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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo determinar la concentracion
del acido hipurico en relacion a la concentracién de creatinina en orina como
indicador biol6gico de exposicion al tolueno. La muestra fue 30 trabajadores de
imprentas del distrito del Cercado de Lima, que utilizan tintas que contienen
tolueno, por lo cual los niveles de acido hipurico/g creatinina en orina podrian
superar el limite maximo permitido dado por la American Conference of

Governmental Industrial Hygienists: 1.6 g acido hipurico / g creatinina.

El tolueno se absorbe principalmente por inhalacion, luego es metabolizado en el
cuerpo humano y se excreta en la orina como acido hipurico. La cuantificaciéon de
acido hipurico en orina se realizé segun el método perteneciente al NIOSH Manual
of Analytical Methods. El promedio de la concentracion de acido hipurico en orina
del grupo expuesto fue de 0.888 g acido hipurico/g creatinina, este valor presenta
una diferencia altamente significativa (p=0.000020; p< 0.01) respecto al grupo
control, cuyo promedio fue de 0.396 g acido hipurico/ g creatinina. El andlisis
toxicolégico se realizé en el Laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.

Palabras Clave: Acido hipurico, tolueno, imprenta.



SUMMARY

This research aims to determine the concentration of hippuric acid in relation to the
concentration of creatinine in urine as a biological indicator of exposure to toluene.
The sample was 30 workers printing district of Cercado de Lima, using inks
containing toluene, whereby levels of hippuric / g creatinine acid in urine could
exceed the ceiling allowed given by the American Conference of Governmental

Industrial Hygienists: hippuric acid 1.6 g/ g creatinine.

Toluene is absorbed mainly by inhalation, then it is metabolized in the human body
and excreted in urine as hippuric acid. Quantification of hippuric acid in urine was
performed according to the method pertaining to the NIOSH Manual of Analytical
Methods. The average concentration of hippuric acid in urine of the exposed group
was 0.888 g hippuric / g creatinine acid, this value shows a highly significant
difference (p = 0.000020; p 0.01) than the control group, which averaged 0.396 g
hippuric / g creatinine acid. The toxicological analysis was performed at the
Laboratory of Toxicology and Legal Chemistry, Faculty of Pharmacy and

Biochemistry, National University of San Marcos.

Key word: Hippuric acid, toluene, prints.



LISTADO DE ABREVIATURAS

pL : microlitros

Abs : Absorbancia

ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
cm : centimetros

Cm : concentracion de acido hipuarico de las muestras
Cr: concentracion de creatinina

Cs : concentracién de acido hipurico de los estandares
D : Factor de dilucién

h : horas

m?® : metros cubicos

mg : miligramos

min : minutos

mL : mililitros

mmol : milimol

N : NUumero de muestra

NIOSH: National Institute for Occupational Safety and Health
nm : nanometros

p : Probabilidad Prueba T-Student

ppm : partes por millén

R? : Coeficiente de correlacién

rpm : revoluciones por minuto

St : Estandar
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INTRODUCCION

El tolueno es un liquido incoloro transparente con un olor caracteristico. Es un
buen solvente, es decir, una sustancia que puede disolver a otras sustancias. El
tolueno se utiliza en la fabricacidén de pinturas, diluyentes de pinturas, barniz para
las ufas, lacas, adhesivos, caucho, en la imprenta y el curtido de cueros. La
exposicién a tolueno por inhalacion es la forma mas comun de exposicién ya que
se usa de manera muy difundida como solvente en pinturas, lacas y pegantes de

donde se evapora con rapidez.")

El tolueno se absorbe principalmente por inhalacion, luego es metabolizado en el
cuerpo humano y se excreta en la orina como acido hipurico. El acido hipurico, es
el metabolito que se utiliza como indicador de exposicién al tolueno. El limite
maximo permitido de acido hipurico en orina por la American Conference of

Governmental Industrial Hygienists es de 1.6 g 4cido hipurico/ g creatinina.®

La imprenta es uno de los inventos de mayor importancia para el desarrollo de la
humanidad, ya que ha permitido la difusion del conocimiento a través de la
reproduccién masiva de textos. Inicialmente para obtener un texto impreso se
utilizaban tintas con agua como solvente base; pero con el desarrollo de nuevas
técnicas de impresion, actualmente se utilizan tintas de secado rapido con tolueno
y en algunos casos xileno como solvente base. La exposicion a estos solventes
organicos presentes en las tintas constituye un riesgo para la salud de las

personas que trabajan en las imprentas.



El Instituto Nacional de Estadistica e Informatica del Peru reporté que entre enero
y marzo del 2014, en Lima Metropolitana, el nimero de empresas dedicadas a la
impresion y servicios relacionados a la impresién, fue de 9 mil 904 y que de
acuerdo con el Directorio Central de Empresas y Establecimientos, el Cercado de
Lima es el distrito que presenta el mayor niumero de imprentas, con 3 mil 97
empresas, que representa el 31,3% del total de estos locales en Lima

Metropolitana.®

En nuestro pais no existen trabajos de investigacion actuales referentes a la
exposicién a tintas, que contienen tolueno, utilizadas en la imprenta. Por ello, es
importante medir el nivel de acido hipuarico/ g creatinina, como indicador biol6gico
de exposicién al tolueno, en este tipo de poblacion y determinar si la concentracién
de acido hipurico en orina supera el limite maximo permitido establecido por la

American Conference of Governmental Industrial Hygienists.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
» Determinar la concentracion de &cido hipurico en relacibn a la
concentracién de creatinina en orina como indicador biolégico de exposicion

al tolueno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Determinar la concentracién promedio de &cido hipurico en relacién a la
concentracién de creatinina en las muestras de orina de trabajadores de
imprenta expuestos al tolueno y de personas no expuestas al tolueno.

» Determinar si la concentracién promedio de acido hipurico/g creatinina de
las muestras de orina de trabajadores de imprenta expuestos a tolueno del
distrito del Cercado de Lima supera el limite maximo permitido dado por la
American Conference of Governmental Industrial Hygienists: 1.6 g acido

hipurico / g creatinina.



HIPOTESIS
» La concentracién promedio de acido hipurico/g creatinina de las muestras
de orina de trabajadores de imprenta expuestos a tolueno del distrito del
Cercado de Lima, supera el limite maximo permitido dado por la American
Conference of Governmental Industrial Hygienists: 1.6 g acido hipurico / g

creatinina.



1.1.

I GENERALIDADES
ANTECEDENTES
En un estudio realizado por Palomino y Stucchi en Lima, Pera en 1994, en
ninos de la calle que inhalaban pegamentos, se determiné la presencia de
acido hipurico y fenoles en orina por encima de los niveles permitidos por la

OMS (1,4 g/L y 75mg/L respectivamente).?

