion fijadora para guardarse en refrigeracion a 4°C.

a) Preparacion de Laminillas Ya obtenidos los botones se resuspendié el boton
celular limpio, en 0.5ml de la solucion del fijador y por goteo se tomd una porcion para ser

fijada en las laminillas previamente frias bafiadas en alcohol y por duplicado.

b) Tincion de Laminillas Las laminillas una vez fijadas se tifieron con colorante de

Wright para su posterior lectura al microscopio Optico.

c) Anadlisis de Laminillas Una vez que se tienen las preparaciones de linfocitos
periféricos humanos, ya procesados y colectados en laminillas, se evalud la frecuencia de
células binucleadas (CBN) con micronucleos en 2000 células en 4 laminillas por individuo.
Para determinar el dafio genotoxico (Surallés y Natarajan, 1997).

Las células contabilizadas debian de presentar citoplasma intacto, con dos nucleos de

tamario similar, redondos u ovales del mismo color e intensidad.
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Aplicando la férmula

Numero de Micronucleos

Fr MN =
r Numero de Células Binucleadas

Donde Numero de Micronucleos es el total de microndcleos encontrados dividido entre el

numero total de células binucleadas contabilizadas en 2,000 células por individuo. Para la

identificacion de las células se siguieron los criterios recomendados por Montero et al, 1997;

Surallés y Natarajan, 1997.

Los criterios para identificar Células Binucleadas fueron:

v

v

AN N RN

Las células deberian tener 2 nucleos redondos u ovales.

Los nudcleos no debian estar conectados por puentes de cromatina.

Los nucleos deberian estar en profase temprana.

Los nuacleos debian tener un tamario similar (no necesariamente idéntico)
los nucleos podian estar parcialmente sobrelapados.

El citoplasma debia estar bien preservado.

Los criterios para identificar Micronucleos fueron:

v

v

v
v
v
v

Debian tener forma redonda u oval.

El tamafio debia ser menor de %2 a 1/5 del tamafio de los nucleos.
Los micronucleos no debian ser refringentes.

Debian presentar un color homogéneo o igual al de los nacleos.
No debian tocar los bordes con ninguno de los micronucleos.

Debian de presentar la misma condensacion que los nucleos.

Para determinar el dafio citotoxico en linfocitos se evalud el indice de Divisién Nuclear

(IDN), para evaluar la respuesta proliferativa en un total de 2000 celulas en las cuales se
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evaluaron, las veces que se habian dividido las células ( una vez, dos y tres veces), (Fenech,
1997; Surallés y Natarajan, 1997) y para tal fin se aplicé la formula:

_ NI + 2NII + 3NIII + 4NIV
" Numero Total de Células

IDN

Donde el indice de Division Nuclear es igual a las células mononucleadas (NI), mas
células binucleadas (2NII) mas células trinucleadas (3 NIII ), mas células tetranucleadas (4

IV) divididas entre el nimero total de células presentes en una laminilla.

Para evaluar el dafio citotoxico se determin6 el indice de Bloqueo de la Citocinesis
(IBC), con la finalidad de conocer la respuesta proliferativa de un total de 2,000 células
(Pitarqué et al, 1996 ; Surallés y Natarajan, 1997).

_ N1+ 2NH + 3(NH1 + NIV)

Numero Total de Células

Donde el indice de Blogueo de la Citocinesis (IBC), es igual a las células
mononucleadas (NI) mas células binucleadas (2NII), mas células trinucleadas (3 NII), mas
células tetranucleadas (4 IV) divididas entre el numero total de células presentes en una

laminilla.

5.3.5. Prueba de Cinética de Proliferacion Celular
(FPG modificada, Perry y Wolff, 1974).

La muestra de sangre periférica de cada nifio, se sembré por duplicado. Se tomaron 0.5
ml de sangre entera en tubos de 15 ml (Falcon, USA), a los que se les adicioné 6.0 ml de
medio de cultivo RPMI- 1640 (Sigma, USA) suplementado con 1 % de L- glutamina (Sigma,
USA) y aminoéacidos no esenciales (Gibco, USA).

La proliferacion de linfocitos se estimulé mediante la adicion de 0.2 ml de lectina
fitohemaglutinina (PHA) (Gibco, USA) y 0.3 ml del andlogo de base 5-bromo-2desoxiuridina
(BrDu), (Sigma, USA), para detectar a las células en fase de sintesis de ADN (inducida por el
mitdgeno), la cinética de proliferacion y los intercambios de crométides hermanas.
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Se colocaron los tubos en una incubadora de cultivo a una temperatura de 37 °C. Se
incubaron las células durante 72 horas (Moorhead et. al., 1960).

Dos horas antes de cosecharse los cultivos, se agrego a éstos 0.3 ml de colcemid
(Gibco, EUA) para detener la polimerizacion de los microtibulos y poder evaluar el IM y la

CPC, se agitaron y regresaron a la estufa de cultivo.

A las 72 horas, se centrifugaron a 1200 rpm (revoluciones por minuto). Durante 10
minutos, se elimino el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 10 ml de KCI (0.075M)
para provocar la dispersion de los cromosomas y por 30 minutos se mantuvieron en un barfio a
37°C, enseguida se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se resuspendié nuevamente en una solucion fijadora (metanol-acido acético,3:1). Se
centrifugo a 1200 rpm durante 10 minutos. El lavado con la solucion fijadora se repitio hasta
que se obtuvo un botdn celular limpio, al cual se le volvio agregar solucion fijadora para

guardarse en refrigeracion a 4°C.

a) Preparacion de Laminillas Después de 24 horas de ser fijados, los botones
celulares, se centrifugaron, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron con 0.5ml en la

misma solucién fijadora.

Con una pipeta Pasteur se homogenizé la suspension y se goted sobre portaobjetos,
previamente enfriados en alcohol, a una altura de 1.30 metros, las laminillas fueron pasadas

por flama para secar la suspension celular y por Gltimo se dejaron secando al aire.

b) Tincion de Laminillas Después de 24 horas, de haber sido fijadas las células en las
laminillas, se sumergieron durante 30 minutos en ausencia de luz en una solucion de Hoechst

33258 (1.5 ml/75 ml) en agua destilada, se enjuagaron en agua corriente y se secaron al aire.

Posteriormente, se cubrieron con buffer de fosfatos (soluciones de Na,HPQO, anhidro;
66mM y KH,PO, ; 66mM. pH = 6.8) y se expusieron a la luz UV durante 1:30 horas, después
de lo cual, las laminillas se tifiiéron con unas solucién de Giemsa (3 ml/75 ml) en agua por 4

minutos. Se enjuagaron en agua corriente y se secaron al aire y se observaron al microscopio.
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c) Analisis de Laminillas
INDICE MITOTICO:

Las preparaciones se observaron con un microscopio de campo claro a 20 aumentos. Se
contaron 2000 nucleos totales por laminilla, de estos se determind cuantos se hallaron en
metafase. Se leyeron 4 laminillas por donador. El valor del indice mitético (IM) se determino

de la siguiente manera:

M = Numero Total de Metafases
B 2000

CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR

Se leyeron 100 metafases consecutivas por laminilla en un microscopio optico, de las
que se determind el nimero de las primeras divisiones (M1), segundas divisiones (M2) y
terceras divisiones (M3). Se consideraron metafases en primera division a aquellas cuyos
cromosomas se encontraron completamente tefiidos de oscuro; segundas divisiones a aquellas
metafases en que todos sus cromosomas estaban conformados por una cromatida oscura y una
clara; y en terceras divisiones a las que contuvieron metafases con los dos patrones

anteriormente mencionados. Se leyeron 4 laminillas por donador.

Con los datos obtenidos se calculo el indice de replicacion (IR) a partir de la siguiente

ecuacion ( Ivett y Tice, 1982):

_ 1(M1) + 2(M2) + 3(M3)

IR 100

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Los Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH), fueron leidos en 100 metafases
totales en metafases de segundas divisiones, con 46+ cromosomas de segundas divisiones por

muestra en un microscopio Optico, con el objetivo de 100 aumentos. Se determinaron los
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intercambios terminales, centroméricos e intersticiales, estos Gltimos con un valor del doble

que los terminales, debido a que su formacidn requiere el doble de eventos.

CRITERIOS EMPLEADOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS ICH:

a) La metafase debe estar en segunda division.

b) Las cromatidas de los cromosomas deben estar bien definidas y separadas.
c) La célula debe tener al menos 44 cromosomas.

d) Se debe analizar por lo menos 50 células por individuo.

El IM revela la proporcion de nucleos que se encuentran en metafase. El IR establece
la cinética de la proliferacion, su valor minimo es 1 (solo primeras divisiones) y el maximo de
3 (solo terceras divisiones), mientras que los ICH estima los rompimientos totales por

cromosoma y por célula.

5.3.6 Prueba de Electroforesis unicelular (Ensayo Cometa)

Con el objeto de evaluar el posible dafio genotdxico en el ADN en los nifios que
habitan regiones con actividad petrolera, se utiliz6 el Ensayo de Electroforésis Unicelular
(Ensayo Cometa) en linfocitos de sangre periférica, segun el protocolo propuesto por Singh y

colaboradores en 1988.

La técnica consistio en tomarle a cada nifio sangre periférica entera por venopuncion,

utilizando tubos vacutainer heparinizados.

a) Preparacion de Laminilla Se colocaron 0.5 ml de la sangre en 2 tubos eppendoff
conteniendo 150 pul de agarosa de bajo punto de fusién (LMP 0.5%, Sigma-USA) y se tomaron
75 pl 'y con una micropipeta se colocaron en laminillas previamente embebidas en agarosa
regular al 5% (Sigma, USA) para darle soporte a las células y se les coloco un cubreobjetos,
posteriormente se pusieron en charolas metalicas y se metieron al refrigerador hasta alcanzar

una solidificacion (por espacio de 10 minutos), al término del cual se removio el cubreobjetos
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a cada laminilla y se les agregd 75 ul méas de agarosa regular y se volvieron a someter al
proceso de solidificacion (por espacio de 10 minutos), se les retird el cubreobjetos y se
sumergieron por espacio de 24 horas en una solucion de lisis con alto contenido de detergentes
y sales; para lisar las membranas celulares, asi el ADN liberado fue sometido a electroforesis

bajo condiciones controladas.

b) Corrida de Electroforesis Unicelular de las Laminillas. Las laminillas se
colocaron en una Camara de Electroforesis, en donde se sometieron a una solucién
amortiguadora (NaOH, Baker) con un pH13, con el objeto de desenrollar las hebras del ADN
(Unwinding), durante 20 minutos y seguidamente se expusieron durante 20 minutos, a una
corriente eléctrica de 300 mA/23 v (v/cm), para poder evaluar la migracion (cola del cometa),

que revela el posible dafio al ADN.

c) Analisis de Laminillas Las laminillas fueron neutralizadas con un amortiguador
de pH 7.5 (Sol. Trizma 0.4 M, Sigma-USA) y fijadas en alcohol etilico. Pudieron observarse
en un microscopio de fluorescencia (Olympus), equipado con un filtro de excitacion de 515-
560 nm, utilizando un ocular de 20x de magnificacién y un objetivo de 100 aumentos, en
oscuridad, utilizando Bromuro de Etidio como fluorocromo. EI ADN roto migra mas en el
campo eléctrico y las células al ser observadas asemejan a un cometa, con una cabeza

altamente fluorescente y una cola que incrementa con el dafio (Singh et al., 1998).
Los parametros utilizados para los criterios de evaluacion, fueron los siguientes:

o Se tomaron con ayuda de un ocular con micrémetro, la longitud de 50 nucleos

(cometas) por individuo en pum.

K/

X Se evaluaron en un total de 100 celulas por muestra, la longitud de migracion

del ADN estimada en pum de cola (Tail).
X En 100 células por cada laminilla, se conto el porcentaje de nucleos vy colas.

Nota: Se tomaron como referencia lecturas de controles internos del laboratorio, que
fueron utilizados en cada corrida de electroforesis, con duplicado cada uno, para asegurar las
condiciones estandar de cada corrida.
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El dafio genotodxico, evaluado como migracion del ADN (Longitud de Cola) fue
medido en micras, con un pH de 13, asi como en unidades de longitud del ndcleo
(Cola/Cabeza) en 50 células de cada individuo. Se cuantificaron células con incrementos en la
frecuencia de rompimientos de la doble cadena que se manifestaron en una mayor migracién

del ADN nuclear hacia el anodo, con marcador fluorescente.

Cada célula dafiada tenia la apariencia de un cometa con una cabeza altamente
fluorescente y una cola con longitud e intensidad de fluorescencia relacionada con el nimero

de rompimientos inducidos por los agentes genotdxicos (Rojas, 1999)

d) Determinacion de Viabilidad Para determinar el grado de dafio genotoxico que
presentd el ADN en los grupos estudiados, los nacleos observados fueron asignados en tres
categorias, de acuerdo al valor del radio “r” del nucleo. Donde r = medida de la cola/medida
de la cabeza. Cuando “r” era <1, los nucleos se consideraban con bajo grado de dafio, si “r”
< 2 el dafio era medio y alto grado de dafio cuando “r” era > 2. En esta Ultima clase se
incluyeron aquellos ndcleos en los cuales virtualmente todo el ADN migré fuera de la region

de la cabeza del cometa (Morley, N., 2006).

5.4 .- Medicidn de los parametros Meteorologicos en los sitios de estudio:
Condiciones de velocidad y direccion del viento (Rosas de viento),
precipitacion pluvial, periodo de muestreo.

La concentracion de los contaminantes en la atmosfera, va a estar influenciada por las
condiciones meteoroldgicas del lugar, por lo cual es necesario considerar en el estudio el
efecto que puedan ejercer en el comportamiento de los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos.
Por lo que se registraron los datos de: Temperatura ambiente, Humedad Relativa, Velocidad y
Direccion del viento y Precipitacion pluvial de manera continua por medio de una estacion
meteorologica portatil (Davis, Modelo, Weather Monitor I1). Los registros se realizaron en
las épocas de Otofo-Invierno, durante periodos de 15 6 30 minutos y los resultados de los
datos meteoroldgicos registrados durante 24 horas de muestreo se promediaron para cada
variable y se realizaron rosas de viento para cada sitio de monitoreo. Se presenta el esquema
del equipo en el Anexo; Figura. 5.1.A.4 .y la Tabla 4.7 con las condiciones meteoroldgicas de

cada sitio durante los dias de monitoreo.
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5.5 .- Andlisis Estadistico de las relaciones entre las concentraciones de
HPA’s y las variables poblacionales
La interpretacion estadistica se analizd con base en las diferencias entre el grado de
dafio al ADN de la bateria de biomarcadores aplicada a la poblacion de estudio expuesta a
algun proceso petrolero y al grupo control, en relacién con los valores de HPA's registrados
en diferentes sitios del estado de Tabasco, para lo cual se realizé una inferencia estadistica no
paramétrica para evaluar dicha correlacion; analisis bivariado y multivariado de los

resultados obtenidos.

El anélisis estadistico, se desarrollé con el programa Stata Ver. 6, aplicando una
comparacion entre los nifios expuestos y no expuestos de acuerdo a la variables de exposicion;
definida por el lugar de residencia y para el caso de las variables categoricas, se aplicaron las
pruebas de chi’ de Pearson y/6 la exacta de Fisher (esta Gltima se utilizé cuando se obtuvo un
namero menor a cinco en alguna de las celdas de la tabla de esperados), de acuerdo a los
supuestos de cada una. En el caso de las variables continuas, se utilizé la prueba de “t” de
Student para evaluar la diferencia de medias cuando se cumplieron los supuestos de la prueba.
En caso contrario se utilizo la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon o Mann Whitney,
para la interpretacion del analisis descriptivo de los parametros poblacionales. En todos los

casos se tomo como estadisticamente significativo un valor de p< 0.05.

Inicialmente se realizo un analisis exploratorio para identificar si existian valores fuera
de rango en la base de datos y se corrobord si eran correctos de acuerdo a la fuente original. La
variable de interés o respuesta fueron los diferentes biomarcadores de dafio temprano (Cinética
de proliferacién Celular, Prueba de Micronucleos y Ensayo Cometa), cuya escala de medicién
original fue continua; se consideraron como variables de exposicion principal a los diferentes
hidrocarburos (los 16 HPA’s considerados como prioritarios desde el punto de vista de
afectacion a la salud) de manera individual y su concentracion total, la escala de medicion de
estos también fue continua. El resto de las covariables incluyeron variables continuas y

categoricas, algunas de ellas fueron recodificadas como variables dicotomicas.

Para comprobar la hipétesis de igualdad entre las medianas de los grupos de estudio y

los datos de HPA's se aplicd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Considerando
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valores de p<0.05 como estadisticamente significativos. Para la distribucion de la migracién
del ADN de los nifios biomonitoreados se aplico la prueba de chi cuadrada.

La descripcion de las variables categoricas se desarrollaron como frecuencias y
porcentajes, para las continuas se emplearon medidas de tendencia central (media, mediana) y

dispersion (rango, desviacion estandar y percentiles 10 y 90).

Para evaluar la asociacion entre los diferentes hidrocarburos y otras variables de
exposicion con los diferentes biomarcadores se utilizo la regresion lineal simple y multiple
cuando el biomarcador se manejé de manera continua y para la construccion de los modelos
multiples se incluyeron las variables que tuvieran relevancia desde el punto de vista bioldgico
(16 hidrocarburos reportados como dafiinos a la salud) asi como las que tuvieran un valor p

<0.05 en los analisis previos.

Posteriormente se evaluaron las variables confusoras y su interaccion, mediante las
pruebas de significancia y la influencia ejercida sobre las variables dependientes del estudio;
después se realizd el diagnostico del modelo mas adecuado a través de un analisis de

residuales y estadisticas de influencia.

En el caso de los micronacleos por célula, la longitud de la cola y la razén
cola/cabeza, con su escala original no se cumplieron los supuestos de la regresién lineal por lo
gue se construyeron los modelos con el logaritmo natural de esos biomarcadores. Para el resto

de los modelos se utilizaron los biomarcadores en su escala original.

Finalmente se hizo analisis de regresion logistica simple y multiple para la variable
razén cola/cabeza dicotdmica con un punto de cor20; para la construccion del modelo
multiple se incluyeron las variables que tuvieran relevancia desde el punto de vista bioldgico
asi como las que tuvieran un valor p <0.05 en los analisis previos, se evaluaron las posibles
interacciones y potenciales confusores; se hizo el diagnostico del modelo a traves de pruebas

globales de bondad de ajuste y diferentes estadisticas de influencia.
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6 .- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 .- Grupo de Estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por 75 nifios, provenientes de 6 zonas del
Estado de Tabasco (poblacion expuesta; con exposicion a HPA’s y poblacién control; sin
exposicion a HPA's); seleccionadas en base en caracteristicas de casos y controles. La
poblacion infantil del estudio, tenia edades promedio de 10 afios, en ambos sexos. La
aplicacion de una encuesta epidemiologica, permitié establecer los parametros personales asi
como los estilos de vida de los nifios involucrados en el estudio, incluyendo posibles
exposiciones medicamentosas, a insecticidas y al humo de lefia, utilizada para cocinar, asi

como a antecedentes heredofamiliares. (Anexo: Apéndice “L”).

