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RESUMEN

Durante el proceso de obtencion del oro, se dan una serie de operaciones, entre ellas
la amalgamacion en la que se librera vapores de mercurio que son inhaladas por los

trabajadores mineros.

La presente investigacion tiene por objetivo determinar los niveles de mercurio en

sangre en mineros artesanales.

Para la investigacion se tom6 como objetivos especificos cuantificar la concentracion
de mercurio en muestras de sangre, identificar las enfermedades mas comunes
relacionadas con la exposicion del mercurio, establecer el porcentaje de mineros que
han sido afectados por la exposicion al mercurio y describir otros factores de riesgo

para la salud a los que estan expuestos los mineros.

La investigacion se desarroll6 con 25 mineros artesanales que cumplian con todos los

criterios de inclusion y que ademas firmaron el consentimiento informado, ademas se
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realizaron encuestas para identificar los factores predisponentes y grado de
conocimiento que poseen los mineros acerca del tema planteado, en donde se
encontrd que el 72% de los mineros estudiados tienen niveles elevados de mercurio
en sangre, relacionados principalmente por la poca importancia que le dan al uso del
equipo de proteccion personal, se encontrd que las principales manifestaciones
clinicas que presentan los mineros con niveles elevados de mercurio sanguineo son
temblores en alguna parte del cuerpo, dolores de cabeza tristeza, ansiedad y

Gingivitis.

PALABRAS CLAVES: AMALGAMACION, MERCURIO, MINERIA
ARTESANAL, GINGIVITIS.
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SUMMARY

During the process of obtaining gold, a series of processes occur.

Within these processes, amalgamation takes place; Mercury vapor is released and

then inhaled by mine workers.

The objective of the current research is to identify the levels of mercury in the blood

of handicraft miners.

The specific objectives of the research is to quantify the concentration of Mercury in
a sample of blood, identify the most common sicknesses related with exposure to
Mercury, establish the percent of miners that have been affected by the exposure to
Mercury and describe other risk factors for those who are exposed to the mines.

The research begins with 25 handicraft miners who met all the inclusion criteria and
signed the consent form and moreover filled out surveys to identify the
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predisposition factors and level of knowledge that miners possess about the outlined
theme, in which it was found that 72% of the miners studied have elevated levels of
Mercury in the blood, principally related with the small importance given to the use
of personal protection equipment, it was found that the principal clinical
manifestations that the miners demonstrate with high levels of Mercury in the blood

are body shakes in some part of the body, headaches, sadness, anxiety and Gingivitis.

KEYWORDS: amalgamation, mercury, handicraft miners, Gingivitis
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INTRODUCCION

La peste que mata lentamente a los pueblos del oro.

El mercurio es un metal noble pesado y se da en una gran variedad de formas entre
las que se encuentran: Mercurio elemental (Metal blanco plateado brillante, en estado
liquido a temperatura ambiente), Mercurio inorganico. (Se forma cuando el mercurio
se mezcla con otro tipo de elementos distintos al carbono) y Mercurio orgéanico

(Cuando el mercurio se combina con carbono).

Dado que el mercurio es una neurotoxina que afecta el cerebelo, que es la parte de
cerebro que te ayuda a mover correctamente y a coordinar tus movimientos. El
mercurio también afecta los rifiones y otros drganos, pero el dafio neuroldgico es

irreversible.

Ademas se presenta dafio al ADN y cromosomas, reacciones alérgicas, irritacion de
la piel, cansancio, y dolor de cabeza, efectos negativos en la reproduccidn, dafios en
periodo de gestacion y lactancia

En la mineria artesanal utiliza la amalgamacion del oro como proceso para su
extraccién de las rocas que lo contienen. Este proceso es realizado utilizando
mercurio elemental, el cual forma aleaciones con varios metales, entre ellos el oro, y
de esta forma logra extraerlo del material rocoso. Una vez formada la amalgama oro-
mercurio, esta es calentada y el mercurio elemental evaporado, quedando una mezcla
de oro y otros metales en menor proporcién. EI mercurio evaporado es inhalado
directamente por los mineros en varias etapas de la extraccion aurifera,
especialmente durante la quema de la amalgama, por lo que en la cadena productiva,

los mas afectados son los quemadores de amalgamas

La gran mayoria de mineros lo utiliza sin saber los grandes riesgos y peligros que
conlleva, sin ningun tipo de proteccion personal ni cuidado con el medio ambiente. ,
pone en riesgo a los mineros al estar expuestos por inhalacién, via oral, contacto

directo con la piel y adherencia a la ropa.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 TEMA:

Determinacion de mercurio en mineros artesanales en la comunidad Puzuno de la

ciudad del Tena

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

1.2.1 CONTEXTO

El mercurio es un metal en estado liquido que se utiliza en el proceso de separacion
del oro el cual frecuentemente es manipulado sin elementos de proteccion personal,

ello incrementa la exposicion a los vapores de mercurio, que ingresan al organismo.

Durante el proceso de obtencidn del oro, se dan una serie de operaciones, entre ellas
la adicion de Mercurio metélico (Hg), proceso que recibe el nombre de
amalgamacion, la misma que consiste en una mezcla de mercurio liquido con el
material de mina previamente obtenido, en el cual las finas particulas de mercurio se
adhieren a las de oro. Se estima que se utilizan dos gramos de mercurio para extraer
un gramo de oro. Para la separacion del material se emplea la centrifugacién, luego
de este proceso se da lugar a la concentracion y recuperacion de oro, para esto se
calienta la amalgama a temperaturas extremadamente altas haciendo asi que
mercurio se evapore. El peso de las emisiones de mercurio no recuperado es alto;
estas emisiones son inhaladas por los trabajadores mineros y se precipitan sobre el

terreno y la vegetacion.



La explotacion minera ha tenido importantes repercusiones de salud, econémicas,
sociales, ambientales y laborales, tanto en los paises o regiones en que se practica,
como a escala global. Para muchos paises en desarrollo, la mineria representa una
parte significativa del PIB, y en muchos casos, la partida de divisas y de inversiones

extranjeras mas importantes.

Se estima que el 15% de oro en el mundo se extrae de forma artesanal, en pequefias
minas donde en la mayoria de ellas se usa mercurio. Los mineros que lo utilizan se
arriesgan a envenenarse, envenenar a sus hijos y contaminar el suelo. La mineria
artesanal a pequefia escala es, después de la quema de combustible fésil, es la mayor

fuente de contaminacién de mercurio en el mundo (1)

El mercurio elemental y en todas sus especies, tal como el metilmercurio, son
elementos toxicos, principalmente neurotoxico y bioacumulables, que a través del
proceso de amalgamiento de oro, en rios y pequefias industrias formales e
informales, y su introduccion a los ecosistemas a través del agua, aire o tierra del
mercurio causa dafios acumulativos tanto en los organismos vivos, humanos y

marinos.

La exposicion al vapor de mercurio generado por la reduccion del mercurio usado en
la extraccion informal del metal precioso, causa extensivos dafios a los pulmones y
acumulacion de mercurio en la sangre y finalmente en los rifiones que causan dafios
degenerativos en los adultos. En el resto de los familiares causa igual dafio, sin
embargo en las mujeres embarazadas y nifios menores de 12 afios y ancianos, se da
un deterioro de las capacidades neuroldgicas, de aprendizaje y movilidad similares al

autismo. (2)
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Los paises en desarrollo se enfrentan a crecientes problemas de salud y riesgos
medioambientales a causa de una aumentada exposicién al mercurio, segin un

reciente informe de Naciones Unidas.

La Evaluacién Global de Mercurio 2013, publicada por el Programa de Naciones
Unidas para el Medio Ambiente, muestra que las emisiones causadas por la mineria

de oro a pequefia escala en Asia, Africa y Sudamérica se han doblado desde 2005.

MERCURIO Y MINERIA EN AMERICA LATINA

= Sudamérica es una de las regiones en las que prolifera la llamada mineria

artesanal o de pequefia escala para extraer oro.

= Per0 es el mayor importador de mercurio de la regién, y los principales paises a

los que se lo compra son Estados Unidos y Esparia.

= Otros paises como Brasil, Bolivia, Ecuador y Colombia destacan en la lista de
paises con mineros que se dedican a esta actividad, a menudo peligrosa por

realizarse con insuficientes medios y en ocasiones fuera de la legalidad.

= El uso de mercurio para extraer el oro de los depositos de grava donde se
encuentra tiene graves efectos para la salud de los mineros y también para el

medio ambiente. (3)

LA MINERIA EN EL ECUADOR

En general, la actividad minera se desarrolla principalmente en dos ambitos: la
mineria metalica y la mineria no-metélica (que incluye a la mineria de materiales de
construccion). En Ecuador, hasta ahora, la mineria metalica es artesanal o de pequefia
escala y tiene una incidencia marginal en la economia nacional (a pesar de ello,
incluye practicamente todas las fases de la actividad: prospeccion, exploracion,

explotacion, beneficio, fundicién, refinacion y comercializacion). Por otro lado, la



mineria no-metélica y de materiales de construccion es la abastecedora de la

construccion civil y tiene un amplio impacto en todo el pais

De acuerdo con el tamafio de la explotacion y segun la Ley de Mineria, el sector
minero ecuatoriano se puede dividir en tres categorias: la mineria artesanal y de

sustento, la pequefia mineria y la mineria a gran escala. (4)

Estudios geologicos confirman que Ecuador posee un indudable potencial minero, ya
que forman parte de los recursos minerales integrados en la gran reserva de
Iberoamérica, que se presenta a lo largo de la Cordillera de los Andes y que cuenta

con importantes recursos minerales metalicos

La produccion de oro en el sector de Zaruma-Portovelo sigue siendo la mas

importante del Ecuador, con un total que varia entre 3 y 4 toneladas por afio.

En determinadas zonas se continda con la explotacion artesanal e industrial a

pequefia escala. (5)

1.2.2 FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢Cual sera la concentracion de mercurio en las muestras sanguineas de los mineros

artesanales en la comunidad Puzuno?

1.3) JUSTIFICACION:

El presente proyecto investigativo surgio debido al gran interés de conocer la salud
de los mineros artesanales que usan mercurio para extraer oro, ya gque en nuestro pais
la extraccién de oro es una fuente importante en la economia del mismo, por tanto
existe gran cantidad de mineros artesanales que dependen totalmente de esta

actividad para subsistir y al ser parte del equipo de salud se sabe que este producto



es altamente toxico y puede traer consecuencias graves al estar en contacto del

mismao.

El proyecto es importante ya que busca brindar una vision y acercamiento a la
realidad del nivel de riesgo al que estan expuestos los trabajadores del area minera
asi como la gente que los rodea; puesto que la carencia de informacion sobre los
efectos en lasalud hacen de ésta una actividad descontrolada y altamente

contaminante con consecuencias fatales para las personas expuestas a 1os mismos.

Debido a que la intoxicacion por mercurio no tiene efectos suficientemente
draméticos a corto plazo los mineros desconocen que la acumulacion de esta
sustancia lleva a problemas que van desde efectos toxicos hasta mortales, ya que este
elemento es mutagénico (altera o cambia la informacidn genética), carcinogénico y

puede ocasionar efectos negativos a nivel embrionario.

Existio originalidad debido a que en la Carrera de Laboratorio Clinico no se ha
realizado un estudio especializado sobre el tema seleccionado. Se aspira a contribuir
con la informacion que permita concientizar a los trabajadores sobre los efectos que

tiene la exposicion al mercurio.

El presente estudio beneficiara a los mineros artesanales de la comunidad Puzuno ya
que plantea la determinacion de mercurio en sangre en mineros artesanales de esta
comunidad, y los datos que se obtenga en esta investigacion permitiran conocer la

gravedad del dafio por la exposicion a este elemento quimico

Es factible realizarlo ya que se cuenta con los medio necesarios, ademas del

consentimiento y la colaboracion de los trabajadores del area minera.
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1.4 OBJETIVOS:

Objetivo General:

Determinar los niveles de mercurio en sangre en mineros artesanales

Objetivos especificos:

o Cuantificar la concentracion de mercurio en muestras de sangre de los
mineros de la comunidad Puzuno

o ldentificar las enfermedades mas comunes relacionadas con la exposicion al
mercurio

« Establecer el porcentaje de mineros que han sido afectados por la exposicion
al mercurio

« Describir otros factores de riesgo para la salud a los que estan expuestos los

mineros



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 ESTADO DEL ARTE

Algunas investigaciones relacionadas con el tema de investigacion se resumen a

continuacion:

En un articulo publicado por la Universidad Nacional de Colombia en donde el
Ministerio de Salud reporto que analizaron 37 expuestos directamente con la mineria
y 28 expuestos indirectamente, correspondientes a familiares y otras personas de la
capital del Guainia.

Para realizar esta investigacion se encuesto a todas las personas que participaron en
el estudio para determinar la percepcion del riesgo, y se tomaron muestras de sangre

y cabello para establecer el nivel de mercurio.

Se encontrd que el ambiente laboral, calificado como precario en el estudio, conlleva
a que las personas tengan niveles de mercurio que se pueden considerar excesivos,
teniendo en cuenta que el valor normal en la sangre debe ser menor a 10 pg/L

(microgramos por litro).

De acuerdo con analisis de laboratorio, el resultado promedio de mercurio en
mineros fue de 59,16 pg/L, y de 26,9 ug/L en el cabello. Entre los individuos
indirectamente expuestos el promedio fue de 53,5 pg/L, y 22,85 ug/L en el cabello.

Del mismo modo, se midieron los niveles de mercurio de 351 nifios que viven en la

cuenca. El 80 % de ellos presenté concentraciones de mercurio mayores a 10 pg/L.

(6)

En una investigacion titulada:



Estudio de la generacion de vapores de mercurio en la extraccion de oro, y sus
efectos en los trabajadores de una area minera, en la cual el objetivo principal de la
investigacion fue analizar las condiciones de trabajo, el proceso Y las
concentraciones de vapor de mercurio halladas en el ambiente laboral .La
metodologia empleada en el proyecto, se enmarca en herramientas como el andlisis
instrumental, la observacion, la encuesta y la entrevista. Se ha realizado un muestreo
sesgado de las concentraciones de vapor de mercurio durante todos los procesos de
amalgamacion que se han podido presenciar, conjuntamente con las encuestas a toda

la poblacion de cada uno de los campamentos investigados.

Para el desarrollo del trabajo de campo, se procedieron a tomar cinco muestras de
aire por duplicado, ademas de una muestra denominada blanco, en un punto alejado
del area de proceso. EI monitoreo se realizé en el area donde se efectda la actividad

de amalgamado y existe mayor exposicion para inhalar los vapores de mercurio.

Una vez culminada la investigacion los autores han cuantificado analiticamente las
concentraciones de mercurio en los campamentos mineros investigados, y se ha
encontrado que los niveles promedio, en todos los casos, superan en gran medida el
limite de TLV maximo admisible recomendado (El limite permisible para el
mercurio en aire ambiente establecido por la American Conference of Governmental

Industrial Hygienists TLV general es de 0,05mg/m3);

En base a los métodos cuantitativos y cualitativos empleados por el equipo
investigador del Proyecto, y a los resultados y evidencias obtenidas, se puede
aseverar que existe un alto nivel de riesgo de dafio a la salud de los trabajadores
expuestos directamente, asi como de dafio del medioambiente en las &reas mineras
investigadas de Ponce Enriquez, debido al uso de mercurio en el proceso de
extraccion de oro. Esto representa un serio problema en toda la comunidad minera,
ya que si las practicas de amalgamacion de mercurio se emplean de manera

generalizada, la poblacion completa estaria también expuesta a este riesgo.

En una investigacion titulada: Estudio de la generacion de vapores de mercurio en la
extraccién de oro, y sus efectos en los trabajadores de una area minera, en la cual el

objetivo principal de la investigacion fue analizar las condiciones de trabajo, el



proceso y las concentraciones de vapor de mercurio halladas en el ambiente laboral
.La metodologia empleada en el proyecto, se enmarca en herramientas como el
analisis instrumental, la observacion, la encuesta y la entrevista. Se ha realizado un
muestreo sesgado de las concentraciones de vapor de mercurio durante todos los
procesos de amalgamacion que se han podido presenciar, conjuntamente con las

encuestas a toda la poblacion de cada uno de los campamentos investigados.

Para el desarrollo del trabajo de campo, se procedieron a tomar cinco muestras de
aire por duplicado, ademas de una muestra denominada blanco, en un punto alejado
del area de proceso. EI monitoreo se realiz6 en el area donde se efectla la actividad

de amalgamado y existe mayor exposicion para inhalar los vapores de mercurio.

Una vez culminada la investigacion los autores han cuantificado analiticamente las
concentraciones de mercurio en los campamentos mineros investigados, y se ha
encontrado que los niveles promedio, en todos los casos, superan en gran medida el
limite de TLV maximo admisible recomendado (El limite permisible para el
mercurio en aire ambiente establecido por la American Conference of Governmental

Industrial Hygienists TLV general es de 0,05mg/m3);

En base a los métodos cuantitativos y cualitativos empleados por el equipo
investigador del Proyecto, y a los resultados y evidencias obtenidas, se puede
aseverar que existe un alto nivel de riesgo de dafio a la salud de los trabajadores
expuestos directamente, asi como de dafio del medioambiente en las areas mineras
investigadas de Ponce Enriquez, debido al uso de mercurio en el proceso de
extraccion de oro. Esto representa un serio problema en toda la comunidad minera,
ya que si las practicas de amalgamacion de mercurio se emplean de manera

generalizada, la poblacion completa estaria también expuesta a este riesgo. (7)

La revista Scielo en uno de sus articulos publicados en el afio 2013 con el titulo
“Dafio genotdxico en trabajadores de mineria artesanal expuestos al mercurio” con el
objetivo de determinar el dafio genotoxico en trabajadores de una mineria artesanal

expuestos a mercurio.

En el estudio observacional de corte transversal, se evaluaron 83 trabajadores

expuestos a mercurio, de quienes se colectaron células por hisopado bucal para su
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posterior tincidn, revision microscopica y recuento de micronucleos y otras
alteraciones nucleares. También se colecté orina de 24 h para la determinacion de
mercurio inorganico, La determinacion cuantitativa de los niveles de mercurio se
realizé empleando la metodologia de la espectrofotometria de absorcion atémica con
vapor frio. Se excluyeron a personas con enfermedades degenerativas, cancer, o que

hayan estado expuestas a rayos X durante los treinta dias previos al estudio.

Al terminar la investigacion los autores concluyen que: En base al limite de
deteccion de la metodologia de medicion, se encontrd que el 16,9 % de los evaluados
presentaron concentraciones de mercurio en orina mayor a 2,5 pg/L. Al realizar la
comparacién entre los tiempos promedios laborando y los niveles de mercurio
detectados en orina, se encontré que el promedio de tiempo laborando en el grupo en
gue no se detectd mercurio en orina fue de 11,6 + 6,5 afios (rango: 1-30) y el tiempo
promedio en el grupo en el cual se detecto orina fue de 14,6 + 7,1 afios (rango: 3-32).
Se encontrd ademas que la media de la concentracién de mercurio en orina de 24
horas fue de 5,7 ug/L (8)

2.2 FUNDAMENTO TEORICO

2.2.1 METALES PESADOS

El concepto de metales pesado esta en relacion con la tabla periddica de los
elementos; en ella estos metales estan clasificados como metales con propiedades
metalicas o con elevada densidad.

Es normal que estos metales se hallen en el medio ambiente. También se emplean en
la industria para fabricar gran diversidad de productos. Para el normal
funcionamiento del organismo, algunos de estos metales pueden resultar téxicos y

ocasionar lesiones en el organismo.
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Por otra parte, estos metales pueden contaminar el suelo, el aire, los alimentos y el
agua persistiendo ademas de manera indefinida en el entorno. Debido a que se trata
de metales potencialmente toxico es comun referirse a los metales pesados como

metales toxicos.