En un estudio realizado por Ramirez y Sanchez en Lima, Perlu en el ano
2001, en trabajadores de talleres de venta de lubricantes y de servicio de
mecanica automotriz; se determind que los niveles de &cido hipurico

estaban por encima de los valores normales. ©

En un estudio realizado por Eusebio y Rodriguez en Lima, Peru en el afo
2007, en 40 trabajadores de confeccién y reparacién de calzados, se
determind la presencia de acido hipurico y fenoles en orina por encima de

los niveles permitidos por la OMS (1,4 g/L y 75mg/L respectivamente). ©

En un estudio realizado por Junes y Lookuy en Lima, Peru en el afio 2009,
en trabajadores de imprenta, se encontré una diferencia significativa entre
los valores de acido hipuarico en el grupo experimental (50 personas) frente
a los del grupo control (5 personas) y que estos valores no superan 1.6 g
acido hipurico/ g creatinina, limite maximo permitido dado por la American

Conference of Governmental Industrial Hygienists. "



En un estudio de cohorte realizado en el Hospital Universitario de Lund,
Suecia entre 1925 y 1985, en 1020 trabajadores de imprentas; se buscé la
relacion entre la mortalidad y la presencia de tumores con el tiempo de
exposicion al tolueno, encontrandose que este solvente tiene un efecto
toxico sobre el sistema urinario y sistema nervioso, pero no se encontré una

relacién dosis - respuesta con la dosis acumulativa del tolueno (ppm/afio).®

En un estudio realizado en el Centro de Investigaciones Toxicoldgicas de la
Universidad de Carabobo, Venezuela en el ano 2001, se investigd la
relacion entre estado de salud de 36 trabajadores de una fabrica de calzado
y los solventes organicos utilizados, encontrandose que los valores de
tolueno en sangre estaban significativamente por encima del limite
permitido, asi mismo este resultado no era determinante para establecer la
relacion, sin embargo la ausencia de medidas de seguridad podrian

incrementar los efectos de estos solventes a través del tiempo. ©

1.2. TOLUENO
1.2.1. DESCRIPCION Y PROPIEDADES
El Tolueno es un hidrocarburo aromatico, homélogo del benceno y se
diferencia estructuralmente de este por la presencia de un grupo metilo,
que hace que sea mas liposoluble y menos volatil que el benceno. Existe
en forma natural en el petréleo crudo y en el arbol de Tolu. También se
produce durante la manufactura de gasolina y en la manufactura de

coque.'”



El tolueno es un liquido incoloro, inflamable, mdvil, de olor fuerte
caracteristico similar al benceno, sus vapores son explosivos. El Tolueno es
un solvente de muchos productos aromaticos, pero es muy poco soluble en
agua, de donde se separa y asciende gracias a su menor densidad. Es

soluble en alcohol, benceno y éter."?

H
H H
H™ H
CHj
Figura 1. Estructura quimica del tolueno
1.2.2.USOS

El Tolueno es utilizado como solvente de aceites, resinas, alquitran de hulla
y asfalto. Disolvente del caucho, en la industria de las colas, neumaticos,
ropas impermeables y calzado. "9

Es usado como solvente y diluyente para pinturas, pegamentos y barnices
de celulosa; en la industria textil, de pinturas y lacas, de cuero, de tintas e
imprenta. 101"

También puede encontrarse en mezclas que se utilizan para productos de

limpieza y como agentes de extraccién de grasas en diversas industrias.!"?

Es una importante materia prima para la sintesis organica, especialmente
en la produccion de cloruros de benzoilo y bencilideno, cloramina T, TNT

(2, 4, 6-trinitrotolueno), tolueno diisocianato, fenol, &cido benzoico,

7



sacarina, caprolactama (molécula del nylon), perfumes, detergentes vy

colorantes. Asimismo es un constituyente de combustibles y refrigerantes

utiizadas en aviacion y automoéviles, en la industria petrolera y

petroquimica.

(10,11,13)

1.2.3.FUENTES DE EXPOSICION

Las fuentes de contaminacion son los trabajos en donde se emplea el

tolueno, tales como:

>

>

Preparacion, extraccion, rectificacién de tolueno.

Empleo del tolueno como materia prima para obtener sus derivados.
Extracciébn de materias grasas, desengrasado de pieles, cueros,
fibras, textiles, tejidos; desengrasado de piezas metalicas.
Fabricacion y aplicacién de barnices, pinturas, esmaltes, masillas,
tintas, pegamentos, productos de mantenimiento y limpieza que
contengan tolueno. ®1:1214

Preparacién de disoluciones de caucho y de sus derivados;
manipulacion y empleo de estas disoluciones.

Empleo de tolueno como disolventes de resinas naturales o
sintéticas.

Empleo de tolueno como deshidratante de alcoholes y otras
sustancias liquidas o sélidas.

Empleo de tolueno como desnaturalizante.

Preparacién de carburantes conteniendo hidrocarburos bencénicos,

transvase y manipulacion de tales carburantes. '%'% 9



1.3. TOXICOCINETICA DEL TOLUENO
1.3.1.ABSORCION
El Tolueno penetra en el cuerpo humano, a través del aparato respiratorio,
digestivo y en menor proporcién a través de la piel, la absorcién se produce
principalmente por exposicidén a los vapores, que se absorben en un 50%
via respiratoria.('%1"1317-22)
Absorcién (exposiciéon inhalatoria): Se ha encontrado que en personas
expuestas a 80 ppm de tolueno, muestran una concentracion de
2 a 5 umol tolueno / L sangre después de 10 a 15 minutos de exposicién,
ademas hay una gran correlacién entre las concentraciones arteriales y
alveolares de tolueno durante y después de la exposicion.
Absorcion (exposicion oral): Su absorcién puede ocurrir en la boca, el
estobmago y el intestino delgado. La cantidad de tolueno absorbido depende
del tiempo de contacto, el area de absorcién y la particion entre la
membrana lipidica y los lipidos del tracto gastrointestinal.
Absorcién (exposicién dérmica): El tolueno es absorbido lentamente a
través de la piel. El rango de absorcion del tolueno en humanos esta entre

14 y 23 mg/cm?/hora. (1920:22:23)

1.3.2.DISTRIBUCION

Su elevada liposolubilidad condiciona su fijacién en el tejido adiposo vy el
sistema nervioso, observandose una mayor concentracion en el tejido
adiposo, seguido por la médula ésea, glandulas suprarrenales, rifiones,

1919 Tragpasa la membrana alveolar. La mezcla

9

higado, cerebro y sangre.'



sangre/aire se mantiene en una proporcién de 12/15,6 a 37°C y entonces
se distribuye por los diferentes tejidos en cantidades variables, que
dependen de las caracteristicas de perfusién y solubilidad respectivamente.
La proporcion tejido/sangre es de 1 a 3 a excepcion de aquellos tejidos
ricos en grasas, que presentan un coeficiente de 80/100. (10:13:17:19.22.24)