Con el objeto de evaluar el posible dafio al ADN en los habitantes de las regiones en
estudio, se aplicd una bateria de biomarcadores de dafio temprano (Ensayo Cometa, Cinética
de Proliferacién Celular y Micronucleos) en linfocitos de sangre periférica de seis grupos de
nifios en edades entre 6 y 15 afios, que vivian en regiones con diferente grado de actividad
petrolera. Con propositos comparativos se formé un segundo grupo (testigo) con un total de 41
nifios con el mismo rango de edades y condicion social, pero que habitaban en un municipio

del estado sin actividad petrolera.

Para la descripcion de las variables categoricas se calcularon frecuencias vy
porcentajes. Para las variables continuas se emplearon medidas de tendencia central (media,

mediana) y dispersion (rango, desviacion estandar y percentiles 10 y 90).

Las Tablas No. 6.1.1 a la 6.4 describen a la poblacion de estudio y la relacion entre los
individuos expuestos y no expuestos a Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en la
Atmodsfera de las regiones estudiadas.

En la Tabla 6.1.1, se observa que la poblacion expuesta y no expuesta presentaron

caracteristicas generalmente homogeéneas; sin embargo se encontraron diferencias estadisticas
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significativas menores a p<_0.05 en la variable; tipo de poblacion (rural y urbana). Lo cual
define a la poblacion estudiada principalmente como rural.
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TABLA 6.1.1.- Comparacion de algunas variables antropométricas entre

sujetos expuestos y no expuestos a diferentes hidrocarburos policiclicos
aromaticos(HPAs).

Expuestos (n=34) | No expuestos (n=41)

Variable Valor p
Fret_:u % Frecuencia %
encia

Género (sexo)

Hombres 20 58.82 25 60.98 0.8*
Mujeres 14 41.18 16 39.02

Tipo de poblacion (poblacio_rec)

Rural 34 100 32 78.1 0.004**
Urbana 0 0 9 21.9

Sitio (sitio)

San Miguel 10 29.4 -

G. Méndez 12 35.3

Torno Largo 12 35.3

Netzahualcoyotl 15 36.6

Uquina 17 415
Villahermosa 9 22.9

fompo de e & 87660

El agua proviene de: (agua_dic)

pozo/rio 10 29.4 19 46.3 0.1
llave/garrafén 24 70.6 22 53.7

Tipo de estufa (estufa_rec)

lefia/gas 27 79.4 31 75.6 0.7*
Gas 7 20.6 10 24.4

La estufa esta dentro
de la casa (dentr_f2rec)

Si 13 38.2 18 43.9 0.6*
No 21 61.8 23 56.1
*Chi? de Pearson. **Prueba exacta de Fisher. ***t de student.
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La Tabla 6.2 resume algunas caracteristicas antropométricas y clinicas entre los nifios

expuestos y no expuestos de acuerdo a la encuesta aplicada. En donde no se observan

diferencias significativas

caracteristicas homogeneas en promedio.

entre los grupos (p<_0.05). Mostrando ambas poblaciones

TABLA 6.2. Caracteristicas Antropometricas, Clinicas y Antecedentes Familiares.

N Expuestos (n=34) No expuestos (n=41) valor p
media d.e. media d.e. p<0.05
Edad (edad) 10.52 2.33 11.05 2.84 0.4*
Peso en kilogramos (peso) 32.66 13.29 36.99 14.45 0.2*
Talla en metros (talla) 1.29 0.22 1.38 0.18 0.07*
Indice de masa corporal (imc) 10.53 2.32 11.05 2.83 0.4*
Antecedentes personales, familiares
Variable patolégicos y no patolégicos valor p
p< 0.05
Frecuencia % Frecuencia %
Alguna enfermedad viral (enfl_viral)
Si 8 24.2 13 31.7 0.5**
No 25 75.8 28 68.3
Ha recibido alguna vacuna en los Gltimos seis meses (vacunas_rec)
Si 3 8.8 4 9.8 1**
No 31 91.2 37 90.2
Hipertension arterial (pres_alt; padres)
Si 24 70.6 26 63.4 0.5**
No 10 29.4 15 36.6
Diabetes (diabetes)
Si 14 41.2 24 58.5 0.1**
No 20 58.8 17 415
Cancer (cancer)
Si 12 35.3 9 21.9 0.2**
No 22 64.7 32 78.1
Malformaciones (malform)
Si 6 17.7 6 14.6 0.7**
No 28 82.3 35 85.4
Fuma el padre (fuma_pad)
Si 7 20.6 10 24.4 0.7**
No 27 79.4 31 75.6
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Fuma la madre (fuma_mad)

Si 1 2.9 1 2.4 0.7%**
No 33 97.1 40 97.6
*T de student. **Chi? de Pearson. ***Pryeba exacta de Fisher.

La Tabla 6.3 describe la relacién por exposicion de la poblacion de estudio a
plaguicidas en el hogar y ambos grupos de estudio mostraron diferencias significativas (p <
0.05). ElI porcentaje mas alto, lo presento el grupo considerado como expuesto. La
frecuencia registrada en el uso de plaguicidas en ambos grupos, muestra que la poblacion
infantil, independientemente de la exposicion a hidrocarburos se encuentra en contacto
frecuente con insecticidas en el hogar. La condicion de la distancia donde habitan los nifios
con respecto a campos agricolas, mostraron diferencias significativas y segun los datos
arrojados en la encuesta, no es un factor de riesgo que incida en el grupo de la poblacion no
expuesta a hidrocarburos policiclicos aromaticos, a diferentes distancias de los campos

agricolas:

TABLA 6.3. Uso de plaguicidas e insecticidas entre nifios expuestos y no expuestos a
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA's).

) Expuestos (n=34) No expuestos (n=41) valor p <
Variable =
Frecuencia % Frecuencia % 0.05
Uso de insecticidas (insectim_rec)
Si 33 97.1 33 80.5
0.04**
No 1 2.9 8 19.5
Intensidad del uso de insecticidas
no detectable (intens_ ) 29 85.3 24 58.5
leve (<1 vez por semana) 3 8.8 7 17.1
0.06**
moderado (2 a 3 veces/semana) 2 5.9 7 17.1
severo (diario) 0 0 3 7.3
Usa plaguicidas el padre (plag_pad)
Si 10 29.41 19 46.34
0.1*
No 24 70.59 22 53.66
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Usa plaguicidas la madre(plag_mad)
Si 13 38.2 13 317
0.5*
No 21 61.8 28 68.3
Uso de plaguicidas dentro de la casa (dentro_c)
Si 2 5.9 6 14.6
0.3**
No 32 94.1 35 85.4
Usa plaguicidas el nifio (maneja_prec)
Si 3 8.8 7 17.1
0.3**
No 31 91.2 34 82.9
Uso de plaguicidas por el nifio en los Gltimos 6 meses (Gltimos_)
Si 3 8.8 4 9.8 -
No 31 91.2 37 90.2

Frecuencia de uso de plaguicidas por e

I nifio en los Ultimos 6 meses (veces__arec2)

Ninguna 31 91.2 37 90.2
1 a 3 veces 3 8.8 2 4.9 0.5**
6 a 12 veces 0 0 2 4.9
Hace labores agricolas el nifio (labores_rec)
Si 8 23.5 8 19.5
0.7*
No 26 76.5 33 80.5
Frecuencia con que el nifio participa en labores agricolas (frecuenl_rec)
Ninguna 26 76.5 33 80.5
1 a 3 veces a la semana 3 8.8 5 12.2 0.7**
4 a7 veces a la semana 5 17.7 3 7.3
Vive cerca de un campo agricola (vive_agr)
Si 7 20.6 0 0
0.003**
No 27 79.4 41 100
Distancia del campo agricola (dist_m )
No cercano 27 79.4 41 100
20 metros 4 11.8 0 0
0.003**
50 metros 2 5.9 0 0
2000 metros 1 2.9 0 0

*Chi? de Pearson.

**Prueba exacta de Fisher.
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6.2 .- Medicidén de los Parametros Meteoroldgicos en los sitios de
estudio.

La naturaleza quimica de los HPA's puede ser afectada por las condiciones
meteorologicas del lugar y los procesos de fotodegradacion que ocurren durante el muestreo,
por lo que es necesario considerar el efecto de los factores tales como humedad relativa,

precipitacion, temperatura, velocidad y direccién del viento.

En la caracterizacion de los puntos de monitoreo, se observo que los sitios donde
habita la poblacion de estudio, tienen predominantemente condiciones superficiales planas y
de gran extension, lo cual facilita la rapida dispersion de los contaminantes atmosféricos
(Baird, 2001).

La presencia de lomerios en las poblaciones de Netzahualcoyotl, Uquind y la Lomay
San Miguel 1ra. Seccién no forman una barrera natural que evite la dispersion de los
hidrocarburos ¢ algin otro compuesto volatil, ya que la altura y presencia de este tipo de

topomorfa es limitada.

Los datos meteorolégicos se registraron cada 15 ¢ 30 minutos durante las 24 Hrs
durante los periodos de monitoreo, segin se muestran en la siguiente Tabla. Los datos
meteorologicos completos asi como las muestras de los 6 sitios de monitoreo se presentan en
la Tabla 4.7 del Anexo.

Tabla No. 6.4. Periodo de Monitoreo de datos Meteoroldgicos.

SITIO DE MUESTREO PERIODO
Netzahualcdyotl y Uquing, Balancan* Noviembre 2000 (7 dias)
Gregorio Méndez 12, Secc., Comalcalco Noviembre 2000 (7 dias)
Nuevo Torno Largo, Paraiso Diciembre 2000/Enero 2001 (7 dias)
San Miguel 1. Secc. Reforma Abril 2001 (7 dias)
Col. Las Gaviotas, Villahermosa Febrero 2001 (7 dias)

*Los datos de monitoreo Netzahualcdyotl y Uquina, Balancan fueron representados en uno, debido a la cercania entre
ambos.
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Los factores meteoroldgicos se determinaron a partir de una Estacion Meteoroldgica
Automatizada marca Davis Instrument la cual contaba con un Data Logger (Dispositivo de
almacenamiento de datos) en donde se almacenaron los datos de temperatura, humedad
relativa, presion atmosférica, precipitacion, velocidad y direccidn del viento. Posteriormente la
Informacion era vaciada a una computadora; procesada y analizada mediante un software
especializado (PCLink). (Anexo; Figura 5.1.A.4)

a) Velocidad y direccion del viento

Las comunidades de Netzahualcoyotl y Uquind, en el Municipio de Balancan,
presentaron vientos predominantes del SSE y E (15 y 16%) con velocidades del viento de 1.7
y 2.3 m/s, con un 28% de calmas. En la literatura se tienen registros de valores maximos de
velocidad de viento en los meses de noviembre con velocidades que alcanzan los 30 Km/h
(Atlas del Clima del Estado de Tabasco, 2001)

Estas comunidades son rurales y su principal actividad es la agropecuaria. Las
principales fuentes de emision son quema de residuos solidos y forestales, ademas de que
culturalmente se acostumbra cocinar los alimentos con lefia 0 carbén, lo que constituye la

fuente de emision méas importante de HPA's).

En la poblacion de Gregorio Méndez, se registraron vientos dominantes del NNE y del
NE (8 y 21%) con una velocidad maxima de 1.8 m/s y del N (11%) con velocidades de 1.5 m/s
y un 48% de calmas. Los vientos dominantes en el sitio G. Méndez, tuvieron una direccion
Noreste (NE) y una velocidad de viento baja (48% de calmas), esto ocasiona una dilucion
atmosférica baja en la concentracién de HPA's provenientes de las quemas forestales, la
guema de residuos solidos y las emisiones del parque vehicular del municipio de Comalcalco

y Paraiso. (Ver Apéndice “K”: Rosas de vientos de cada sitio de estudio).

Se tienen registros en la literatura sobre las maximas velocidades del viento en los
meses de noviembre y diciembre con valores que alcanzan los 30 km/h presentando en junio
las menores velocidades (18km/h); (Atlas del Clima del Estado de Tabasco, 2001).

Los vientos dominantes de la poblacion de Nuevo Torno Largo, en el periodo de

monitoreo fueron predominantemente del E, N y ENE, con 17% el primero y 15% de
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frecuencia los dos ultimos, con velocidades del viento de 8.0, 11.0 y 6.0 m/s respectivamente.

Y un 2 % de calmas.

Las velocidades méximas de vientos que se concentran en los meses de octubre,
noviembre y diciembre, que alcanzan los 30 k/h., presentandose en mayo y junio las menores,
con velocidad de 21 km. por hora. (Atlas del Clima del Estado de Tabasco, 2001)

Los vientos dominantes de la poblacion de San Miguel 12 Secc., para el periodo de
monitoreo fueron; S (19 %), SSW, SW, SSE y SE (10%) con velocidades de viento de 1.7
m/s, 2.0, 1.8 y 1.6 m/s respectivamente. La direccion del viento influyd en la dispersién de los
HPA's provenientes del Complejo Procesador de Gas Cactus (PEMEX), (Anuario estadistico
del Estado de Chiapas, 2001).

En la colonia Las Gaviotas en la Ciudad de Villahermosa, se registraron vientos
dominantes del NNW con una frecuencia del 19% y una velocidad promedio de 2.6 m/s,
influenciando la concentracion de HPA's, registrada en el estudio proveniente del Parque
vehicular, asaderos de alimentos, panaderias y tortillerias de la Ciudad.La literatura tiene
registros de las velocidades de vientos de los meses de octubre y noviembre, en donde las

maéaximas velocidades de viento fueron de 30 km/h .

Segun la escala de Beaufort, la velocidad de los vientos en los sitios de estudio, no
gener0 efectos con causas catastroficas, tan solo representan pequefias ventolinas o frescos.
Las corrientes de aire con mayor velocidad se registraron en la poblacion de Torno Largo, esto
se debe a que se encuentra ubicada en una zona cercana a la costa por lo que los vientos
provenientes del mar influyen notablemente en el transporte y dispersion de los contaminantes
atmosféricos generados en la Terminal Maritima de Dos Bocas (Guzman, 1998). (Ver

Apéndice “K”: Rosas de vientos de las zonas de estudio en los anexos).

Wania y colaboradores, (1998) han discutido la relacion entre temperatura y
concentracion descrita por las graficas de Clausius Clapeyron no encontrando una relacion
definida entre ellas. Sin embargo estos autores reportan que el incremento en la velocidad del
viento produce un descenso en la concentracion de los HPA's y que la adveccion desde
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fuentes de area o de regiones mas limpias, llegan a ser la condicién ambiental dominante en un

sitio determinado.
b) Temperatura

La temperatura mas alta promedio se registro en la comunidad de San Miguel
(27.01°C) y la menor en la poblacion de Nuevo Torno Largo (22.5°C). En la siguiente tabla se
presentan los datos:

Tabla 6.5. Temperatura promedio en el periodo de monitoreo

SITIO DE MUESTREO TEMPERATURA (°C)
Netzahualcoyotl y Uquing, Balancan* 26.9
Gregorio Méndez 12, Secc., Comalcalco 23.3
Nuevo Torno Largo, Paraiso 22.5
San Miguel 12, Secc. Reforma 27.01
Col. Las Gaviotas, Villahermosa 23.50

*Los datos de monitoreo Netzahualcdyotl y Uquina, Balancan fueron representados en uno, debido a la cercania entre
ambos.

Las condiciones de Temperatura y Presion Atmosférica se comportan de forma similar
en las 5 poblaciones, por lo que la influencia de estos parametros sobre las concentraciones de
los hidrocarburos aromaticos en la atmosfera, se podrian considerar con pocas variaciones.
Tanto la temperatura como la presion atmosférica predominante en los sitios de monitoreo
permiten una facil volatilizacion de los hidrocarburos, de acuerdo a las propiedades fisico-
quimicas de los HPA’s (EPA 1997; Awata et al., 1998).

El municipio es calido humedo con abundantes lluvias en verano, tiene una
temperatura media anual de 26.4°C, la méaxima media mensual en mayo de 30.5°C, y la

minima media en diciembre y enero de 22°C.
c) Precipitacion y Humedad Relativa

En el periodo de muestreo, la precipitacion promedio mayor se registré en la Colonia
Las Gaviotas, Villahermosa, Tabasco (115 mm), en las comunidades de Gregorio Méndez y

Nuevo Torno Largo, los eventos de lluvia fueron menores registrando precipitaciones de 19.8
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mm y 21.0 mm respectivamente, mientras que la comunidad de Netzahualcoyotl registro muy
poca precipitacion (1.3 mm.). Mientras que el sitio San Miguel no presentd evento de lluvia.

Los porcentajes mayores registrados de Humedad Relativa (% H.R.) se presentaron en
la comunidad de Gregorio Méndez (81.45 %) y en la Colonia las Gaviotas (80.22%) y los
sitios con menor porcentaje de H.R. fueron las comunidades de Netzahualcdyotl, Uquina y
San Miguel (71.11%) y el sitio Nuevo Torno Largo no registrd datos.

Existe una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de HPA’s
registrados en cada sitio de muestreo con los eventos de precipitacion que se registraron
durante el periodo de muestreo, ya que a mayor precipitacion hay un lavado en la atmdsfera, lo
que favorece la disociacion de compuestos quimicos, disminuyendo su concentracién en el

aire.

El comportamiento de los HPA’s en ambientes con altos porcentajes de Humedad
Relativa tienen una relacion directa con el tamafio de particula y el peso molecular del
compuesto al que se incorpora, es decir hidrocarburos con alto peso molecular son
absorbidos por aerosoles muy finos y los HPA's mas volatiles o de menor peso molecular se
asocian con las particulas méas grandes, debido a su capacidad hidrofobica; por lo que los
HPA's se estimaron en funcion de la medida de distribucion de cada uno de los
hidrocarburos que es suficientemente removido. Las distribuciones por tamafio de los HPA's,
cambian en direccion viento abajo de las fuentes de emision debido a la depositacion selectiva

de los aerosoles méas grandes durante el transporte atmosférico (Offenberg y Baker, 1999).

Los HPA's cuando estan presentes en el aire se encuentran como vapores 0 adheridos
a las superficies de pequefias particulas sélidas, pudiendo viajar a largas distancias antes de
regresar a la tierra con el agua de la lluvia 6 depositarse como particulas. (Chunlong et al.,
2003)

La presencia de precipitacion en sitios con HPA’s presentes en la atmosfera, permite el
arrastre de tales compuestos, generando una mayor disponibilidad de los hidrocarburos y

depositarse en agua, suelos, sedimentos y alimentos.
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6.3 Concentracion de HPA"s por sitio de monitoreo

Para el muestreo de Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos en la atmdsfera, se tomaron
7 muestras durante 24 horas en cada sitio de monitoreo. En el Anexo de la Tabla 6.3.A, se
presenta el numero de muestras por sitio y las condiciones de operacion del equipo durante

cada dia de monitoreo. Utilizando la metodologia establecida por la EPA-TO;3 (1997).