Una exposicién aguda o grave puede representar una amenaza para la vida del
individuo. Las exposiciones moderadas pero prolongadas en el tiempo deben
monitorizarse. El organismo tan solo puede procesar pequefias cantidades de estos
metales pesados. Algunos de ellos se consideran cancerigenos y algunos pueden

afectar la capacidad de produccién de hematies y leucocitos.

Los fetos y los nifios pequefios son los que presentan mayor riesgo ya que una
exposicion incluso a concentraciones bajas o moderadas afectan al desarrollo mental,
pudiendo ocasionar dafios permanentes en Organos y cerebro. Muchos metales
pesados pasan de la madre hacia el feto y algunos pueden pasar al bebé al

amamantarlo. (9)

2.2.2 MERCURIO

El mercurio es un metal pesado, blanco plateado, liquido a la temperatura ambiente.

El Mercurio elemental es poco soluble y por tanto poco téxico al ingerirse, pero
puede emitir vapores toxicos a cualquier temperatura y ocasionar intoxicaciones

agudas y crénicas por si inhalacion.

Las sales de mercurio inorganico se presentan en dos estados de oxidacion: sales

monovalentes y sales divalentes (10)

Funciona muy bien en aleaciones con otros metales como oro o plata, que generalmente se
conocen como “amalgamas”. Funciona como conductor de electricidad (aunque no es de
los mejores) y también con el calor, pero en este ultimo sentido, es un conductor bastante

pobre.
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Se trata de un elemento que ocurre en la naturaleza, cuando se calienta el cinabrio y se

condensan sus Vvapores.

Cabe destacar que el mercurio es un elemento altamente peligroso y dafiino para los seres

vivos. Puede provocar enormes dafios en los nervios, el higado y los pulmones, entre otras

cosas, por lo cual es muy importante ser cauteloso con su manipulacion.

Datos:

NUmero atomico: 80

Masa atomica: 200,59 u
Simbolo atémico: Hg

Punto de fusion: -39° C

Punto de ebullicion: 357° C (11)
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Principales propiedades anatomicas del mercurio (12)

Es un metal

brillante, de color gris plata, liquido a temperatura ambiente pero rara vez se
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encuentra en esta forma en el medio ambiente. Si no se aisla, el mercurio se evapora
lentamente, formando un vapor. La cantidad de vapor que se forma aumenta a

medida que aumenta la temperatura.

Compuestos inorganicos de mercurio o sales de mercurio: Se forman cuando el

mercurio se combina con elementos diferentes al carbono, tales como el cloro, azufre
u oxigeno. Son mas comunes en el medio ambiente.

La mayoria de éstos son polvos o cristales blancos. Algunos ejemplos de sales de
mercurio son el sulfuro de mercurio (HgS), 6xido de mercurio (HgO) y cloruro de

mercurio (HgClI2).

A excepcion de éstos, el sulfuro de mercurio es rojo y se vuelve negro con la
exposicion a la luz.

El cloruro de mercurio forma vapor, pero este se queda en el aire durante un periodo
de tiempo mas corto que el mercurio elemental. Son mas solubles en agua y mas

reactivos.

Mercurio organico: También conocidos como organomercuriales. Se forman cuando

se combina el mercurio con carbono y otros elementos unidos por enlaces covalentes.
Algunos ejemplos de compuestos organicos de mercurio son el metilmercurio,
dimetilmercurio, acetato de fenilmercurio y cloruro de metilmercurio.

La forma méas comun que encontramos en el ambiente es el metilmercurio, casi

todos los tipos de metilmercurio solidos blancos y cristalinos.

Dentro de los usos que destacan del mercurio elemental, se encuentran:

-Para extraer oro y plata de las minas (durante siglos).

-Para ayudar en la produccién de productos quimicos de cloro-alcali.
-En manometros, que miden y controlan la presion.

-En termémetros

-En interruptores eléctricos y electronicos

-En lamparas fluorescentes

-En amalgamas dentales (13)
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GRAFICO 2: Mercurio elemental (14)

METABOLISMO DEL MERCURIO

El mercurio, se absorbe por tres vias:
e Gastrointestinal
e Respiratoria

e Dérmica.

Las especies quimicas que entran por la via gastrointestinal, son el Hg metal, Hg2+
y las especies organicas de mercurio.

La absorcion del primero, por esta via es por ingesta accidental, y no se absorbe mas
del 0,01%, por lo que sus efectos toxicos son préacticamente inexistentes. EI Hg2+,
sin embargo, se puede absorber hasta un 15%, y las especies organicas hasta el 80%,

por lo que potencialmente son muy toxicas.

Via respiratoria, por inhalacion directa, se absorben dos especies presentes en la
atmdsfera, el Hg metal en forma de vapor y el HgO; este ultimo en forma de
particulas. La absorcion de éstas es del orden de un 80-90%, por lo que aqui que
suponen un peligro toxicoldgico los vapores de Hg, por su alta absorcion.

Por ultimo, destacar la dificil absorcion dérmica de las especies inorganicas de
mercurio. Las especies organicas de mercurio son de metabolizacion intracelular,
mientras que las inorganicas, se disuelven facilmente en el plasma, sobre todo el
Hg2+.

Ademas, pueden atravesar la barrera hemato encefalica, y producen encefalopatias
graves. La cantidad acumulada crece rapidamente al principio de la exposicién y se
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sostiene a los 69 dias (tiempo de semi eliminacién). En el mercurio metal la vida

plasmatica media es mas baja, de 23-40 dias

CINETICA DEL MERCURIO

El ingreso del mercurio es por las vias respiratoria, digestiva, cutanea o por placenta.

La via respiratoria es por inhalacion. En salud ocupacional esta via es la mas
importante y, tanto el mercurio elemental como el inorganico y sus compuestos,

puede ingresar por inhalacién y alcanzar la sangre con una eficiencia del 80%.

La via digestiva es por ingestion. En el tracto gastrointestinal, el mercurio inorganico
se absorbe en cantidad menor al 0,01%, probablemente por su incapacidad de
reaccién con moléculas bioldégicamente importantes, al formar macromoléculas que
dificultan su absorcion y porgque pasa por un proceso de oxidacion. Los compuestos
inorganicos de mercurio (sales) se absorben entre 2 y 15%, dependiendo de su
solubilidad. Mientras que, en contraste, la absorcion de los compuestos organicos por

esta via es 95%, independiente de si el radical metilo esta unido a una proteina o no.

La via cuténea es por contacto. Se ha descrito casos de intoxicacion por aplicacion
topica de compuestos que contenian metilmercurio. No estd demostrado que esta via
tenga un papel importante en la exposicion ocupacional, comparada con las otras. EsS
mas, es posible que en el caso de aplicacion de pomadas, el toxico penetre en el
organismo por inhalacion, a partir del ungliento puesto en la piel, mas que

atravesandola directamente.

TRANSPORTE Y DISTRIBUCION

En general, el 90% de los compuestos organicos se transporta en las células rojas,

mientras que 50% del mercurio inorganico es transportado unido a la albumina.
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Como norma, a partir de la sangre su distribucion en el organismo tiende a alcanzar
un estado de equilibrio dindmico determinado por dosis, duracién de la exposicion,
grado de oxidacién, concentracion de sus compuestos en la sangre, concentracion en
relacion con grupos sulfhidricos libres, afinidad con los componentes celulares y
velocidad de asociacion/disociacion del complejo mercurio-proteina.

Sin embargo, cabe destacar su gran afinidad por el encéfalo, quiza porque la mayor

parte del mercurio circulante va al cerebro, mas que a higado o rifién.

En el encéfalo, tiene mayor afinidad por la sustancia gris que por la blanca. Los
niveles mas altos de mercurio son hallados en ciertos grupos neuronales del cerebelo,
médula espinal, pedinculos y mesencéfalo, aunque también se le ha detectado en
epitelio de tiroides y pancreas, en células medulares de las glandulas adrenales, en

espermatozoitos, epidermis y cristalino.

Se estima que el contenido normal de mercurio en el organismo humano oscila entre
1y 13 miligramos, del cual 10% es metilmercurio. Su distribucion en el organismo
es: musculo 44 a 54%, higado 22%, rifion 9%, sangre 9 a 15%, piel 8%, cerebro 4 a

7% e intestino 3%.

Los cationes mercuriales tanto organicos como inorganicos reaccionan con gran
variedad de ligantes organicos que se encuentran en moléculas bioldgicas

importantes.

Los efectos toxicos de todas las formas de mercurio inorganico se deben a la accion
de los iones mercdricos, ya que el mercurio elemental no puede formar enlaces

quimicos.

Los iones de mercurio inorganico se distribuyen en los tejidos y en pocas horas se
concentran especialmente en rifiones, higado, sangre, mucosa respiratoria, pared
intestinal y colon, piel, glandulas salivares, corazon, musculo esquelético, cerebro y

pulmon.

Después de una semana el 85 a 95 % de todo el mercurio inorganico se almacena en

el rifion.
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Los mercuriales organicos debido a sus dos propiedades toxicocinéticas: su
capacidad de atravesar membranas celulares y su gran resistencia a la

biotransformacion en los tejidos, se depositan a nivel del sistema nervioso central.

BIOTRANSFORMACION DEL MERCURIO

Se realiza por cuatro vias:

Por oxidacion del vapor de mercurio metalico a mercurio divalente: La
oxidacién, mediada por la hidrogeno peroxido-catalasa en los peroxisomas,
determina el tiempo de permanencia del vapor inhalado (crucial para alcanzar sitios
sensibles), al disminuir su liposolubilidad y por tanto su toxicidad, pero la tendencia
a la bioacumulacién aumenta cuando esta oxidacién se realiza en los tejidos. El
mercurio tiene gran afinidad por los grupos -SH de las proteinas. Estos son tan
abundantes que solo le permiten una breve presencia en estado ionico. El mercurio se

une también a grupos fosforilos, carboxilo, amida y amina.

Por reduccién del mercurio divalente a mercurio metéalico: la reduccion es

mediada el sistema xantina oxidasa.

Por metilacién del mercurio inorganico: Se ha demostrado la metilacion de
mercurio inorganico en ratas, pero solo entre 0,05 y 0,26% de la dosis administrada.
Se desconoce el lugar exacto de esta metilacion, aunque se supone pueda ser el

higado. La metilacion no ha sido demostrada en humanos.

Por conversion del metilmercurio en mercurio inorganico. En la exposicion
laboral cronica se conoce el proceso de biodesmetilacion en varios tejidos, pero es en

el higado donde se realiza en mayor proporcion. (15)

MECANISMO DE ACCION

Los iones de mercurio son precipitantes de proteinas y causan necrosis severa en los
puntos de contacto directo con los tejidos, fendmeno facilmente evidenciable en los

casos de intoxicacion con sales inorgénicas de mercurio.
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Esto ocurre especialmente a nivel de boca, esofago, piel o conjuntivas, cornea y
células del tracto gastrointestinal en general y en su ruta de excrecion.

El metal idnico forma enlaces covalentes con grupos sulfidrilos con angulo de enlace
en 180 grados.

El mercurio también se combina con otros ligantes como las aminas, carboxilos, y
grupos fosforilos.

La variedad de los mecanismos bioquimicos de la mayoria de los compuestos
mercuriales todavia no estan bien enunciados, como son la precipitacion de proteinas
y los efectos inhibidores a diferentes niveles.

Sin embargo algunos informes postulan que el mercurio se combina primero con los
grupos funcionales de la membrana celular. El ion entra entonces a la célula primero
lentamente y luego mas rapidamente. Se inhibe entonces la captacion celular de
glucosa durante la primera etapa y en la segunda, la respiracion celular
progresivamente.

Cuando se rompe la membrana celular se inhibe completamente la respiracion.

Se observa también un decrecimiento del potencial eléctrico a través de la membrana
y una pérdida de potasio celular. EI mercurio produce hemolisis de los glébulos rojos

y porfiria

ELIMINACION

El mercurio absorbido se elimina principalmente por la orina, aungque también se
encuentran fracciones en las heces, dividas a secrecion dentro del lumen
gastrointestinal, especialmente a nivel del colon, por bilis, saliva y jugos gastricos e
intestinales.

La eliminacion empieza inmediatamente se absorbe y continua a velocidades altas.
El tejido renal retiene mercurio con gran tenacidad, el almacenamiento en dicho
organo, y en menor grado la eliminacion urinaria, nos indican la severidad de la
exposicion.

La vida media del mercurio es de aproximadamente 2 meses.
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Los alquilmercuriales de cadena corta, debido a su capacidad de atravesar
membranas presentan recirculacion enterohepatica, especialmente el metilmercurio.
Una porcion de lo eliminado por bilis se encuentra unido a proteinas y la otra sera

formada por complejos mercuriales de bajo peso molecular.

Se ha notado que al paso por la vesicula biliar se producen cambios en la distribucion
del metilmercurio; las sales mercuriales que llegan al intestino son liposolubles por
lo cual se pueden reabsorber creando ciclos enterohepaticos. Por eso se dice que los
alquimercuriales son mas toxicos que otras formas mercuriales, debido a que el

organismo humano lo absorbe méas y lo excreta en mayor cantidad. (16)

TOXICIDAD DEL MERCURIO

El mercurio es un metal pesado y su presencia en el cuerpo humano resulta toxica a
partir de ciertos niveles criticos que dependen fundamentalmente, de las relaciones
dosis-efecto y dosis-respuesta. Asimismo, depende de las variaciones en la
exposicion, absorcion, metabolizacion y excrecion en cualquier situacion dada.

También es diferente, segun su especie quimica, y si la intoxicacién es aguda o

crénica.

Intoxicaciones agudas

El Hg metal presenta un cuadro clinico de debilidad, escalofrios, sabor metalico,
nauseas, vomitos, diarrea, tos y opresion toracica. Basta una exposicion breve al
vapor de Hg para producir los sintomas en pocas horas. EI Hg2+ precipita proteinas
de las mucosas y da un aspecto ceniciento a la boca, faringe e intestino, con dolor
intenso y vomitos por el efecto corrosivo sobre la mucosa del estdmago, que produce
shock y muerte. La recuperacién se produce solo con un tratamiento rapido. Los
derivados organicos no suelen producir intoxicaciones agudas, y cuando éstas tienen

lugar son irrecuperables y producen la muerte del individuo.
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Intoxicaciones crdnicas

El Hg metal, produce efectos neuroldgicos y el llamado sindrome vegetativo
asténico, cuyos efectos son: bocio, taquicardia, pulso labil, gingivitis, irritabilidad,
temblores, pérdida memoria y salivacion intensa. Estos efectos son reversibles. El
Hg2+, presenta un cuadro clinico de fuerte sabor metélico, estomatitis, gingivitis,
aflojamiento de dientes, aliento fétido, asi como una toxicidad renal grave, por
necrosis tubular renal. Tipica de los efectos tdxicos de este cation, y de los
calomelanos es la llamada enfermedad rosa o acrodinial7, que es una reaccién de
hipersensibilidad, con eritema en extremidades térax y cara, fotofobia, taquicardia y
diarrea. Estos cuadros clinicos presentan una buena recuperacién. Los derivados
organicos producen una reduccion del campo visual irreversible, dificultad auditiva,
asi mismo irreversible, ataxia, paralisis y muerte. Los efectos, dependen de la dosis,
produciéndose los dos primeros a bajas concentraciones, y los Gltimos a altas
concentraciones del toxico. Ademas son teratdgenos, y afectan al feto, con retardo

mental y deficiencias neuromusculares. (17)

El mercurio organico es mas toxico; se acumula en los hematies y el SNC. La mayor
parte se excreta lentamente en las heces con una semivida de 70 dias. Solo un 10% se
excreta en la orina; los niveles en orina pueden ser normales, incluso en caso de
exposicion significativa. El fenil y el metoxietilmercurio son menos tdéxicos y

muestran niveles mas altos en orina. (18)

2.2.3 EXPOSICION AL MERCURIO

Todas las personas estan expuestas a cierto nivel de mercurio. En la mayoria de

los casos se trata de niveles bajos, debidos casi siempre a una exposicion cronica

Pero a veces la gente se ve expuesta a niveles elevados de mercurio, como ocurre

en caso de exposicion laboral
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Entre los factores que determinan eventuales efectos sobre la salud, asi como su

gravedad, estan los siguientes:

e Laforma de mercurio de que se trate

e Ladosis

e Laedad o el estadio de desarrollo de la persona expuesta
e Laduracidn de la exposicion

e La via de exposicion (inhalacidn, ingestion o contacto cutaneo).

En términos generales hay dos grupos especialmente vulnerables a los efectos del
mercurio.

Los fetos son sensibles sobre todo a sus efectos sobre el desarrollo. La exposicion
intrauterina a metilmercurio por consumo materno de pescado o marisco puede
danar el cerebro y el sistema nervioso en pleno crecimiento del bebé.

La principal consecuencia sanitaria del metilmercurio es la alteracion del
desarrollo neurolégico.

Por ello la exposicién a esta sustancia durante la etapa fetal puede afectar
ulteriormente al pensamiento cognitivo, la memoria, la capacidad de
concentracion, el lenguaje y las aptitudes motoras y espacio-visuales finas del

nifo.

El segundo grupo es el de las personas expuestas de forma sistematica (exposicion

cronica) a niveles elevados de mercurio (19)

SINTOMAS DE INTOXICACION POR MERCURIO

MERCURIO ELEMENTAL

Por lo regular es inofensivo en caso de ser ingerido o tocado. Es tan denso y
resbaladizo que generalmente se desprende de la piel o del estbmago sin ser
absorbido.
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Sin embargo, se puede presentar dafio considerable si el mercurio se convierte en

gotitas aéreas pequefias que se inhalan hacia los pulmones.

Esto a menudo puede ocurrir por error cuando la gente trata de aspirar el mercurio

que se ha derramado en el suelo.

La inhalacién del mercurio elemental causa sintomas inmediatamente si se inhala lo

suficiente.

Los sintomas también se presentan con el tiempo si se inhalan pequefias cantidades

de mercurio todos los dias. Si esto ocurre, los sintomas pueden abarcar:

Sabor metalico

e VOmitos

e Dificultad respiratoria

e Tos fuerte

e Encias inflamadas y sangrantes

Dependiendo de la cantidad de mercurio inhalado, se puede presentar dafio pulmonar
permanente y la muerte. Asimismo, se puede presentar dafio cerebral a largo plazo a

raiz de la inhalacion de mercurio elemental.

MERCURIO INORGANICO

A diferencia del mercurio elemental, el mercurio inorganico generalmente es toxico
cuando se lo ingiere. Dependiendo de la cantidad ingerida, los sintomas pueden

abarcar:

o Ardor en el estdmago y en la garganta.
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o Diarreay vomitos con sangre.

Si el mercurio inorgénico ingresa al torrente sanguineo, puede atacar los rifiones y el
cerebro, y presentarse insuficiencia y dafio renal permanente. Una sobredosis grande
puede ocasionar sangrado profuso y pérdida de liquidos por la diarrea e insuficiencia

renal, lo cual provoca la muerte.

MERCURIO ORGANICO

Puede causar enfermedad si es inhalado, ingerido o puesto sobre la piel por periodos

de tiempo prolongados.

Este tipo de mercurio generalmente causa problemas en afios o decadas, mas no
inmediatamente. En otras palabras, estar expuesto a pequefias cantidades de mercurio
organico todos los dias durante afios probablemente hara que los sintomas aparezcan
posteriormente. A pesar de todo, una sola exposicién grande también puede causar

problemas.