El tolueno ademas puede atravesar la placenta y entrar en el feto, puede

encontrarse también en la leche materna. (192%

Distribucién (exposicion inhalatoria): Existe una correlacion positiva entre
los niveles de tolueno en el aire alveolar y los niveles de tolueno en sangre.
En los glébulos rojos el tolueno aparece asociado con la hemoglobina, se
cree que el tolueno interactta con el nacleo hidrofébico de la hemoproteina.
La interaccion del tolueno con los gldébulos rojos incrementa la cantidad de
tolueno que puede ser transportado a las diferentes partes del cuerpo
incluyendo el cerebro. El tolueno absorbido es distribuido a tejidos ricos en
grasas y tejidos altamente vascularizados como el cerebro. (')

Distribucién (exposicion oral): La distribucion del tolueno es similar a la que
ocurre en la via inhalatoria. "%

Distribucién (exposicion dérmica): No se tienen estudios acerca de la

distribucion del tolueno después de la exposicion dérmica. 9

1.3.3.METABOLISMO

El 20% del tolueno absorbido se excreta inmodificado por el aire espirado.

La fraccion retenida en el organismo (80%) es metabolizada por los

10



microsomas del higado, por el sistema monooxigenasa (citocromo P-450
isozyma), que hidroxila al tolueno en su cadena lateral a alcoholbencilico
(radical metilo pasa a carboxilo), posteriormente, las enzimas alcohol-
deshidrogenasa (ADH) y aldehido-deshidrogenasa (AIDH) lo transforman
en acido benzoico que, por conjugacién con la glicina, forma acido hipurico,
que es el principal metabolito urinario debido a la excrecidn renal que suele

producirse en los tdbulos proximales. (1%12192229)

NADPH +H" + 0,
Monooxygenase o

Cytochrome Pasq

95%

Toluene
Benzyl
alcohol ~ “
Carcinogenic metabolites
_OH HO._.O
| Alcohol Aldehyde
Dehydrugenase Dehydrcgenase
Benzyl Benzaldehyde Benzoic acid
alcahol

Glycine

Hippuric acid

Figura 2. Esquema del metabolismo del tolueno "

La hidroxilacion del anillo para formar orto-cresol o para-cresol representa
menos del 5% del total de metabolitos formados. "9
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Segun estudios in vitro el CYP2E1 es la mas activa CYP isoenzyma para
formar el alcohol bencilico y el CYP1A2 es la més activa para formar orto-
cresol y para-cresol. ("9

Nakajima demostré que el CYP2E1, en bajas concentraciones de tolueno,
contribuye con la formacion de alcohol bencilico y para-cresol.; el
CYP1A1/2 contribuye con la formacién del orto-cresol y para-cresol; y el
CYP2B1/2 y el CYP2C11/6 (en altas concentraciones de tolueno)
contribuye con la formacién de alcohol bencilico, orto-cresol y para-cresol.
También demostré que el CYP2E1 es el mas activo en la formacién de

alcohol bencilico, seguido por el CYP2B6, CYP2C8, CYP1A2 y CYP1A1.('9

CYP1A2
CYP2E1
CYP2E6)

GEL S &

Tohame 2,3 Toluene 3 4 Toluene

GSH 3 tawkaa

CYP2E1
CYP206 epomde epoxcde
CYP2CE
CYP182)
HO—8G GSH i OH
Lz ol
GSH 8transferasa
2 Benzyl alcohol o] CFBSOI $-p-Toluyl glutathione
& Benzvlglutathione ¥ B cresol T
(&lcohol DH N\ w
Aldehyde DH) Conjugation glutamic acid
; : UDP o Acyl Col
Acyl Co grRamic ackl glucoronate = sulfates \\Glycine
Glycine sulfotransferase
Glucoronides (gamma Glutamyl
‘Q:‘NEG"WM henzoic acid - UDP-Glucuronyl transferasa transpeptidaze
M peptidase 3 e
anl’;epmase n DP Glucoronyl yeme Aminopeptidase b
N a3yl sk @sa transferasa (Acyl Cod syntethasa N- acetyl transferasa

\HL.) CH,

f_ w_H_I: OH

& Benzylmercaptopurine
acid

} -pususonsie

Acyl Cod Amino acid N
acyl transferasa)

....\P!LN SO

Hlppurlc Acid

S-p-Toluyl mercapmc acid

Figura 3. Participacion de las isozimas CYP en el metabolismo del

tolueno.?
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Las actividades del CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A3, CYP3A4 y
CYP3AS5, son negativas en el metabolismo del tolueno. El CYP1A2 también
estuvo activo durante la formacién de orto-cresol y para-cresol (22% y 35%
del total de metabolitos). EI CYP2E1 y CYP2B6 catalizaron la formacion de

para-cresol (11-12% del total de metabolitos).'?

Como se mencioné anteriormente, se piensa que el alcohol bencilico es
convertido en acido benzoico por las enzimas alcohol deshidrogenasa vy
aldehido deshidrogenasa, luego la formacion del acido hipurico a partir del
acido benzoico es catalizada por las enzimas acil-CoA-sintetasa vy
acil-CoA-aminoacido-N-acil-transferasa. La conjugacion del acido benzoico
con el &cido glucuroénico para formar benzoiloglucurénido es catalizado por

la enzima UDP glucuronil-transferasa.

El higado es el principal érgano donde ocurre el metabolismo del tolueno, y
es sustentado por la alta concentracion de CYP isoenzimas en

comparacion con otros 6rganos. '

La ingesta regular de etanol parece estimular el metabolismo oxidativo del
tolueno, pero el poco consumo de etanol durante la exposicion al tolueno
inhibe la biotransformacién del disolvente en acido hipurico y o-cresol y
aumenta la fraccion eliminada inmodificada en el aire espirado, sin embargo
en recientes estudios realizados se ha llegado a la conclusion de que el
consumo de etanol y el consumo de cigarrilos no influyen

significativamente en el metabolismo del tolueno. (!"+17:18:21.26)
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1.3.4.EXCRECION
El tolueno absorbido es excretado principalmente en la orina en forma de
metabolitos y el tolueno no metabolizado es excretado en el aire

exhalado.9:20:23-25)

En estudios realizados sobre la concentracion de tolueno en sangre, en aire
exhalado y en tejido adiposo se indican que la mayor cantidad de tolueno
absorbido es rapidamente eliminado del cuerpo y queda una pequena
porcion que es lentamente metabolizada, la cual es la que se encuentra en

el tejido adiposo. (19,20,22,23)

El acido hipurico se excreta por la orina con una vida media biol6gica de
unas 3 horas. Su eliminacién es completa a las 18 horas tras finalizar la
exposicién. La vida media biolégica del tolueno en la sangre y el aire

alveolar es de unas 20 horas. %1222

Se han propuesto numerosas pruebas biolégicas para valorar la exposicion
al tolueno: investigacién del acido hipudrico, acido benzoico y o-cresol
urinario; investigacién del acido hipurico en la sangre; y del tolueno en la

sangre y en el aire espirado. ("