Cada sitio de muestreo presentd un valor de HPA's en fase gaseosa y otro en fase
particula. A cada muestra se le determinaron los siguientes 16 hidrocarburos establecidos
como prioritarios en la técnica EPA-TO-13: acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno (1,2,3-c,d), pireno, benzo(g,h,i)perileno y
dibenzo(a,h)antraceno. La concentracion total de Hidrocarburos Policiclicos en cada sitio de
muestreo (HPA’s totales) se define como la suma de las concentraciones de los 16 HPA's

durante el periodo de muestreo (Noviembre a Enero).

En la tabla 6.6. se presentan las concentraciones promedio de los hidrocarburos totales
(HPA’s), en Fase Gas y Fase Particula y la suma de ambas fases de todos los sitios de
monitoreo. Se observa que las concentraciones de HPA’s totales en la fase gaseosa fueron
mas altas que en fase particula. Esto es importante para la salud humana debido a que en el
estado gaseoso, estos compuestos pueden ser transportados hacia zonas profundas del tracto

respiratorio, y luego ser atrapados en los pulmones (Mei et al.,2008).

La distribucion de los HPA’s en ambas fases en la atmdsfera es determinada por la
presion del vapor de los compuestos asi como por la presién atmosférica y la temperatura.
La presién del vapor para los compuestos volatiles se ubica entre 107 a 10” torr, estableciendo
una distribucion de éstos compuestos mayormente en la fase gaseosa para las condiciones de
campo imperantes en el area de muestreo. Por otro lado, los HPA’s con pesos moleculares
elevados permanecen en estado liquido, asociados a las particulas debido a sus presiones de

vapor menores.

En relacion a la variabilidad de las concentraciones totales de HPA's en fase gas y
particula en la atmosfera registradas en el estudio, es debida a la falta de constancia de los
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pardmetros meteoroldgicos. Diferentes autores reportan, que las concentraciones de los
hidrocarburos fluctian dia a dia, reflejando diferentes origenes de las masas de aire y por la
contribucion de diferentes fuentes de emision, ademas de que algunos HPA's son totalmente
reactivos y se combinan con las variaciones de temperatura y otros factores meteoroldgicos
(Gigliotti, 2000). Por lo que es necesario realizar monitoreos continuos de hidrocarburos en

el aire por lo menos durante todo el afio, para determinar variaciones estacionales.

TABLA 6.6. Distribucion de las concentraciones totales del HPA's (ng m™) entre los
componentes gaseosos y particulado de dos regiones (poblacion expuesta y poblacién no
expuesta) en el estado de Tabasco con diferente actividad:

Todos los sitios

(n=22) media (d.e.) Mediana valor minimo valor méximo
Fase gas 143.79 (35.98) 144.17 (91.16, 202.2) 91.16 202.2
Fase particula 56.39 (37.86) 66.01 (19.97, 132.95) 19.97 132.95
Total 200.17 (42.92) 164.14 (162.51, 273.67) 162.51 273.67
COMPARACION DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HIDROCARBUROS ENTRE REGION CON
ACTIVIDAD PETROLERA Y REGION SIN ACTIVIDAD PETROLERA
Regidn con activ. petrolera (n =12) | Regidn sin activ. petrolera (n = 10) valor
media (d.e.) mediana* media (d.e.) mediana* p**
165.06 (94.16, 144.17 (94.64,
Fase gas 156.43 (45.61) 202.20) 133.29 (20.76) 144.17) 0.001
Fase particula 87.63(29.79) 71'14;2(32')01' 30.48 (20.07)  19.97 (19.97, 67.87) | <0.001
231.07 (224.11, 164.14 (162.51,
Total 244.06 (22.39) 263.67) 163.78 (0.68) 164.1) <0.001

*Mediana y percentiles 10 y 90. **Prueba de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney);
corresponde a la comparacion de medianas
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Comparando los resultados de las concentraciones de HPA's, registradas entre los
grupos expuestos y no expuestos, se observa que las concentraciones mas altas se presentaron
en los sitios considerados como expuestos, mostrando valores significativos (p < 0.001), con

una concentracion mayor, tanto en la fase gas como en la fase particula.

En la Tabla No. 6.7 se muestra la distribucion de las concentraciones totales del
HPA’s (ng m™) entre los componentes gaseoso y particulado de dos regiones en el estado
con y sin actividad petrolera de un total de 35 muestras (por triplicado). El valor de “n”
representa el nimero de muestras mientras que el valor de “p” representa su probabilidad. Los
nameros en paréntesis son la desviacion estandar (d.e.) para los promedios y los percentiles 10
y 90 para las medianas.

Las concentraciones de HPA’s de zonas petroleras presentaron valores mas altos con
respecto a los valores de las zonas no petroleras, lo cual se manifiesta en los valores medios de
las sumatorias. A pesar de ello, sélo la concentracion de HPA’s asociada al medio particulado
de la regién con actividad petrolera muestra diferencias significativas con respecto a la zona
de actividad no petrolera (p<0.05). La concentracion de HPA"s del medio gaseoso fue mas alta

en laregion de actividad del petrdleo, pero no diferente estadisticamente.

Se establece una comparacion de la concentracion de hidrocarburos (HPA's) en
diferentes grupos, desde el punto de vista de los compuestos que presentan un riesgo a la

salud:

TABLA No. 6.7. Concentraciones de algunos HPA"s encontrados en las regiones de
estudio con y sin actividad petrolera.

Region Productora de Petréleo | Region no productora  de
_ (n=21) petréleo (n=14)
HPA’s de rlesg(_)aa la salud Valor p**
(ngm™)
media (d.e.) mediana* media (d.e.) mediana*
Riesgos a la salud ng m* ng m*
215.65 207.5 125.19 119.73
Total (22 muestras) <0.001

(25.63) (189.5, 248.45) (10.42) (119.73, 144.59)
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37.06 35.88 12.27 8.28
Benzo(a)Antracenot <0.001
(10.14) (25.69, 49.4) (7.62) (8.28, 26.46)
) 39.16 52.89 6.97 4.16
Crisenot <0.001
(20.42) (11.94, 54.94) (5.36) (4.16, 16.97)
14.18 12.08 13.92 12.96
Benzo(b)Fluoranteno 0.02
(10.64) (1.21, 27.09) (1.85) (12.96, 17.37)
42.17 43.26 20.2 21.26
Benzo(k)Fluoranteno <0.001
(8.80) (31.43, 52.0) (2.02) (16.44, 21.26)
) 18.8 15.31 11.99 10.94
Benzo(a)Pirenot <0.001
(5.06) (14.9, 25.54) (2.02) (10.94, 15.75)
c,d)Pireno (16.87) (26.88, 67.57) (10.39) (37.33, 62.13) '
17.62 12.24 3.13 0
. <0.001
Dibenzo(a,h)Antraceno (9.76) (10.62, 32.48) (5.98) (0, 14.27)
Origen pirogénico
113.49 111.71 56.71 52.28
Total(13 muestras) <0.001
(31.31) (77.55, 150.92) (8.46) (52.28, 72.48)
2.15 1.74 3.53 3.09
Fenantreno 0.0005
(0.95) (1.17, 3.38) (0.84) (3.09, 5.09)
10.13 12.74 15.84 19.01
Fluoranteno <0.001
(5.14) (2.32, 14.02) (6.05) (4.57,19.01)
) 6.2 5.28 6.11 6.8
Pireno 0.9
(1.74) (4.55, 8.49) (1.32) (3.64, 6.08)

*Mediana y percentiles 10 y 90. **Prueba de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney);” p” corresponde a la
comparacion de medianas. 1 grupo de origen pirogénico. ***acenaftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno, naftaleno,
Benzo (e) pireno no se detectaron.

Los 16 HPA’s estudiados, son de interés desde el punto de vista de contaminantes
prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Comunidad Econémica Europea (CEE) debido
a su actividad genotoxica, mutagénica o carcinogénica (IARC, 1987; USEPA, 1999; ATSDR,
1996). La seleccion de estos compuestos se basa en varios factores como son: toxicidad,
facilidad de obtener informacion acerca de ellos, exposicion humana a estos compuestos a lo
largo de la historia y su frecuente aparicion en sitios contaminados. Los efectos sobre la salud
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humana dependen de la dosis, tipo y ruta de exposicion asi como de las caracteristicas
particulares de cada individuo expuesto.

El estudio refleja valores consistentemente mas elevados para cada uno de los HPA's
en la atmosfera de la region con alta actividad de produccion del petroleo. No obstante, estas
diferencias no fueron todas significativas. Algunos autores han propuesto que el tipo de
Hidrocarburo en la atmdsfera tiene una relacion directa con las fuentes de emision y la
cantidad de HPA’s que se genera en cada proceso, dependera del material y la tecnologia
de combustion bajo condiciones predeterminadas lo que produce una cantidad especifica e
invariable de HPA’s; por ejemplo, se han reportado en la literatura compuestos especificos
para determinadas fuentes que inclusive, se han utilizado como huellas digitales. Varios
autores han calculado factores de emision de HPA’s a partir de investigaciones que se han
realizado sobre la emision en diferentes procesos (Bjorseth y Ramdahl, 1985; Wild y Jones
1995). En la Tabla 6.8 se muestran algunos ejemplos de cantidades emitidas reportadas para

diferentes fuentes de emision.

Tabla No. 6.8. Concentraciones tipicas de HPA’s en diferentes fuentes.

B AR B e Combustible Concentracion promedio HPA’s
predominantes
Vehiculos * Gasolina sin plomo Vapor- 221 gkm® Flu, Phe.
Particulas-30.7 gkm™ BaA, BaP
Generacion de energia * Carbén 41.9 gkg™ Pyr, Phe
Petréleo 157 gkg™ Phe
Coccion de alimentos *¥?2 Madera 355 gg™ Pyr, BaA, Cry
1-370gg™
Incineracion 'Residuos 3.9 gm?® Flu, Pyr, BaA
“Neumaticos 240 gg*
Quema agricola’ Pastizal 352 gg*t Pyr, BaA, Cry
Colillas de cigarro Tabaco 264 — 746 ngg™ Fluy Pyr

1) Wild y Jones, 1995; 2) Bjorseth y Ramdahl, 1985; 3) Diaz et al.., 2001.

Algunas relaciones de HPA’s se han definido como especificas para separar la
combustion general y combustibles del petr6leo, en zonas rurales y urbanas; asi como para

diferenciar la vegetacion quemada con los diferentes tipos de combustibles aplicado a zonas
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tropicales. En las distintas asociaciones existe también una gran variedad de valores por
distintos autores para describir una fuente de origen, como es el caso del BaA/BaA+Cry y
Bghi/Ind propuesta por Bucheli et al. (2004), Schulz y Emeis (2000) entre otros.

En la Tabla 6.9, se muestran las principales relaciones de compuestos aromaticos
aplicadas para distinguir las fuentes de combustion en general del petrleo o pirdlisis,
destacando el Ant, Phe, Pyr y Fla como los mas empleados en los estudios ambientales.

Tabla No. 6.9. Rlaciones diagnosticas para las fuentes de combustion y petroleo.

Fuente Indicador Vel t|p3|co: Referencia
ng/m
- Petréleo o derivado Ant/Ant+Phe <01 Bucheli et al., 2004
- Combustién >0.1
- Petrdleo Phe/Ant >15 Gui Peng, 2000
- Combustién <15 Pefia- Méndez et al.,
2001
Combustion Asociacion <10y>1 Gui Peng, 2000
Phe/Ant Guadalupe et al., 2002
y Fla/Pyr
Petrdleo Asociacion <15y>1 Guadalupe et al., 2002
Phe/Ant
y Fla/Pyr
- Combustién Fla/Pyr >1 Gui Peng, 2000
- Petréleo <1 Pefia-Méndez et al.,
2001
- Petrdleo o derivado Fla/Fla+Pyr <04 Bucheli et al., 2004
- Emisiones por quema de 04-05
combustibles
- Combustion de madera, pasto y | BaA/BaA+Cry >0.5 Bucheli et al., 2004
carbon
- Petréleo o derivado <02
- Coml_alnamon de petréleo vy 0.20 — 0.50
combustion
- Emisiones bioldgicas
Emisi 0.16 Gogou et al., 1996*
- misiones por quema de
combustibles 0.33
- Combustidn de diesel
- Combustién de gasolina 0.38-0.65
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- Combustion de combustéleo y 0.43
diesel 0.50
- Combustion de pasto, madera y | BaP/ BeP >0.5 Bucheli et al., 2004
carbdn.
- Fuentes distintas del trafico.
- Fuentes de tréfico <06
> 0.6
- Quema de madera Cor/Ind 0.3 Bucheli et al., 2004
- Combustidn de diesel 1.2
- Combustién de gasolina 2.2
- Petrdleo Z(HAPs de 3-6 <0.05 Jansson et al., 2000
- Combustién gnillos)/ Eg;:ﬁ;zz 0.8a2.0 Guadalupe et al., 2002
alquilados)

- Fuente pirogénica MPhe+Ant/Phe 0.5 Bucheli et al., 2004
- Petréleo o derivado 5
- Fuente pirogénica MFla+Pyr/Pyr 0.3 Bucheli et al., 2004
- Petréleo o derivado 4
- Petréleo o derivado Ind/Ind+Bghi <0.20 Bucheli et al., 2004
- Combustién de combustible fosil 0.20-0.35
- Vegetacion incendiada Bghi/Ind 0.2-05 Wilcke et al., 1999.
- Calefaccion doméstica 11 Schulz & Emeis, 2000.
- Combustibles 2.5
- Combustién de diesel 1112
- Combustién de petréleo 3.5-38
- Combustién de gasolina 0.18 Kavouras, 1999*
- Combustidn de diesel 0.37-0.70 Gogou et al., 1996*
- Emisiones por quema de carbon 0.56 Pio et al, 2001*
- Emisiones por quema de madera Cereceda-Balic et al,
- Petréleo 0.62 2002
- Combustion

<1

>1
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Los andlisis de estos compuestos en conjunto, describen valores significativamente
mas elevados para la region de extraccion del petroleo (p<0.01) con el correspondiente

riesgo para la salud de la poblacion que vive en esta area.

Los HPA’s encontrados mas frecuentemente en las muestras de aire fueron los
correspondientes a las familias de polinucleares de mas de tres anillos, como el fenantreno, el
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(a)pireno y benzo (b)fluoranteno y se asociaron
principalmente a la fase gaseosa de las muestras. En una menor proporcion se encontraron
HPA’s de alto peso molecular, los que estuvieron asociados al componente particulado de las

muestras.

El Fenantreno se asocia generalmente a la combustion incompleta de combustibles
fosiles (Botello, 1991). EI Criseno es uno de los HPA’s observados como componente
principal de las muestras de los sitios adyacentes a las instalaciones petroleras. Se ha
considerado al criseno como huella digital del diesel y de la gasolina, ya que se produce
durante la combustion incompleta de estos compuestos. Botello y colaboradores, 1996;
reportaron que el fluoranteno y el pireno se pueden utilizar como huellas digitales de la
combustion incompleta de hidrocarburos y que el benzo(a) antraceno, el criseno y el benzo(a)
pireno pueden estar también presentes pero en menor grado. Barale et al, 1991 reportaron que
el fenantreno, indeno(1,2,3-c,d) pireno, el benzo(b) fluoranteno y el benzo(k)fluoranteno son
HPA’s caracteristicos de la quema de biomasa (madera y pastizales). Estos compuestos
también fueron detectados en las muestras de la atmdsfera de Tabasco.

Sin embargo los hidrocarburos de menos de tres anillos de importancia en la salud
como acenaftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno, naftaleno, Benzo (e)pireno no se
detectaron, probablemente debido a su alta volatilidad, se degradan féacilmente al tener
presiones de vapor altas y al estar expuestos a radiacion solar; lo que desencadena reacciones
de degradacion fotocatalitica.

Algunos autores como Yunker et al (2002), sefialan que existen relaciones diagndsticas
entre grupos de HPA's, como por ejemplo; la relacion Fenantreno + Pyreno, Benzo (a)

antraceno+ criseno, indican fuentes de contaminacién de HPA's por quema de biomasa
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(madera y pastizales), emisiones vehiculares y combustion de carbon. Esta relacion se debe a

la estabilidad termodinamica ligada al peso molecular, volatilidad y solubilidad de cada

compuesto.

TABLA No. 6.10. Comparacion de la concentracion entre hidrocarburos con

predominio en fase gas y fase particula (ng m™).

Limites de
deteccion _ N
(LD)y de Expuestos (n=34) No expuestos (n=41)
Grupo cuantificacién
valor p**
(LC) de ) mediana* ) mediana*
HPA'senel | media (d.e.) media (d.e.)
aire, pg/m3 (10%, 90%) (10%, 90%)
Hidrocarburos con
predominio en fase | LD LC
gas
) 25 73 28.21 231
Criseno 13 41 ' 4.24 (3.69) <0.001
(17.36) (4.42, 44.96) (2.31,11.12)
] 14.58
Benzo(a)Pireno 3 11 |15.72 (3.07) 8.93(0.13) <0.001
(12.39, 19.64) (8.69, 9)
0.51 0.71
Acenafteno 0.1 1 | 0.53(0.17) 0.55 (0.30) 0.9
(0.35,0.74) (0,0.71)
25 42 17.25 3.79
Benzo(a)Antraceno 12 40 ' 5.54 (3.34) <0.001
(12.35) (15.48, 41.87) (3.79, 11.75)
24.53 16.04 19.41
Benzo(k)Fluoranteno | 3 11 ' 17.20 (4.23) 0.9
(12.20) (15.36, 40.66) (9.32, 19.41)
Indeno(1,2,3c,d 35.11 60.43
¢ bl s | U 53.28 (13.64) 0.3
Pireno (21.76) (12.47, 65.47) (27.87, 60.43)
118.11 95.65
Total 131.09 89.75 (11.27) <0.001
(41.24)  (84.42, 182.98) (68.75, 95.65)
Hidrocarburos con predominio en fase particula
0.35
Fenantreno 0.1 5 0.57 (0.12) 0.95 (1.14) <0.001
(0.39, 0.68) (0.35,3.08)
0.32 0.45
Antraceno 0.1 3 0.30 (0.22) 0.35(0.19) <0.001
(0,0.53) (0, 0.45)
2.26 2.40
Fluoranteno 1 6 2.42 (1.15) 2.45 (0.10) <0.001
(0.97, 3.78) (2.40, 2.63)
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8.05 1.90
Benzo(b)Fluoranten | 5 45 | 7 46 (4.42) 357 (3.18) 0.02
0 (1.21, 12.08) (1.90, 9.50)
12.96
Total 10.74 (5.45) 7.32 (4.24) 0.05
(2.57, 15.34) (5.1, 15.21)

*Mediana y percentiles 10 y 90.
**Prueba de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney).