La exposicion prolongada probablemente cause sintomas neuroldgicos, como:

Entumecimiento o dolor en ciertas partes de la piel.

e Estremecimiento o temblor incontrolable.

e Incapacidad para caminar bien.

o Cegueray vision doble.

e Problemas con la memoria.

o Convulsiones y muerte (con grandes exposiciones).
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La evidencia médica sugiere que estar expuesto a grandes cantidades del mercurio
organico llamado metilmercurio durante el embarazo puede dafar en forma

permanente el cerebro en desarrollo del bebé. (20)

2.2.4 HIDRARGISMO

La exposicion a mercurio asociada a malas practicas de higiene laboral favorece el
desarrollo de la intoxicacion ocupacional, que se manifiesta por el cuadro clinico
denominado mercurialismo o hidrargirismo, que tiene caracteristicas propias de

acuerdo a su fase toxico cinética.

En la fase de absorcion o impregnacion, los sintomas son generales e inespecificos:
pérdida de apetito, adelgazamiento, cansancio facil, cefalea, mareos, insomnio,

artralgias y parestesias. (21)

En la fase de intoxicacion, encontramos ya el cuadro patognomonico, con los

siguientes sindromes:

Sindrome digestivo: caracterizado por sabor metélico, mal aliento, nauseas, vomitos
y diarrea. En muy pocos casos aun se puede ver el estigma mercurial en los dientes,

coloracidn pardusca en los incisivos casi siempre asociado a pésima higiene bucal.

Sindrome neuroldgico: Constituye el cuadro clasico del mercurialismo, llamado

eretismo mercurial.

En una primera fase, se evidencia por irritabilidad, tristeza, ansiedad, insomnio,
suefio agitado, temor, debilidad muscular, pérdida de memoria, excesiva timidez,
susceptibilidad emocional, o depresion producidos por dafio en los centros corticales
del sistema nervioso central, que puede llevar a encefalitis, condicionante del
sindrome psicoorganico cronico y definitivo, que termina en la demencia del

trabajador.
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El signo capital descrito desde antiguo es el temblor intencional. EI temblor guarda
relacion con la gravedad de la intoxicacion y con la concentracion de mercurio en los

tejidos.

Se puede hallar exageracion de los reflejos patelares, pero no son frecuentes
espasmos musculares ni parélisis flacida. Histolégicamente, se encuentra

degeneracion axonal y alteraciones en los paquetes sensitivos y motores.

Sindrome renal: Se ha descrito lesion glomerular de varios tipos, desde lesion
minima de aspecto semejante a la de nefrosis lipoide, hasta glomerulonefritis
proliferativa extracapilar, con proliferacion del epitelio de la capsula de Bowman, y
glomérulonefritis extramembranosa. Se afirma unanimemente que el sistema

inmunitario es el primer 6rgano blanco y que solo posteriormente aparece dafio renal.

Sindrome oftalmoldgico: Como signo precoz de intoxicacion se describe casos

aislados de escotomas anulares y centrales y vision tubular.

Puede haber nistagmus. Al examen con ld&mpara de hendidura, y también como signo
temprano de intoxicacion, se puede encontrar el signo de Atkinson, reflejo parduzco

bilateral y simétrico en la capsula anterior del cristalino, que no afecta la vision.

Estudios actuales apoyan el hecho que la exposicion a vapores de mercurio induce un
cuadro sub clinico de dafio en la visidn de colores, inclusive en lugares de trabajo,
con indicadores de exposicion menor al limite actual, lo que nos permite dudar de la

proteccion real de ese limite en lo referido a efectos del mercurio sobre la vision.

Otras alteraciones encontradas son las siguientes:

Piel: Dermatitis de contacto localizada en manos, antebrazos o cara y lesiones

hiperqueratosicas que pueden ulcerarse; y, en exposicion cronica, alopecia reversible.

Rinitis y conjuntivitis causadas por accion irritativa directa del mercurio.

Sangre: Especificamente el cloruro de mercurio contenido en algunos antisépticos
incrementa el colesterol, por lo que al exponerse a este compuesto puede aumentar el

riesgo ateromatoso en patologia preexistente de aorta.
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Hipersensibilidad: En exposicion a sales de mercurio inorganico (mercurioso o
mercurico) o al fenilmercurio se puede encontrar acrodinia, reaccion de
hipersensibilidad caracterizada por descamacién, color rosado de las mejillas y

plantas de los pies y manos, fotofobia, sudoracion, irritabilidad e insomnio.

Efectos teratdgenos y cancerigenos: la exposicion a mercurio elemental o a
compuestos inorgdnicos no produce céancer ni teratogenicidad, que si estan

demostrados en los compuestos organicos (metilmercurio).

La intoxicacion mercurial ocupacional no necesariamente es causada por exposicion
a cantidades elevadas de mercurio en el ambiente laboral, sino que también puede

ocurrir con niveles bajos de exposicion (15)

2.2.5 PRUEBAS DE LABORATORIO CLINICO

HEMOGRAMA: Aparece anemia y leucocitosis. Durante la fase polidrica de la

insuficiencia renal puede aparecer una falsa poliglobulia por hemoconcentracion.

BIOQUIMICA: En la fase oligUrica, se observa una uremia progresiva con aumento
de la creatinina. Se produce hiperpotasemia con hiponatremia e hipocloremia, junto
con acidosis metabdlica con hiato anidnico aumentado. En la fase poliurica, la urea 'y
la creatinina disminuyen, asi como el potasio, y existe un mayor descenso del sodio y

cloro.

ORINA: En la fase oligdrica, existe oliguria (anuria en caso de necrosis tubular
aguda) con orina hipostenurica e incluso isostendrica. Puede aparecer proteinuria y

alteraciones en el sedimento, como cilindros granuloso, hematies y detritus celulares.

En la fase politrica, aumenta el volumen urinario (poliuria), con elevada excrecion
urinaria de sodio y potasio. La medicion del mercurio en orina es de utilidad para el
diagnostico de intoxicacion cronica. Se consideran patologicas determinaciones
superiores a 50 ug/dia, si bien las determinaciones superiores a 300 ug/dia indican
toxicidad cronica por mercurio (22)
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La mediciébn de mercurio en sangre y orina confirma el diagnostico. Las
concentraciones normales de los individuos no expuestos son menores de 0.01mg/L
en sangre total, y menores de 10ug/g de creatinina en orina. La relacion elevada de
mercurio en sangre total y en plasma indica intoxicacién por mercurio alquilo.
Pueden usarse las cifras de pelo y ufias para documentar exposicién, aungque no se

correlacionan bien con la toxicidad

PREVENCION

La concientizacion del riesgo constante de exposicién al vapor de mercurio junto con
el manejo apropiado de los materiales y la atencién meticulosa a la higiene en el sitio
de trabajo reduciran las exposiciones potenciales. Se requiere ventilacion apropiada y
proteccion respiratoria en todas las operaciones en las que se use compuestos de
mercurio. El cuidado en el manejo y la disposicién de los compuestos de mercurio
evitara la contaminacion inadvertida del lugar de trabajo. El control de las emisiones

industriales previene la contaminacion de fuentes de agua.

La vigilancia médica de los trabajadores expuestos al mercurio debe incluir un
interrogatorio minucioso y un examen neuroldgico detallado, ademéas de examenes

de sangre y orina periédicos.

TRATAMIENTO

Después de una exposicion aguda al mercurio, debe iniciarse el tratamiento oportuno
con dimercaprol (5mg/kg por via IM). La insuficiencia respiratoria y renal se trata
con las medidas correspondientes. El succimero y el acido dimercaptosuccinico

también son efectivos y estan indicados para la intoxicacion con mercurio organico.

Los individuos que manifiestan sintomas de toxicidad crénica por mercurio deberan
removerse de cualquier otra exposicion. La decision de dar tratamiento en tales casos
depende de la gravedad de los sintomas y de si hay datos de toxicidad neurolégica o

renal.
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La intoxicacién crénica por mercurio también responde a la terapia de quelacion. Las
secuelas neuroldgicas cronicas de la intoxicacién por mercurio alquilo son

irreversibles (23)

2.2.6 MINERIA

La mineria es el proceso de busqueda y extraccién de elementos econdmicamente

valiosos de la superficie de la tierra, incluyendo los mares.

Es una actividad sumamente antigua que el hombre ha venido utilizando q través de
los afios para obtener materiales indispensables en la elaboracién de bienes. Los
primeros metales extraidos de una mina fueron el oro, junto con el cobre y la plata.
(24)

Como toda actividad econdémica, la mineria funciona sobre la base de normas y

encuadres de tipo legal, técnico y comercial.

La mineria tiene algunas diferencias importantes con otras actividades productivas
entre las cuales se mencionan: la superposicion de la propiedad minera con la del
terreno, la existencia de una etapa de riesgo y el caracter no renovable de los

recursos. (25)

TIPOS DE MINERIA

Clasificacién de la mineria

La mineria, a un nivel global, se puede dividir en varios grupos o cuarteles. A un

nivel general se puede decir que la mineria se divide en:

29



Minas superficiales.

Estas minas se usan el 60% de los paises mineros en el mundo, este tipo de mina esta
asociado a cualquier mental y puede ser utilizada en general para todo tipo de metal
en la superficie. Las minas superficiales también pueden ser utilizadas en general
para todo tipo de metal en la superficie. Las minas superficiales también pueden estar

asociadas a diferente nombre con su correspondiente metal o mineral.

Minas a cielo abierto.

Son minas que adoptan una forma de terraza. Esta mina se puede utilizar en la
extraccion de metales, tiene forma cilindrica y se forma diferente desde el risco hasta
el suelo. Muchas minas empiezan como superficiales, pero cuando los escombreos

son muchos las minas cambian y se utilizan métodos de minas subterraneas.

Explotaciones al descubierto.

Su principal diferencia con las minas superficiales es que el material que se extrae de
la excavacion o denotacion no se deja en los lugares lejanos o aledafios de la mina,
sino que se deja en la misma cavidad explotada. Por lo tanto estas minas se van

rellenando hasta el momento en que se inici6 la explotacion.

Canteras.

Son muy similares a las de cielo abierto, con la diferencia de que en este tipo de mina
se usa principalmente para la extraccion de materiales de construccion. A su vez, esto

hace que con el pasar del tiempo se convierta en una gran excavacion.

Minas de placer.

Los placeres suelen ser particulas minerales que se mezclan con arena y grava y que
generalmente se encuentran en los lechos de rios, ya que la mayoria de estas minas

son propias de rios actuales o rios fosiles.
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En estas minas se pueden encontrar varios metales como oro, platino, estafio, gemas

como diamantes, rubies.
Mineria subterranea.

Esta mineria se trabaja en el subsuelo, lo cual hace gque en el yacimiento o mina se
acumulen polvo, gases, explosiones y riesgos de derrumbe del techo, por este motivo
estas minas usan estrictos controles de seguridad con tal de salvaguardar la vida de

sus trabajadores.
Mineria por pozos.

Hoy en dia es mucho mas practica la extraccion de minerales por medio de pozos que

se cavan en la tierra
Tipo de mineria usada en el Ecuador.

En el Ecuador se presentan solo dos tipos de minas, debido a su estructuracién
geografica que se puede encontrar en los terrenos mineros. Los mas representativos

son: mineria a cielo abierto y la mineria subterranea (26)

MINERIA ARTESANAL Y MINERIA DE PEQUENA ESCALA

Se refiere en términos generales a la mineria practicada por individuos, grupos o
comunidades, usualmente de manera informal (ilegal), llevadas a cabo utilizando
poca tecnologia y maquinaria, se estima que mas de 100 millones de personas

realizan esta actividad especialmente en paises en vias de desarrollo.

Ante la ausencia de una definicién universalmente aceptada, la mineria artesanal y de

pequefa escala es usualmente caracterizada por los siguientes aspectos:
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e EIl uso minimo de maquinaria y tecnologia. Se utiliza técnicas simples que

requieren de un mayor esfuerzo fisico de las personas.

e La explotacion de recursos naturales sin contar con los titulos de la mineria,

ni contratos de trabajo, ni una compafiia que respalde el trabajo.

e La baja productividad debido al uso de técnicas ineficientes y que usualmente
se realiza en pequefias parcelas y en terrenos de superficies, con el objeto de
aumentar los hallazgos usualmente repite sus procesos de explotacion sobre

las mismas areas.

e La falta de medidas de seguridad, de atencion de salud y de proteccién del

ambiente.

e Lainseguridad econémica

La mineria artesanal puede afectar negativamente a las comunidades, usualmente no
cuentan con adecuadas condiciones de sanidad y de atencion de salud por lo que
generalmente su presencia aumenta enfermedades transmisibles. Ademas también los
nifios también estdn involucrados en las actividades de mineria artesanal y de
pequefia escala lo que genera mayores problemas de salud, tanto fisicos como

psicolégicos.

La falta de formalidad también afecta la seguridad de los trabajadores, los peligros en
los lugares de trabajo incluyen la falta de capacitacion, el uso de equipos obsoletos,
la falta de equipo de seguridad, la poca ventilacion de los lugares de procesamiento,

entre otros. (27)
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GRAFICO 3: Extraccion informal de oro (28)

2.2.7 USO DEL MERCURIO EN LA MINERIA ARTESANAL

El mercurio es utilizado en procesos de chancha (molienda) para separar y extraer el

oro del material, a través de la quema de una amalgama.

La relacion de uso de mercurio para la extraccion de oro es de 1 a 1, sin embargo esta
puede variar de acuerdo al conocimiento y grado de tecnificacion de los procesos de

extraccion de oro.

La preferencia del mercurio en el procesamiento de oro de debe a que es simple y

facil de usar, proceso rapido y econémico y accesible.

La gran mayoria de los mineros lo utiliza sin saber los grandes riesgos y peligros que
conlleva, sin ningun tipo de proteccion personal ni cuidado con el medio ambiente
(29)
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TECNOLOGIA Y TECNICAS EN LA MINERIA AURIFERA ARTESANAL
Y DE PEQUENA ESCALA

Explotacion del mineral

Los mineros artesanales explotan yacimientos primarios o de filébn en forma
selectiva, recuperando solo el oro libre y utilizando en muchos casos herramientas y

maquinaria rudimentarias. (30)

MINERIA DE FILON
El oro se encuentra generalmente en pequefias particulas dentro de vetas o filones de

cuarzo. Los mineros arrancan pedazos del filon de cuarzo del cual separan luego las
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GRAFICO 4: Cuarzo en el que se encuentra el oro (31)

particulas de oro.

TRITURACION

El material aurifero es sometido a una reduccion de tamafio mediante la fracturacion
de rocas de diametros de 3” y 4”, esta operacion generalmente es realizada de forma
manual y mediante el uso de una porra (garrote) de acero, luego son cargadas a una
trituradora 0 molino de martillos que las descargan con tamafios menores a 12
milimetros.

MOLIENDA
Es el paso de preparacién de mineral en donde se logra el tamafio requerido para

adecuarlo a las siguientes fases de beneficio, es una de las variables relevantes para
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la mayor o menor recuperacion de oro, en el consumo de energia y decisiva para

seleccionar el tipo de técnica para la recuperacion de oro.

CONCENTRACION GRAVIMETRICA

Es un proceso basado en la reduccion al minimo posible de los minerales sin interés
econémico, que acompafian al oro y en el enriquecimiento de los concentrados de
este material precioso, el proceso se realiza en presencia de agua.

Los elementos de concentracion gravimétrica mas comunmente manejados son:

bateas, canalones, mesas de golpe, separador hidraulico y concentrador de espiral.
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GRAFICO 5: Concentracion gravimétrica en batea (31)

AMALGAMACION

La propiedad fisica del mercurio al ligarse rapidamente con el oro y la plata es
utilizada en el beneficio de los materiales preciosos, siendo la forma mas rapida, facil
y econdémica de aglutinar las particulas de oro presentes en una mena 0 en su
concentrado.

La técnica de amalgamacion consiste en agregar excesos de mercurio sobre los
minerales previamente molidos o pulverizados y luego mediante movimientos de la
masa permite que estos se liguen intrinsecamente, posteriormente la masa se coloca
sobre mallas o pafios muy finos y mediante presion se retira el exceso de mercurio.
La pasta de metal precioso y mercurio (amalgama) es recuperada mediante el lavado

y su separacion del mineral molido es de tipo gravimétrico; finalmente la amalgama
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es expuesta a la llama y de esta manera se libera el mercurio en estado gaseoso
(vapor) y los metales preciosos forman una esponja.

La amalgama es una mezcla homogénea de mercurio con otros metales en la que
ninguno pierde las propiedades que los caracteriza; es decir, no existe cambios en la
estructura quimica de ellos; por lo tanto se podria decir que no corresponde a un
proceso quimico sino que es una fusion sélida que se puede separar por medios
fisicos. La gran afinidad existe entre el oro y el mercurio produce una combinacion
rapida y facil dando como resultado una pasta blanca, blanda, brillante y que se
puede cristalizar cuando existe mercurio en exceso.

Para que ocurra una buena amalgamacidn, es necesario que el mercurio se encuentre
libre de impurezas, sin grasas, sin otros elementos no metalicos que alteren su
superficie tales como el carbon, el azufre, el arsénico, las sales metélicas entre otras;
ademas, que el oro esté en tamafios entre los 30 y 250 micrones. Los tamafios
superiores a 250 micrones no necesitan de amalgamar por lo que con una simple
operacion de concentracion mecanica pueden recuperarse, los tamafios inferiores a
30 micrones por lo general se escapan por los lodos. El oro debe estar completamente
libre, sin patinas o peliculas de oxido, sin asociacion con sulfuros, cuarzo o

carbonatos.

PRENSADO Y DESTILACION DE AMALGAMAS

Una vez que se han concentrado las amalgamas y el mercurio en excesos
provenientes de cualquiera de los sistemas de amalgamacion, se procede en primera
instancia a prensar las amalgamas; tal proceso se realiza mediante el uso de un textil
y el exprimido manual (prensado) logrando que el mercurio liquido metélico se
separe de la amalgama seca (pasta).

La pasta de amalgama obtenida de esta manera es una mezcla de oro y otros metales
con mercurio, en una relacion de elementos metélicos de 1 por 2 partes de mercurio.
La amalgama seca se coloca sobre recipientes metalicos y se calienta al fuego en
fogones y con sopletes evaporando de esta manera el mercurio, parte del cual se
condensa y es recuperado.

Asi se obtiene la esponja de oro la cual ain presenta valores de mercurio que pueden

estar entre 1% y 2% esta técnica es particularmente utilizada cuando el peso del
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mercurio y la amalgama no superan los 10 gramos. Los vapores de mercurio que no

se condensan pasan directamente al aire ambiental.
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GRAFICO 6: Proceso de quema de amalgama (32)

MINERIA ALUVIAL

En un deposito aluvial la naturaleza, a través del tiempo geoldgico, ha realizado la
liberacion de particulas de oro y también ha concentrado los metales preciosos de
forma tan efectiva y selectiva, que se encuentran disponibles para su inmediata
recuperacion.

El sistema de beneficio es realizado mediante concentracion gravimétrica, en algunos

casos amalgamacién y en pocos casos destilacion.

GRAFICO 7: Mineria artesanal aluvial (33)
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CONCENTACION GRAVIMETRICA EN MINERIA DE ALUVION

Es un método de concentracion de oro mas utilizado por la mineria aurifera artesanal
y de pequefa escala en los terrenos aluviales; como el oro se encuentra en estado
libre y en tamafios generalmente por encima de los 40 micrones.

Los metales provenientes de los sitios de explotacién se someten a separacion por
tamafios; esta seleccion se realiza manualmente quitando las rocas y las gravas del
material a beneficiar y por medio de mallas en entables de la pequefia mineria,
dejando los materiales de menor tamafio disponibles para su separacion mecéanica y
gravimétrica. (34)

En pequefias explotaciones de oro aluvial, el oro es separado mediante el uso de
bateas y canelones que no tienen mas de 3 metros de longitud; finalmente el material
se concentra en la batea y el oro libre obtenido se destina para la venta.