La determinacion del contenido de acido hipurico en la orina constituye un
buen indicador biolégico de exposicion, considerando que pueden existir

variaciones individuales y que la orina de trabajadores no expuestos puede
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contener acido hipuarico procedente de alimentos, en especial frutas y
hortalizas; ademas de alimentos que contienen preservantes como

benzoatos y acido benzoico. "

Actualmente, se sefala como Valor Limite de Exposicion diaria al tolueno
(VLA-ED) 50 ppm (192mg/m3), y por lo tanto, el Valor Limite Biologico de
exposicion al tolueno, con base en el metabolito bioindicador del acido
hipuarico, es de 1.6 g/g Creatinina, valor que fue propuesto por la American
Conference of Governmental Industrial Hygienists en los indices Bioldgicos

de Exposicién (Biological Exposure Indices). ?

En el higado, son los mismos sistemas enzimaticos los encargados de
oxidar el tolueno, el estireno y el benceno. Estas tres sustancias tienden a
inhibirse mutuamente de forma competitiva. Por ello, si se tratan ratas con
dosis elevadas de tolueno y benceno, puede observarse una reduccion de
la concentracion de benceno en los tejidos y en la orina, en tanto que en el
aire espirado se produce un aumento de la concentracién de benceno. En
el caso del tricloroetileno, la inhibicion no tiene caracter competitivo puesto
que las dos sustancias no se oxidan mediante el mismo sistema
enzimatico, la exposicion simultanea producira una reduccién del acido

hiptrico y la aparicion de compuestos tricloro en la orina. %
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1.4. TOXICODINAMIA DEL TOLUENO

El tolueno ejerce su efecto a nivel de los receptores postsinapticos. Inhibe la
estimulacién producida por la actividad normal de los receptores NMDA vy
nicotinicos, y ademas potencia la actividad de los receptores GABAa, glicina y
5-HT3, por lo que potencia las funciones inhibitorias de los neurotransmisores que

actan en estos receptores. ¢"?®

En la Tabla 1 y la Figura 4 se muestra de manera global, la interaccién del
tolueno con los principales receptores del sistema nervioso central y la manera en
gue actua a nivel de los sistemas de neurotransmision.

Tabla 1. Efecto del tolueno sobre los receptores postsinapticos. ¢72%

NEUROTRANSMISOR RECEPTOR EFECTO DEL TOLUENO
SOBRE EL RECEPTOR
Glutamato Receptor NMDA 4 Inhibe (Antagonista)
Acetilcolina Receptor nicotinico 4 Inhibe (Antagonista)
Acido aminobutirico y Receptor GABAA T Activa (Agonista)
Glicina Receptor glicina T Activa (Agonista)
Serotonina Receptor 5-HT; T Activa (Agonista)
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Neurona pre-sinaptica

5-HT3

NMDA
i, Nicotinicos s - \L

1Eounico GABA A Glicina Activa

Inh|b§ \L (Agonista)
(Antagonista)
Inhibe ) Acti
(Antagonista) Activa e
{Agonista) (Agonista) ’ Tolueno

Neurona post-sinaptica @ Neurotransmisores

Figura 4. Mecanismo de accién del tolueno sobre diferentes receptores.

1. Sintesis del neurotransmisor (NT) de glutamato, acetilcolina, GABA, glicina y
serotonina. 2. Almacenamiento de vesiculas. 3. Liberacién del NT. 4. Receptores
postsindpticos (donde el tolueno actia como agonista o antagonista de los
diferentes receptores). 5. Receptores presindpticos o autoreceptores (AR), que
controlan la retroalimentacion. 6. Recaptacion del NT desde la hendidura sinaptica

(Modificado de Fuentes-Lara y Hernandez- Gonzélez). ¢"2°)
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En un estudio in vitro, la exposicién al tolueno de las mitocondrias aisladas de
higado de rata, a una concentracién de 0.5 — 2.5 milimoles causé un aumento en
la velocidad de la respiracion mitocondrial, sugiriendo que este solvente desacopla
el transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria,
conduciendo a una deplecion de ATP mitocondrial. Mientras que a una
concentracién de 5 milimoles, causd una fuerte inhibicion de la respiracién
mitocondrial, sugiriendo asi, una perdida completa de la funcion mitocondrial
asociada con energia. Se examinaron los efectos de la adicion de concentraciones
crecientes de tolueno a una mitocondria estimulada previamente para la
acumulacion de Ca2+, observandose la liberacion de este idn que coincide con el
aumento en la velocidad de respiracion. El efecto desacoplador del tolueno
observado en este estudio, pone en peligro las funciones vitales de la célula; en
especial en 6rganos que muestran una alta demanda de energia como el cerebro
y el higado, principales blancos toxicolégicos del tolueno en humanos y otros
vertebrados. Se sabe que la inhibicibn de la cadena respiratoria usualmente
aumenta la generacién de EROs. El tolueno es capaz de causar desarreglos en la
membrana celular, seguido por la produccion de superéxido. ©°

Tabla 2. Efecto del tolueno sobre las funciones de las mitocondrias. ©%

TOLUENO EFECTO DEL TOLUENO EN MITOCONDRIAS

0.5-2.5 mmol Deplecion del ATP por desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones.

5 mmol Fuerte inhibicidén de la respiracion mitocondrial.
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' MATRIZ MITOCONDRIAL
ATP gintetasa
@ Citocromo NADH
P! + ADP :"; ATP H,0 oxidasa bc, deshidrogenasa
Citocromo ¢ Ubiquinona
H* 0,
e‘ -
u‘ i ! / |
£ @
H* . ‘
H+ +H* . +H 4 Y
H+ H+ He H+ 4 H+ H+ H*
‘\ He H* |-|+ Espacio intermembranoso /
\ /

I CITOSOL

Figura 5. El tolueno es un compuesto quimico capaz de alterar el estado

energético en las mitocondrias. 1. Desacoplamiento de la cadena transportadora
de electrones. 2. Deplecion del ATP. ©%
(Modificado de De Roberts — Hib — Ponzio) ©¢"
1.5. INTOXICACION POR TOLUENO
1.5.1.INTOXICACION AGUDA, SIGNOS Y SINTOMAS
Via oral: Por ingestion
Los informes de la exposicion oral de tolueno en los seres humanos se
limitan a casos de ingestién accidental aguda. Ameno et al. (1989) informé
de 15 muertes por la ingestion accidental de pintura que contienen tolueno
durante el periodo de 1977 a 1986. Un informe del caso de un hombre de

51 afos que murié 30 minutos después de haber ingerido una gran cantidad
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de tolueno, la causa probable de la muerte fue grave depresion del sistema
nervioso central. 2