En la Tabla 6.11 se muestran concentraciones totales promedio de los hidrocarburos en
los diferentes sitios, encontrando los valores mas altos en los sitios con mayor actividad
petrolera como Nuevo Torno Largo y Gregorio Méndez, los cuales  presentaron
concentraciones totales promedio de 273.37 y 231.07 ng/m® respectivamente, en estas zonas
las fuentes puntuales principales, son las baterias de separacién y compresion, quemadores a
cielo abierto y la Terminal Maritima Dos Bocas y las menores concentraciones se registraron

en los sitios considerados con nula actividad petrolera; Netzahualcdyotl y Uquina.

Por otro lado, se presentan las concentraciones registradas en los diferentes sitios de
cada hidrocarburo de importancia en la salud. Se aprecia que los valores mas altos de cada uno
de los hidrocarburos de manera individual se presentaron en los sitios con actividad petrolera,

en concentraciones hasta de 67.57 ng m™

Es importante mencionar, que las variaciones en las concentraciones de HPA's en fase
gas y particula se asocian a la falta de constancia de los factores meteorologicos. Diferentes
autores reportan, que las concentraciones flucttan dia a dia, reflejando los diferentes origenes
de las masas de aire, asi como la contribucion de las diferentes fuentes de emision, ademaés de
gue algunos HPA's reaccionan mas rapido debido a su fotoreactividad, combinada con las
variaciones en la Temperatura y otros factores meteoroldgicos (Gigliotti et al., 2000 y Lee,
1999).

TABLA 6.11. Concentracion de HPA's en cada sitio de estudio

HPA's (ng m?) Sar;] I\=/Iig7;uel G. rIl\/I=én7dez Tor:lwo:L?rgo ViIIanhir;nosa '\)I/eEJZ;Sil:%I?\éZO;I
Fase gas 91.16 165.06 202.2 94.64 144.17
Fase particula 132.95 66.01 71.47 67.87 19.97
Total 224.11 231.07 273.37 162.51 164.14
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Hidrocarburos detectados que representan riesgos a la salud:

Benzo(a)Antraceno 35.88 26.69 49.4 26.46 8.28
Criseno 52.89 11.94 54.94 16.97 4.16
Benzo(b)Fluoranteno 1.21 27.09 12.08 17.37 12.96
Benzo(k)Fluoranteno 43.26 31.43 52 16.44 21.26
Benzo(a)Pireno 14.9 15.31 25.54 15.75 10.94
Indeno (1,2,3- ¢,d.)Pireno 26.88 67.57 42.25 37.33 12.13
Dibenzo(a,h)Antraceno 32.48 10.62 12.24 14.27 0
Total 207.5 189.65 248.45 144.59 69.73

*Los valores de los hidrocarburos corresponden a la mediana obtenida a partir de las muestras en cada sitio, por lo tanto a
cada sitio le corresponde sélo un valor de concentracién de cada hidrocarburo, se asume que los individuos del mismo sitio
estuvieron expuestos a las mismas concentraciones de hidrocarburos.

De acuerdo con la Agencia de Sustancias Toxicas y al Registro de Desastres de los
EUA (ATSDR, 1996), la concentracion base de los 16 HPA's en el aire de zonas rurales se
encuentra entre 0.02 y 1.20 ng/m® y en zonas urbanas entre 0.15 y 19.30 ng/ m®.

Aunque no existe un limite establecido por las Normas Oficiales Mexicanas por debajo
del cual no exista riesgo de exposicion a HPA’s™ en la atmosfera, existen valores establecidos
para algunos HPA's, en diferentes paises de acuerdo a la National Air Toxics Information
Clear in House (NATICH, 1992).

La Tabla No 6.12. establece un punto de comparacion de los Hidrocarburos estimados
en el Estado de Tabasco con respecto a otros paises, aunque por la complejidad de los
aerosoles atmosféricos que incluyen cientos de compuestos organicos en los cuales
aproximadamente el 10 % pueden ser identificados, no existe un rango de concentracién
predeterminado para cada hidrocarburo como se puede observar en la Tabla, en donde los
valores promedio de HPA's tienen una gran discrepancia, debido a las complejas reacciones
del carbdn organico en la atmasfera y a las transformaciones de estos compuestos durante el
muestreo, relacionados con los cambios meteoroldgicos y a los procesos de fotodegradacion:
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TABLA 6.12. Limites de HPA's en el aire ambiente de varios paises.

valores en el aire Niveles de HPA's
HPA's ambiente(ng/m)anual Lugar promedio(mensual)
9 enTabasco, (ng/m°)
1,300.00 Vermont, USA *
Fenantreno 0.85-1.0 Rio de Janeiro, Brasil* 0.57
0.52 Ciudad de México*
60 Lousiana *
Fluoranteno 0.15-1.65 Rio de Janeiro, Brasil* 2.42
0.82 Ciudad de México*
0.57-1.0 Arizona *
Benzo . -
(a)antraceno 0.073-2.01 Rio de Janeiro 40
0.64 Rio de janeiro*
) 50 Texas*
Criseno . . 25.73
1.2 Ciudad de México*
3 Texas*
10 Agencia Ambiental
Federal Alemana*
0.2-0.35 Flanders, Bélgica*
Benzo (a) pireno 28 Taichung, China* 15.31
2.6 Atenas, Grecia*
0.88-10.7 Rio de Janeiro, Brasil*
1.19 Ciudad de México*
; 0.57 Arizona*
Dibenzo(a,h) : : 10.62
antraceno 1.01 Ciudad de México**

*Amador M.O, 2003

A continuacién se presenta una

** Hernandez Mayen S., 2005

relacion de algunos de

los HPA's

carcinogenicos, encontrados en la literatura con el fin de asociar los valores de hidrocarburos

encontrados en las zonas de estudio con los valores potenciales de riesgo a la salud por HPA's

por inhalacion (Tabla 6.13), de acuerdo a la concentracion de cada hidrocarburo:
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TABLA 6.13. Valores potenciales de riesgo de los HPA’S por inhalacion.

Hidrocarburo Policiclico Chemical Abstract Service Unidad de Riesgo
Aromatico (HPA’s) (CAS) Number (ng/m?)
Benzo(a)Antraceno 56-55-3 9.09
Benzo(a)Pireno 50-32-8 0.91
Benzo(b)Fluoranteno 205-99-2 9.09
Benzo(k)Fluoranteno 207-08-9 9.09
Criseno 218-01-9 90.9
Dibenzo(a,h)Antraceno 53-70-3 0.83
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 193-39-5 9.09

Fuente: Toxic Air Contaminant Document, Office of Environmental Health Hazard Assessment (OEHHA), California
Environmental Protection Agency.

Los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos caracteristicos, originados por la quema de
madera fueron el dibenzo (a,h) antraceno, benzo(k) fluoranteno e indeno 1,2,3-c,d) y benzo (a)
pireno y el compuesto asociado con emision de gasolina y diesel fue el criseno. Los valores de
concentracion de HPA"s sobrepasaron los valores de unidades de riesgo establecidos por la
OEHHA vy se encontraron en los diferentes sitios asociados a la fase particulada,
predominando en los sitios expuestos de: Torno Largo y Gregorio Méndez. En las graficas
6.13.1 a 6.13.7 se presentan las concentraciones de HPA's obtenidas, enmarcando con una

linea verde, los valores limite de unidades de riesgo (ng/m?):
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Gréfica 6.13.1. Niveles de exposicion a Benzo (a) antraceno
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Graéfica 6.13.2. Niveles de exposicion a Benzo (a) pireno
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Los Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos mas caracteristicos por la quema de
madera fueron el Benzo (b) Fluoranteno, Benzo (k) Fluoranteno e Indeno (1,2,3-cd)Pireno y se

encontraron en todos los sitios de muestreo principalmente asociados a fase particula.

Esto significa que efectivamente estos compuestos provienen de procesos de quemas
agricolas, forestales, basuras y que se encuentran ampliamente distribuidos en todo el Estado
de Tabasco. Por el origen del Fenantreno se considera dentro del grupo de compuestos
originado por combustion incompleta de combustible fosil, este compuesto se registrd solo
en una zona suburbana de la ciudad de Villahermosa. Lo cual probablemente se deba a que se
relaciona con la combustion de gasolina, ya que el parque vehicular en ese punto es una fuente

importante de emision a la atmosfera de HPA's:

=
-

Netzahualcoyotl Gregorio Méndez Nuevo Torno San Miguel  Col. Las Gaviotas
Largo

SITIOS DE MONITOREO

Graéfica 6.13.3. Niveles de exposicion a Benzo (b) fluoranteno
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Las concentraciones més altas de HPAs en la atmosfera se encontraron en las zonas
rurales de Nuevo Torno Largo y Gregorio Méndez con actividad de la industria petrolera, es
decir en zonas con alta actividad en las baterias de separacion y compresion donde se pueden
localizar fuentes puntuales como quemadores a cielo abierto y la Terminal Maritima Dos
Bocas (TMDB), mientras que las menores concentraciones de HPA's se registraron en la
comunidad rural de San Miguel zona con actividad petrolera de Procesamiento de Gas

Natural.
30
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Netzahualcoyotl Gregorio Méndez Nuevo Torno San Miguel Col. Las
Largo Gaviotas
SITIOS DE MONITOREO

Graéfica 6.13.4. Niveles de exposicion a Benzo (k) fluoranteno

Las concentraciones de estos HPA's en la poblacion de San Miguel 18, Secc. pueden
ser influenciadas por el parque vehicular de la cabecera municipal de Reforma, por actividades
locales y en menor grado por el C.P.G. (Complejo Procesador de Gas) Cactus ya que es la
fuente de emision mas cercana a la poblacién, con direccion de viento predominante a favory

una baja velocidad de viento durante el periodo de muestreo.
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Netzahualcoyotl Gregorio Méndez Nuevo Torno San Miguel Col. Las
Largo Gaviotas
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Gréfica 6.13.5. Niveles de exposicion a dibenzo (a,h) antraceno

Los altos niveles de HPA's, registrados en la comunidad de Nuevo Torno Largo en el
periodo de monitoreo se pueden relacionar con fuentes de emision provenientes del Golfo de
México y actividades locales, debido al intercambio entre los aerosoles marinos y las
particulas terrestres (componente horizontal de los vientos), a través de los cuales se

transportan los contaminantes (HPAs) desde la tierra hacia el mar y viceversa.

Un ejemplo importante de zona impactada por hidrocarburos cercana a la zona de
estudio; Torno Largo es la laguna de Mecoacan, que en estudios realizados por Botello en
1996, se encontraron niveles altos de hidrocarburos en sedimentos (88 ppm). Alrededor de la
laguna de Mecoacan se encuentran zonas de explotacion petrolera, en las cuales se llevan a
cabo actividades rutinarias de perforaciéon y transporte del petroleo, que pueden ocasionar
derrames por el aporte continuo de hidrocarburos del petroleo hacia este sistema costero.
Ademas de que en los méargenes de esta laguna, se encuentra la terminal petrolera de dos
bocas (TMDB); cuya capacidad de almacenamiento es de seis millones de barriles de petrdleo

crudo y en cuya movilizacién, carga y descarga de hidrocarburos se liberan cantidades
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importantes de desechos conteniendo HPA's, que tienen como destino final el ecosistema
lagunar, ya que en estos lugares el trafico de buques comerciales y petroleros es intenso, por lo
que es considerada como una zona de alto riesgo para las poblaciones que habitan alrededor

de este cuerpo de agua y se alimentan de la pesca.

Otro aporte importante de hidrocarburos en las zonas costeras cercanas al punto de
muestreo Torno Largo, son las plataformas petroleras de PEMEX, cuyos contaminantes se
distribuyen en los ecosistemas de la regidon por la accion de las corrientes y los vientos

dominantes.
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40 £

Netzahualcoyotl Gregorio Nuevo Torno San Miguel Col. Las
Méndez Largo Gaviotas

SITIOS DE MONITOREO

Grafica 6.13.6. Niveles de exposicion de Indeno (1,2,3,c,d) pyreno

El segundo sitio de muestreo que presentd valores altos de HPA's, fue Gregorio
Méndez, ya que este punto ademas de los aportes locales de hidrocarburos, recibe emisiones a
la atmdsfera a 100 km de distancia, provenientes de quemadores, campos petroleros, una
petroquimica, 78 instalaciones de procesamiento primario y una terminal maritima (Dos

Bocas), asi como el aporte de hidrocarburos provenientes de lagunas costeras (Botello, 1990),
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ademas del aporte de quemas forestales, de basura y parque vehicular del municipio de
Comalcalco y Paraiso.
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Graéfica 6.13.7. Niveles de exposicién del Criseno (Valor > 90.9 u. riesgo)

La Ciudad de Villahermosa, se encuentra influenciada por las diversas fuentes de
emision puntuales y por el parque vehicular En el poblado de Netzahualcoyotl influye
principalmente la actividad agropecuaria es decir la quema de basura, forestal y ciertas

costumbres culturales como es la coccién de alimentos con lefia o carbon.

Los HPA's Totales de origen pirogénico, donde se lleva a cabo combustion incompleta
de combustible fosil, los mas caracteristicos fueron el Criseno, Benzo(a)Antraceno vy
Benzo(a)Pireno, las mayores concentraciones de estos compuestos se encontraron en las
poblaciones de Nuevo Torno Largo, Gregorio Méndez y San Miguel, aunque no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Las temperaturas mayores en el periodo de monitoreo se presentaron en las
poblaciones de Netzahualcdyotl y San Miguel, los cuales presentaron valores muy bajos de
HPA’s, principalmente en los compuestos aromaticos de 3 a 4 anillos. Lo cual es probable que
pueda asociarse a una alta presion de vapor, propiedad que los hace mas volatiles y a la

degradacion producida por temperaturas altas.

Los niveles mayores de riesgo para la salud se presentaron en Nuevo Torno Largo y
Gregorio Méndez, ya que en ambas comunidades se registraron las mayores concentraciones
de Benzo(a)Antraceno, Benzo(a)Pireno, Benzo(b)Fluoranteno, Criseno,
Dibenzo(a,h)Antraceno e Indeno(1,2,3-cd)Pireno, reportados por la Toxic Air Contaminant
Document, Office of Enviromental Health Hazard Assessment (OEHHA) como prioritarios

por desencadenar procesos cancerigenos.

La siguiente tabla (No. 6.14), da una idea de comparacion, de los valores de HPA’s
reportados en la atmoésfera de varios paises, las concentraciones no presentan un rango de
valores homogéneo, debido probablemente al periodo de muestreo estacional, a la variacion de
los factores meteoroldgicos y a la compleja reactividad de fotodegradacion de cada uno de

los compuestos de HPA's. en la atmosfera.

Tabla No. 6.14. Comparacion de las concentraciones de HPA'’S en la atmosfera de varios

paises.
PAIS Concentracion Tipo de Medicién
HPA's (ng/m”)

Sur de la Cd. México 208 Fase particulada, 1998

Londres, Reino Unido 166 Fase gas y particula, 1992
E.E.U.U. 56 Fase gas y particula, 1982
Viena, Austria 412 Fase gas y particula, 1992
Tabasco, México 200.17 Fase gas y particula, 2,000
Ciudad de México( sur) 7.84 Fase gas y particula, 2005

Aunque pueden existir diferencias entre los indices de HPA's establecidos para climas
templados comparados con los obtenidos para climas tropicales sin embargo se puede
observar que en diversos paises europeos han establecido valores medio anuales de BaP entre

0.7 y 1.3 ng/m3 (Vera et al,2003); de acuerdo a los resultados obtenidos, las concentraciones
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de este compuesto estuvieron por arriba de los limites establecidos como unidades de riesgo
de la OEHHA, aunque una mejor evidencia seria el aporte de datos obtenidos de HPA's en

Tabasco durante un afio.

En otros estudios realizados en Bangkok, Tailandia, identificaron el riesgo a la salud
de nifios en edad escolar expuestos a HPA's en zonas urbanas con alta densidad vehicular y
encontraron valores de Hidrocarburos promedio en la atmésfera de 30.39 + 5.80 ng/m® con
respecto a los nifios cuyas escuelas se encontraban en zonas rurales (5.78 + 1.08 ng/m®), esto
pone de manifiesto que las emisiones de hidrocarburos originados por el parque vehicular

contribuyen de manera importante a la concentracion de HPA's. (Tuntawiroon etal., 2007).

Los HPA’s conformados por 3 y 5 anillos bencénicos como benzo(a) antraceno y
criseno, se originan a traves de procesos a altas temperaturas o pirdlisis principalmente por la
quema de combustibles fosiles. Por ejemplo, el Fenantreno es uno de los compuestos mas
caracteristicos y abundantes en areas de contaminacion por petroleo cuyas fuentes de origen
son procesos piroliticos y productos de desecho de la industria petrolera

6.4 .- Daino Genotéxico en las Poblaciones

Con la finalidad de describir el comportamiento de cada uno de los biomarcadores de
dafio temprano en la poblacion de estudio, se obtuvieron los valores promedio de cada uno de
los biomarcadores estimados, para evaluar si se encontraban fuera de rango de acuerdo a la

literatura, como se muestra en la Tabla No. 6.15:

TABLA 6.15.- Evaluacion de los biomarcadores en poblacién infantil.

. . Valo
. Media Mediana Valor r
Biomarcador ) ‘o
(d.e.) (10, 90%)* minimo | Maxi
mo
Micronucleos
Microntcleos por célulast (n=73) 2.728 2.999 13.9
1
logmn2000 (1.969) (1, 6.58) 99
.. s 1.364 1.4
Indice de division nuclear (n=72) 0.39 1.82
(0.197) (1.213, 1.517)
Cinética de proliferacion celular
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o L 0.038 0.039 0
Indice mitético (n=71) 0.014
(0.010) (0.022, 0.053) 065
. o 2.575 2.57
Indice de replicacion (n=71) 1.84 2.90
(0.153) (2.414, 2.776)
Intercambios de cromatides por célula 6.370 6.40
_ 4.35 9.85
((n=71) (0.871) (5.276, 7.382)
0.21
Intercambios de cromatides por 0.141 0.141 0.099 8
cromosoma (n=71) (0.019) (0.118, 0.166) '
Ensayo Cometa
) 18.430 16.655 59.7
Tamafio de cola en micrast (n=70) t_h 5.190 i
(1.790) (6.170, 50.180) 79
1.049 0.949 7.33
Razén cola/cabeza (n=70)1 cola_t_ 0.309 '
(1.903) (0.46, 2.531) 0
*Mediana y percentiles 10 y 90. TEI célculo se hizo con el logaritmo natural y posteriormente se saco el

La primera evaluacion citogenética en los ensayos consistio en la determinacion de la
“viabilidad” celular de las muestras de linfocitos de sangre periférica, con el objeto de
certificar antes de llevar a cabo los diferentes ensayos, el porcentaje de las células que se
encontraban viables y corroborar que no habian sufrido dafio al ser transportadas del lugar de
estudio al laboratorio, para lo cual se llevo a cabo la aplicacion de la técnica de exclusion por
azul tripano (Morley, 2006), que consistio en contabilizar las células en la camara de
Neubauer, para poder establecer el porcentaje de células refringentes o células vivas.