En sitios donde operan dragas de mas de 4” y retroexcavadoras grandes se utilizan
canalones en zigzag que por lo general tienen longitudes entre 9 y 12 metros; los
materiales de mina son arrojados a una tolva y de alli los gruesos son separados por
medio de mallas; las arenas corren a través de estas estructuras y al final de la
operacion, entre 12 y 24 horas después, los textiles que estaban recubriendo el fondo
del canaldn son recogidos, sacudidos y lavados en tanques plasticos, alli se depositan
los concentrados que estan generalmente en una relacion de menos del 1% del total
de la carga; el oro de estos concentrados es separado en su totalidad en bateas o por

medio de amalgamacion.

AMALGAMACION EN MINERIA DE ALUVION

Se aplica solamente en mineria aluvial. EI mercurio es afiadido directamente al pozo
de excavacion y con el movimiento y el transporte de la carga, el oro libre existente
se amalgama parcialmente. Esta técnica es utilizada frecuentemente en minas
aluviales que cuentan con bomba de grava y canalon. La amalgamacion de realiza
tanto en el pozo, como durante el paso de la pulpa por la bomba y la tuberia hacia el

canalon.
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DESTILACION DE AMALGAMAS EN MINERIA DE ALUVION

La amalgama obtenida en la amalgamacion se separa del mercurio mediante el
proceso de destilacion; para ello la pasta se coloca sobre un elemento metélico y se
quema al aire libre ya sea por el calor de un fogon o por la accién de la llama de un

soplete.

GRAFICO 8: Amalgama (35)

CANTIDADES RECUPERADAS DE MERCURIO EN EL BENEFICIO DEL ORO

No todo el mercurio utilizado en la mineria artesanal y de pequefia escala de oro se
consume en el proceso de amalgamacion; parte de este metal es recuperado en
diferentes operaciones y por diferentes métodos. Dependiendo de la relacion
mercurio/oro utilizado en el proceso de amalgamacion, la amalgama sale méas seca o
con alto contenido de oro, o mas liquida o con poco contenido de oro.

La separacion de mercurio libre se realiza generalmente por exprimido o por
aprisionamiento de la amalgama, ya sea de forma manual, generalmente utilizando

una tela fina, 0 mecanicamente utilizando unas prensas y centrifugas.

Otro método de separacion del mercurio libre es el térmico, donde se hace una
destilacion del mercurio aplicando calor a la amalgama y posterior condensacion de
este metal, se lleva a cabo al ambiente con liberacién de grandes cantidades de

mercurio en forma gaseosa.
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Otra forma de recuperacion de mercurio libre es la separacion quimica, que consiste
en disolver el mercurio de la amalgama en acido nitrico; este método requiere a su
vez dar un manejo ambientalmente seguro a los residuos acidos liquidos que se

generen.

En la separacion de oro y mercurio generalmente se pierde algo del mercurio que
hace parte de la amalgama; el porcentaje del mercurio en la amalgama depende
directamente de la granulometria del oro y de la manera como se exprime la

amalgama para separar el mercurio libre. (36)

2.3 HIPOTESIS O SUPUESTOS

HO: Los mineros artesanales de la comunidad Puzuno no tienen niveles elevados de

mercurio en la sangre

H1: Los mineros artesanales de la comunidad Puzuno tienen niveles elevados de

mercurio en la sangre los cuales podrian estar afectando a su salud
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 NIVEL O TIPO DE INVESTIGACION:

Nivel Explicativo: Porque la investigacion tiene como intencion comprobar la
hipétesis planteada, determinando si existe 0 no mercurio en sangre en los mineros

artesanales.

Nivel Descriptivo: Porque al ser esta una investigacién de tipo diagndstico se
describié detalladamente los pasos a seguir, desde los requisitos para la toma de
muestras sanguineas, extraccion de sangre, asi como los contenidos de los diferentes
reactivos necesarios para la investigacion. El procedimiento del analisis respectivo la
obtencién de los resultados y su correlacion con la informacién obtenida a través de

las encuestas a cada uno de los mineros.

3.2 SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO

Delimitacion espacial: El proyecto de investigacion se realizé en la Ciudad del Tena

en la comunidad Puzuno.

3.3 POBLACION

Para esta investigacion se trabajo con los 10 mineros de la comunidad Puzuno, esta
comunidad esta ubicada en la Provincia de Napo cuidad Tena en la parroquia
Ahuano, debido a que la mayor parte de la mina ya fue explotada el personal minero
fue transferido a otro lugar, por este motivo también se incluird a 15 mineros de

Ponce Enriquez la cual se encuentra en la provincia de Azuay
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CRITERIOS DE INCLUSION

e Ser minero por mas de 8 afios

e Ser mayores de edad

e Género Masculino y Femenino

e Mineros en contacto directo con minerales

e Personas pertenecientes a todas las etnias y culturas

e Personas alfabetos y con pleno uso de sus facultades intelectuales que puedan

firmar su consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Trabajar menos de 8 afios en la actividad minera

e Haber consumido mariscos 72 horas antes

e Personas que no pertenezcan a las minas que van a ser estudiadas

e Se excluirdn a las personas que no otorguen permiso para ser parte del

estudio.

DISENO MUESTRAL

Se incluyo en el estudio a todos los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusién y exclusion, los cuales nos ayudaron a establecer el tamafio de la muestra

para la investigacion con un total de 25 pacientes
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3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TABLA 1: VARIABLE: Determinacion de mercurio.

CONCEPTUALIZACION DIMENSIONES INDICADORES ITEMS TECNICAS/INSTRUMENTOS
La determinacion de

mercurio _en Valores superiores a éQué niveles de

g:g?ge?(f:ss matrices | njveles elevados de 11ug/L se consideran mercurio en sangre

princigpalm’ente en mercurio en sangre elevados, Valores presentan los

sangre, orina y pelo,
es importante para
valorar la
contaminacion de
mercurio procedente
del medio ambiente o
del ambiente laboral.
El mercurio es un
metal  téxico que
puede afectar la salud
de las personas, y se le
considera un
contaminante de
importancia global.

Niveles normales de
mercurio en sangre

superiores a 50 ul/ |
indican exposiciéon
aguda o crénica

Valores menores a
11ug/L no tienen
importancia clinica

pacientes?

Encuestas
Hoja de registros

Examenes de laboratorio
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3.5 DESCRIPCION DE LA INTERVENCIQN Y PROCEDIMIENTOS PARA
LA RECOLECCION DE LA INFORMACION

Para la realizacion de esta investigacion el primer paso fue escoger los lugares donde
se encuentran las minas que van a ser estudiadas. Se realiz6 una socializacion con
todas las personas que trabajan en las minas y se les explicé en qué consistia la
investigacion, se trataron aspectos importantes como el procedimiento a seguir, el
examen que se realizaria, la importancia del andlisis en el tipo de poblacion en

estudio y ademas se pudo responder a cada una de las inquietudes de los mineros.

Se entreg6 a toda la poblacion en estudio el Consentimiento Informado y luego se

continud con la realizacion de encuestas a los 50 trabajadores de las minas.

Al dia siguiente se procedid con la recoleccion de las muestras sanguineas
seleccionadas mediante los criterios de inclusion y exclusion proporcionadas por los

mineros que formaron parte de la investigacion.

MATERIALES PARA TOMA DE MUESTRAS

Materiales

e Lapiz demogréfico para rotulacion de muestras
e Tubos (Tapa Azul Rey)

e Alcohol

e Torundas

e Jeringuillas de 10,0 mL

e Curitas

e Gradillas
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CONDICIONES DE ESTUDIO

Evitar la recoleccion en el sitio de trabajo

CONDICIONES DEL PACIENTE

Evitar el consumo de comida de mar y mariscos 48 horas antes de la recoleccién de

la muestra

CONDICIONES DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

Sangre: venosa
Tubos: con EDTA libre de metales (Tapa Azul Rey)
Cantidad: 10,0 mL

Libre de hemdlisis y coagulos

PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

El profesional debe protegerse adecuadamente antes de realizar la toma de muestra

eso incluye el uso de mandil, guantes, mascarilla, toca, etc.
Los pasos basicos para la extraccion sanguinea se describen a continuacion:

1. Debemos tener listos todos los materiales que se van a utilizar
2. Colocar al paciente en una posicion comoda con el brazo confortablemente
extendido sobre una superficie fija, localizar la vena més accesible para la

extraccion.

45



3. Ubicamos el punto de puncién en el brazo y desinfectamos el &rea con una
torunda.

4. Colocamos el torniquete a una distancia de 10cm del punto de puncion.

5. Pedimos al paciente que mantenga el pufio cerrado.

6. Introducir la aguja con el bisel hacia arriba, paralelamente a un borde del
trayecto venoso.

7. Procedemos a la extraccion.

8. Retirar el torniquete.

9. Pedimos al paciente que relaje el pufio.

10. Sacar la aguja de la vena e instruir al paciente que comprima el area con una
torunda.

11. Retirar la aguja de la jeringuilla.

12. Trasvasar la sangre de la jeringuilla por las paredes del tubo.

13. Finalmente colocamos un curita en el sitio de puncion.

GRAFICO 9: Venopuncion

Fuente: Investigadora
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METODO Y TECNICA PARA LA DETERMINACION DE MERCURIO

DETERMINACION DE MERCURIO EN SANGRE TOTAL POR EL
METODO: ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA
INDUCTIVAMENTE ACOPLADO (ICP-MS)

RELEVANCIA CLINICA

El mercurio es considerado toxico en ciertos niveles, las principales fuentes de
ingesta de mercurio en los seres humanos son el pescado, amalgamas dentales y

exposicion ocupacional.

Los drganos principalmente afectados son el cerebro y los rifiones. Trastornos
psiquicos y emocionales son los signos iniciales de la intoxicacion cronica por sales
0 vapores de mercurio, también se puede desarrollar Parestesia, neuralgias,

enfermedad renal, trastornos digestivos y lesiones oculares.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Las concentraciones de mercurio en la sangre entera son determinadas utilizando

plasma inductivamente acoplado espectrometria de masas.

Esta técnica analitica multi-elemental esta basada ICP-MS. Acoplando el poder de la
frecuencia de radio dentro de una corriente en la que fluye argon y electrones que
crean el plasma. Las especies que predominan en el plasma son iones de argdn

positivos y electrones.

Las muestras de sangre que han sido diluidas son convertidas en un aerosol
utilizando un nebulizador insertado dentro de una camara de spray y después a través
del canal central del plasma donde experimenta temperaturas de 6000-8000 K. Esta

energia termal ioniza y atomiza la muestra.
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Los iones junto con el argdn entran al espectrometro de masa mediante la interface
que separa el ICP, operando a una presion atmosférica (aproximadamente 760 torr)
de la masa espectrometria, operando aproximadamente a 10 torr. El espectrometro de
la masa permite la deteccion de iones en cada frecuencia de masa-a-carga en una

secuencia rapida permitiendo la determinacion de los isotopos individuales.

Una vez dentro del espectrémetro de masa, los iones pasan a través del ion 6ptico, y
después por el analisis de la masa, antes de ser detectados al estrellarse en contra de
la superficie del detector. El ion dptico se enfoca en el rayo de ion usando un campo

eléctrico.

Las sefiales eléctricas que resultan de la deteccién de iones son procesadas en
informacion digital la cual es utilizada para indicar la intensidad de los iones y

subsecuentemente la concentracion del elemento.

En este método las muestras de sangre son diluidas con 18 M-ohm de agua y con
diluyente, que contenga 1% v/v hidréxido de tetrametilamonio (TMAH), 0.5%
etilendiaminotetraacetato di sodico (EDTA), 10% del alcohol etilico, 0.05% Tritdn

X-100, Au es agregado para reducir los efectos de memoria del mercurio.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

Usar guantes, mandil y gafas de seguridad cuando se realiza la manipulacién de

sangre humana.

Pléstico, vidrio y papel desechable (puntas de pipetas, tubos de ensayo, guantes,
etc.) que tengan contacto con sangre debe ser depositados en fundas para riesgos
bioldgicos las cuales deben mantenerse en contenedores apropiados hasta que sean

selladas y puestos en el autoclave.

Cuando el trabajo se finaliza hay que desinfectar todos los espacios de trabajo donde

la sangre fue manipulada con solucién al 10% de hipoclorito de sodio.
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COLECCION DE ESPECIMENES, ALMACENAMIENTO, MANEJO DE
PROCEDIMIENTOS; CRITERIO PARA EL RECHAZO DE ESPECIMENES.

A. No hay instrucciones especiales en cuanto a ayunar, no se requiere dietas
especiales.

B. Tipo de espécimen—sangre entera

C. La cantidad optima de espécimen requerida es 1-2 ml, la cantidad minima es
0.25ml

D. Los recipientes aceptables incluyes viales de polietileno pre que deben ser
utilizados para la adquisicion del especimen.

E. El espécimen puede ser estable por varios meses a -20 °C o a -70 °C por
algunos afnos.

F. El criterio para determinar que el espécimen no es aceptable depende de un
volumen bajo (0.25ml) o se sospecha que haya contaminacion debido a una
inadecuada coleccion del espécimen o aparatos de coleccion inadecuados. En
estos casos, se debe pedir una segunda muestra.

G. Las caracteristicas que puedan comprometer los resultados de la prueba son
los indicados en la parte de arriba incluidos la contaminacién de la sangre con
polvo, tierra, etc., debido a un manejo inadecuado.

H. En general, si de saca més de un tubo de sangre de un individuo, el tubo de
rastreo de metales debe ser sacado segundo. Sacar la sangre con una aguja de
acero inoxidable y con un vacutainer pre chequeado. Una vez recibidos los
especimenes, se los puede congelar a -20°C hasta que se los vaya a analizar.
Las porciones que quedan de la muestra después de las alicuotas analiticas
deber ser re congeladas a -20°C. Las muestras descongeladas y re congeladas

varias veces no estan comprometidas.
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PREPARACION DE REACTIVOS, CALIBRADORES, CONTROLES Y
TODOS LOS MATERIALES, EQUIPOS E INSTRUMENTOS

A. PREPARACION DE REACTIVOS

1. Diluyente/solucion portadora

El diluyente utilizado en este método en una solucién acuosa de 5ug/L
estandares internos (rodio y bismuto), 10 ug/L de oro (para reducir los efectos de
memoria del Hg), 1g de EDTA en 1% v/v hidroxido de tetrametilamonio
(TMAH), 10% del alcohol etilico, y 0.05% v/v Triton X-100. Esta solucion sera
agregada a la preparacion de todos los calibradores y muestras durante el
proceso de disolucion justo antes del analisis.

Es importante que todas las muestras en una corrida estén hechas del mismo
diluyente para que la concentracion de los estandares internos sea la misma entre

todos los calibradores y muestras en esa corrida.

Para preparar esta solucion, enjuague con acido un recipiente de 2 L Teflon® y
llénelo parcialmente con 18M-ohm agua. Agregue 1g de EDTA, 20 ml de
hidréxido de tetrametilamonio (TMAH), 200 ml de alcohol etilico, y 100 ml de
1% Tritén X-100®.

Para una fécil preparacion diaria del diluyente, primero prepare una solucion de
1% Tritén X-100® agregando 20 ml Triton X-100® a un recipiente prelavado
con acido de 2 L Teflon® que este parcialmente lleno con 18M-ohm agua.
Llene 2 L con 18M-ohm agua y mezcle hasta que el Triton X-100® este
completamente disuelto en la solucién. Un plato de agitacion magnético puede
servir de ayuda para facilitar la mezcla afiadiendo a la botella una barra de

agitacion Teflon® recubierta lavada en acido.

Se puede agregar estandares internos aumentando 500 ul de 20 mg/L Rh y Bi a
la solucion. Se puede aumentar oro en la solucion agregando 200ul de

1000mg/L de Au estandar al diluyente final.
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Guarde a temperatura ambiente y prepare de acuerdo se necesite. Volimenes
grandes de diluyente y de 1% Tritdn X-100® pueden ser preparados, si se desea,
se agrega proporcionadamente grandes volumenes de los componentes de la

solucion.

Cuando se utiliza un componente de inyeccion de flujo en el sistema de
introduccion de la muestra, la solucion portadora debe ser la misma que el

diluyente utilizado en este método.
2. Solucién de Enjuague ICP-MS

a. Cuando se utiliza una solucion de enjuague Unica con estacion de cargador
automatico de muestras, la solucién de enjuague deberia ser una solucidn
acuosa de 1% v/v tetrametilamonio (TMAH), 5% alcohol etilico, y 0,05%
Tritdbn X-100® y 10 p/L de oro (para efecto reducido de memoria de
mercurio). Esta solucion serd bombeada a través del sistema de introduccion
de muestra para prevenir la transmision de Hg y de los estandares internos de

una medicion de muestra a la siguiente.

Para facilitar la preparacién diaria de la solucion de enjuague, primero se
prepara 1% Triton X-100® afiadiendo 20 ml de Triton X-100® a un depobsito
de lavado pre-acido de 2L Teflon® que esta parcialmente lleno con 18 M-ohm
de agua. Llenar 2 L con 18 M-ohm de agua, y mezclar hasta que el Triton X-
100® lo haya disuelto completamente en la solucion. Una placa de agitacion
magnética puede servir de ayuda para facilitar la mezcla afiadiendo a la botella

una barra de agitacion de Teflon® recubierta de acido.

Para preparar la solucion de enjuague final lave con acido un recipiente de 2 L
Teflon® y llénelo parcialmente con 18 M-ohm de agua. Agregue 20 ml de
tetrametilamonio (TMAH), 100 ml de alcohol etilico, una solucion de 100 ml
de 1% Triton X-100® y 200 p/L de 1000mg/L de Au estandar, diluya a 2L
con 18 M-ohm de agua. Almacenar a temperatura ambiente y prepare de
acuerdo se necesite. VVolimenes grandes de solucion de enjuague y de 1%
Tritdn X-100® pueden ser preparados, si se agrega proporcionadamente

grandes volumenes de los componentes de la solucion
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b. Para estaciones de enjuague doble en los cargadores automatico de muestras:

Solucion de Enjuague: Cuando se utiliza una instalacion de estaciones de
enjuague doble, utilice 1% v/v tetrametilamonio (TMAH), 5% alcohol etilico,
y 0,05% Triton X-100® y 10 u/L de oro (descrito arriba para instalaciones
solucion de enjuague Unica) en la estacion de enjuague #1 y 0.5% v/v de &cido

nitrico en estacion de enjuague #2.

Para preparar 4L de 0.5% v/v de &cido nitrico lave con &cido un recipiente de
4L Teflon® polipropileno y llénelo parcialmente con 18 M-ohm de agua y 20
ml de &cido nitrico concentrado. Llene 4 L con 18 M-ohm de agua y mezcle
bien. Almacenar a temperatura ambiente y prepare de acuerdo se necesite. Se
puede preparar otros volumenes de 0.5% de &cido nitrico, si se desea,

combinando proporcionalmente volimenes ajustados de &cido nitrico y agua.

Solucion Portadora: Cuando se utiliza un componente de inyeccion de flujo en
el sistema de introduccion de la muestra, la solucién portadora debe ser la

misma que el diluyente utilizado en este método.