Via respiratoria: Por inhalacion

La toxicidad aguda sobre el sistema nervioso central es el principal efecto
después de la exposicién de tolueno. El efecto puede ser depresivo o
excitatorio, con euforia, alucinaciones seguidas de ataxia, confusién,
mareos, somnolencia, trastornos del habla, vision borrosa, temblores,
depresion respiratoria, convulsiones, coma y en casos graves, la
muerte. (1933

El tolueno tiene sobre todo un efecto narcético. En casos de fuerte
exposicion puede manifestarse inconsciencia, aun al cabo de pocos
minutos, sin sintomas precursores. Se han registrado casos de muerte por
exposicion accidental durante el trabajo. Se han observado lesiones
hepaticas y renales transitorias en casos de intoxicacién aguda, asi como
irritacién de las vias respiratorias que a veces ha causado neumonitis
quimica. En comparacion a su accién narcética, el tolueno no tiene mas que
pequefios efectos irritantes en las mucosas y en los ojos. %

Nielsen et al. (1985) investigd los efectos renales producto de exposicion
aguda al tolueno, 43 hombres pintores y trabajadores fueron expuestos a
382 mg/m® por 6.5 horas, con sus respectivos controles, no existieron
cambios significativos en la excrecion renal de albumina y una
microglobunuria fue aparente durante la exposicion de tolueno. Los
resultados indican que en este estudio no hay una relaciéon causal entre la

exposicion aguda al tolueno y la excrecion renal de albumina. (39
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Los efectos agudos de una exposicion al tolueno en el hombre son

indicados en el Tabla 3. El umbral de olor es mas probable a una

concentracion de 9.4 mg/m®, mientras que concentraciones de 37500mg/m®

0 mayores estan asociadas con narcosis.

(33)

Tabla 3. Relacion dosis-respuesta para los efectos agudos en seres humanos a

una exposicion a corto plazo al vapor de tolueno.

DOSIS EFECTO PROBABLE
9.4 mg/m® Umbral del olor
(2.5 ppm)
138.8mg/m° Perceptible por la mayoria de seres humanos
(37ppm)

188 - 375mg/m°
(50 - 100 ppm)

750 mg/m®
(200 ppm)

1125 mg/m°®
(300 ppm)
1500 mg/m°
(400 ppm)

1875 - 2250 mg/m®
(500 - 600 ppm)

3000 mg/m®
(800 ppm)

5625 mg/m°
(1500 ppm)
15000 mg/m®
(4000 ppm)

37500 - 112500 mg/m®
(10000 - 30000 ppm)

Quejas subjetivas (fatiga, somnolencia, ligero dolor de
cabeza), pero probablemente no se observa el deterioro
del tiempo de reaccidn o coordinacion.

Ligera irritacion de garganta y ojos; tiempo de reaccién
ojo-mano prolongado, deterioro en la funcién cognitiva;
ligero dolor de cabeza, mareo, sensaciéon de intoxicacién;
efectos posteriores: fatiga, confusion general, insomnio
moderado.

Signos detectables de falta de coordinacién durante los
periodos de exposicion de hasta 8 horas.

Irritacién de garganta, ojos y lacrimacion; parestesia de la
piel, signos evidentes de falta de coordinacién; confusion
mental durante periodos de exposicién de hasta 8 horas.
Anorexia, marcha vacilante, nauseas, nerviosismo
(persiste al dia siguiente), pérdida momentanea de la
memoria, reduccion significativa en el tiempo de reaccion.
Nausea intensa (después de 3 horas de exposicion),
confusion, falta de autocontrol, nerviosismo extremo, fatiga
muscular e insomnio que dura varios dias.

Probablemente no letal para periodos de exposicion de
hasta 8 horas, probable incoordinacion, debilidad extrema.
Rapido deterioro del tiempo de reaccion y coordinacion,
exposicién de 1 hora o mas tiempo podria llevar a narcosis
y posiblemente a la muerte.

Inicio de narcosis a los pocos minutos, exposiciones
mayores podrian ser letales.
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Los efectos dosis respuesta al tolueno por inhalacién en exposiciones de
tipo experimental con voluntarios son indicados en el Tabla 4. Al respecto,
una concentracién tolueno en el aire de 1125 mg/m® causé trastornos
neuroldgicos y psicolégicos tanto en una exposicion de 8 horas como en
una de 20 minutos. Una concentracién de 750 mg/m® causé malestar a
voluntarios que fueron expuestos por 8 horas. La exposicién a 375 mg/m?®
por 20 minutos no altera los resultados de las pruebas de rendimiento
funcional como las de velocidad de percepcién y de tiempo de reaccion.
Algunos cambios del ritmo cardiaco observados al cabo de 6 a 7 horas a la
misma concentracion indican posibles efectos en el sistema nervioso
autébnomo. Uno de los dos sujetos expuestos indicé somnolencia y jaquecas

muy leves a una concentraciéon de 190 mg/m?. ¢"

Tabla 4. Relacién dosis-respuesta en exposicion humana unica en tolueno por
inhalacién.
DOSIS N° DURACION EFECTO AUTOR
(mg/m®) SUJETOS
1125 3 8h Fatiga intensa, jagueca, Von Oettingen
debilidad muscular, falta de
coordinacion.
1125 12 20 min  Trastorno del tiempo de reaccién ~ Gemberale
simple. y Hultengren
750 3 8h Debilidad muscular, confusién, Von Oettingen
parestesia, trastornos de la
coordinacién, jagueca, nauseas.
375 10 6 h Aumento del ritmo cardiaco; sin SuzuKi
alteraciones del reflejo cutaneo
galvanico, la pletismografia
digital, el ritmo respiratorio, el
EEG.
375 4 7h Disminucién del ritmo cardiaco; Ogata

sin alteracibn de la presion
sanguinea, ni del tiempo de
reaccion
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375

375

190

3 8h Fatiga moderada vy ligera Von Oettingen

jaqueca.
12 20 min  Sin alteraciones en las pruebas  Gemberale
de rendimiento funcional. y Hultengren
2 8h Somnolencia, jaqueca muy leve.  Von Oettingen