El porcentaje de las células vivas fue alto en todos los sitios (95%), lo cual significa
que las muestras estuvieron aptas para los analisis en los ensayos. El cuadro siguiente,

presenta los porcentajes de viabilidad de todos los sitios:

105



Genotoxicidad en poblacién infantil exp HPA's... Gamboa Rodriguez M.T.

TABLA 6.16. Porcentaje de viabilidad celular en las muestras de sangre periférica en
nifios que habitan en los diferentes sitios de estudio.

SITIO % de Viabilidad celular
Uquind y la Loma, Balancan 96.86
Netzahualcéyotl, Balancan 97.20
Gregorio Méndez 1ra. Secc., Comalcalco 96.75
Nvo. Torno Largo, Paraiso 95.33
San Miguel 1ra. Secc, Reforma 97.90
Col. Las Gaviotas, Centro 98.70

En la figura siguiente, se observan los microndcleos tipicos de una célula binucleada
encontrados en uno de los individuos de estudio y que corresponde al sitio de Torno Largo:

Figura No. 6.15.A Células binucleadas con micronucleos. La imagen “A” muestra un microntcleo tipico
entre los dos nucleos de una célula en division. Se puede observar que tiene la misma densidad de la cromatina
nuclear y se encuentra dentro del citoplasma de la célula binucleada. La imagen “B” muestra una célula
binucleada con dos micronucleos (flecha).

Fenech y Morley (1985), establecen que los niveles de la frecuencia basal de
micronucleos (MN) en nifios sanos es de 4.4 + 2.6 en 500 células binucleadas. Para
uniformizar criterios en el nimero de Micronlcleos a nivel internacional se desarroll6 el
proyecto “HUMN” (Human Micronucleus International Collaborative Study), estableciendo
las frecuencias basales de microndcleos en linfocitos de sangre periférica de poblaciones
infantiles analizadas en varios laboratorios del mundo registrando valores promedio entre 4.48
y 5.70 (con un intervalo de confianza entre 3.35 a 5.98 en 1000 células binucleadas) (Fenech,
et al, 2003; HUMN Project; Bonassi, 2007).
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En un estudio en el que se analiz6 la frecuencia basal de micronucleos en nifios
expuestos a agentes genotoxicos ambientales, se encontré que la frecuencia de MN aumenta
con la edad, el rango promedio de micronucleos oscilaba entre 1.70 y 9.92 en nifios desde 1
afio de edad hasta jovenes de 19 afos. (Neri, etal 2005). En la Tabla 6.17 se muestra la
relacién entre el rango de edades y la media de MN encontrada por diferentes autores. En
donde es importante sefialar que el promedio de micronucleos arrojado en el presente estudio

presenta valores considerados dentro del rango promedio mundial.

Bonassi y Fenech (2001), también afirman que la frecuencia basal de los microndcleos
aumenta con la edad, esto se demuestra en el proyecto mundial de microndcleos, donde varios
laboratorios intercalibraron el protocolo para evaluar MN en células binucleadas encontrando
un rango de frecuencias promedio entre 1y 1.5 y que corresponden a nifios y jovenes desde
0 a 20 afios de edad, en ambos sexos y aumenta significativamente el nUmero de micronucleos
con la edad después de los 30 afios, presentando las mujeres un incremento de MN mayor al

de los hombres.

TABLA No. 6.17. Frecuencia de Micronucleos reportados en la literatura mundial en
nifios. (Neri, et al 2005):

Estudios Mundiales realizados en MN en nifios
No. de nifios referidos MN Rango de edades
Referencia

(No. Total de sujetos en estudio) (media £ DS) (afios)
Shi et al. 2000 20 (68) 1.70+1.83 0-10
Barale et al. 1998 136 (1,650) 220+222 0-19

Zotti-Martelli et al. 1999 30 (72) 2.26 +2.35 15+2.0
Fellay-Reynier et al. 2000 20 (41) 2.71+£2.60 0-18
Vleminckx et al. 1997 33 (220) 2.94 +2.46 6-15
Migliore et al. 1991 15 (45) 414 +1.75 1-12
Maluf and Erdtmann 2001 30 (74) 4.65+225 0-17
Livingston et al. 1997 31 (80) 5.16 £ 2.51 4-14
Dulout et al. 1996 12 (44) 5.58 +5.51 8-14
Da Cruz et al. 1994 16 (276) 7.33+3.88 1-18
Bilban and Vaupotic 2001 20 (105) 9.00 £ 3.80 8-12
Fenech et al. 1997 11 (116) 9.80+3.32 12-15
Mikhalevich et al. 2000 10 (30) 9.92+2.70 14-17
*Gamboa et al.2009 73(75) 2.72; 1.96 6-15
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Barale y Chelotti (1998); llevaron a cabo un andlisis en 1,650 individuos sanos, para
analizar la frecuencia de ICH y MN en zonas urbanas (Pisa, Italia) y los compararon contra
individuos de zonas suburbanas con habitos fumadores, encontrando una relacion lineal en el
namero de intercambios relacionada con la exposicion al humo del cigarro, incrementandose
los valores de ICH en individuos que habian estado expuestos al humo del cigarro,
presentando valores de ICH de 8.09 + 1.88 comparados con los individuos que no habian

estado expuestos al humo del cigarro, cuyos valores fueron de 7.54 + 1.61.

Es importante destacar que en la literatura se han descrito los niveles basales de ICH
por célula en linfocitos de individuos no expuestos a mutagenos con un rango normal de 0 a
16 y los ICH por cromosoma con una frecuencia de 0 a 0.34. El nimero de ICH depende de
las variaciones en las concentraciones utilizadas del andlogo Brdu en los cultivos de linfocitos
(Gonsebatt, 1994). Y para el caso del Indice Mitético, el valor histérico promedio registrado
en México se encuentra en 0.025 + 0.002 vy el indice de Replicacion en 2.56 + 0.10
(Gonsebatt et al, 1995).

En un estudio en poblaciones infantiles de Polonia en edades entre 5 y 14 afios que
vivian en dos ciudades muy contaminadas, se les aplicd una bateria de biomarcadores de dafio
temprano y mostraron valores promedio de MN de 4.44 en 1000 células binucleadas y una
frecuencia de ICH con un rango de 6.24 y 10.06, asumiendo como causa principal del dafio
genotdxico a la exposicion de HPA's producto de emisiones por combustion de
hidrocarburos en estufas en interiores. (Mielzyriska et al 2006).

Al comparar el presente estudio con los valores establecidos en la literatura
Internacional; el rango de frecuencias de MN registrado en la poblacion infantil de estudio se
encuentra dentro del rango de valores en las Gltimas investigaciones a nivel mundial, los
cuales tuvieron valores desde 1 hasta 14 MN, con exposicidon o sin exposicion a diferentes
compuestos, con un promedio de 2.72. En relacion a los ICH por célula de la poblacion del
presente estudio, se encontraron valores s dentro del rango de frecuencias normales de ICH

reportados en la literatura mundial (promedio de ICH 6.37); los cuales fueron de 5.97 a 6.85.
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En el caso de los resultados del Ensayo cometa los valores se encuentran dentro de
rango caracteristico de genotoxicidad, de acuerdo a la literatura, por ejemplo; un estudio sobre
el riesgo potencial de exposicion a particulas asociadas a Hidrocarburos Policiclicos
Aromaticos (HPA's), en nifios que habitan megaciudades como Bangkok, Tailandia, con
elevado trafico vehicular, muestra que los nifios son méas vulnerables a impactos en la salud
asociados con la exposicion a contaminantes genotdxicos que los nifios que viven en la
provincia y tienen mayores riesgos a la salud de desarrollar ciertos tipos de cancer. En el
estudio los valores encontrados en el ensayo cometa muestran; que la longitud de cola del
cometa tuvo una media de 1.93 + 0.09 pm y un momento de cola (diametro del Ndcleo del
Cometa) de 0.23 + 0.01 pm (Tuntawiroon et al; 2007).

En otro estudio realizado en Croacia (Nevenka y Vera, 2001), evaluaron a personal
Médico de un hospital expuesto a antineoplasicos para ver como influye la aplicacion de
farmacos en el dafio genotdxico, para lo cual se evaluo el dafio al ADN utilizando el ensayo
cometa que presentd los siguientes resultados: La longitud del cometa mostrd valores
promedio de 17.46 + 1.99 um en sujetos expuestos y 12.55 + 0.82 um en el grupo control.
El Momento de cola (radio del nucleo), fue de 14.31 + 2.16 um.

La Tabla 6.18 muestra los valores promedio de cada parametro de la bateria de
biomarcadores evaluados y los diferentes sitios de muestreo, en donde segun el grado de
exposicion a hidrocarburos se esperaria obtener dafio significativo en los linfocitos de la
poblacion de estudio, sin embargo solo algunos parametros como son; IR e ICH mostraron
valores ligeramente por arriba de la media registrada en los controles historicos del
Laboratorio de Gendmica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, asimismo
en un estudio realizado en individuos expendedores de gasolina y en boleadores de calzado
(Galicia, 1998), utilizando el ensayo cometa se encontraron valores por arriba del rango

normal en la longitud de la cola del cometa con respecto al nlcleo, segun la literatura.

En el presente estudio los valores de longitud de cola del cometa presentaron lecturas
mayores a los registrados en la literatura (40.45 um) con diametros de cola de 2.74 de pm.
Por lo que inferimos que el dafio genotoxico fue importante y se relaciona con el sitio de

estudio de mayor exposicion a hidrocarburos (Nvo. Torno Largo), debido a las caracteristicas
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ya mencionadas como son los diversos procesos que se llevan a cabo alrededor de la zona

como es el manejo, emisién, transporte y distribucion de petréleo y productos de combustion.

TABLA  6.18. Valores obtenidos en la bateria de biomarcadores aplicados a la
poblacién infantil en cada sitio de estudio
San | Gregorio| Torno Villa ’ Uquina
Miguel Méﬂdez Largo |Hermosa Netz(agluallcgyotl ()
~ c) n=

Biomarcador |__N=10 n=12 n=10 n=9 n=17

media, | Media | Media | media media media, p <0.001

mediana | mediana | mediana | mediana mediana mediana
Microndcleos 4.06 1.698 3.309 *4.863 2.321 2.176 0.001**
en 1,000
célulast 3.999 1.414 3.464 8 2 2.999 0.003
(n=73)
indice de| 1.413 1.314 *1.443 1.311 1.258 1.450 0.001**
division
nuclear 1.445 1.325 1.435 1.38 1.34 1.460 0.001**
(n=72)

Cinética de proliferacion celular
indice 0.03 0.038 *0.045 0.026 *0.045 0.038 0.001**
7). 0031 | 0038 | 0043 | 0.022 0.044 0.040 0.001%
indice de| *2.777 2.521 2.554 2.457 2.541 2.601 0.001**
replicacion | 51 | 2555 | 256 | 2.505 2.54 2.595 0.001%*
(n=71)
Intercambios 6.261 6.52 *6.854 6.59 5.977 6.198 0.1
de cromatides 6.4 6.44 6.89 6.01 5.75 6.150 0.04
por célula '
(n=71)
Intercambios 0.14 0.146 *0.15 0.146 0.131 0.137 0.1
de cromatides | 0.143 0.141 0.151 0.132 0.126 0.136 0.05
por '
cromosoma
(n=71)
Cometa

Tamafio de| 12.947 15.893 | *40.454 | 18.564 21.024 13.276 0.01
cola en| 13.574 15.775 45.63 14.896 22.34 13.484 0.001%*
micrast '
(n=70)
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Razén
cola/cabezat
(n=70)

0.814
0.848

0.954
0.974

*2.748
2.719

0.026
0.759

1.074
1.15

Gamboa Rodriguez M.T.
0.703 0.01
0.702 0.001**

Comparacion de medias con ANOVA
con el logaritmo natural y posteriormente se sac6 el exponencial.

*Valor mas alto registrado en cada biomarcador
**valores con diferencias significativas

p< 0.001 tEI célculo se hizo

Para llevar a cabo una comparacion entre los valores encontrados del ensayo cometa y

los diferentes sitios de estudio, se aplicdé una prueba estadistica NO paramétrica de

comparacion de medianas, por el tamafio de la muestra en cada sitio, ya que los datos de la

media del ensayo cometa no presentaron una distribucion normal.

Para analizar la citotoxicidad se midireron las alteraciones en la proliferaciéon de los

linfocitos humanos; Indice Mitético (IM) y la Cinética de Proliferacion Celular (CPC) y la

genotoxicidad al ADN se evalué mediante la frecuencia de ICH, Micronucleos y el ensayo

cometa . En la figura No. 6.15.B, se muestran las etapasde division celular para evaluar los

cromosomas de células que se han dividido una (MI), dos (MIl) y 3 6 mas veces (MIII).

Cinética de Proliferacion Celular
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Figura 6.15.B. Cinetica de Proliferacion Celular: Primera Division Celular (MI);
Segunda Division Celular (MI1) y Tercera Division Celular (M3).

111



Genotoxicidad en poblacién infantil exp HPA'S... Gamboa Rodriguez M.T.

En relacién a los biomarcadores que presentaron los valores de genotoxicidad y
citotoxicidad mas altos en los diferentes sitios de estudio; el sitio Villahermosa mostro6 valores
significativos en la frecuencia de micronucleos; el sitio considerado con mayor impacto por
HPA's fué Torno Largo, el cudl tuvo valores significativos en el indice mitdtico, ensayo
cometa y aunque los valores de Intercambio de Cromatides Hermanas fueron altos, no
presentaron diferencias significativas. EI sitio San Miguel presento los valores mas altos en

cuanto al indice de replicacion de la cinética de proliferacion celular.

La Frecuencia de MN, longitud de migracion del ADN Yy la relacion cabeza/cola en el
ensayo cometa, en su escala original no cumplieron con los supuestos de la regresién lineal
por lo que se transformaron los modelos lineales a modelos con el Logaritmo Natural en cada
parametro de los ensayos de microndcleos y cometa; para el resto de los modelos se utilizaron

los biomarcadores en su escala original.

Las graficas de caja para la frecuencia de MN, muestran una gran dispersiéon entre
todos los sitios de estudio con respecto a la mediana. Los valores se encuentran dentro del
rango normal y la frecuencia mayor de Microndcleos fue para el sitio Villahermosa, que

presento diferencias significativas. (Grafica 6.13.8):

-ff @ logartmo natural de mn_2000
[ o

. —]_ Sitio 1: San Miguel

Sitio 3: Villahermosa

1.5 Sitio 5: Uguina

T Sitio 6: G. Mendez

J_ Sitio 7: Tormo Largo
L] = Control

k= Expuesto

Graéfica 6.13.8. Modelo de caja de la frecuencia de Micronucleos en los diferentes
sitios de estudio. *significativo p<0.001
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En relacion al parametro indice de Division Nuclear, los valores més altos fueron para
el sitio No. 1 (San Miguel) y no mostraron diferencias significativas y el rango de los valores

de IDN entre los grupos de estudio fueron normales, sin diferencias significativas.

f gindice de dwson nuclear N\

| -

= Sitio 1: San Miguel
Sitio 3: Villahermosa

14 4 T s %I
= % % Sitio 4: Netzahualeovotlh

i Sitio 5: Uguina

& St 6: . Mender

5 - Sitio 7: Torno Largo

*= Control

*E= Expuesto

| P |
\ | - L] -] 7] ] |

.o iy

Graéfica 6.13.9. Modelo de caja para el indice de division nuclear en los diferentes sitios
de estudio.  =significativo p<0.001

En un estudio de exposicion ocupacional desarrollado por Celik A. y Akba E, (2005),
analizaron la exposicion a los vapores de la gasolina en expendedores de gasolina en Turquia,
en donde a través del uso de biomarcadores de dafio temprano como ICH, IM y CPC,
establecieron las diferencias con respecto al grupo control y observaron que el grupo expuesto
presentaba diferencias significativas en los 3 parametros y concluyen que en los individuos

fumadores y expuestos a petroleo; el indice mitético y el indice de replicacion decrece.

En cuanto al Indice Mitdtico, el valor més bajo fue para el sitio Villahermosa y el
mas alto en los sitios: Netzahualcoyotl y Nvo. Torno Largo, no presentando diferencias
significativas entre los sitios de estudio y los niveles encontrados en los sitios San Miguel y
Villahermosa muestran valores normales de proporcion de células en metafase como se

observa en la grafica 6.13.10.
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El grupo que presentd un indice mitético mas bajo, significa un crecimiento de células
mas lento durante la fase de mitosis en la 2a y 32 division. Cabe mencionar que los valores
normales para el Indice Mitético reportados en la literatura se encuentran entre 0.025 y 0.035
y los valores encontrados en Netzahualcoyotl y Nvo. Torno Largo, estuvieron por arriba de
este rango, lo que puede deberse a factores socioecondmicos, tales como la mala nutricion de

los nifios de esa zona.

El indice mitotico permite determinar e identificar las metafases de células que han
completado uno 0 mas ciclos de division, revela la proporcion de nucleos que se encuentran en
metafase a diferencia de los otros parametros que evidencian un dafio genotoxico; al aumentar

la proporcidn de los valores de IM bajos, demuestra dafio citotoxico.

Probablemente la causa de las frecuencias bajas en el IM e IR, en el estudio se deba a
que los nifios estuvieron expuestos ademas de la exposicion a los vapores de la gasolina y
productos de la combustion de fésiles, a otros factores de contaminacién en intramuros como

son; el humo del cigarro, combustion de lefia y materia orgénica.
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Gréfica 6.13.10. Modelo de caja de la frecuencia del Indice Mitdtico en los diferentes
Sitios de estudio. *significativo p<0.001

El Intercambio de Croméatides Hermanas permite determinar la proporcion de las
células que se han dividido una, dos 0 mas veces durante un determinado periodo de
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incubacion y velocidad de proliferacion. Los resultados de los cambios en los parametros
genotoxicos se expresan en: a) promedio de intercambios por célula y b) promedio de
intercambios por cromosoma. En la figura 6.15.C, se presenta una Metafase en segunda

division celular en donde se observa en la parte oscura del cromosoma los intercambios de

cromatides:
€
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Fig. 6.15.C. Metafase en Segunda Division Celular MlIl con ICH

Las frecuencias de intercambios de cromatides hermanas por célula y por cromosoma
fueron similares en ambos casos y no tuvieron diferencias significativas entre los diferentes

sitios de estudio. Sin embargo, el sitio Torno Largo presento el valor mas alto de ICH.