PREPARACION DE CALIBRADORES

(Una reserva de estandares y soluciones estandares intermedias de trabajo
pueden ser preparadas y también se las puede comprar en un laboratorio aparte,
el cual provee valores de concentracion preciso para poder utilizarlos en el

analisis)
1. Soluciones estandares intermedias de trabajo de Mercurio

Tres soluciones estandares intermedias de trabajo son preparados en una
matriz de 3% v/v de acido clorhidrico. Las soluciones estandares intermedias
de trabajo son las primeras diluciones de los estandares primarios (estandares
de 1000 mg/L) de las cuales las soluciones estandares intermedias de trabajo
seran hechas. Para una preparacion facil de los estandares, primero prepare

una solucion de 3% v/v HCI. Para preparar 1L de 3% v/v HCI, agregue 80
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mL de HCI concentrado en un frasco (vidrio o plastico lavado con acido) de
1L lleno parcialmente con 18 M-ohm de agua, después llénelo hasta la marca
con 18 M-ohm de agua y mezcle. Llene parcialmente cada uno de los tres
frascos de solucion de 3% HCI. Para mercurio agregue 50 p/L de 1000
mg/L del mercurio estandar. Agregue suficiente solucién de 3% HCI para
llegar a la marca de 50mL de cada frasco. Mezcle bien invirtiendo con
delicadeza varias veces (homogenizar). El resultado de la solucion estandar

intermedia de trabajo sera de 1mg/L.

Las soluciones estandares intermedias de trabajo pueden ser almacenadas en
porciones pequerias (ej. porciones de 2-25 mL) en recipientes pre-lavados de
acido y a temperatura ambiente. Prepare de acuerdo se necesite.

Estas soluciones estandares intermedias de trabajo son utilizadas para la
preparacion de estandares intermedios de trabajo.

Estandares intermedios de Hg

Las soluciones de estandares de trabajo intermedios utilizadas en este
método son una serie de 4 diluciones acuosas de Hg en 3% de HCI. estas
soluciones seran utilizadas cada dia para el analisis de la preparacién del
estandar intermedio de trabajo final el cual sera colocado en un cargador
automatico de muestras ICP-DRC-MS.

Para preparar, lave con acido cuatro frascos volumétricos de 50-mL y
[lénelos parcialmente con 3% HCI. Aumente cada frasco con el volumen
apropiado de mercurio como se muestra en la tabla 2. Después diluya la
solucion del frasco aproximadamente a un volumen de 99% utilizando 3%
HCI.

Mezcle completamente la solucién y cuidadosamente llene el frasco hasta la
marca agregando la solucién por goteo. Las concentraciones finales de esta

solucion estan listadas en la tabla 2. Para almacenamiento, las soluciones

53



finales pueden ser dispensadas en voliumenes mas pequefios para un uso

diario. Almacene atemperatura ambiente y prepare de acuerdo se necesite.

TABLA 2: Preparacion de estandares intermedios de trabajo.

Hg Hg
concentracion del | volumen de aumento de

estandar intermedio de | la solucién de stock del

trabajo (ug/L) estandar intermedio de
trabajo (ul)
Estandar O 0 0
Estandar 1 1 1
Estandar 2 5 10
Estandar 3 10 20
Estandar 4 20 50

3. Calibradores en funcionamiento

Las soluciones de los calibradores en funcionamiento son diluciones de 4
estandares intermedios de trabajo dentro de la matriz de sangre entera con el
propdsito de tener una calibracion externa de la corrida analitica. Estas
soluciones se las prepara el dia de la preparacion y analisis de las muestras

del paciente.

Todos los calibradores y muestras del paciente en la misma corrida analitica
deben ser preparados utilizando el mismo diluyente. Para preparar el
estandar intermedio de trabajo, transfiera 50 /L de base de sangre y 2400
W/L de diluyente a un tubo de centrifugacion polipropileno de 15 mL usando
un cargador automéatico (Micromedic Digiflex). Tape el tubo y mézclelo
bien antes de analisis invirtiendo con delicadeza varias veces (homogenizar)

o utilizando un mezclador (vortex).
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PREPARACION DE MATERIALES DE CONTROL DE CALIDAD

1. Preparacion de materiales de control de calidad del laboratorio

Un bajo y alto banco de materiales de control de calidad es analizado en
cada corrida para determinar la validez de las medidas de concentracion
que estan siendo analizadas. Las piscinas (pools) necesitaran ser
preparadas periodicamente, como indica el suministro, mediante aumento
de base de sangre. Deberian hacerse preparaciones nuevas de piscinas
(pools) con anticipacién para que de esa forma se puedan analizar
conjuntamente piscinas (pools) nuevas y viejas por un periodo de tiempo
(de preferencia al menos 20 corridas) antes de cambiar al nuevo material
de control de calidad.

Los aparatos de laboratorio utilizados para pool la sangre deben ser
lavados con &cido. Los recipientes de almacenamiento deben ser

examinados para gque no exista contaminacion.

La sangre examinada es tratada en una botella lavada con acido antes de la
separacion de 2 porciones pequefias para hacer relacion de 3 piscinas
(pools). Una porcion se utiliza para la preparacion de la piscina (pool) de
bajo control de calidad. La otra porcion de la sangre examinada es
aumentada con volumenes apropiados de solucion madre elemental para
concentraciones en el rango normal-alto. Grandes volumenes de sangre
deberian ser dispensados en recipientes de almacenamiento en un ambiente
limpio para uso diario. Almacene los recipientes a largo plazo a
aproximadamente -70°C y a corto plazo a aproximadamente -20°C.

EQUIPOS Y MATERIALES

El anélisis fue desarrollado en un espectrémetro de masas por plasma inductivamente

acopado PerkinElmer Sciex ELAN DRCplus6100 ICP-MS equipado con un cargador
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de muestras AS 93 plus PerkinElmer y un nebulizador concéntrico de cuarzo

Meinhard Un muestreador de niquel y conos skimmer también fueron necesarios.

Un nebulizador de flujo de gas y lentes de tension fueron ajustados diariamente para
el conteo minimo por niveles de 6xido e iones doblemente cargados y el conteo

maximo para indio.
Balanza analitica

Cargador automatico (Micromedic Digiflex) equipado con una jeringa de 10MI de

dispensacién y una jeringa de 2000 pl de muestreo
Puntas de pipetas: 1-200pul y de 200-1000 pl

Pipetas automaticas: 100, 500, 250,50 ul de volumen
Barras de agitacién magnéticas de Teflon®

Tubos de Polipropileno para le centrifuga de 15 y 50 Ml
Toallas de papel

Hisopos

Guantes de Latex sin talco

Bolsas de Desechos bioldgicos para autoclave

Blanqueador (solucion 10% hipoclorito de sodio)

REACTIVOS Y ESTANDARES

Soluciones concentradas de mercurio (Hg) 1000 mg/L
Germanio (Ge) con una concentracion de 1000 mg/L.
Acido Nitrico
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Acido clorhidrico (2%),

Terc-butanol (5%)

Dicromato de potasio (60 mg/L)
Hidroxido de Amonio concentrado
Acido tartarico
Alcohol etilico
18 M-ohm Agua ultrapura
Argoén Liquido
Triton X-100
Hidréxido de tetrametilamonio (TMAH)
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
Rodio
Bismuto
Oro
Agua destilada

Piscinas (pools) de sangre concentrada con altos y bajos niveles de mercurio para

control de calidad

PROCEDIMIENTO DE INSTRUCCIONES DE OPERACION

a. Preliminares
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Dejar que las muestras de sangre congelada, muestras de control de
calidad y los materiales de calibracion estén a temperatura ambiente.
Homogenice la muestra, para que las particulas no se queden al fondo del

tubo antes de tomar una alicuota para analisis.

b. Preparacion de la muestra

1. Descongele los especimenes de sangre, permitiéndoles llegar a una
temperatura ambiente (aproximadamente 20 grados °C)

2. Prepare tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL correspondiente a
nameros de blanco, controles de calidad, calibradores, y muestras de
paciente que van a ser analizadas.

3. Prepare la siguiente solucion en tubos de centrifuga de polipropileno de

15 mL usando el Micromedic Digiflex.

TABLA 3: Preparacion para el analisis de muestras (todo los volimenes en pl).

ID agua | Estandar de | Base de | Muestra | Diluyente
funcionamiento | sangre | de sangre
intermedio

Blanco 50 50 - 2400

sangre

Estandares | - 50 50 - 2400

de

calibracion

Blanco 100 - - - 2400

acuoso

Muestra de | 50 - - 50 2400

Sangre
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Prepare un blanco acuoso que consista de 100ul de 18 M-ohm y 2400
ul de diluyente. El blanco acuoso sera utilizado para el control de
calidad de las lagunas (pools) y las muestras del paciente.

Prepare 3 blancos de sangre que consistan de 50 ul de base de sangre
(el mismo material usado para la preparacion de los calibradores para
la calibracion de la sangre), 50ul del 3% v/v écido clorhidrico el que
fue utilizado para la preparacion de los calibradores (estandar 0), y
2400 ul de diluyente. Uno de estos blancos de sangre serd utilizado
como el blanco para las curvas de calibracion, el segundo como un
blanco para chequear después del calibrador 4, y el tercero al
comienzo de la corrida (como el blanco de sangre de chequeo).
Prepare los calibradores de trabajo.

Prepare diluyentes de control de calidad y muestras de sangre del
paciente que consistan de 2400 ul de diluyente, 50 pl 18M-ohm agua,
y 50 ul de muestra de sangre del paciente o de control de calidad.
Tape o cubra todos los blancos, calibradores y muestras y con un
mezclador de voértice mézclelos por aproximadamente 10 segundos.
Destapelos y coloquelos en el inyector automatico de muestras del
equipo (ELAN ICP-MS).

VALIDACION

Para la validacion del método se determinaron los siguientes parametros: el rango de

linealidad, la precisién del intra- e interensayo, exactitud, recuperacion, limite de

deteccion y correlacion.

LINEALIDAD

La curva de calibracion de mercurio (Hg) acuoso varié de 0 a 100 Y/L y se prepard

una solucion fresca cada dia desde la dilucion serial de la solucion madre de

mercurio (Hg) con una concentracion de 100 p/L con agua. La sangre entera fue

preparada mediante aumento de concentraciones conocidas de mercurio (Hg).
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PRECISION Y EXACTITUD

Para estudiar la precision del intra- e interensayo, se utilizé sangre entera de sujetos
no expuestos y expuestos. La precision del intraensayo fue calculada en base a una
repeticion de analisis de la misma muestra en el mismo lote por 20 veces. Para la
precision del interensayo, las muestras fueron analizadas una vez al dia por dos

Semanas.

La exactitud es determinada por el control de muestras de sangre entera que
contienen concentraciones conocidas de mercurio. También analizamos las pruebas

de competencias de las muestras de sangre entera.

CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad fue evaluado afiadiendo mercurio (Hg) a la sangre entera a
concentraciones finales de 2 a 100 /L y evaluando las concentraciones de mercurio
(Hg) antes y después de las adiciones.

VALORES DE REFERENCIA:

Menor de 11.0 ug/L

Niveles de mercurio en sangre mayores de 50 ug/L son indicativos de exposicion

aguda o croénica

DEFINICIONES

Calibracion del blanco: Un volumen de agua de reactivo acidificada con el mismo
acido de la matriz como en las calibraciones estandares. La calibracién del blanco es

un estandar cero y se utiliza para calibrar el instrumento ICP.
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Calibracion de estandar: Las soluciones de calibracion de estandar se utilizan para

calibrar la respuesta del instrumento respecto a la concentracion del analito.

Analito disuelto: La concentracion de analito en una muestra acuosa que pasara por
un conjunto de filtros de membranas de 0.45um antes de la acidificacién de la

muestra.

Estandar interno: Analito puro afiadido a una muestra, extracto, o solucion estandar
en cantidades conocidas y usado para medir las respuestas relativas de otros analisis
de métodos que son componentes de la misma muestra o solucién. El estandar

interno debe ser un analito que no es un componente de la muestra.

Duplicas de laboratorio: dos alicuotas de la misma muestra fueron tomados en el
laboratorio y analizadas por separado siguiendo el mismo procedimiento. Los
analisis del Labl y Lab2 indican precision asociada con los procedimientos del
laboratorio, pero no con la recoleccion de la muestra, preservacién, o procedimientos

de almacenamiento. (37)

Argoén: elemento quimico de simbolo quimico Ar y nimero atomico 18.

Incoloro, inodoro e insipido, es el mas abundante de los gases nobles en la Tierra y el
gue mas se utiliza en la industria.

Para su obtencion, este gas se consigue mediante el fraccionamiento del aire liquido y en la
naturaleza, ocurre como mezcla de tres is6topos, ademas, una docena entera de isétopos de

argén radiactivos se conocen en la actualidad.

Teflon®: Es el nombre comercial registrado por la transnacional norteamericana

DuPont™ para identificar un tipo de polimero fluorado, de nombre quimico
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"politetrafluoroetileno”, formado por una sucesion de moléculas compuestas por
dos atomos de fluor (F) y uno de carbono (C), que lo convierten en un material inerte

y antiadherente. (38)

Torr: El Torricelli (simbolo Torr) es una unidad de presion, originalmente un

Torricelli se definié como equivalente a una presién de un milimetro de mercurio.

Isotopos: Una de dos o mas especies de atomos de un elemento quimico que tiene
nacleos con el mismo nimero de protones pero diferente nimero de neutrones.

Poseen el mismo nimero atomico (igual al nimero de protones) y por lo tanto casi
idéntico comportamiento quimico, pero diferentes masas atébmicas. La mayor parte
de los elementos que se encuentran en la naturaleza constituyen mezclas de varios

is6topos (39)

Polietileno: es quimicamente el polimero mas simple. Se representa con su unidad
repetitiva (CH2-CH2) n. El polietileno (PE) es un material termoplastico
blanquecino, de transparente a transltcido, y es frecuentemente fabricado en finas
ldminas transparentes. (40)

Triton X-100: Es un detergente no idnico usando para desnaturalizar membranas de
células sin desnaturalizar la proteina. Este detergente rompe los conglomerados de

proteinas para promover la actividad enzimatica. (41)

18 M-ohm: Agua ultrapura, El agua des ionizada o desmineralizada es aquella a la
cual se le han quitado los cationes, como los de sodio, calcio, hierro, cobre y otros, y
aniones como el carbonato, fluoruro, cloruro, etc. mediante un proceso de
intercambio i6nico. Esto significa que al agua se le han quitado todos los iones
excepto el H* (42)
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ESPECTROMETRIA DE MASAS CON PLASMA INDUCTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP-MS)

Hoy en dia, el ICP-MS se ha consolidado como una técnica estandar en diversos
laboratios de prestigio para analisis de control rutinarios de, por ejemplo, guas,
suelos, alimentos, muestras clinicas, y otras. Este tipo de instrumentos resulta ideal

para medir concentraciones de metales pesados como AS, Se, Cd, Pb y Hg. (43)

Fundamento:

La espectrometria de masas por plasma inductivamente acoplado es altamente
sensible y capaz de determinar de forma cuantitativa casi todos los elementos
presentes en la tabla periddica que tengan un potencial de ionizacién menor que el
potencial de ionizacion del argdn a concentraciones muy bajas (nanogramo/litro o

parte por trillon, ppt).

Se basa en el acoplamiento de un método para generar iones (plasma acoplado
inductivamente) y un método para separar y detectar los iones (espectrometro de

masas).

La muestra, en forma liquida, es transportada por medio de una bomba peristaltica
hasta el sistema nebulizador donde es trasformada en aerosol gracias a la accion de
gas argon. Dicho aerosol es conducido a la zona de ionizacion que consiste en un
plasma generado al someter un flujo de gas argon a la accion del campo magnético
oscilante inducido por una corriente de alta frecuencia. En el interior del plasma se
pueden llegar a alcanzar temperaturas de hasta 800 K. En estas condiciones, los
atomos presentes en la muestra son ionizados. Los iones pasan al interior del filtro
cuadrupolar a través de una interfase de vacio creciente, alli son separados segun su
relacion carga/plasma. Cada una de las masas sintonizadas llegan al detector donde

se evallan su abundancia en la muestra. (44)
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GRAFICO 10: Descripcion del instrumento (45)

Componentes del equipo de ICP-MS

Nebulizador: la introduccion de la muestra en el ICP es un proceso critico en tas
técnica. La gran mayoria de los anélisis de ICP-MS se realizan sobre muestras
liquidas, siendo necesario una corriente de gas para que la muestra alcance el plasma.
La forma mas facil de que la muestra liquida sea introducida en la corriente de gas en

forma de aerosol originado en un nebulizador.

Argon gas

GRAFICO 11: Generacion del aerosol en un nebulizador.
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Camara de Spray: el primer objetivo de la cAmara de spray es separa las gotas
grandes (superiores a 10um) del gas y desecharlas. Cuando el flujo de gas con el
aerosol entra en la cdmara de spray, sufre cambios profundos en su direccion de
modo que las gotas grandes se estrellan sobre las paredes. Estan gotas que chocan
con las paredes se desechan mediante drenaje. La camara de spray asegura que
solamente las gotas pequefias permanecen en suspension en el flujo de gas que llega

al plasma. (46)

Antorcha: consiste en tres tubos concéntricos de cuarzo a través de los cuales fluyen
corrientes de argon. La antorcha esta rodeada por un espiral, la cual genera una
radiofrecuencia, un campo electromagnético. En ella se genera el plasma y se

produce la ionizacion de la muestra

Quare “torch” made RF load coil
of concentric tubes —~~

uency voltage induces
lation of Ar ions and

> HEAT (~10,000 K)

q c__;‘ \

Plasma gas —% ionzed 6500 K

GRAFICO 12: Antorcha

Un plasma es cualquier volumen de gas con parte de sus moléculas o &tomos
ionizados, es una mezcla gaseosa conductora de electricidad que contiene cationes y
electrones.se produce porque una chispa de alto voltaje provoca iones de Ar+ y
electrones negativos en las paredes del tubo méas externo de la antorcha creando el

plasma.

Sistema de vacio: los espectrometros de masas trabajan a baja presion (alto vacio).
El mantenimiento de una alta presion en la region del analizador es esencial para
reducir el fondo y los efectos de dispersion que causarian altos niveles de moléculas

residuales de gas.
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El vacio en la interfase se consigue mediante una bomba rotatoria, que se desconecta

cuando el equipo esta en satndby, lo cual permite el facil acceso a esta zona

Interfase: la funcion del interfase es extraer el gas del plasma que es representativo
de la muestra original y transferirla eficientemente a las regiones de alto vacio, donde
se encuentra los lentes de enfoque, el espectrometro de masas y el detecto. Esta
localizada entre dos placas conicas de metal conocidas como Cono Sampler (cono de
muestreo) y Cono Skimmer (cono de separacion) que llevan perforados un pequefio
orifico. El termino interfase es aplicado a estos conos y al espacio formado entre

ellos.

f

Sampling cone

GRAFICO 13: Detalle de la interfase.

Lentes ionicos: las lentes ionicas son placas electrostaticas situadas en la zona
intermedia, que enfocan el haz de iones que provienen del skimmer, se les aplica un
voltaje que hara que los iones positivos del plasma sean atraidos y puedan ser
manipulados en la trayectoria requerida. Ademas de dirigir y enfocar los iones, el
sistema de lentes idnicas es responsable de separar los iones de las especies neutras y

de los fotones gracias a los campos electrostaticos creados.

Cuadrupolo: son cuatro barras de metal que se encuentran paralelas, a las cuales se
les aplica un potencial de corriente continua y un potencial de radiofrecuencia, la
combinacién de estos campos hace que solo aquellos iones de una determinada

relacion carga/masa tengan una trayectoria estable y lleguen al detector
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GRAFICO 14: Esquema del funcionamiento del analizador cuadrupolar. (47)

Detector: (multiplicador de electrones) cuando los iones chocan con su superficie se
originan electrones secundarios que se moveran, debido al cambio potencial, hacia
otras zonas donde originaran mas electrones secundarios, los cuales provocaran una

sefial eléctrica (48)

Para describir con mayor facilidad un ICP-MS, se puede dividir el sistema en cinco
partes: Introduccion de muestras, Generacion de iones (Plasma), Interfase de

acondicionamiento, Discriminador de iones ( ejem. un cuadrupolo) y Detector.