1.5.2.INTOXICACION CRONICA, SIGNOS Y SINTOMAS

La aspiracion frecuente de vapores de tolueno como las que se presentan
cuando se huele pegante o pintura puede causar danos permanentes en el
cerebro. Como resultado los seres humanos pueden desarrollar problemas
con el lenguaje, la escucha y la visién. También se puede presentar pérdida
del control muscular, pérdida de la memoria y disminucion en habilidad

mental. ©®

De forma crénica se presentan cambios degenerativos en la materia gris, se
presentan cambios en las funciones cognoscitivas, neuromusculares,
auditivas y fallas en la discriminacion del color en la vision. Personas que
huelen pegantes con tolueno como solvente de forma crénica se
encuentran dentro del grupo de mas alto riesgo de mortalidad y por lo
regular las muertes de estas personas causadas por el tolueno se deben a
arritmias cardiacas, depresion del sistema nervioso central, asfixia y fallos

hepaticos o renales. 1937

Exposiciones laborales repetidas en periodos de anos a niveles de
750 mg/m® y 1500 mg/m?® causa efectos neuroldgicos crénicos irreversibles

como encefalopatia, atrofia dptica, desordenes del equilibrio. ¢7-3®
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A concentraciones menores de 100 ppm de forma crénica, empleados y
trabajadores que manejan pinturas y pegantes en solucion con Tolueno

presentan déficit en la percepcion y distincion de colores. "9

En humanos, el contacto dérmico con tolueno de forma prolongada puede
causar dafios en la piel porque remueve los lipidos alli presentes causando
resequedad, agrietamiento y dermatitis; a estos efectos puede seguir un
rompimiento y caida de la piel expuesta. Los trabajadores y empleados que
trabajan con las manos desnudas manipulando solventes en los que esta
presente el tolueno desarrollan problemas cutdneos en las manos. El
contacto repetido de la piel con tolueno provoca disminucion del grosor

natural de la epidermis. (%3739 40)

El contacto directo y prolongado con tolueno en forma liquida o sus vapores

genera irritacion de la piel, la nariz y los ojos. ©°

La mayor parte de la informacion relativa a los efectos en la salud de la
exposicidbn a largo plazo procede de observaciones acerca de los
toxicbmanos que inhalan cola, los cuales usan el tolueno como agente
psicotrépico mediante la inhalacién de sus vapores. Este uso de tolueno
durante largos periodos de tiempo (de 3 a 15 afos) ha provocado trastornos
intelectuales y emocionales, mal funcionamiento del sistema nervioso

auténomo y diversas lesiones del sistema nervioso central.®'*"

Los principales trastornos del que se quejan las personas sometidas a

exposicion profesional se refieren a la accion narcética del tolueno: jaqueca,
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cansancio, debilidad general, fallos en la coordinacién y la memoria,

nauseas y anorexia. 4?

Dosis repetidas de tolueno causan efectos adversos en el sistema nervioso
central y ademas puede comprometer las funciones del higado y de los
rinones, causando por ejemplo crecimiento anormal del tamafo del higado

(hepatomegalia). (193

Existen muchos casos reportados donde la exposicidbn ocupacional al
tolueno o de abuso al tolueno fueron asociados con acidosis. La acidosis
generalmente refleja la incapacidad del rindn para mantener el balance de
pH de la sangre, debido a la saturacion del transporte renal del ién
hidrogeno o al defecto en la funcién tubular. Una acidosis renal tubular
severa fue observada en cinco embarazadas las cuales abusaron en forma
cronica de pintura que contenia tolueno. Cuando la inhalacién de pintura
termind el balance acido - base retorné al cabo de 72 horas, indicando que
no habia ocurrido un dafo permanente de los tdbulos renales. Sin embargo,
un hombre de 19 afos abusador cronico de solventes fue detectado a
través de una biopsia renal que tenia severa nefritis intersticial tubular y
necrosis focal tubular indicando una prolongada irritacion del rindn. Este
paciente requiri6 hemodidlisis para corregir la hematuria y oliguria que

presentd. 4%

Askergen et al. observaron que la exposicion al tolueno en trabajadores de

imprenta estaba asociada a una excrecion elevada de eritrocitos y
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leucocitos en la orina. Los niveles de exposicion en los lugares de trabajo
reportados estaban por debajo de los 300 mg/m®, aunque algunos sujetos
fueron expuestos por periodos cortos de tiempo aniveles 2 — 3 veces

mayores. “44°)

Analisis convencionales de aberraciones cromosomicas e intercambio entre
cromatides hermanas en 24 trabajadores de fotograbado expuestos solo al
tolueno y analisis de aberraciones cromosémicas en 32 trabajadores de la
misma area, promedio de exposicion igual a 14 afos, revelaron aumentos
en los valores del dafio cromosdémico en linfocitos cultivados comparados

con sus respectivos controles. “°)

Swensson et al. (1990) examiné las tasas de formacion de cancer en 1020
trabajadores de imprenta en huecograbado ocupacionalmente expuestos al
tolueno por lo menos 3 meses entre 1925 y 1985. Los niveles de exposicion
se calcularon sobre la base de mediciones ambientales del lugar de trabajo
y entrevistas con los empleados. Los niveles de exposicién se calcula que
van de 350-450 ppm hasta 1960, después de lo cual se redujo de manera
constante, con un nivel medio de aproximadamente 50 ppm en 1985. Los
trabajadores también fueron expuestos al benceno antes de 1960.
Trabajadores expuestos no mostraron aumento significativo en la

mortalidad general o de morir de enfermedad maligna. ©

Este estudio de cohorte realizado en el Hospital Universitario de Lund-

Suecia entre los afios 1925 y 1985 en trabajadores de imprentas que
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usaban la técnica de huecograbado; buscd determinar la relacion entre la
mortalidad y la presencia de tumores con el tiempo de exposicién al
tolueno, encontrdndose que este solvente tiene un efecto téxico sobre el
sistema urinario y sistema nervioso pero no se encontré una relacién dosis -

respuesta con la dosis acumulativa del tolueno (ppm/ano) ®

1.5.2.1 GENOTOXICIDAD

No es posible realizar una evaluacién inequivoca de los efectos genotoxicos
de la exposicion ocupacional al tolueno debido al pequefio numero de
individuos analizados y la informacién inadecuada sobre la posible
exposicion a otros agentes que dafian el cromosoma. (193347

Hay discrepancias en los resultados relacionados con los efectos
genotoxicos de tolueno en los seres humanos. Un aumento de rupturas
cromosomicas se registrd en los linfocitos de trabajadores expuestos a
340 - 4388 mg/m*® (104 - 1170 ppm) de tolueno. '®*" El analisis de
aberracion cromosdmica de los linfocitos de trabajadores de imprenta
expuestos a 114 -328 mg/m® reveld6 un aumento relacionado con la

(19,47 Un aumento

concentracion en intercambio de cromatidas hermanas.
significativo en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas y
roturas de cromatidas en comparacién con los controles no expuestos, se

registrd en los linfocitos de trabajadores expuestos a 750 - 1125 mg / m®

(200 - 300 ppm) de tolueno. (%47

Por el contrario, otros estudios similares han demostrado ninguna

asociacién entre la exposicién crénica al tolueno y una mayor incidencia de
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dafio cromosdémico. No se reportaron diferencias de exposicion en el dafo
del ADN en los leucocitos de trabajadores de la fabrica expuestos al aire de

(1947)  E| analisis de

fabrica que contienen 96 - 412 mg/m® de tolueno.
aberraciéon cromosémica de los trabajadores expuestos a 26-420 mg / m°
no reveld una incidencia aumento de dano cromosémico en linfocitos de

sangre en comparacion con los controles. 347

1.5.2.2 CARCINOGENESIS

La International Agency for Research on Cancer (IARC) considera ocho
estudios: dos fueron basados en la comunidad y seis eran estudios de
exposicién profesional. El tolueno se considera que la fuente predominante
de exposicién en solo dos de los estudios, el primero es el de trabajadores
suecos de imprenta por huecograbado y el segundo es de fabricantes

estadounidenses de calzado.*"*?