El aumento encontrado en la frecuencia de ICH en los sitios Torno Largo, San Miguel
y Gregorio Méndez, es probable que esté relacionado con la exposicién cronica a gases
emitidos por los quemadores elevados, calderas, motores de combustion interna y

motocompresoras lo que origina emisiones a la atmosfera de particulas e hidrocarburos no
guemados.

115



Genotoxicidad en poblacién infantil exp HPA'S... Gamboa Rodriguez M.T.

-~ \'-.
r Sitecanbio de ToMmAAAS Nemia
10 -

Sitio 1: San Miguel

5 Sitio 3: Villahermosa

|i i| ] — Sitio 4: Netzahualeovoilh

& = —r
—— — I Sitio 5: Uguina
-]

i Sitio 6: G, Mendez

Sitio 7: Torno Largo

(= Control
“E= Expuesto

T k4 - 5 L)
L J

Grafica 6.13.11. Modelo de caja para la frecuencia de Intercambio de Cromatides
Hermanas por célula.

De acuerdo a Karahalil y colaboradores (1998), el trabajo realizado en Turquia, que
consistio en analizar las frecuencias de ICH en jovenes mecanicos expuestos a HPA's,
mostraron resultados significativos en relacion a la exposicion, cuyos valores oscilaban entre
447 + 0.09 y 4.06 + 0.16 (p< 0.05). A pesar de que esta investigacion fué realizada en
trabajadores con exposicion directa por inhalacién, asi como por via cutanea, se puede
comparar con el presente estudio, ya que los individuos estuvieron expuestos a varias mezclas
de hidrocarburos presentes en los vapores de la gasolina, como lo estuvieron los individuos de
estudioa las emisiones producidas por motores de combustion interna. Como es el caso de la
poblaciéon de Nvo. Torno Largo expuesta a los gases emitidos por los quemadores elevados de
laTMDB (Guzman, 1998).
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Grafica 6.13.12. Modelo de caja con las frecuencias de Intercambios por cromosomas.

En la siguiente grafica se aprecia el Indice de Replicacion de los diferentes sitios de
estudio, los cuales mostraron diferencias significativas entre los grupos. El IR permite
determinar la velocidad de proliferacion celular, ya que cuantifica la proporcion de células que
se han dividido una, dos 0 mas veces durante el cultivo (Ostrosky et al,1988; Rojas et al.,
1993).

Comparando los resultados con estudios realizados por autores como Anderson y
colaboradores en 1996, con el fin de describir el perfil de las exposiciones humanas
ocupacionalmente expuestas a benceno y componentes del petréleo; analizaron la frecuencia
de indicadores tempranos de dafio genético en trabajadores adultos expuestos a emisiones de
HPA’s procedentes de plantas de petréleo inglesas, los resultados estadisticos en relacion al
IR no fueron significativos (p< 0.05), con respecto a los controles, mostrando valores de

IRindividuos expuestos = 2.28 Y UN IRindividuos contro= 2.34. Valores muy parecidos a los obtenidos en
el estudio.
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Grafica 6.13.13 Modelo de caja para el Indice de Replicacion de los diferentes sitios.

El dafio al ADN evaluado como migracion del ADN (Longitud de la cola del cometa)
fue medido en micras, asi como en unidades de longitud del nucleo (Cola/ Cabeza) en 50
células. Se utilizo el ensayo cometa alcalino que permite cuantificar rompimientos de la doble
cadena que se manifestaron en una mayor migracion del ADN nuclear hacia el catodo. Los
cometas tienen la apariencia de un cometa con una cabeza altamente fluorescente y una cola
con longitud e intensidad de fluorescencia relacionada con el ndmero de rompimientos
inducidos por los agentes genotdxicos (Rojas, 1999).

Céluls sin fracmentacidn Céluls con fracmentacidn Célula con mavor (racmentacion
del ADN (nuclen ) del ADN {cometa) del ADN (nubes)

Figura No.6.15.D. Ceélulas de linfocitos con diferente grado de dafio (Fragmentacion del
ADN)
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En el presente estudio se aplicaron criterios de estimacion de dafio a través de la
categorizacion de las células de acuerdo al valor del “radio cola/cabeza”, donde: (r < 1 se
consideraba bajo, r < 2 medio y r > 2 alto grado de dafio). En la figura se muestra el
porcentaje de células dafiadas y el grado de dafio en relacion a cada sitio de estudio.

Los seis sitios analizados presentaron niveles de dafio genotoxico de moderado a alto
(longitud de la cola: 14.21 a 42.14 um y relacion cola/cabeza: 0.97 a 2.83 pm) comparados
con el grupo testigo (12.25 y 0.63 respectivamente). El grupo con mayor dafio mostré una
mayor proporcion de individuos con células dafiadas que el resto de los grupos (Torno Largo),

como se observa en la siguiente grafica.

Los grupos que presentaron los valores méas bajos fueron los sitios Netzahualcoyotl y

Uquina (controles), como se observa en el siguiente grafico.

Gréfica 6.13. 14. Dafio genotoxico al ADN de la poblacion de estudio. El eje vertical representa la fraccion de las células de
los sujetos con dafio genotoxico. El eje horizontal representa los 3 niveles del dafio genotoxico de acuerdo a los valores del
radio Cola/Cabeza. El eje de la z representa los sitios de estudio.
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Los resultados mostraron un nivel de dafio genotoxico diferente en los grupos que
viven en las regiones con actividad petrolera y sugiere un riesgo potencial a la salud para

estos grupos de la poblacién.

El sitio Torno Largo con actividad petrolera presentd el dafio mayor en el ADN en
relacién a la longitud de la cola del cometa, debido a que la poblacion se encuentra expuesta
cronicamente a los gases emitidos por los quemadores elevados, calderas, motores de
combustion interna y motocompresoras, que contienen compuestos ademas de los HPA's,
didxido de azufre, NOx, CO, particulas, hidrocarburos no quemados, etc, como ya se ha

mencionado anteriormente.

Este hecho es importante, debido a que las emisiones de los contaminantes generados
por la Terminal, no permanecen dentro del area de trabajo sino que son emitidos a la

atmosfera, donde ocurren las principales reacciones.

La siguiente gréfica muestra el efecto genotdxico medido en términos de longitud de
la cola del cometa o migracion del ADN vy relacion cola/cabeza del cometa, en donde se
observan diferencias significativas entre todos los sitios, encontrando los valores mas altos en

el sitio No. 7 (Torno Largo):
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Graéfica 6.13.15 Modelo de caja para la longitud de la cola del cometa
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Cabe senalar, que en las poblaciones expuestas (con actividad petrolera), el sitio Nvo.
Torno Largo, present6 el mayor dafio al ADN medido por el ensayo cometa e ICH por célula

Y por cromosoma.

Es posible que la combinacion de exposicion a hidrocarburos con otros agentes que
dafian el ADN, contenidos en las mezclas complejas de petrdleo, pueden presentar diversas
interacciones y producir dafio genotoxico. Asi mismo, pueden desencadenar efectos
metabolicos combinados entre diferentes sustancias tales como adiciones, antagonismos,
sinergismos, etc.

El hecho de considerar que los hidrocarburos son los principales compuestos
implicados en la generacion de rompimientos de las cadenas sencillas del ADN, est& basado
en la estructura quimica general de los productos que se manejan en las instalaciones

petroleras implicadas en el estudio: petrdleo crudo y gas natural.

Por consiguiente, el incremento significativo en el dafio al ADN, no puede ser
atribuido a un solo contaminante, ya que el resultado puede verse afectado por la suma de
factores tales como interacciones entre compuestos, tamafio de la muestra, deficiencias
nutricionales, genotipo y exposiciones temporales a sustancias tales como pesticidas (Rupa et
al., 1989):
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Graéfica 6.13.16. Modelo de caja para la relacién cola/cabeza del cometa.
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En la Tabla No. 6.19, se observa la comparacién de los valores que mostraron los

biomarcadores analizados en linfocitos de sangre periférica de poblaciones infantiles

expuestas y no expuestas (grupo control) a HPA's. La mayoria de los parametros tuvieron

valores mas altos en el grupo de los expuestos con respecto a los que no estuvieron expuestos

(grupo control), sin embargo solo hubo diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)

en la frecuencia de ICH por cromosoma y por célula, asi como en la variable cola/cabeza del

cometa.

TABLA 6.19. Comparacion de los biomarcadores entre los grupos de poblacién infantil

expuesta y no expuesta.

. EXxpuestos No expuestos valor p**
Biomarcador . .
mediana* mediana* <0.05
Micronucleos
2.999 2.659
Micronucleos por célulast (n=73) 0.5
(1,5.99) (1, 8.0)
1.405 1.395
Indice de division nuclear (n=72) 0.9
(1.21, 1.53) (1.08, 1.51)
Cinética de proliferacion celular
o . 0.039 0.04
Indice mitdtico (n=71) (0.02, 0.05) (0.02, 0.05) 0.8
2.585 2.56
indice de replicacion (n=71) 0.3
(2.41, 2.84) (2.41, 2.69)
6.55 6.02
Intercambios de cromatides por célula ((n=71) 0.01**
(5.77,7.48) (5.15, 7.34)
0.143 0.133
Intercambios de crométides por cromosoma (n=71) 0.009**
(0.129, 0.168) (0.117, 0.163)
Cometa
Tamafio de cola en micrast (n=70) 17.243 15.479 0.3
(10.67, 49.49) (8.51, 36.46) :
1.049 0.834
Razén cola/cabeza (n=70)7 0.05**
(0.61, 3.98) (0.43,1.93)

*Mediana y percentiles 10 y 90.

**Prueba de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney).
TEI célculo se hizo con el logaritmo natural y posteriormente se sacé el exponencial.
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En la Tabla No. 6.20, se observa la comparacion de las medianas de los biomarcadores
de acuerdo al tipo de combustible para cocinar. Se encontraron diferencias significativas entre
la variables: combustible lefia y el combustible gas en las frecuencias totales encontradas en
MN (p< 0.03), aplicando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, para establecer la

magnitud de las diferencias entre las medianas de estas dos variables.

La frecuencia de Microntcleos en los hogares que utilizan gas para cocinar fueron mas
altas, lo que manifiesta que la variable: “lefia para cocinar” no tuvo influencia en el
comportamiento de los biomarcadores y las causas de exposicion se debieron probablemente
a otras fuentes de emision de los HPA's de origen petrogénico, como podrian ser los
originados por combustion incompleta de fosiles.

TABLA 6.20. Comparacion de los biomarcadores (Medianas) con respecto a la
variable: Tipo de combustible para cocinar.

Biomarcador Lefia/ gas y lefia Gas valor p*
mediana (10%, 90%) mediana (10%, 90%) <0.05
Micronucleos
Micro nucleos por célulast (n=73) 2.82 3.99 0.03
(1,5.00) (1.25, 12.37)

indice de division nuclear (n=72) 14 1.41 0.6
(1.22,1.51) (1.05, 1.60)

Cinética de proliferacion celular

Indice mitdtico (n=71) 0.04 0.03 0.09
(0.02, 0.05) (0.01, 0.05)

indice de replicacion (n=71) 2.57 2.57 0.9
(2.42,2.74) (2.14, 2.88)

Intercambios de cromatides por célula ((n=71) 6.40 6.32 0.8
(5.38,7.12) (4.80, 8.42)

Intercambios de cromatides por cromosoma 0.14 0.13 0.7

(n=71) (0.11, 0.15) (0.11, 0.18)

Cometa

Tamafio de cola en micrast (n=70) 16.65 16.47 0.7
(8.47, 45.49) (11.09, 42.06)

Razén cola/cabezat (n=70) 0.97 0.93 0.9
(0.43, 2.54) (0.59, 2.59)

*Comparacion de medianas con suma de rangos de Wilcoxon. TEI calculo

exponencial.

se obtuvo en log natural y después en
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Para evaluar la asociacion entre los diferentes hidrocarburos asi como otras variables
de exposicion con los biomarcadores, se realizd un andlisis de regresién lineal simple y de
regresion multiple; cuando se manejaron de manera continua, se relacionaron las variables
confusoras, con los valores de los diferentes hidrocarburos y la frecuencia de cada uno de los

biomarcadores.

La construccion de los Modelos de regresion Mdltiple, se incluyeron las variables que
tuvieran relevancia desde el punto de vista biologico (se tomaron los criterios de Riesgo a la
salud, segun la OEHHA (Office of Enviromental Health Hazard Assesment) para HPA's, asi
como las variables que tuvieran un valor de p < 0.05 en los analisis previos (andlisis de
regresion simple). Posteriormente se hizo un diagnostico del Modelo a través de un analisis de
residuales y estadisticas de influencia. Se compararon las R* y la R? ajustadas, en donde el

valor que més se ajusta es cuando ambas “R?” son parecidas.

Los resultados de los analisis bivariados se muestran a continuacion, en la Tabla 6.21
para cada uno de los biomarcadores en donde la correlacion logaritmica presentd una
distribucion normal con una magnitud lineal entre los diferentes parametros de la poblacién
de estudio y los hidrocarburos; la “presencia de alguna enfermedad viral” y los hidrocarburos
benzo(a) antraceno, criseno, benzo, dibenzo (a, h) antraceno en relacién a la frecuencia de

micronucleos, presentaron valores significativos de p< 0.05.

TABLA 6.21. Relacion significativa entre los factores de confusion y los biomarcadores.

Micro nucleos por célula obs. coeficiente (1C95%)* R? valor p<0.05
Benzo(A)Antraceno 73 0.012 (0.001; 0.022) 0.0731 0.021**
Criseno 73 0.009 (0.002; 0.016) 0.1005 0.006**
Dibenzo(A,H)Antraceno 73 0.020(0.006; 0.034) 0.1073 0.005**
Ha tenido alguna enfermedad viral 73 0.564 (0.231-0.898) 0.1401 0.001**

Indice mitético

indice de masa corporal 71 0.000 (0.000- 0 .001) 0.0824 0.015**
Poblacién rural 71 0.013 (0.005- 0.020) 0.1563 0.001**
Estufa de lefia o lefia y gas 71 0.006 (0.000- 0.012) 0.0676 0.029**
Usa plaguicidas la madre 71 0.006 (0.001- 0.011) 0.0817 0.016**
Acenafteno 71 0.021 (0.012 - 0.030) 0.2349 0.001**
Fluoreno 71 0.017 (0.011- 0.024) 0.3180 0.001**
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Antraceno 71 0.001 (0.000- 0.003) 0.0858 0.013**
Fluoranteno 71 0.000 (0.000- 0.001) 0.2425 0.001**
Pireno 71 0.002 (0.000- 0.003) 0.0884 0.012**
Indeno(1,2,3-C,D)Pireno 71 0.000(0.000- 0.000) 0.0984 0.008**

Ensayo cometa; Relacion cola/cabeza

Benzo(A)Antraceno 70 0.019(0.010-0.288) 0.1993 0.001**
Criseno 70 0.011 (0.004- 0.018) 0.1358 0.002**
Benzo(k)Fluoranteno 70 0.022 (10.010- 0.335) 0.1787 0.001**
Benzo(a)Pireno 70 0.076 (0.050- 0.103) 0.3273 0.001**

Ensayo cometa: Longitud cola cometa

Benzo(A)Antraceno 70 0.012 (0.003- 0.021) 0.1087 0.005**
Criseno 70 0.006 (0.000- 0.013) 0.0631 0.036**
Benzo(K)Fluoranteno 70 0.013 (0.002- 0.024) 0.0863 0.014**
Benzo(A)Pireno 70 0.058 (10.032- 0.084) 0.2333 0.001**
* Regresion lineal simple. **Estadisticamente significativa.

A partir de los resultados anteriores, se aplico un analisis de regresion lineal multiple;
para verificar que los datos cumplian con los requisitos necesarios para llevar a cabo
“normalidad de los residuos” y “residuos estandarizados” independientes entre ellos y la
homogeneidad de las varianzas. Para finalmente evaluar los efectos de la exposicion de las
variables confusoras sobre la frecuencia de cada “biomarcador” y los hidrocarburos analizados
en el estudio; a través de la aplicacion de un “Modelo Multiple” que mejor se adaptara para
cada uno de los biomarcadores, el cual se muestra en la Tabla No. 6.22. Se seleccionaron solo

los datos que resultaron con valores estadisticamente significativos (p<0.05).

La variable que resultd con relacion significativa (p < 0.05), en el modelo multiple
asociada a la frecuencia de MN fue el “uso de plaguicidas dentro de la casa”, presentando un

coeficiente de determinacién R?=0.323y una R ajustada = 0.283.

La literatura indica que los plaguicidas pueden actuar sinergisticamente con otros
contaminantes, como los hidrocarburos (combustion de lefia y materia organica) y causar
efectos potenciados, por ejemplo, en un estudio realizado en nifios de zonas rurales de

Estados Unidos, se analizaron las posibles causas de exposicion involuntaria a diversos
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insecticidas dentro del hogar, ya que los compuestos toxicos como los plaguicidas van
adheridos a particulas suspendidas y son transportados a grandes distancias de su fuente de
emisioén, o adherirse a ropa 6 calzado de las personas que se dedican a fumigar cultivos y de
esta manera transportar los plaguicidas hasta el hogar, en donde los infantes a través de piel o
por inhalacion pueden estar en exposicion cronica y manifestar posteriormente algln tipo de
dafio. Asimismo se observo, que factores como la exposiciéon a la combustion de materia
organica, incrementa la frecuencia de MN e ICH, en nifios a plaguicidas (Nishioka et al.,
2001).

Los resultados estadisticos en la relacion cola/cabeza (ensayo cometa) con los
hidrocarburos de la poblacion de estudio, presentd una correlacion estadisticamente
significativa p<0.05, con respecto a las variables; “indice de masa corporal”, “antecedentes de
cancer en la familia y malformaciones congénitas”, presentaron valores significativos de p<

0.05.

Los hidrocarburos que presentaron diferencias significativas en relacion a la longitud
de la cola del cometa fueron: criseno, benzo (a) antraceno, benzo (k) fluoranteno y benzo (a)
pireno. Existe una relacion directamente proporcional entre estos hidrocarburos y la longitud
de la cola del cometa, es decir al aumentar la concentracion de los hidrocarburos aumenta la

longitud de la cola del cometa.

El ensayo cometa, fue el biomarcador mas sensible en comparacion con los otros

biomarcadores (Migliore, etal 2006).