SISTEMA DE INTRODUCCION DE MUESTRAS

El ICP-MS se puede acoplar a distintos sistemas de introducciones de muestras

solidas, liquidas o gaseosas.

Las muestras acuosas, generalmente ligeramente aciduladas, son introducidas
mediante una bomba peristaltica. Después de absorbida la muestra, es inyectada por
medio de un nebulizador en la cdmara de nebulizacion. El nebulizador, alimentado
con la muestra en forma de solucidn, produce pequefias gotas que son impelidas por
gas argén a una presion adecuada. El nebulizador esta fabricado tipicamente en
cuarzo, para evitar el ataque de los acidos de disolucion, que son necesarios para
evitar la absorcion de elementos traza en las mangueras y conductos que transportan

la muestra.
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GRAFICO 15: Esquema de espectrometro de masas con plasma inductivamente
acoplado.

GENERACION DE IONES: PLASMA INDUCTIVAMENTE ACOPLADO

El plasma inductivamente acoplado tiene como finalidad deshidratar la muestra,
atomizarla (romper su estructura molecular), excitar los 4&tomos presentes y por
ultimo ionizarlos; esto se logra gracias a las temperaturas de 6000 a 8000 K que

alcanzan este tipo de plasmas.

Cuando se utiliza un gas como el argon para obtener en plasma, se necesita una
fuente de energia externa en forma de campo electromagnético para ionizar los
atomos del gas y asi crear y mantener el plasma. Cuando el plasma esta encendido, se
observa una luminosidad azulada proveniente de los atomos de Ar en su continua

excitacion- desexcitacion.

Los plasmas inductivamente acoplados se obtienen cuando se aplica una corriente de
radiofrecuencia (RF) a través de una bobina. De esta forma, el campo
electromagnético oscilante dentro de ésta es el encargado de suministrar energia a los
iones. Dentro de la bobina, se encuentra un dispositivo de cuarzo llamado antorcha
donde se forma el plasma Por el capilar mas fino, se introduce la muestra en forma
de niebla junto con el argén gue se uso para su nebulizacion. Por el segundo capilar,
viaja la mayor parte del Ar que es utilizado para el plasma (flujo auxiliar), Y por el

tercer y mas grande de los tubos, se inyecta el flujo enfriador.

Ambos flujos de argdon mantienen el plasma lejos de las paredes de la antorcha,

protegiendo asi la estructura de cuarzo.

Es importante notar que la antorcha esta conectada al sistema de introduccion de
muestras por un extremo y por el otro es un sistema abierto. Por este motivo, se debe

suministrar un flujo constante tanto de Ar como de muestra.
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Los pardmetros que afectan a un sistema de medida que utilice un plasma
inductivamente acoplado son muy variados, pero, en general, se pueden separar en
dos tipos principales. Por una parte, estan los parametros fisicos del plasma:
temperatura, homogeneidad, proximidad al equilibrio, etc. Y, por otra, las variables
que tienen que ver con la naturaleza y caracteristicas del aerosol que se introduce en

el plasma.

INTERFASE DE ACONDICIONAMIENTO DEL HAZ DE IONES

En el caso de un ICP-MS, la introduccion de los iones (generados en el plasma)
dentro del sistema de deteccidn propiamente dicho tiene una dificultad fundamental:
el plasma inductivamente acoplado opera a presion atmosférica, mientras que el
discriminador de masas Yy el detector estdn en un espacio a alto vacio. Por ello, se
requiere de una interfase especial que permite el acoplamiento entre esas dos partes

del sistema.

La idea general consiste en que el flujo de iones pase a través de una serie de
camaras con presiones cada vez menores. Esto se logra interponiendo entre el plasma
y la primera camara, llamada camara de expansién, un cono con un agujero muy
pequefio. De esta forma, se disminuye la entrada de argon desde el exterior y se
posibilita el establecimiento de cierto nivel de vacio a través del bombeo continuo

con una bomba rotatoria.

Una vez superado el cono de muestreo, el flujo del gas forma una estructura
aproximadamente cdnica que colisiona con el gas que ocupaba el espacio, causando
que la velocidad del chorrobaje a niveles subsénicos y que la temperatura se eleve.
Es por ello que un segundo cono metélico de orificio mas pequefio (- 0,4 mm) se
interpone antes de llegar a la siguiente zona, ya que sélo el material cercano al eje del
chorro conico es representativo de la muestra introducida. Este segundo obstaculo
permite solo el paso de la fraccién mas central de este chorro, eliminando el borde
del mismo, por lo que el nombre en inglés del cono es skimmer. Este cono es la
interfase entre la camara de espansion y la camara que contiene los lentes, actuando

como una camara intermedia. El mecanismode bombeo hacia el interior funciona
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también por diferencias de presion, ya que la cdmara intermedia tiene una presion de
10 mbar.

Una vez que la muestra junto con el argoén ha entrado en la zona de baja presion, el
paso siguiente es separar los iones de las especies neutras y de los electrones
(producidosen la ionizacion). Para ello, se cuenta con una serie de lentes de iones o

electrodos que se encargan de acelerar y colimar el flujo de iones.

Hay una serie de lentes encargadas de la aceleracion (lentes de extraccion) y de la
prefocalizacion. Posteriormente, hay una lente que tiene como funcién sacar el haz
del eje inicial para apartarlo de la trayectoria de las especies neutras y de la luz.
Seguidamente, el haz (esta vez sélo de iones) entra en otra lente idnica (a veces
cuadrupolar o hexapolar), para su enfoque. Este espacio es utilizado para la célula de
colision (CCT), que se usa para la reduccion de especies moleculares. Se hace pasar
el haz por un gas de baja masa atdbmica (H o He) a baja presion; de esta manera, las
colisiones entre los iones del haz y el gas de la CCT provocan la fragmentacion de
llos iones poliatomicos, disminuyendo la interferencia que producen. Luego hay otro
conjunto de lentes de enfoque que se encargan de optimizar la introduccion del haz

en el discriminador masas.
DISCRIMINACION DE IONES

El espectrometro utilizado es basicamente un cuadrupolo electromagnético (también
puede ser un hexapolo o un octupolo. Se aplica una combinacién de potenciales RF /
DC a los pares de las barras del cuadrupolo, de forma que las barras diagonales
tienen el mismo potencial, pero las barras adyacentes estdn desfasadas 180° en
cuanto a la componente alterna. Con el voltaje DC se consigue enfocar los iones en
el eje, y con la radio frecuencia se consigue atraer y repeler a los iones de tal manera
que su trayectoria dentro del cuadrupolo es alterada, generando asi fluctuaciones en
el plano perpendicular al eje principal de movimiento. Debido a esto, los iones se
mueven circularmente a través del eje del cuadrupolo, es decir, la composicién de
movimientos da una hélice. Como los iones se separan o se acercan a las barras de
acuerdo a su relacién carga/masa (m/e), se puede demostrar que, una vez que se fijan
los voltajes RF yDC, la mayoria de las masas se hallan dentro de una trayectoria

inestable y no atraviesan el eje del cuadrupolo. Sin embargo, bajo condiciones dadas,
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los iones de una especifica relacion M/E pasaran a través del analizador y alcanzaran
el detector. Los iones que colisionan con las barras se neutralizan rapidamente, y
buena parte de ellos son evacuados por las bombas de vacio.

Una de las principales ventajas de este sistema, es que los valores de los potenciales
directo y alterno pueden ser modificados en tiempos muy cortos (milisegundos). De
esta forma, se puede seleccionar una determinada relacién e/m, recolectar los
isbtopos ionizados que logran atravesar hasta el detector y luego midifica los

parametros para seleccionar rapidamente y secuencialmente otra masa.

SISTEMA DE DETECCION

Esta constituido por una serie de dinodos conectados a potenciales cada vez mayores
conforme se va recorriendo su interior. Una vez que los iones pasan el cuadrupolo,
son atraidos por el alto voltaje aplicado al interior del detector; cuando un ion
colisionacon la superficie (interior) del primer sinodo, se emiten electrones
secundarios que son atraidos por la siguiente direfencia de potencia, y asi
sucesivamente. Por cada etapa, se genera cada vez mas electrones secundarios, ya
que se produce un efecto en cascada. La amplificacion que se logra este tipo de
detectores llegan hasta 10° (cargas eléctricas elementales) por cad ion en la entrada.
El hecho de disponer de factores de amplificacion elevado es conveniente ya que se
traduce en altos niveles de sencibilidad. Sin embargo, exsiste el riesgo de que el
detector sufra dafios debido a tasas de recuento altas que produzcan avalanchas
excesivamente munerosas y deterioren fisicamente el material, sobre todo, de los
dinodos de las ultimas etapas. El riesgo es elevado en el caso de muestras
desconocidas o cuando se miden is6topos de bajas y altas concentraciones en un
mismo momento. Para evitarlo, el sistema detecta automaticamente y en continuo el
nivel de sefial amplificada en la etapa correspondiente al 23% de la amplificacion.
Esta sefial se recoge por medio de un circuito integrador y se utiliza para accionar el
cierre del resto de las etapas de amplificacion del detector, la misma sefial se utiliza
como sefial para la medida, pero solo en el caso de que la amplificacion supere el
umbral correspondiente. De esta forma, el detector cuenta con dos modos de
deteccidn, un contador de pulsos propiamente dicho y un integrador de sefiales que
funcionan sélo para altas tasas de recuento. Este circuito integrador produce sefiales
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menos estables, pero cuando se utiliza con sefiales suficientemente intensas los

resultados son satisfactorios. (43)

PLAN DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Todos los datos recopilados mediante las encuestas realizadas a los distintos mineros
fueron recopilados y revisados minuciosamente

Se realiz una depuracién de informacion y se pudo elegir a los mineros aptos para
el estudio.

Se representd graficamente los resultados obtenidos de la encuesta y de los
exadmenes de laboratorio

Se elabor6 una corta redaccion sobre la sintesis general de los resultados.

Se desarrollé las conclusiones y recomendaciones.

3.6) ASPECTOS ETICOS

Debido a que la presente investigacion requiere de un estudio en el que se involucren
recursos humanos, se ha considerado importante establecer un codigo ético para el

desarrollo de este proyecto.

Todos los documentos necesarios para la investigacion son de caracter anGnimo

Se mantendra estricta confidencialidad.

Como parte esencial, se procedid a otorgar al paciente una Carta de Consentimiento
Informado en la que se especificaron los fines de esta investigacion, el método por el
cual se va a llevar a cabo la evaluacién y la manipulacion de los resultados,
solicitando finalmente al paciente si desea o no ser parte de la misma, en caso de que
este deseara participar se le pedira que coloque su rubrica al final de esta carta.

Los datos y los resultados obtenidos de laboratorio de cada individuo se utilizaron

unicamente para dar soluciones al tema en estudio.

Finalmente como criterio lineal durante toda la investigacion se mantendra totales

muestras de respeto, altruismo y responsabilidad.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS DE LA ENCUESTA

El objetivo del estudio es determinar las concentraciones de mercurio en la sangre de
mineros artesanales. EI nGmero de mineros que colaboraron en el estudio fueron 25

mineros que trabajan en el area de amalgamacion.

Para el procesamiento de la informacion se tomo en cuenta las respuestas de las
encuestas realizadas a los mineros de las minas Puzuno y Bella Rica, se hizo el
analisis detallado de la informacion y recoleccion de los resultados obtenidos en los
examenes de laboratorio los cuales posteriormente se realizd en un programa de

Excel tablas y gréaficos estadisticos los cuales facilitaron la comprension de los datos.
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Pregunta N° 1

¢ Cuénto tiempo trabaja en la mineria?

TABLA 4: Tiempo de trabajar en la mineria

ALTERNATIVA
Menos de 8 afios

8 afnos
10 anos

Mas de 10 afios

TOTAL

TRABAJADORES

0
0
6
19
25

PORCENTAIJE

100%

GRAFICO 16: Tiempo de trabajar en la mineria.
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia

Analisis e interpretacion de datos

Los resultados obtenidos de la encuesta aplicada a 25 mineros demuestran que

mineros, siendo el 24% del total trabajan 10 afios en la mina y 19 mineros con el

76% que es el mayor porcentaje del total trabajan mas de 10 afios en la mina.

Estos datos nos dan a conocer que la mayoria de mineros trabajan por mucho tiempo
en la mina lo que aumenta las probabilidades de una intoxicacion por mercurio ya
que una de los principales motivos para que haya una intoxicacion es el tiempo de

exposicion con el mismo.
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Pregunta N° 2

¢ Tiene usted conocimiento sobre la intoxicacion por mercurio?

TABLA 5: Conocimiento sobre intoxicacion por mercurio.

ALTERNATIVA  TRABAJADORES PORCENTAIJE

GRAFICO 17: Conocimiento sobre la intoxicacién por mercurio.
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Andlisis e interpretacion de datos
El 32% de los mineros encuestados indican que tienen conocimiento acerca de
intoxicacién por mercurio mientras que el 68% sefialan que no conocen nada acerca

de la intoxicacion por mercurio.

Sin duda, uno de los problemas mas frecuentes es la falta de conocimiento y
concientizacién sobre la exposicién al mercurio ya que la mineria artesanal es un
sector al que se le da muy poca importancia y no se lo incluye en proyectos del

estado en el cual se les pueda brindar la informacién necesaria.
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Pregunta N° 3

¢Conoce usted las complicaciones que se producen en las personas por la
intoxicacion por mercurio?

TABLA 6: Conocimiento sobre complicaciones de la intoxicacion por mercurio.

S| 6 24%
NO 19 76%
TOTAL 25 100%

GRAFICO 18: Conocimiento sobre complicaciones de la intoxicacion por mercurio.
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Andlisis e interpretacién de datos

Al analizar los resultados se puede observar que el 24% de los mineros conocen las
complicaciones de la intoxicacion por mercurio sin embargo el 76% de los minero
encuestados NO conoce las complicaciones que se producen en las personan la

intoxicacién por mercurio

Los mineros por lo general no poseen educacion basica y prestan poca atencion a las

complicaciones que el mercurio puede acarrear a su salud.

Y solo focalizan esta actividad como una herramienta de supervivencia la cual les

permite cubrir las necesidades basicas de su familia.
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Pregunta N° 4

¢Utiliza el equipo de proteccion personal (mascarilla, guantes, botas) durante su
trabajo en las minas?

TABLA 7: Uso del equipo de proteccion personal.

ALTERNATIVA TRABAJADORES PORCENTAIJE

S| 5 20%
NO 8 32%

A VECES 12 48%
TOTAL 25 100%

GRAFICO 19: Uso del equipo de proteccion personal

60%
50%

40%
30%
20%
N| NO

0%
A Veces

M Porcentaje

Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Anadlisis e interpretacién de datos

El 32% de los mineros encuestados dicen no utilizan el equipo de proteccion
personal en sus horas de trabajo, el 20% indica que utilizan el equipo de proteccién
personal en sus horas de trabajo, mientras que el 48% sefialan que solamente utilizan

el equipo de proteccion personal a veces.

Con los resultados obtenidos en la encuesta nos podemos dar cuenta que el uso del
equipo de proteccion personal no es de gran importancia para los minero ya que un
porcentaje considerable lo usan a veces, lo que aumenta el riesgo estar en contacto
directo con el mercurio. Si los mineros utilizaran los equipos de proteccién personal
siempre que estan en sus horas de trabajo y los usaran de manera correcta se pudiera

evitar en un alto porcentaje las intoxicaciones por mercurio.
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Pregunta N° 5

¢Durante el tiempo que trabaja en mina ha sentido alguno de estos sintomas?

TABLA 8: Sintomas.

SINTOMAS Sl \[0) TOTAL %Sl % NO % TOTAL
Temblores en alguna parte del cuerpo 17 8 25 68% 32% 100%
Continuos dolores de cabeza 15 10 25  60% 40% 100%
Infeccidn en vias urinarias 8 17 25  32% 68% 100%
Frecuentemente se encuentra irritable, triste

0 ansioso 12 13 25  48% 52% 100%
Inflamacién de encias 15 10 25  60% 40% 100%
Ha tenido diarrea ultimamente 3 22 25  12% 88% 100%

GRAFICO 20: Sintomas
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia.

Andlisis e interpretacion de datos

El 68% de los mineros encuestados dicen haber sentido temblores en alguna parte de
su cuerpo durante el tiempo que ha estado trabajando en la mina, el 32% de los
mineros dice no haber sentido temblores durante su tiempo de trabajo.
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Existe un porcentaje alto de mineros que han sentido este sintoma, que es el gran
sintoma de la intoxicacion por mercurio (hidrargirismo). Lo que nos sugiere que

existe intoxicacion por mercurio en estos mineros.

De los 25 mineros encuestados el 60% dice haber sentido continuos dolores de
cabeza, mientras que el 40% manifiesta que no ha sentido continuos dolores de

cabeza durante el tiempo que laboran en la mina.

Se puede notar claramente que mas de la mitad de la poblacién en estudio ha sentido

este sintoma durante el tiempo que lleva realizando este oficio.

El 32% de los mineros han tenido infeccidn de vias urinarias, sin embargo el 68% de

los mineros en estudio no han tenido infeccion de vias urinarias.

Indicandonos que la mayoria de los mineros estudiados no han tenido infeccion de

vias urinarias

Ademas el 52% de los mineros dicen no encontrarse frecuentemente irritable, triste
0 ansioso, mientras que el 48% restante se encuentran frecuentemente de esta
manera. Podemos notar que casi la mitad del porcentaje de los mineros han sentido
este sintoma desde que trabaja en la mina.

La bibliografia nos dice que ha esta serie de sintomas se les denomina eretismo
mercurial, por los resultados de la grafica tienen un valor sumamente importante en

nuestro estudio.

En el caso de la inflamacion de las encias se muestra que el 60% de los mineros si

han tenido encias inflamadas y el 40% restante dice no haber padecido este sintoma.

Por ultimo el 12% de mineros han tenido diarrea Gltimamente mientras que el 88%
no han tenido diarrea Gltimamente, nos indica claramente que la mayoria de los

mineros no ha sufrido este sintoma.
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Pregunta N° 6
¢Su alimentacion esta basada en un consumo frecuente de mariscos?

TABLA 9: Consumo de mariscos.

ALTERNATIVA TRABAJADORES  PORCENTAIJE

S| 0 0%
NO 7 28%
A VECES 18 72%
TOTAL 25 100%

GRAFICO 21: Consumo de mariscos.
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia

Interpretacion y analisis

El 28% de mineros dice que su alimentacién no esta basada en el consumo frecuente

de mariscos, mientras que el 72% sefialan que consumen mariscos a veces.

Se puede notar claramente que el mayor porcentaje de mineros incluyen mariscos en

su dieta a veces y un pequefio porcentaje de estos no los consumen.
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Pregunta N° 7

¢Su vivienda esta cerca de la mina?

TABLA 10: Vivienda cerca de la mina.

ALTERNATIVA | TRABAJADORES | PORCENTAIJE
S 25 100%
NO 0 0%
TOTAL 25 100%

GRAFICO 22: Vivienda cerca de la mina
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Interpretacion y analisis
Los resultados muestran que el 100% de los mineros viven cerca de la mina que
representa al total de la poblacion, lo que quiere decir que los mineros no solo estan

expuestos a los gases de mercurio en su sitio de trabajo, sino también fuera de él.
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Pregunta N° 8

¢ Qué tipo de agua consume?

TABLA 11: Tipo de agua que consume.

ALTERNATIVAS  TRABAJADORES PORCENTAIJE

GRAFICO 23: Tipo de agua que consume.
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Fuente: Encuesta realizada a trabajadores de minas Puzuno y minas bella rica

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia

Interpretacion y analisis

El 20% de los mineros encuestados indican que consumen agua embotellada, el 68%
indica que consumen agua potable, mientras que el 12 % dicen que consumen agua
de otras fuentes. Por lo que no se puede descartar la posibilidad que también exista
contacto con el mercurio mediante el tipo de agua que consumen ya que no se puede

tener la certeza que el agua potable sea tratada de una forma correcta.
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4.2 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO

Para realizar los exdmenes de laboratorio se trabajo con los pacientes que cumplieron

con todos los criterio de inclusién, los mismos que son 25 mineros.