El primer estudio incluyé una cohorte de 1020 trabajadores de imprenta por
la técnica de huecograbado suecos expuestos principalmente al tolueno
durante al menos 3 meses mostraron un aumento de las tasas de
mortalidad y de incidencia de las vias respiratorias, el estdémago y el cancer
colorrectal. Sin embargo, no hubo correlacion significativa entre el aumento

de riesgo y la exposicién acumulativa. %4749

El segundo estudio incluyé una cohorte de 7814 trabajadores fabricantes de
calzado en USA. Los trabajadores estaban potencialmente expuestos a

disolventes y adhesivos a base de solventes. Se pensaba que los
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trabajadores estuvieron expuestos principalmente al tolueno; Sin embargo,
no se detectaron otros productos quimicos (por ejemplo, acetona y hexano)
a altas concentraciones. El benceno puede haber estado presente como
una impureza de tolueno. Las tasas de cancer de pulmén fueron
significativamente elevados, pero fumar puede haber sido un factor
contribuyente. Habia un ligero aumento en el riesgo de céancer de colon,
pero esto no fue significativo. /¢

En general, la IARC declar6 que "teniendo en cuenta las mudltiples
circunstancias de exposicion en la mayoria de los estudios y la consistencia
deébil de los resultados, estos resultados no son lo suficientemente fuertes
como para concluir que existe una asociacion". La IARC concluy6 que no
habia pruebas suficientes en humanos para la carcinogenicidad de tolueno
y como tal lo clasific6 en el grupo 3 (No clasificable en cuanto a

carcinogenicidad en seres humanos). “74®)

1.6. TRATAMIENTO

Tratamiento en caso de exposicion por Inhalacion

En caso de inhalacion trasladar al paciente hasta donde haya aire limpio. Observar

si hay dificultades respiratorias. Si se desarrolla tos o dificultad respiratoria,

evaluar la irritaciobn en el tracto respiratorio, bronquitis o neumonitis. Si es

necesario administrar oxigeno y ventilacién asistida.

los broncoespasmos con inhalacibn de agonistas beta 2 y con

corticoesteroides por via oral o parenteral.
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No utilizar la adrenalina como broncodilatador ya que es arritmogénica y el tolueno

puede producir arritmias. 9

Tratamiento en caso de exposicion oral

En caso de exposicibn oral se deben tener en cuenta las siguientes
consideraciones:

-No provocar el vomito debido a la posibilidad de la aspiraciéon del contenido
gastrico.

-Cuando el paciente ha ingerido una gran cantidad de tolueno puede ser
conveniente la aspiracidon del contenido gastrico con un tubo nasogastrico
pequerio y flexible (debe protegerse las vias aéreas). La toxicidad potencial de la
cantidad ingerida debe ser sopesada contra el considerable riesgo de aspiracion.
-El carbon (vegetal) activo puede inducir al vomito e incrementar el riesgo de
aspiracion. El carb6n activo solo deberia ser considerado después de una
ingestion importante y reciente de tolueno. La intubacion endotraqueal deberia ser
realizada primero en cualquier paciente con estado mental disminuido.

- Administrar una mezcla de carbén (vegetal) activo con agua (240 ml de agua/30g
de carbdn activo). (Dosis usual: 25-100 g en adultos/adolescentes, 25-50 g en
ninos de 1 a 12 afnos y 1g/kg en nifios menores de un ano).

-En los pacientes que estadn inconscientes o con paro respiratorio se debe
considerarla intubacion orotraqueal o nasotraqueal para el control de las vias

respiratorias. “9
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Tratamiento en caso de exposicion por contacto con los ojos:

Lavar los ojos con abundante agua al menos durante 15 minutos. Si en el paciente
persiste la irritacién, el dolor, la hinchazén, lagrimeo o fotofobia, este debe
consultar inmediatamente a un oftalmélogo. “9

1.7. COMPOSICION DE LAS TINTAS

Una tinta es una mezcla homogénea de materia colorante, resinas, disolventes y
algunos aditivos cuya finalidad es reproducir una imagen sobre un soporte

mediante un proceso de impresién.”

Los colorantes son sustancias solubles en el medio en el que se utilizan:
alcoholes, hidrocarburos y otros disolventes. Asi por ejemplo las tintas de
huecograbado utilizan colorantes solubles en hidrocarburos como el tolueno o el

xileno; en flexografia se utilizan colorantes solubles en alcohol.!”’

Existen diferentes tipos de tintas (convencionales, curado por radiacién), que
poseen propiedades y aplicaciones diferenciadas. Generalmente, el uso de un tipo
u otro de tinta, y las caracteristicas finales de su composicién, estan en funcién de
factores como el tipo de substrato a imprimir, el acabado deseado y el proceso de

impresion empleado (offset, flexografia o huecograbado, entre otros)."”

Los componentes de las tintas convencionales son las materias colorantes
(pigmentos y colorantes solubles) y el barniz, que es una mezcla de resinas,
disolventes y aditivos, que actia a modo de vehiculo para transportar el elemento

color.”
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PARTE EXPERIMENTAL

1.8.

MUESTRA DE ESTUDIO
El estudio se realiz6 en 60 muestras, de las cuales 30 muestras control fueron
procedentes de personas no expuestas y otras 30 fueron procedentes de
trabajadores de imprenta de serigrafia del distrito del Cercado de Lima, de las
galerias ubicadas en el Jr. Puno, 19 fueron operarios y 11 disefiadores, los

cuales compartian el mismo ambiente de trabajo.

Criterios de inclusion:

> Trabajadores de imprenta por la técnica de serigrafia (operarios y
disefiadores) que compartan el mismo ambiente de trabajo y estén
expuestos a solventes organicos.

» Tiempo de trabajo en imprentas minimo de 1 afno.

Criterios de exclusion:
> La ingestion de alimentos enlatados, la medicacion con acido salicilico y

aspirina.

Se realiz6 una encuesta previa para corroborar los criterios de inclusion y
exclusién en las muestras; y para obtener los datos necesarios sobre sus
antecedentes ocupaciones y personales (edad, tiempo de trabajo, jornada
laboral, equipos de proteccion personal, tipo de trabajo, estilos de vida, signos

y sintomas).
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Tratamiento de muestra bioldgica

Cada muestra de orina del grupo de expuestos fue recolectada en un envase

de polietileno no reactivo con 100 mg cristales de timol, al final del turno del

trabajador y después de 2 dias de exposicidén. Las muestras fueron codificadas

y se mantuvieron en refrigeracién a 4 °C hasta el momento de su analisis. El

analisis se realizd antes de las 24 horas de recolectadas las muestras.