TABLA 6.22. Modelo Multiple asociado a Biomarcadores

Variable Coeficien. Deti (r)f:: R Aju?tza da 1C95% F}fg%;
Micronucleos (n=73)
Uso de plaguicidas dentro de la casa 0.509 0.061-0.957 0.027
Constante 2.249 0.323 0.283 1.580 - 2.918 0.001
Cineética de proliferacion celular ( n=67)
Sexo (sexo) 0.103 0.027- 0.179 0.008
Anecedente - familiar el 0133 [0.024-0.243 0.017
Constante 1.459 0.198 0.1466 1.298 - 1.620 0.001
Indice de replicacion (n=68)
dibenzo(a,h)antraceno 0.003 0.01- 0.006 0.001
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Uso de plaguicidas dentro de la casa 0.081 0.012 - 0.150 0.021
Constante 2.611 0.478 0.4457 2.509-2.713 0.001
ICH por célula(n=68)

Edad (edad) 0.072 0.003-0.14 0.060
Constante 7.357 0.231 0.1831 0.001
Longitud de la Cola del Cometa (n=70)

Benzo(A)Antraceno 0.0344 0.023 - 0.045 0.000
Tabaquismo materno 0.7941 0.111 - 1.476 0.023
Numerp ple veces que usé plaguicidas 00788 0.000 - 0.141 0.039
en los dltimos 6 meses

Constante 2.4987 0.403 0.3567 0.001
Relacion Cola/ Cabeza deCometa (n=70)

Indice de masa corporal 0.0343 0.0620 0.002- 0.066 0.038
Antecedentes de cancer en la familia 0.5494 0.1411 0.221- 0.8774 0.001
Antecedentes de malformaciones en la 0.5280 0.0764 0.0839- 0.9721 0.021

familia

Por otro lado se ha demostrado en estudios realizados sobre la incidencia de casos de
cancer de seno (Kalantzi y colaboradores, 2004), que existen factores moduladores implicados
en la etiologia del cancer de seno. Se ha ligado la presencia de cancer con la interaccion de
compuestos organicos persistentes (como algunos plaguicidas) con otros compuestos como los
HPA's (Benzo (a) pireno, en granjeros y en dosis bajas de exposicion como el Lindano,
inducen MN vy se asocian con la incidencia de cancer de prostata y linfoma de Hodgkin. Esta
relacibn de compuestos podria explicar probablemente las diferencias significativas
encontradas en la frecuencia de MN con las variables confusoras: edad, indice de masa

corporal y exposicién a plaguicidas.

Analizando la relacién entre las variables confusoras con la cinética de proliferacién
celular, el Modelo Mdltiple que mejor se adapté fue para las variables: “sexo” y
“antecedentes de malformaciones en la familia” mostrando una relacion significativa (p<0.05)
y una R*=0.19. Y para el indice de replicacion, el hidrocarburo dibenzo (a,h) antraceno y
“manejo de plaguicidas dentro de la casa”, presentaron diferencias significativas, con una R? =
0.47.

El Modelo Multiple que mejor se adaptd para el biomarcador intercambio de
cromatides hermanas fue el asociado con la edad, mostrando una relacion significativa (p <

0.05) con una R? = 0.231 y R®ajustada = 0.183. Y las variables asociadas con la longitud de
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la cola del cometa fueron: “tabaquismo materno” y “frecuencia en el nimero de veces que se
utilizan los plaguicidas en los Gltimos 6 meses” asociados con el hidrocarburo benzo (a)
antraceno, mostrando una relacién significativa (p < 0.05) , R> = 0.4033 y R’ ajustada =
0.3567.

En los estudios de biomonitoreo, es fundamental la utilizacion conjunta de
biomarcadores de exposicion y de efecto, a fin de que la evaluacion del riesgo genético sea
mas precisa. Se observa una gran variabilidad en los valores de las frecuencias de ICH, MN y
ensayo Cometa, citados en la literatura, entre poblaciones, en diferentes estudios e incluso
entre individuos (Fenech et al., 1999; Fenech, 2000). Existen factores que pueden contribuir
de forma significativa a esta variabilidad, como pueden ser la influencia de los posibles

factores de confusion.

Sin embargo, cabe destacar que los resultados obtenidos en nuestro estudio son
bastante fiables debido al tamafio de la muestra y a los protocolos del ensayo estandarizados
de acuerdo con la literatura. Ademé&s de que se tomaron en consideracion los posibles
factores de confusion que podrian modular la frecuencia de ICH, MN y ensayo cometa, tales
como exposicion a plaguicidas, tipo de combustible para cocinar (lefia/gas), edad, dieta entre

otros.

Los andlisis multivariados mostraron que los factores de confusion en los resultados,
contribuyen a la relacion positiva entre algunas variables como son estilos de vida y habitos;

con cada biomarcador e HPA’s. y otros con una relacion negativa.

En el apéndice “M” de los anexos, se presenta la sintesis de los factores asociados a la
genotoxicidad (p<0.05) encontrada en el estudio, en donde la mayoria de las diferencias
significativas, entre los biomarcadores; Indice Mitotico, Frecuencia de Micronucleos y la
longitud de la cola del Cometa se relacionaron con los HPA's, antecedentes antropométricos
y clinicos de la poblacion. Y fueron los biomarcadores mas sensibles por exposicion a HPA's.
Algunos de los pardmetros antropometricos significativos se relacionaron con los estilos de
vida como por ejemplo; “el tipo de combustible para cocinar”, “enfermedades virales”, “uso

de plaguicidas en la casa”, etc.
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El indice Mitético se relaciond esencialmente con las variables; “indice de masa
corporal”, “predominio de poblacion rural” y “poblacion que utiliza lefia para cocinar” 'y
“maneja plaguicidas en el hogar”; los hidrocarburos asociados fueron acenafteno, fluoreno,

antraceno, fluoranteno, pireno e indeno (1,2,3-C.D) pireno.

Uno de los biomarcadores sensibles como el ensayo cometa mostrd diferencias
significativas en relacion a los hidrocarburos como el benzo (a) antraceno, criseno, benzo
(k)fluoranteno, benzo (a) pyreno, benzo (k) fluoranteno; asociados con el “tabaquismo de la

madre”, “manejo de plaguicidas”, “antecedentes de cancer en la familia”, “uso de plaguicidas

por el padre” y “la distancia de la poblacion a una instalacion petrolera”.

El modelo de analisis multivariado no paramétrico, para el caso de la relacién cometa-
hidrocarburo, refleja el efecto de las actividades petroleras en el ADN y sugiere que el dafio
observado se debe a la accion de los hidrocarburos atmosféricos presentes en los sitios de

estudio.

Los resultados de los ensayos cometa y micronucleos, revelaron que son
biomarcadores muy sensibles para detectar dafio en el ADN. Este hecho sugiere que
pequefios incrementos en los parametros medidos pueden servir como indicadores bioldgicos
sensibles a niveles bajos por exposicion a hidrocarburos, ademas de que representan la
fragmentacion del ADN, asi como la formacion de lesiones premutacionales, que pueden o no
ser reparadas posteriormente. La relacion entre ambos biomarcadores, soporta la razon de que
el incremento basal en el dafio al ADN, puede ser detectado sucesivamente en ambos

biomarcadores. (Migliore, et al 2006).

En el caso de la poblacion de estudio Nvo. Torno Largo, puede presentar un sistema
inmune disminuido, lo que aumenta el riesgo de contrare enfermedades infecto-contagiosas,

disminuyendo la calidad de vida de la poblacién. (Gonsebatt, 1996).
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7 .- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En Tabasco no hay registros relacionados con exposiciones ambientales a

hidrocarburos en poblaciones infantiles del Estado de Tabasco.

El presente estudio es uno de los escasos informes disponibles sobre HPA's en la
atmosfera de Tabasco, México y el primero en relacionar los niveles genotoxicos y citotoxicos
encontrados en poblaciones infantiles expuestas crénicamente a HPA's en la atmésfera de la

region.

La alta variabilidad de las concentraciones de HPA’s encontradas en el estudio, se
asocian con la inestabilidad de los parametros meteoroldgicos ya que variaron dia a dia,
reflejando diversos origenes de las masas de aire y la contribucion de diversas fuentes de
emision. Por otro lado, algunos HPA’s son fotoreactivos y sus velocidades de reaccion
dependen de la radiacion del sol, de la temperatura ambiente y de algunos otros factores

meteorologicos.

En la atmdsfera de la region de Tabasco estan presentes la mayoria de los 16 HPA's
gue la EPA establece como contaminantes prioritarios para el riesgo a la salud. La combustién
incompleta de hidrocarburos de origen petroquimico y pirogénico son las fuentes principales
de los HPA's encontrados en la atmosfera del estado de Tabasco. Las concentraciones de
HPA’s registradas fueron mayores en las regiones con actividad extractiva de petroleo,

comparadas con las regiones con ausencia de esta actividad.

México no cuenta con una Norma Oficial Mexicana, para determinar los limites
maximos permisibles de HPA's en el aire y solamente a la fecha se cuenta con un marco
normativo que se relaciona con el impacto en suelos de sitios contaminados por derrame de
hidrocarburos y sus derivados, en areas urbanas, rurales e industriales. (NOM-EM-138-
ECOL-2002)

Aunque no existen limites maximos permisibles establecidos en México para ser

aplicados a concentraciones de HPA’s en el aire, el presente estudio indica que la salud de las
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poblaciones humanas que viven en las regiones donde las concentraciones del HPA's fueron
elevadas, esta en riesgo debido al hecho de que tienen una exposicion crénica a dosis
ambientales altas de HPA’s. Los resultados analizados en el ADN muestran diferentes grados
de dafio genotoxico en los grupos de estudio, siendo mayor en los grupos que viven en las
regiones con actividad petrolera, lo que sugiere un riesgo por el dafio a la salud para estos

grupos de la poblacion.

Tomando en consideracion las evidencias disponibles, sobre los estudios
epidemioldgicos, datos experimentales y la presencia de sustancias carcinogenicas,
mutagénicas y genotdxicas en la atmdsfera; se puede concluir que los productos de los
combustibles fosiles, han sido responsables en las ultimas décadas, del incremento en los

casos de cancer.

Una vez establecido el cancer, resulta de alto costo su tratamiento y el porcentaje en
el prondstico puede ser fatal. Es indispensable reforzar los sistemas de vigilancia
epidemioldgica que permitan desarrollar y adoptar los métodos més eficaces para la
prevencion, deteccion temprana y tratamiento oportuno, para de esta manera aumentar la
sobrevida y calidad de vida. Actualmente la identificacion de los factores de riesgo es la
estrategia mas efectiva para reducir el cancer. EsS muy complejo curar un cancer, es mas

sencillo prevenirlo.

Los factores que pueden modificar el efecto de un carcindgeno son multifactoriales;
entre los mas importantes podemos mencionar los que controlan el transporte, localizacion,
activacion e inactivacion metabdlica del carcin6geno en el organismo y que por lo tanto
influyen sobre la dosis biolégicamente activa que llega hasta el 6rgano blanco. Un factor
adicional es la interaccion de otros contaminantes como por ejemplo, los productos
secundarios que se forman en la combinacion de HPA’s con gases como el dioxido de

nitrégeno y didxido de azufre con la susceptibilidad individual (Tokiwa, 1981).

Por lo anterior son necesarios estudios que ayuden a definir cual es el efecto que
tienen los carcindgenos presentes tanto en una atmoésfera urbana como rural sobre las
poblaciones expuestas. También se requiere de un mayor nimero de estudios de cohorte, casos

y controles, con datos individuales sobre el consumo de tabaco, alcohol, dieta, ocupacion,
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lugar de residencia, exposicion a contaminantes intra y extramuros, asi como de los factores
socioecondmicos que contribuyan al impacto en la salud, en particular sobre la incidencia de
cancer en el estado de Tabasco, ocasionado por hidrocarburos de la atmosfera. Ya que la
poblacion tabasquefia tanto rural como urbana se encuentra influenciada ademas de los
factores de contaminacion por hidrocarburos de origen petrogénico, por factores pirogénicos,
relacionados con el estilo de vida; como el tabaquismo, exposicion al humo de lefia y otros
biomateriales, especialmente en las poblaciones, donde se practica frecuentemente la técnica

de roza-tumba y quema.

El monitoreo bioldgico por exposicién a HPA’s es una aplicacién cientifica y técnica
para prevenir de manera temprana el dafio a la salud de las poblaciones en riesgo. Debe ser

considerado, como complemento del monitoreo ambiental.

Considerando que los parametros evaluados en este estudio; son biomarcadores
reconocidos para evaluar la exposicion a sustancias genotoxicas y mutagénicas, podemos
inferir que las diferencias significativas presentadas entre los grupos de poblacion expuesta y
control a HPA's , se relacionan con los casos de leucemia infantil reportados por Cortes en
1994 en las regiones con influencia petrolera, lo cual indica que la poblacion esta en riesgo

por estar expuesta cronicamente a los hidrocarburos.

Existe la necesidad de realizar mas estudios en el estado de Tabasco, para determinar
la sustancias y sus productos de degradacion y reaccion en la atmdsfera, ademas de evaluar
las dosis internas de las poblaciones infantiles expuestas a HPA's de regiones especificas,
aunque la literatura, ya tiene identificados niveles de riesgo (EPA, 1986b), es necesario
complementar los resultados con los biomarcadores de dafio temprano; la aplicaciéon de
marcadores moleculares como son la prueba de FISH, aductos en el ADN, etc., que permitan

relacionar los posibles riesgos de contraer cancer en la poblacion expuesta.
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GLOSARIO

A
Aducto: un aducto es un complejo que se forma cuando un compuesto quimico se une a una molécula
biolégica, como ADN o proteinas. Los aductos de ADN resultan de una exposicion a carcinogénicos.

Aneugenico: Proceso de alteracion del nimero normal de cromosomas en el que se pierde un
cromosoma.

Aneuploidia: cambios en el nimero de cromosomas, que pueden dar lugar a enfermedades
genéticas.

Antioxidante: sustancias cuya accion consiste en inhibir la tasa de oxidacion de los radicales libres
produciendo un dafio celular.

Apoptosis: es una forma de muerte celular, que esta regulada genéticamente.

C
Clastogenicidad: rompimientos de las cadenas del ADN no reparadas.

D
Dario oxidativo: El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicidn de las células a diversos
factores que producen una ruptura.

E
Estrés oxidativo: Afeccidn en la cual las concentraciones de antioxidantes son més bajas de lo normal.

G
G1: Periodo comprendido entre el final de la telofase y la fase S del ciclo celular.

G2: Periodo comprendido entre el final de la fase S y el comienzo de la profase.

151


http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma�
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_gen%C3%A9tica�
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_gen%C3%A9tica�
http://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_gen%C3%A9tica�
http://www.sexovida.com/medicina_natural/radicales.htm�

Genotoxicidad en poblacién infantil exp HPA'S...

Gamboa Rodriguez M.T.

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

Ant: Antraceno

BP: Benzo[a]pireno

BaA: Benzo Antraceno

Bghi : Benzo ghi

BrdU: 5-bromo-2"-desoxiuridina

CPC: Cinética de Proliferacion Celular
CBPI: indice de Bloqueo de la Citocinesis
CMN: Células Micronucleadas

C.P.G: Complejo procesador de gas

C.P.Q. Complejo petroquimico

CBN : Células binucleadas

Cyt-B: Citocalasina-B

Cry: Criseno

Fla: Fluoranteno

HPAs: Hidrocarburos Policiclicos aroméaticos
ICH: Intercambio de crométidas hermanas
ICH/CEL.: Intercambio de cromatidas hermanas por célula
ICH/CRO: Intercambio de cromatidas hermanas por cromosoma
IM: Indice mitético

IR: Indice de replicacion

Ind: Indeno

MN: Micronucleos

IDN: indice de Divisién Nuclear

Phe: Fenantreno

Pyr: Pyreno
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ANEXOS
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APENDICES:

APENDICE A: Metabolitosurinariosdel Benceno

1. Comjugados de sulfato y glucorumido
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APENDICE B: Metabolismo del Benceno

Comjugades de glutation
GST
N :
f/ 1 Clutationil 2 OH-3,& ciclohesadiens e
HO | destidrogonasa
/ CHO
-
R H- 4 2BC
SCHR - CH — CD - CLY Mucenaldehide
"
I,‘[H \\Mﬂ & epdxido transfera N " 5
oL : = A
".\ i n
; f %
= B Bencemn dikidrodisl
7 Cito pd5 . 4 :
f é50 720
J = ) = = @f
S H
N = v N
e . Epéxido 0K
& ] Oxide de kidrolosa
R | bencens bencemn
; Dikidrodiol
Rearregle ne enzimatice
= | dashidroganasa

4 Di [OH] ;ﬁ/OH [OH] i OH
| < 9 = L]

HO \\’ \v' o
Hidrsquinana Fexnl Catreol
(Quinomna ‘\\\\ £
N\ oH oH -
Ry
o \a C'iH il D
/ /;r OH
N
(] L) AN
Y L)

Gamboa Rodriguez M.T.

HOOC
Aridn sraranie

155



Genotoxicidad en poblacion infantil exp HPA's... Gamboa Rodriguez M.T.

APENDICE C: Carta Geogr afica Municipal de Comalcalco, (Tab. 1997).

Comunidad de Gregorio Méndez 12 Secc., Comalcalco, Tabasco.
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APENDICE D: Carta Geogréfica Municipal de Paraiso, (Tab, 1997).
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Comunidad de Nuevo Torno Largo, Paraiso, Tabasco.
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APENDICE E: Carta Geografica Municipal de Reforma, (Chiapas. 1997).
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APENDICE F: Carta Geografica Municipal de Balancan, (Tab,1997).

Comunidad de Netzahualcdyotl, Balancan, Tabasco.
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APENDICE G: Municipio del Centro, Villahermosa, Tabasco.
r. “'i;- | ': x _ :ﬁ'—;.‘.:;r:. -

Comunidad del Centro, Villaher mosa, Tabasco.
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APENDICE H: Simbologia delos mapas de estudio .
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APENDICE I:

Procedimiento para la calibracion del equipo Hi-Vol con el Rotametro

El proceso de calibracion del equipo de monitoreo se realiza de dos formas: primero se calibra el

motor con un rootsmeter (rotdmetro) a condiciones de laboratorio y después se calibra el equipo con una

valvula tipo venturi.

a) Calibracion Inicial con el Rotdmetro (Rootsmeter):

Donde:

El equipo debe operar a 10 scfm (0.114 a 0.285 m3/min)
Medir o calcular la presién en mmHg y la temperatura en Kelvin en condiciones ambientales

del laboratorio donde se lleva a cabo la calibracién, mediante la siguiente ecuacion:

TlenK=273+T1lenoC

Checar que el manémetro de aguay de mercurio marquen cero.
Prender 5 minutos el motor para que se estabilice.
Medir el tiempo (minutos) requerido para llegar a un volumen conocido (aprox. 200 a 300

ft3 de aire por cada plato de calibracion con diferente diametro) a través del Rotametro.