TABLA 12: Resultados obtenidos de la concentracion de mercurio sanguineo en
mineros artesanales.

ESTUDIOS ESPECIALES
PACIENTE NIVEL DE MERCURIO

1 5.00 ug/L
2 45.00 ug/L
3 16.00 ug/L
4 34.00 ug/L
5 10.00 ug/L
6 20.00 ug/L
7 8.00 ug/L
8 25.00 ug/L
9 30.00 ug/L
10 18.00 ug/L
11 22.00 ug/L
12 31.00 ug/L
13 9.00 ug/L
14 27.00 ug/L
15 42.00 ug/L
16 7.00 ug/L
17 19.00 ug/L
18 25.00 ug/L
19 45.00 ug/L
20 10.00 ug/L
21 22.00 ug/L
22 26.00 ug/L
23 5.00 ug/L
24 18.00 ug/L
25 32.00 ug/L

Fuente: Resultados de los examenes de laboratorio clinico

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia
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TABLA 13: Niveles elevados y normales de mercurio sanguineo.

Concentracion de Mercurio sanguineo Pacientes Porcentaje

Niveles elevados (= 11.00 ug/L) 18 72%
Niveles normales (< 11.00 ug/L) 7 28%
Total 25 100%

GRAFICO N° 24: Niveles elevados y normales de mercurio sanguineo
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Fuente: Resultados de los examenes de laboratorio clinico

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Interpretacion y analisis

Luego de obtener los resultados de la cuantificacion de mercurio en sangre se
observa que el 72% de la poblacion estudiada lo que representa a 18 mineros tienen
niveles elevados de mercurio en la sangre, mientras que el 28% que representa a 8

mineros tienen niveles normales de mercurio en la sangre.
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TABLA 14: Uso del equipo de proteccion personal y su relacion con los niveles
elevados de mercurio sanguineo.

PACIENTE Sl NO A VECES NIVEL DE MERCURIO  ELEVADO/ NORMAL
1 X 5,00 ug/L NORMAL
2 X 45,00 ug/L ELEVADO
3 X 16,00 ug/L ELEVADO
4 X 34,00 ug/L ELEVADO
5 X 10,00 ug/L NORMAL
6 X 20,00 ug/L ELEVADO
7 X 8,00 ug/L NORMAL
8 X 25,00 ug/L ELEVADO
9 X 30,00 ug/L ELEVADO
10 X 18,00 ug/L ELEVADO
11 X 22,00 ug/L ELEVADO
12 X 31,00 ug/L ELEVADO
13 X 9,00 ug/L NORMAL
14 X 27,00 ug/L ELEVADO
15 X 42,00 ug/L ELEVADO
16 X 7,00 ug/L NORMAL
17 X 19,00 ug/L ELEVADO
18 X 25,00 ug/L ELEVADO
19 X 45,00 ug/L ELEVADO
20 X 10,00 ug/L NORMAL
21 X 22,00 ug/L ELEVADO
22 X 26,00 ug/L ELEVADO
23 X 5,00 ug/L NORMAL
24 X 18,00 ug/L ELEVADO
25 X 32,00 ug/L ELEVADO
Total 5 8 12
Porcentaje 20% 32% 48% 18 ELEVADOS

Fuente: Encuestas aplicadas a mineros y resultados de los exdmenes de laboratorio clinico

Elaborado por: Andrea Gabriela Muiioz Garcia

Interpretacion y anélisis:

El 20% de los mineros usan los equipos de proteccion personal durante sus horas de

trabajo y tienen sus niveles de mercurio sanguineo dentro de los niveles normales

El 48% de los mineros usan el equipo de proteccion personal A VECES Yy tienen

niveles de mercurio sanguineo fuera del rango del valor normal
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El 32% de los mineros NO usan el equipo de proteccion personal y tienen los niveles

de mercurio sanguineo mas altos del estudio.

TABLA 15: Sintomas de mayor incidencia y su relacion con los niveles elevados de
mercurio sanguineo.

N° Temblores en Irritable, Inflamacién ug/L N/E
alguna parte triste o de encias
del cuerpo ansioso
1 5,00 ug/L NORMAL
2 X X X 45,00 ug/L ELEVADO
3 X 16,00 ug/L ELEVADO
4 X X 34,00 ug/L ELEVADO
5 10,00 ug/L NORMAL
6 X X 2000, ug/L ELEVADO
7 8,00 ug/L NORMAL
8 X X 25,00 ug/L ELEVADO
9 X X 30,00 ug/L ELEVADO
10 18,00 ug/L ELEVADO
11 X X 22,00 ug/L ELEVADO
12 X X 31,00 ug/L ELEVADO
13 9,00 ug/L NORMAL
14 X X X 27,00 ug/L ELEVADO
15 X X X 42,00 ug/L ELEVADO
16 7,00 ug/L NORMAL
17 19,00 ug/L ELEVADO
18 X X 25,00 ug/L ELEVADO
19 X X X 45,00 ug/L ELEVADO
20 10,00 ug/L NORMAL
21 X 22,00 ug/L ELEVADO
22 X X 26,00 ug/L ELEVADO
23 5,00 ug/L NORMAL
24 X 18,00 ug/L ELEVADO
25 X X X 32,00 ug/L ELEVADO
Total 13 10 12 ELEVADO= 18
Porcentaje 52% 40% 48%

Fuente: Encuestas aplicadas a mineros y resultados de los exdmenes de laboratorio clinico

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia

Interpretacion y analisis
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El 52% que representa a 13 mineros han tenido alteraciones en el Sistema Nervioso
Central con presencia de temblores en alguna parte del cuerpo y todos los mineros

que han presentado este sintoma tienen niveles elevados de mercurio

El 40% que representa a 10 mineros se han sentido tristes, irritables o ansiosos vy

todos tienen niveles elevados de mercurio sanguineo.

El 48% que representa a 12 mineros han padecido de inflamacion de las encias y
todos los que manifiestan este sintoma tienen niveles elevados de mercurio

sanguineo

Nos podemos dar cuanta que la manifestacion de estos sintomas tiene relacion con
los niveles elevados de mercurio sanguineo, sin embargo no todos los mineros que
tienen niveles elevados de mercurio en la sangre manifiestan haber sentido alguno de
estos sintomas, lo que podria estar relacionado con el sistema inmune de cada

persona para la asimilacion del mercurio.

TABLA 16: Factores de riesgo relacionados con niveles elevados de mercurio
sanguineo.

OTROS FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON NIVELES ELEVADOS DE MERCURIO

SANGUINEO
Nivel elevado de mercurio Vivir cerca de la mina NO Tener conocimiento acerca del
sanguineo (= 11 ug/L) peligro del uso del mercurio
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
18 72% 25 100% 17 68%

Fuente: Encuestas aplicadas a mineros y resultados de los exdmenes de laboratorio clinico

Elaborado por: Andrea Gabriela Mufioz Garcia

Interpretacion y analisis
El 72% que representa a 18 mineros tienen niveles elevados de mercurio en sangre

El 100% que representa a los 25 mineros viven cerca de la mina
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El 68% que representa a 17 mineros no tienen ningun tipo de conocimiento acerca

del peligro de usar mercurio

Esto demuestra que vivir cerca de la mina asi como no poseer conocimiento del
peligro del contacto con mercurio si podrian ser factores desencadenantes para que

los mineros tengan niveles elevados de mercurio sanguineo.

4.3 VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

HO: La verificacion de la hipotesis planteada de que: Los mineros artesanales de la

comunidad Puzuno no tienen niveles elevados de mercurio en la sangre

H1: La verificacion de la hipdtesis planteada de que: Los mineros artesanales de la
comunidad Puzuno tienen niveles elevados de mercurio en la sangre los cuales

podrian estar afectando a su salud

Decision
Gracias al anélisis de la encuesta y los resultados obtenidos de laboratorio podemos
indicar que se logra validar la hipdtesis alterna que indica: “Los mineros artesanales

de la comunidad Puzuno tienen niveles elevados de mercurio en la sangre los cuales

podrian estar afectando a su salud” rechazando la hipdtesis nula.

Determinandose ademas que existe valores extremadamente elevados lo que nos
podria ser indicativo de exposicion aguda o crénica. La falta de informacion sobre la
toxicologia del mercurio conjuntamente con el incumplimiento en la aplicacion de
normas de bioseguridad; es lo que ocasiona que exista niveles elevados de mercurio

sanguineo en la mayoria de los mineros.

El estudio no amerita a validar la hipdtesis por medio de una técnica estadistica.
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CONCLUSIONES

Luego de realizada la investigacion y analizar las muestras de los mineros artesanales

se concluye que:

Las concentraciones de mercurio sanguineo en el 72% de la poblacion estudiada
tienen niveles de mercurio que superan los limites normales, siendo este porcentaje

de la mayoria de los mineros artesanales en estudio.

Basados en los resultados de las encuestas se considera que las enfermedades mas
comunes son las que afectan al sistema nervioso y los sintomas de mayor incidencia
son: temblores en algunas partes del cuerpo que se presenta en un 52% de la
poblacion. Los sintomas emocionales de mayor frecuencia son: tristeza, enojo y
ansiedad que se presenta en el 40% de los mineros. Ademas tambien afecta de
manera significativa a la boca especialmente encias produciendo Gingivitis que se

presenta el 48% de la poblacion en estudio

La poblacion en estudio expuesta ocupacionalmente a vapores del mercurio en la
actividad minera de oro tienen un alto porcentaje de desconocimiento sobre los
problemas de salud a los que estan expuestos en su trabajo diario, el 68% que
representa a 17 mineros no tiene conocimiento del peligro al que estan expuestos con

el uso de mercurio.

Inadecuadas percepciones de la importancia del uso del equipo de proteccion
personal ya que un 32% de los mineros no usan el equipo de proteccion personal y el
48% de ellos solo lo usan a veces, y debido al tiempo que han estado expuestos a
estos vapores esto podria estar relacionado con alta proporcién a problemas de salud

asociados a la misma exposicion.
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Se pudo describir otros factores de riesgo para su salud a los que estan expuestos los
mineros entre los que se destacan vivir cerca de la mina ya que la quema de
amalgamas de realizan al aire libre, el 100% de los mineros tienen sus viviendas

cerca.

La situacion de salud descrita en el presente trabajo constituye un gran reto para el
personal de salud.
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ANEXOS



ANEXO N° 1: FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO &
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD i
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO \ CLINICO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES DE LA INVESTIGACION
TiTULO DE LA INVESTIGACION: Determinacién de mercurio en mineros artesanales

El propdsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los participantes en esta
investigacion con una clara explicacion de la naturaleza de la misma, asi como de su rol en
ella como participantes.

La presente investigacion es conducida por Andrea Gabriela Mufioz Garcia de la
Universidad Técnica de Ambato. La meta de este estudio es determinar la concentracién de
mercurio en sangre en los mineros artesanales.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedira completar una encuesta. Esto
tomara aproximadamente 10 minutos de su tiempo. Ademas se le tomara una muestra de
sangre por venopuncion la cual NO tiene ningln riesgo para su salud.

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacidn que se recoja
serd confidencial y no se usard por ningun otro propdsito fuera de los de esta investigacion.
Sus respuestas al cuestionario seran codificadas usando un numero de identificacidon y por
lo tanto seran anénimas.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto de investigacidon, puede hacer preguntas en
cualquier momento durante su participaciéon en el. lgualmente, puede retirarse del
proyecto en cualquier momento sin que eso le perjudique en ninguna forma. Si alguna de
las preguntas durante la encuesta le parecen incdmodas, tiene usted el derecho de
hacérselo saber al investigador o de no responderlas.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigaciéon, conducida por Andrea Gabriela
Mufioz Garcia.

He sido informado (a) de que la meta de este estudio es determinar la concentracion de
mercurio en sangre en los mineros artesanales.

Me han indicado también que tendré que responder cuestionarios lo cual tomara
aproximadamente 10 minutos y que me tomaran una muestra de sangre mediante
venopuncion.

Reconozco que la informacidn que yo provea en el curso de esta investigacion es
estrictamente confidencial y no serd usada para ningun otro propdsito fuera de los de este
estudio sin mi consentimiento. He sido informado que puedo hacer preguntas sobre el
proyecto en cualquier momento y que puedo retirarme del mismo cuando asi lo decida, sin
gue esto acarree perjuicio alguno para mi persona. De tener preguntas sobre mi
participacion en este estudio, puedo contactar a Andrea Gabriela Mufioz Garcia al numero
telefénico 0992987676.

Firma del participante Fecha
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ANEXO N° 2: ENCUESTA DIRIGIDA A MINEROS ARTESANALES

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO 2o
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD % ﬁfm&%
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO i )

ENCUESTA DIRIGIDA A LA POBLACION EN ESTUDIO
OBJETIVO: Determinar la concentracién de mercurio en mineros artesanales

INSTRUCCIONES: Lea las preguntas y conteste con la verdad.

1. ;Cuénto tiempo trabaja en mineria?

Menos de 8 afios ]

[ ]

e 8arios ]
e 10 afios ]
e Mas de 10 afios ]

2. ¢ Tiene usted conocimiento sobre la intoxicacion por mercurio?

e SI L)
e NO L)

3. ¢Conoce usted las complicaciones que se produce en las personas por la
intoxicacién por mercurio?

e 9l L)
e NO L)

4. ¢Utiliza el equipo de proteccién personal (mascarilla, guantes, botas) durante su
trabajo en las minas?

e Sl )
e NO )
e A veces ]

5. ¢Durante el tiempo que trabaja en minera ha sentido alguno de estos sintomas?

e Temblores en alguna parte del cuerpo SI{ ] NO[ |

e Continuos dolores de cabeza SI( ] NO[ |

¢ Infeccion de vias urinarias SI{ ] NO[ |

e Frecuentemente se encuentra irritable, triste o SI[__ ] NO[ |
ansioso

e Inflamacién de encias SIL_J NO[

e Ha tenido diarrea Gltimamente SI{ ] NO[ )
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6. ¢Su alimentacion esta basada en un consumo frecuente de mariscos?

Sl
NO
A veces

JUL

7. ¢Su vivienda esta cerca de la mina?

Sl
NO

1l

8. ¢Esta en tratamiento de alguna enfermedad?

1l

9. ¢Qué tipo de agua consume?

Embotellada
Potable
Entubada
Otras

O

Gracias por su colaboracion

-~
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ANEXO N° 3: CERTIFICADO EMITIDO POR LA TUTORA PARA
CONSTANCIA DEL ESTUDIO
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ANEXO N° 4: INSERTO DE LA TECNICA PARA LA DETERMINACION

DE MERCURIO SANGUINEO UTILIZADO EN ESTE ESTUDIO, EMITIDO
POR NETLAB

Total Mercury (ICPMS) in Whole Blood

Laboratory Procedure Manual

Analyte: Total Mercury
Matrix: Whole Blood
Method: Blood mercury ICP-MS

Method No: ITBOO1A
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Total Mercury (ICPMS) in Whole Blood

A.  Clinical relevance Mercury

Are considered to be toxic at certain levels. The main sources of mercury intake in humans are fish, dental
amalgams, and occupational exposure. The main organs affected by mercury are the brain and the kidneys.
Psychic and emotional disturbances are the initial signs of chronic intoxication by elemental mercury vapors
or salts, Parasthesia, ncuralgias, renal disease, digestive disturbances, and ocular lesions may develop.

B. Test principle

Whole blood Hg, concentrations are determined using inductively coupled plasma mass spectrometry. This
multi-clement analytical technique is based on quadrupole ICP-MS technology. Coupling radio frequency
power into a flowing argon stream seeded with electrons creates the plasma. Predominate species in the plasma
are positive argon ions and electrons, Diluted whole blood samples are converted into an acrosol using a
nebulizer inserted within a spray chamber. A portion of the acrosol is transported through the spray chamber
and then through the central channel of the plasma, where it experiences temperatures of 6000-8000 K. This
thermal energy atomizes, and ionizes the sample. The ions, along with the argon, eater the mass spectrometer
through an interface that scparates the ICP, operating at atmospheric pressure (approximately 760 torr), from

the mass spectrometer, operating at approximately 10.’tol'l'. The mass spectrometer permits detection of ions at
each mass-to-charge ratio in rapid sequence, allowing individual isotopes of an element to be determined. Once
inside of the mass spectrometer, the ions pass through the ion optics, then the mass analyzing quadrupole before
being detected as they strike the surface of the detector. The ion optics focuses the ion beam using an electrical
field.

Electrical signals resulting from the detection of the ions are processed into digital information that is used to
indicate the intensity of the ions and subsequently the concentration of the element. In this method blood
samples are diluted with 18 M-ohm water and with diluent, containing 1% viv tetramethylammonium
hydroxide (TMAH), 0.5% disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA), 10% ethyl alcohol, 0.05% Triton

X-100", Au is added to reduce intrinsic Hg memory effects.

C. Safety Precautions

Perkin Elmer provides safety information that should be read before operating the instrument. This information
can be found in the Perkin Elmer ELAN 6100 ICP-DRC-MS Plus System Safety Manual. Possible hazards
include ultraviolet radiation, high voltages; radio frequently radiation, and high temperatures

Wear gloves, lab coat, and safety glasses while handling human blood. Disposable plastic, glass, and paper
(pipette tips, autosampler tubes, gloves, etc.) that contacts blood is to be placed in a biohazard autoclave bag.
These bags should be kept in appropriate containers until sealed and autoclaved. Wipe down all work surfaces
where blood was handled with 10% v/v sodium hypochlorite solution when work is finished. The use of the
foot pedal on the Micromedic Digiflex is recommended because it reduces analyst contact with work surfaces
that have been in contact blood and keeps the hands free to hold the specimen cups and autosampler tubes.
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Dispose of all biological samples and diluted specimens in a biohazard autoclave bag at the end of the analysis
according to CDC/DLS guidelines for disposal of hazardous waste.

Special care should be taken when handling and dispensing bases and concentrated acids. Wear powder free
gloves, a lab coat, and safety glasses.

I TMAH or hydrochloric acid comes in contact with any part of the body, quickly wash with copious quantities
of water for at least 15 minutes.

D. Specimen Collection, Storage, and Handling Procedures; Criteria for Specimen Rejection

A. No special instructions such as fasting, special diets are required.

B. Specimen type — whole blood

C. Optimal amount of specimen required is 1-2 mL, minimum is 0.25 ml

D. Acceptable containers include pre-screened polyethylene vials and pre-screened vacutainers should be
used for specimen acquisition.

E. Specimen stability has been demonstrated for several months at -20°C or at -70°C for several years.

F. The criteria for an unacceptable specimen are either a low volume (< 0.25 ml) or suspected
contamination due to improper collection procedures or collection devices. In all cases, a second blood
specimen should be requested.

G. Specimen characteristics that may compromise test results are as indicated above including
contamination of blood by contact with dust, dirt, etc. from improper handling.

H. Specimen handling conditions are outlined in the Division protocol for blood collection and handling
(copies available in Branch, laboratory and Special Activities specimen handling offices). Collection,
transport, and special requirements are discussed. In general, if more than one evacuated tube of blood
is to be drawn from an individual, the trace metals tube should be drawn second or later. Draw the
blood through a stainless steel needle into & pre-screened vacutainer. Blood specimens should be

transported and stored at S 4'C. Once received, they can be frozenat S -20°C until time for analysis.
Portions of the sample that remain after analytical aliquots are withdrawn should be refrozen at S -

20C. Samples thawed and refrozen several times are not compromised.