La simbologia es la siguiente: AH: Presién del manémetro de agua (inH20).
AP: Presion del manémetro de mercurio (mmHg).

Calcular el valor de correccion del volumen (Vstd):

Vstd = Vm[ (Pa-AP)/Pstd](Tstd/Ta)

Vm: Volumen actual medido por el rotdmetro (m3)

Pa: Presion barométrica durante la calibracién (mmHg)

AP: Presion diferencial en la entrada del volumen medido (mmHg)
Pstd: 760 mmHg

Tstd: 296 K

Ta: Temperatura ambiente durante la calibracion (K)
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. El indice de flujo estandar medido por el rotametro puede ser calculado utilizando la

siguiente formula:
Qstd = Vstd/6

Donde:
Qstd: indice de flujo volumétrico estandar (m3/min)
0: Tiempo transcurrido (min)
. Calcular AZ. AZ = [AH(P1/Pstd) (298/T1)]1/2
. Realizar una regresion lineal, en el eje de las “y” es AZ y el eje de las “x” es Qstd , en cuyo

punto de intercepcion serd B1y la pendiente M1y la correlacion CC1.

b) Calibracion del Medidor Magnelético (Anexo: Apéndice “J”).

. El muestreador debe operar con un indice de flujo volumétrico estandarizado de 0.114 a
0.285 m3/min.

¢ Se calienta el motor durante 10 minutos, antes de la calibracion.

. Se conecta el mandmetro de agua en el motor y se manipula la valvula del tubo venturi
(abriendo y cerrando) hasta que la lectura del medidor magnelético marque entre 70 y 60
pulgadas de H20 (Anexo: Figura 5.1,A.3)

. La simbologia es la siguiente: Y1: Presion del mandmetro de agua (inH20).

Y2: Lectura del medidor magnelético (inH20)

. Se coloca un variador de voltaje al equipo, se opera al maximo, para poder
confirmar que el medidor magnelético registra un flujo de 100 inH20.

. Se calculan los valores del flujo de los orificios del manémetro (Y3 ), mediante la siguiente
ecuacion:

Y3 =[Y1(Pa/760) (298/Ta)]1/2

Donde:

Y1: Medicién del manémetro de agua en pulgadas
Y3: Valor calculado del orificio del manémetro

+ Se calcula el valor del medidor magnelético (Y4) de la siguiente forma:

Y4 = [Y2(Pa/760) (298/Ta)]1/2
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+ Elindice de flujo (X1) se calcula por medio de la siguiente ecuacion:
X1=(Y3-B1)/M1
Se realiza una regresion lineal, tomando como X1 en el eje de las “x” y Y4 como eje de la “y”,

donde el punto de intercepcion serd B2 , la pendiente M2 y la correlacion CC2 (ver curva de calibracion del

medidor magnelético en el Anexo: figura 5.1.A.3).
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APENDICE J:

Formato de calibracion para el Medidor Magnelético

HOJA DE CALIBRACION EN CAMPO DEL EQUIPO HI-VOL MODIFICADO

(Compendium METHOD TO-13 PAH Sampler Calibration)

Name: MA. TERESA GAMBOA RODRIGUEZ
Calibration Date: 24 DE OCTUBRE DEL 2000, DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS,

LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA AMBIENTAL.

Calibration Ambient Temperature: 303.5 K Calibration Ambient Barometric Pressure: 740.88 mmHg
Intercep (B1): 0.4213

Slope (M1): 1.539

Correlation Coefficient (CC1): 0.9782

(B2): 3.0299 (M2): 34.287 (CC2): 0.9665
Actual values from calibration Calibrated values
Orife Monitor
manometer, magnehelic, Orife Monitor Calculated value
inches inches manometer magnehelic orifice flow. scm
(Y1) (Y2) (Y3) (Y4) (X1)
0.433 70 0.643 8.184 0.144
0.393 60 0.613 7.577 0.124
0.373 50 0.597 6.917 0.114
0.314 40 0.548 6.187 0.082
0.286 30 0.523 5.358 0.066
0.255 20 0.493 4.374 0.046

Definicion de variables

Y1= Calibration orifice reading, inH20
Y 2= Monitor magnehelic reading, inH20

Pa= Barometric pressure actual, mmHg

B1= Manufacturer’s Calibration orifice Intercept

M1= Manufacturer’s Calibration orifice manometer slope

Y 3= Calculated value for orifice manometer
=[Y1(Pa/760) (298/Ta)]1/

Y4= Calculated value for magnehelic
=[Y2(Pa/760) (298/Ta)]1/2

X1= Calculated value orifice flow scm
=(Y3-B1)/M1

Pstd= Barometric pressure standard,
760 mmHg
Ta= Temperature actual, K

Tstd= Temperature standard, 298 K
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APENDICE K:
Diagrama de las Rosas de Viento de los Sitios de Monitoreo

Las rosas de viento indican la velocidad y direccion del viento, asi como el porcentaje de calmas en
cada sitio de monitoreo de HPA’s

NETZAHUALCOYOLT, BALANCAN NUEVO TORND LARGO, PARATSD
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COLONIA LAS GAVIOTAS, VILLAHERMOSA
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APENDICE L: Encuesta Epidemioldgica

UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
Division Académica de Ciencias Biolégicas

Estudio sobre Biomarcadores de Genotoxicidad en poblacion infantil del estado de Tabasco.

Esta encuesta es voluntaria. Toda la informacién que Ud. proporcione sera confidencial y sera utilizada solo con fines
cientificos.

Localidad: | Expediente: | |
No. De muestra: Hora de toma: | |
Nombre: Sexo: M F Edad: anos.

Peso _ kg.Talla____cm. Nombre de la Madre o tutor:

Domicilio: Mpio:

Cerca de (Referencias):

Tiempo de residencia: Afios. Residencia anterior:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES:
Cual de las siguientes enfermedades has padecido:

Sarampion, Rubéola, Varicela, etc. ( ) Infecciones Gastrointestinales ( )  Paperas ()
Infecciones Vias respiratorias () Alergias () Cancer ()
Has padecido alguna de ellas en el ultimo mes: (S) (N) Cuales?
Si recibié medicamento para alguna de ellas, indique Cual:
Recibe actualmente algln tratamiento medico: (S) (N)  Cual?

Con que finalidad? Desde hace cuanto tiempo?
Vacunas mas recientes: Cuando?
Desparasitante mas reciente: Cuando?
Estudios de Rayos X en el ultimo afio: (S) (N) Cuando?

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES:

Familiar Presion alta Diabetes Cancer Malformaciones
Abuelo paterno

Abuela paterna
Abuelo materno
Abuela materna
Padre

Madre
Hermano(a) 1
Hermano(a) 2
Hermano(a) 3
Tio(a) 1

Tio(a) 2

Tio(a) 3
Primo(a) 1
Primo(a) 2
Primo(a) 3
*Numerar a los hermanos de mayor a menor.
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ESTILOS DE VIDA:

Actividad del Padre: Fuma: (S) (N)  Trabaja con plaguicidas: (S) (N)
Actividad de la Madre: Fuma: (S) (N) Trabaja con plaguicidas: (S) (N)
Sabe cuales plaguicidas?

Con que frecuencia? veces al mes/afio

Utiliza ropas especiales?  (S) (N)

Los guarda dentro de la casa? (S) (N)

El donador ha manejado plaguicidas? (S) (N)
En los Gltimos 6 meses? (S) (N)
Cuantas veces?

Utilizé ropas especiales? (S) (N)

Algun tipo de proteccion? (S) (N) Cual?
El donador participa en labores agricolas? (S) (N)

Con que frecuencia? veces/semana

Vive cerca de un campo agricola? (S) (N)

A que distancia? ____mts.

Se fumigaenel? (S) (N) Frecuencia?

En casa para controlar el mosquito se utiliza: Intensidad (L) (M) (S) Dentro/ Fuera
En casa para controlar la hormiga se utiliza: Intensidad (L) (M) (S) Dentro/ Fuera

Otro insecticida que utilice en casa: Intensidad (L) (M) (S)
(L)Leve=Menos de una vez por mes

(M) Moderado=Menos de una vez por semana

(S) Severo=mas de una vez por semana

Vive cerca de una instalacion petrolera? S N A que distancia? mt.
Tipo de instalacion:
Detecta olores raros o desagradables en el hogar? (S) (N)

Con que frecuencia? veces/semana
Detecta olores raros o desagradables en el la escuela? ? (S) (N)
Con que frecuencia? veces/semana

El agua que toma es de: (Pozo) (Rio) (Llave) (Garrafdn)
Detecta algun sabor raro o desagradable en el agua que toma? (S) (N)
En casa la estufa es de: (Lefia) (Gas) (Petroleo) Dentro/Fuera

OBSERVACIONES:

Encuesto: Fecha: Hora:

Manifiesto que he ido enterado de las caracteristicas generales del estudio, asi como de los procedimientos que van a
ser utilizados para la toma de muestras, estando de conformidad con ello doy mi consentimiento para que mi hijo

participe en el estudio.

Nombre y firma del tutor
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APENDICE M : Factores de Riesgo en la Salud Asociado con Genotoxicidad encontrados en el estudio
con valores estadisticos significativos (p<0.5)

Variable

MN/ celula
(n=73)

Ind de Div
Nucl(n=72)

I'M (n=71)

| de Repl
(n=71)

ICH/ CEL

ICH/ CROM

cola/cabeza

tamafio cola

tipo de combustible para
cocinar

0,03

enfermedad viral

0,001

benzo(a) antraceno

0,021

0.014

0.016

0,001

0,005

Criseno

0,006

0,002

0,036

dibenzo(a,h)antraceno

0,005

0.001
(2=0.4788)

uso de plaguicidas en la
casa

0.027
(R2=0.32)

0.021
(r2=0.4788)

Edad

0.068
(=0.1983)

Sexo

0.008

antecedente familiar de
malformaciones.

0,017

0.021

indice de masa corporal

0,015

0.038

0.028

poblacion rural

0,001

0.019

estufa de lefia o gas

0,029

usa plaguicidas la madre

0,016

acenafteno

0,001

fluoreno

0,001

antraceno

0,013

fluoranteno

0,001

pireno

0,012

indeno(1,2,3-C,D)Pireno

0,008

benzo(a) pireno

0,008

0.016

0,001

0,001

benzo(k)fluoranteno

0,001

0,014

uso de insecticidas

0.08

tabaquismo materno

0.026
(r2=0.446)

veces que uso6 plaguicidas

0.039
(r*=0.40)

antecedente de cancer
en la familia.

0.001

0.004

distancia del campo
agricola

0.037

usa plaguicidas el padre

distancia de la instalacion
petrolera

0,028

acenaftileno

0,047

benzo(ghi) perileno

0.004
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FIGURAS:

Figura 5.1.A.2. Calibracion del equipo de muestreo Hi-Vol modificado, utilizando el

Rootsmeter (Rotametro), por medio de transferencia de flujo de aire, a través de un punto
critico estandar.
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Figura5.1.A.4. Estacion de meteorologia (Marca Davis Instrument)

Anemdmetro y Veleta
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GRAFICAS:

Gréfica 6.13.17. Cromatograma del standard dereferenciacon 16 HPA's(A) y
Cromatograma con el blanco dereactivos Hexano- Diclorometano (1:1)
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A: Standard de 16 HAP s CHEMSERVICE. 50 pg/ml.
B: Blanco de reactivos: Hexano-diclorometano 1:1
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Graéfica 6.13.18. Ejemplo de cromatograma de la muestra de 16 HPA's en fase particulada

utilizando filtrosde CUARZO.
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Gréfica 6.13.19. Ejemplo de Cromatograma de muestra de HPA's en fase gaseosa, utilizando

filtros PUFF.
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TABLAS:
Tabla 4.7. Condiciones meteoroldgicas de cada sitio por dias de monitoreo.
Sitio de No. | Temperatu Presion [ Humedad | Velocida | Direcci | Precipitacion | Direccion del
Monitoreo | Mue |2 Atmosféric | Relativa d on del (mm) Viento en
stra | Ambiente | a (mmbar) (%) Viento viento grados
(°C) (m/s)
Netzahualcoyo | 1 26.1 1030.6 76.6 1.95 ESE 0.0 112.5
b ) 2 26.5 1028.2 76.2 1.95 ESE 0.0 112.5
y Uauina 3 27.6 1027.8 76.6 1.7 E 0.0 90
Balancan 4 28.4 1026.7 75.1 15 NW 0.0 315
5 27.2 1030.9 79.1 1.1 NW 0.0 315
6 26.8 1033.3 82.0 0.7 NW 1.3 315
Gregorio 1 20.7 1018.3 75.4 0.4 NE 0.0 45
Mendez, 2 22.9 1011.2 76.7 0.4 NNW 0.0 315
Comalcalco 3 25.6 1010.6 77.4 0.6 N 0.0 0
4 23.7 1013.2 78.9 0.8 N 1.7 0
5 23.9 1015.2 89.9 0.6 NE 16.2 45
6 22.8 1015.6 87.0 0.5 NNE 0.3 22.5
7 23.5 1015.9 84.9 0.5 NNE 1.6 22.5
Nuevo 1 24.5 1011.5 N.R. 7.0 E 0.0 90
Torno 2 24.7 1012.5 N.R. 111 N 0.0 0
Largo, 3 25.0 1012.0 N.R. 16.6 NNE 7.0 22.5
Paraiso 4 243 10185 N.R. 9.0 NNE 7.0 225
5 20.0 1013.5 N.R. 9.72 NNE 5.0 22.5
6 18.0 1009.5 N.R. 3.5 ENE 0.0 67.5
7 21.0 1014.5 N.R. 5.0 NE 0.0 45
8 19.5 1016 N.R. 4.8 E 2.0 90
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Tabla 4.7. Condiciones meteorologicas de cada sitio por dias de monitoreo (continuacion)

Sitio de No. | Temperatu Presion | Humedad | Velocida | Direcci | Precipitacion | Direccion del
Monitoreo | Mue | " Atmosféric | Relativa d on del (mm) Viento en
stra | Ambiente | a (mmbar) (%) Viento viento grados
(°C) (m/s)

San 1 30.8 1004.9 59.6 1.15 S 0.0 180
Miguel, 2 25.6 1006.9 60.5 1.55 SSE 0.0 157.5
Reforma 3 28.8 1008.1 64.7 1.75 SE 0.0 135

4 27.6 1006.9 75.3 1.2 ESE 0.0 1125
5 25.1 1012.8 80.7 1.65 WSW 0.0 247.5
6 25.9 1013.0 76.4 1.35 SW 0.0 225
Col Gaviotas, | 1 23.6 1019.6 75.0 1.18 ENE 0.0 67.5
Villahermosa, | 2 24.1 1020.6 82.1 1.84 N 0.0 0
Centro 3 21.1 1024.8 92.7 2.2 NNW 88.5 315
4 25.1 1016.0 75 1.78 0.0 90
5 24.7 1019.5 78.7 1.42 0.0 0
6 23.8 1019.8 81.3 1.66 26.5 0
7 22.3 1019.7 76.8 1.22 NNW 0.0 315
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Tabla 6.3.A Numero de muestras por sitio y condiciones de operacion del equipo de muestreo
(Hi-Vol) durante cada dia de monitoreo.

LECTURA MEDIDOR
MAGENLETICO

No. DIAS HORAS
MUEST (inH,0)
RA PROMEDI
INICIO FIN INICIO FIN INICIO FIN o
NETZAHUALCOYOTL Y UQUINA, BALANCAN
1 5/11/00 6/11/00 6:00 am 5:10 am 60 60 60
2 6/11/00 7/11/00 5:28 am 5:05 am 60 63 615
3 7/11/00 8/11/00 5:30 am 5:00 am 62 62 62
4 8/11/00 9/11/00 5:23 am 5:03 am 63 63 63
5 9/11/00 10/11/00 5:22 am 5:08 am 62 60 61
6 10/11/00 | 11/11/00 5:25 am 5:00 am 61 63 62
7 11/11/00 | 12/11/00 | 5:00 am. 5:00 a.m. 60 60 60
GREGORIO MENDEZ 12. SECCION, COMALCALCO
1 22/11/00 | 23/11/00 2:07 pm 11:10 pm 50 10 30
2 23/11/00 | 24/11/00 | 11:20am 11:20 am 10 59 345
3 24/11/00 | 25/11/00 | 11.35am 12:05 pm 59 60 59.5
4 25/11/00 | 26/11/00 | 12:22 pm 2:15 pm 50 50 50
5 29/11/00 | 30/11/00 6:30 am 6:30 am 52 50 51
6 30/11/00 | 01/12/00 6:36 am 6:36 am 49 60 54.5
7 01/12/00 | 02/12/00 6:55 am 1:25 pm 61 56 58.5
NUEVO TORNO LARGO, PARAISO
1 15/12/00 | 16/12/00 9:10 am 9:23 am 62 66 64
2 16/12/00 | 17/12/00 9:32 am 9:15 am 68 67 67.5
3 17/12/00 | 18/12/00 9:25 am 8:00 am 67 66 66.5
4 18/12/00 | 19/12/00 8:10 am 9:00 am 67 67 67
5 21/12/00 | 22/12/00 8:30 am 8:30 am 70 67 68.5
6 07/01/01 | 08/01/01 8:05 am 5:00 am 69 66 67.5
7 08/01/01 | 09/01/01 5:31 am 5:10 am 66 66 66
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Numero de muestras por sitio y condiciones de operacion del equipo de
muestreo (Hi-Vol) durante cada dia de monitoreo. (Continuacion)

SAN MIGUEL 12 SECCION, REFORMA CHIAPAS

1 11/04/01 12/04/01 10:55 am 12:30 pm 70 70 70
2 12/04/01 13/04/01 12:43 pm 1:15 pm 70 70 70
3 13/04/01 14/04/01 1:30 pm 2:00 pm 70 70 70
4 14/04/01 15/04/01 2:10 pm 12:00 pm 70 72 71
5 28/04/01 29/04/01 1:30 pm 1:15 pm 70 70 70
6 29/04/01 30/04/01 1:40 pm 1:55 pm 70 76 73
7 30/04/01 01/05/01 2:20 pm 2:45 pm 70 70 70
OLONIA GAVIOTAS NORTE, VILLAHERMOSA TABASCO
1 5/02/02 6/02/02 10:30 a.m. 10:41 a.m. 70 70 70
2 6/02/02 7/02/02 10:51 a.m. 11:10 a.m. 70 70 70
3 7/02/02 8/02/02 11.22 a.m. 11:43 a.m. 70 72 71
4 19/02/02 20/02/02 12:05 p.m.. 12:00 p.m. 70 70 70
5 20/02/02 21/02/02 12:10 p.m. 12:25 p.m. 70 70 70
6 21/02/02 22/02/02 12:35 p.m. 12:45 p.m. 70 76 70
7 25/02/02 26/02/02 9:15a.m. 11:25a.m. 70 70 70
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