E. Preparation of Reagents, Calibration (Calibrators), Controls, and All Other Materials; Equipment

and Instrumentation

A. Reagent Preparation

L Diluent / Carrier Solution The diluent used in this method is an aqueous solution of 5 Pg/L internal
standards (rhodium and bismuth), 10 pg/L gold (for reduced Hg memory cffect), 1 g of EDTA in 1% viv

tetramethyl ammonia hydroxide (TMAH), 10% ethyl alcohol, and 0.05% v/v Triton X- 100", This solution will
be added in the preparation of all calibrators and samples during the dilution process just prior to analysis. It is
important that all samples in a run should be made from the same diluent solution so that the concentration of
the internal standards will be the same among all calibrators and samples in the run. To prepare the solution,
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acid rinse a 2 L Teflon' container, and partially fill with 18 M-ohm water. Add 1g of EDTA, 20 ml of TMAH,
200 ml of ethyl alcohol, and 100 ml of 1% Triton X-100". For ease of daily preparation of the diluent, first

.
prepare a 1% Triton X-100" solution by adding 20 ml of Triton X-100" to 2 pre-acid washed 2L Teflon
container that is partially filled with 18 M-ohm water. Fill to 2 L with 18 M-ohm water and mix until the Triton

2
X-100  has completely dissolved into solution. A magnetic stirring plate can be used to assist mixing by adding

an acid-washed Teﬂon’eoated stirring bar to the bottle. The internal standards can be added by spiking 500 Hl
of 20 mg/L Rh and Bi to the solution. Gold can be spiked into the solution by adding 200uL. of 1000mg/L
SPEX CertiPrep Au standard to the final diluent. Dilute to volume (2L) with 18 M-ohm water. Store at room
temperature and prepare as needed. Larger volumes of diluent and 1% Triton X-100 can be prepared, if desired,
by adding proportionally larger volumes of the solution constituents. When using a flow-injection component
in the sample introduction system, the ‘carrier’ solution should be the same as the diluent used for the method.

2. ICP-MS Rinse Solution

a. For single-rinse station autosamplers:

When using only a single rinse solution with a single-rinse station autosampler, the rinse solution should be an
aqueous solution of 1 % v/v TMAH, 5% ethyl alcohol, and 0.05 % Triton X-100® and 10 pg/L gold (for
reduced Hg memory effect). This solution will be pumped through the sample introduction system between
samples to prevent carry-over of Hg, Pb, and Cd and the internal standards from one sample measurement to
the next. For ease of daily preparation of the rinse solution, first prepare a 1% Triton X-100® by adding 20 ml
of Triton X-100® to a pre-acid washed 2L Teflon® container that is partially filled with 18 M-ohm water. Fill
to 2 L with 18 M-ohm water, and mix until the Triton X-100®has completely dissolved into solution. A
magnetic stirring plate can be used to assist mixing by adding an acid-washed Teflon®coated stirring bar to
the bottle. To prepare the final rinse solution, acid rinse a 2 L Teflon® container, and partially fill with 18 M-
ohm water. Add 20 ml of TMAH, 100 ml of ethyl alcohol, 100 ml of the 1% Triton X-100® solution and 200uL
of a 1000mg/L SPEX CertiPrep Au standard, dilute to 2 L with 18 M-ohm water. Store at room temperature
and prepare as needed. Larger volumes of rinse solution and 1% Triton X-100 can be prepared, if desired, by
adding proportionally larger volumes of the solution constituents.

b. For dual-rinse station autosamplers.

Rinse Solutions: When using a dual-rinse station setup, use the 1 % v/v TMAH, 5% ethyl alcohol. and 0.05 %
Triton X-100® and 10 pg/L gold solution (described above for single-rinse station setups) in rninse station #1
and 0.5 % v/v nitric acid in rinse station #2. To prepare 4L of the 0.5 % v/v nitric acid solution, acid rinse a 4

L Teflon polypropylene container, and partially fill with 18 M-ohm water. 20 mL of concentrated nitric acid.
Fill to 4 L with 18 M-ohm water and mix well. Store at room temperature and prepare as needed. Other volumes
of 0.5 % nitnic can be prepared, if desired, by combining proportionally adjusted volumes of nitric acid and
water.

Carmer Solution: When using a flow-injection component in the sample introduction system (i.¢. the Elemental
Scientific SC2-FAST autosampler), the *carrier’ solution should be the same as the diluent used for the method,
See section 6.A.1 for details in preparing the diluent.
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B. Calibrators Preparation (Intermediate stock standard and intermediate working standard solutions
may be prepared by and purchased from an external laboratory, which then provides target concentration
values to be used in the analysis.)

1. Mercury, intermediate stock standard solutions

Three intermediate stock standard solutions are prepared in a 3% v/v hydrochloric acid (HCI) matrix. The
intermediate stock standard solutions are the first dilutions of the primary standards (1000 mg/L standards)
from which all intermediate working standards will be made. For ease of preparation of standards, first prepare
a 3% v/v HCl solution, To prepare 1L of 3% v/v HCI, add 80 mL of concentrated HCl into a 1L flask (acid
washed glass or plastic) partially filled with 18 M-ohm water, then fill to the mark with 18 M-ohm water and
mix. Partially fill each of three 50 mL volumetric flasks with 3% HCI solution. Label (for example:“Hg Stock
Std). For Hg, add 50 uL of the 1000 mg/L mercury stock standard. Add enough 3% HCL to bring to the 50 mL
mark for each flask. Mix well by gently inverting several times.

The intermediate stock standard solutions may be stored in smaller portions in acid-washed containers at room
temperature. Prepare as needed. These intermediate stock standard solutions are used for preparation of the
intermediate working standards.

2. Hg, intermediate working standards

The intermediate working standard solutions used in this method are a series of 4 aqueous dilutions of the Hg,
intermediate stock standard solutions in 3% HCL. These solutions will be used each day of analysis in preparing
the final working standards that will be placed in the autosampler of the ICP -MS. To prepare, acid rinse four
50-mL volumetric flasks, and partially fill with 3% HCL. Spike each flask with the appropriate volume of Hg
intermediate stock standard solution, as is shown in Table 1. Next, dilute the solution in the flask to
approximately 99% volume using the 3% HCL Mix the solution thoroughly, and carefully fill to the mark by
adding the solution in a drop-wise fashion. Final concentrations of these solutions are listed in Table 1. The
final solutions may be dispensed into smaller volumes for storage in acid washed tubes (ie. 15 mL
polypropylene centrifuge tubes) for daily use. Store at room temperature and prepare as needed.

Table 1. Preparation of intermediate working standards.

Hg Hg Spike volume

intermed. working standard of intermediate

Conc. stock standard

(MgL) solution (K1)

Std.0 0

Std.1 |

Std.2 5

Std.3 10

Std4 20
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Working Calibrators

The working calibrator solutions are dilutions of the 4 intermediate working standards into a whole blood
matrix for the purpose of external calibration of an analytical run. They are made up the day of the preparation
and analysis of the patient samples. All calibrators, and patient samples in the same analytical run must be
prepared using the same diluent. To prepare the working calibrators, transfer 50 JL of the appropriate aqueous
intermediate working standard, S0 JL of base blood. and 2400 L of diluent to a 15 ml polypropylene
centrifuge tube using the Micromedic Digiflex. Cap the tube and mix well before analysis by inverting several
times or using a vortex mixer.

Preparation of Quality Control Materials

1. Preparation of Bench Quality Control Materials

A low and high bench QC material is analyzed in each run to determine the validity of the concentration
measurements being made. These pools will need to be prepared periodically, as supply dictates, by spiking
base blood. Preparation of new pools should be made far enough in advance so that both old and new pools can
be analyzed together for a period of time (preferably at least 20 runs) before switching to the new quality control
materials,

All blood should be screened for Hg before high and low pool preparation. The labware used to pool the blood
must be acid washed. The storage vials must be screened for contamination.

Screened blood is pooled together into an acid washed bottle before separation into 2 smaller portions for
making of 3 related pools. One portion is used for the preparation of the base and low QC pool. Low-normal
concentrations are ideal for the blood used to prepare the base and low QC. The other portion of the screened
blood is spiked with appropriate volumes of elemental stock standard solutions to concentrations in the high-
normal range. Large volumes of blood should be dispensed into smaller vials (i.e. screened 2 mL polypropylene
cryovials) in a clcan environment (such as a class 10-100) for daily use. Store the vials long-term at
approximately ~70°C and short-term at approximately -20°C.

Other Materials
e Stock solution of Hg: SPEX, 1,000 mg/L in 10% HNO'.

o  Pipette tips: 1-200 pI (#RT-20, fits up to 100 UL pipettes ) and 200-1000 pI (#RT-200, fits between
100 1 and 1000 p pipettes) sizes (Rainin Instrument Co., Inc., Woburn, MA — or equivalent vendor).
Pipette tips should be acid rinsed with 1% v/v double distilled nitric acid immediately prior to use
(equivalent tips may be used).

e Eppendorf fixed-volume pipettes (or equivalent): 1000, 500,250, 50 pl volumes (Brinkmann
Instruments, Inc., Westbury, NY)

e Doubled distilled concentrated hydrochloric acid (GFS Chemicals Inc. 867 McKinley Ave.

Columbus, Ohio 43223) or equivalent. Concentrated hydrochloric acid is approximately 12M or 37%

wiv.
e  Ethyl Alcohol, USP dehydrated 200 proof (Pharmco Products, Inc.) or equivalent.
e 18 M-ohm water (from Bamsted or Elix 5 Reverse Osmosis water purification system or equivalent)
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®  Liquid Argon (supplied by Speciality Gases or other contract agency) equipped with approved gas
regulator (Matheson Gas Products, Seraucus, NJ — or equivalent).

¢ Blood quality controls pools with low and high levels of Hg, Pb, and Cd.

®  Teflon coated magnetic stir bars (2). (Cat Number S8948-974 or equivalent, VWR Scientific
Products, West Chester, PA) or equivalent.

®  Rhodium: SPEX, 1,000 mg/L in 2% HNO,

®  Bismuth: SPEX, 1,000 mg/L in 10% HNO .
)

*  Gold: SPEX, 1,000 mg/L in 10%.

®  Acid-cleaned volumetric flasks, seven 50-ml flask for standard preparation (polypropylene or
polymethylpentenc flasks preferred, glass may be used). To acid wash flasks, first rinse with dilute
nitric acid (i.e. 1-5 % v/v) followed by rigorous rinsing with 18 M-ohm water. This process may need
to be repeated several times depending on prior use of the containers.

*  Acid-cleaned 2L bottles (Teﬂon‘ preferred). To acid wash bottles, first rinse with dilute nitric acid
(i.e. 1-5 % viv) followed by rigorous rinsing with 18 M-ohm water. This process may need to be
repeated several times depending on prior use of the containers.

® 15 ml (# 352097) and 50 ml (#352098) polypropylene centrifuge tubes or equivalent: (Becton
Dickinson Labware, | Becton Drive, Franklin Lakes, New Jersey 07417 or equivalent).

®  Triton X-100° (“Baker Analyzed", J.T. Baker Chemical Co., or any source found to be low in trace
metal contamination or equivalent).

®  Tetramethylammonium hydroxide, 25% wiv, (AlfaAcsar, 30 Bond St., Ward Hill, MA 01835, or
cquivalent),

® Disodium Ethylenediamine Tetraacetate (Fisher scientific Comp., Chemical manufacture Division,
Fair Lawn, NJ 07410 or equivalent).

e 2|. Kay-Dry paper towels and Kim-Wipe tissues (Kimberly-Clark Corp., Roswell, GA - or
equivalent).

e Cotton swabs (Hardwood Products Co., Guilford, Maine — or equivalent.)

e Nitrile or Latex, powder-free examination gloves (N-Dex, Best Manufacturing Co., Menlo, GA - or
equivalent),

e  Biohazard autoclave bags (Curtin-Matheson Scientific, Inc., Atlanta, GA ~ or equivalent).

e 25 Bleach (10% sodium hypochlorite solution) - any vendor.

e  [nstrumentation

Inductively Coupled Plasma Dynamic Reaction Cell Mass Spectrometer ELAN series DRC (PerkinElmer
Instruments, Headquarters Office, 710 Bridgeport Avenue, Shelton, CT 06484-4794). Parameters of x-y
alignment, mass calibration, autolens voltages, and nebulizer gas flow rates are optimized periodically.

Table 2. ELAN ICP-DRC-MS Method Parameters.

Parameter setting
RF Powef ' .45 KW
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Ar Nebulizer Gas Flow Approx 0.75-1.2 LPM
Detector Mode Pulse

Measurement Units Cps

Autolens On

Blank Subtraction After Internal Calibrator
Curve Type Simple Linear

Sample Units ppb

Sweeps / Reading 20

Readings / Replicate 1

Replicates 3

Dwell Time 100 ms

RPQ 0.25

¢ Ohaus AP310 analytical balance, or equivalent (Ohaus, Pine Brook, NJ).

Micromedic Digiflex Automatic pipette (or equivalent) equipped with 10.0 ml dispensing syringe,

2000 W1 sampling syringe, 0.75 mm tip, and the foot pedal (Micromedic systems, Inc., Horsham, PA
or equivalent).

Procedure Operating Instructions

A. Preliminaries

1. For information regarding the reportable range of results and how to handle results outside this range, refer
to the Reportable Range of Results section of this document.

2. Allow frozen blood specimens, quality control specimens, and base blood calibration material to reach

ambient temperature. Mix the sample, 5o that no particulates remain on the bottom of the tube, before taking
an aliquot for analysis,

B. Sample preparation

1. Thaw the frozen blood specimens, allowing them to reach ambient temperature (about 20 °C).

2. Set up a series of |5 mL polypropylene centrifuge tubes corresponding to the number of blanks, calibrators,
QCs, and patient samples to be analyzed.

3. Prepare the following solutions into the 15-mL polypropylene centrifuge tubes using the Micromedic
Digiflex
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Preparation of samples for analysis. (All volumes in i)
1D Water | Intermediate Base Blood Diluent

Working Std. Blood | Sample or

QcC

Blood Blank 50 50 - 2400
Calib. Stds | - 50 50 - 2400
Aqueous 100 - - - 2400
Blank
Blood Sample | 50 - - 50 2400
or QC

a Prepare an aqueous blank consisting of 100 {l of 18 M-ohm water and 2400 M diluent. The aqueous blank
will be used as the blank for the quality control pools and patient samples.

b. Prepare 3 blood blanks consisting of 50 Wi of base blood (same material used for preparation of the blood
calibration calibrators), 50 p! of 3% v/v hydrochloric acid that was used for preparation of the calibrators

(Std.0), and 2400 W1 of diluent. One of these blood blanks will be run as the blank for the calibration curves,
the second as a blank check after calibrator 4, and the third at the beginning of the run (as whole blood blank

check).
c. Prepare the working calibrators.

d. Prepare dilutions of the quality control and patient blood samples consisting of 2400 p diluent, S0 pi 18 M-
ohm water, and 50 11 of the patient or quality control blood sample.

¢. Cap all of the blanks, calibrators, and samples and with a vortex mixer mix them for approximately 10
seconds. Uncap them and place them in the autosampler of the ELAN ICP-DRC-MS

Validation
For validation of the method, the following parameters

precision, acCuracy, recovery, detection limit, and correlation.

were determined: range of linearity, intra- and interassay

Linearity

The Hg aqueou
from the Hg stock standard with a concentration of 1000 mg/L with water. M

s calibration curve ranged from 0 to 100 1g/L and was prepared fresh daily from serial dilution
atrix matched calibration curves
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for whole blood were prepaed by spiking non-¢xposed subjects whole blood with known quantities of
mercury,

Precision and accuracy
Tomymem-mmypmmmmdmwmﬁommaposedandexposedsubjects
Were used. Intaassay precison was calculated based onrepeat analysisof the same sample within the same
batch for 20 times. For intrassay precision, samples were analyzed once a day for 2 weeks. Accuracy is
defermined by repicate analysisof rine and whole blood control samples containing known concentrations of
meteary. Proficiency testing whole bood and urine sampls wer alo analyzed

Reference values
Lessof 11 uglL

Mecury levels in blood higher than 50 ug/L are indicating a chronic or severe exposition

References
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ANEXO N° 5: RESULTADOS DE LOS EXAMENES RALIZADOS A LOS
MINEROS EMITIDOS POR NETLAB

N=TLAS ©

LABORATORIOS ESPECIALIZADOS

O MQ&”:“CQ

Calle A {OeTA] N* 31145 y Av. Mariana de Jesis
Telétono. (593-2} 2465871 Telefax: {593-2) 2451329 Celutar: (533) 937 695876

PACIENTE: 1-25 Orden N: 8110903
Historia: 201508110903 Fecha y hora de ingreso:  2015-08-11 07:59
Cod:005

ESTUDIOS ESPECIALES

Paciente Examen Resultado Unidades Valores de

referencia
1 Mercurio 5,00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
2 Mercurio 45.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
3 Mercurio 16,00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
q Mercurio 34.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
5 Mercurio 10.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
® Mercurio 20.00 ug/L Menor de 11,00 ug/L
T Mercurio 2.00 ug/L Menor de 11.90 ug/L
8 Mercurio 25.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
g Mercurio 30.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
10 Mercurio 18,00 ug/L Menor de 11,00 ug/L
11 Mercurio 22,00 ug/L Mencr de 11.00 ug/L
12 Mercurio 31.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
13 Mercurio 4,00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
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14 Nercurio 27.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L

15 Mercurio 42.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
16 Mercuric 7.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
17 Mercurio 19.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
18 Mercurio 25.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
19 Mercuric 45.00 uwg/L Menor de 11.00 ug/L
20 Nercurio 10.00 ug/L Menor de 11,00 ug/L
21 Mercurio 22.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
22 Mercurio 26.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
23 Mercurio $.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
24 Mercuric 18.00 ug/L Menor de 11.00 ug/L
25 Mercurio 32.00 ug/L Mener de 11,00 ug/L

Niveles de mercurio en sangre mayores de 50 ug/L son indicativos de Exposicidn
aguda o crénica

METODO: PLASMA INDUCTIVAMENTE ACOPLADO (ICP)
ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

Se conaders ol punto ) como seperdr decimel pars 10008 kos eximenss W

A - Dra. Adri
ra. ana Apunte

8GC Corsfoaco 150 #001.2008 por 568

o BIOQUEMICA- cLiNnTCA

114



ANEXO N° 6: FACTURA EMITIDA POR NETLAB

FACTURA
Asmedlab cia. Lroa. LaBORATORIO

RUC.: 1792070074001
Catagerizade: MO

Docomente
OEA7 N31-145 y Av. Mariana de Jesqs
zozo:ﬂrwna sro0- 0016287

Aut. SRL: 1116910375

L 9 PE 201
CLIENTE Ri
DIRECOON MBS TELEFONO SIATLT
FORMA PAGO EFECTIVO
CANTIODAD DETALLE P UNITARIO PRECAD TOTA
25 MERCURIO $38.00 $.950.00
LB TOTAL $850.00
DESCUENTO $ UUU
A $ 0.00
§950.00

ARSI BETANOOLIT VICENTE EDGARDO, 1708440062001 « AUT S AL 4651 « Des 75801 of 017300 « Fechy do mirimatidn 13-05-2015
VALIDO PARA SU EMISION HASTA 13-MAYO-2018 » ORIGINAL BLANCO: CLUENTE / COMA CELESTE EMISOR | COPIA ROSADA: SIN VALOR TRIBUTARIO
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ANEXO N° 7: FOTOGRAFIAS

LLEGADA A LA ZONA MINERA

PEN T AR ANACI0
N 1,‘_ , N
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ENCUESTA APLICADA A LOS MINEROS
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TOMA DE MUESTRA SANGUINEA

118



COLOCACION DE MUESTRA SANGUINEA EN TUBOS (Tapa Azul Rey)
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