Las muestras del grupo control se trabajaron bajo las mismas condiciones al

grupo de expuestos.

1.9. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

1.9.1.MATERIALES

>

>

A\

vV VvV Vv VvV VvV ¥V VY ¥V VYV V¥V

Envases de polietileno no reactivo.
Tubos de ensayo 13/100.

Tubos de centrifuga 15 mL.

Pipetas volumétricas de 1, 5y 10 mL.
Pipetas graduadas de 5 mL.

Matraces aforados de 25, 50 y 100 mL.
Cubetas para espectrofotometro.
Micropipeta de rango variable 100 a 1000 pL.
Tips de 500 pL.

Propipeta.

Parafilm.

Gradillas.

Equipo de proteccion personal.
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1.9.2.REACTIVOS

>

>

YV V Vv VY VvV VYV

Acido hiptrico 99.3% de pureza.

Cloruro de sulfonilbenceno concentracion 100%.

Piridina 99.5% de pureza.

Cristales de Timol.

Etanol absoluto.

Agua destilada.

Solucién acido picrico 46,2 mmol/L.

Solucién tampén base de NaOH 300 mmol/L con 1% de
tensioactivo no iénico.

Solucién estandar de creatinina 0,02 g/L.

1.9.3.EQUIPOS

>

vV VvV VvV V¥V V¥V VY VY

Espectrofotdémetro ultravioleta-visible 6715 UV/VIS Spectrophometer
JENWAY.

Balanza analitica Sartorius (sensibilidad 0,1 mg).

Frigobar marca Professional Series Collezioni , Modelo PS72171.
Crondmetro.

Campana extractora.

Bafo maria.

Espectrofotometro EMP 168 Biochemical Analyzer.

Centrifuga ROTOFIX 32 A.
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1.10. TECNICA OPERATORIA

1.10.1. TECNICAS OPERATORIA PARA DETERMINACION DE

ACIDO HIPURICO EN ORINA, METODO NIOSH 8300

1.10.1.1. FUNDAMENTO

El acido hipuarico (producto del metabolismo del tolueno en orina)
forma con el cloruro de sulfonilbenceno un complejo coloreado. La
lectura de la absorbancia en el espectro de absorcion visible a
410 nm del complejo coloreado que se forma es directamente

proporcional a la concentracién de &cido hipurico de la muestra.®”

1.10.1.2. INTERFERENCIAS

Ademas de interferencias positivas de estireno y xileno en el lugar de
trabajo, la ingestion de sodio benzoato de metilo en alimentos, acido
salicilico, o aspirina por el trabajador producira una interferencia

positiva. ©®°

1.10.1.3. PRECAUCIONES
Las muestras de orina recogidas de los seres humanos representan
un riesgo real para la salud de trabajadores de laboratorio que

recolectan y manejan estas muestras.
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Estos riesgos se deben principalmente al contacto personal con
muestras biolégicas infecciosas y pueden tener consecuencias
graves para la salud, como la hepatitis infecciosa y otras
enfermedades. También existe riesgo proveniente de la composicion
guimica de estas muestras, pero esto es menos. Quienes manipulan
las muestras de orina deben usar guantes de proteccion, y evitar la

formacion de aerosoles de las muestras.

No pipetear ninguno de los reactivos con la boca. Trabajar con
piridina y cloruro de sulfonilbenceno solamente dentro de una

campana extractora.®”

1.10.1.4. MUESTRA

Colectar de 50 mL a 100 mL de orina en un envase de polietileno no
reactivo que contenga 100 mg de cristales de timol, al final del turno
del trabajador y después de 2 dias de exposicion. Codificar las
muestras y mantener en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de su
analisis. Realizar el analisis antes de las 24 horas de recolectadas
las muestras. En el caso de las muestras control colectar orina de
personas no expuestas y manejar en las mismas condiciones que el

grupo de expuestos.®?
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1.10.1.5. METODO OPERATORIO

>

Realizar la determinacién de creatinina en una alicuota de la
orina, para la correccion de los resultados. El método utilizado se
detalla posteriormente.

Diluir 1 volumen de orina con 4 volumenes de agua destilada.
Mezclar 0,5 mL de orina diluida y 0,5 mL de piridina en un tubo
de centrifuga.

Anadir 0,2 mL de cloruro de sulfonilbenceno y mezclar
aproximadamente 5 segundos.

Dejar reposar durante 30 minutos entre 20°C y 30°C. (25°C)
Detener la reaccidbn mediante la adicion de 5 mL de etanol
absoluto y mezclar.

Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos para reducir la
turbidez.

Aspirar el sobrenadante con una micropipeta y colocarlo en una
cubeta de 1 cm. Leer la absorbancia a 410 nm utilizando etanol

absoluto como blanco.

1.10.1.6. OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRACION

La curva de calibracién para el acido hipurico se prepard con 5

estandares en el rango de 0,005 g/L a 1,001 g/L, considerandose que

la potencia del acido hipurico utilizado fue de 99,3 %
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Estandar 5: Solucion de 50.4 mg de acido hipurico al 99.3 % en
50 mL de agua destilada.

Estandar 4: Solucion de 50.4 mg de acido hipurico al 99.3 % en
100 mL de agua destilada.

Esténdar 3: Dilucion de 20 mL de la solucion Estandar 4 en 25 mL de
agua destilada.

Esténdar 2: Dilucion de 10 mL de la solucion Estandar 4 en 25 mL de
agua destilada.

Esténdar 1: Dilucion de 10 mL de la solucion Estandar 4 en 50 mL de
agua destilada y una segunda dilucién de 5 mL en 100 mL de agua

destilada.

» Mezclar 0,5 mL de las soluciones estandares con 0,5 mL de
Piridina en un tubo de centrifuga.

» Anadir 0,2mL de cloruro de sulfonilbenceno y mezclar
aproximadamente 5 segundos.

» Dejar reposar durante 30 minutos entre 20°C y 30°C. (25°C)

> Detener la reaccion mediante la adicibn de 5 mL de etanol
absoluto y mezclar.

» Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos para reducir la
turbidez.

» Aspirar el sobrenadante con una micropipeta y colocarlo en una
cubeta de 1 cm. Leer la Absorbancia (A) a 410 nm utilizando

etanol absoluto como blanco.
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Tabla 5. Concentracion de acido hipurico de cada estandar y lectura de

absorbancia.
Estandares Calculo de la concentracion Concentracion Abs*
acido hipurico
Blanco Etanol absoluto como blanco 0,000 g/L 0,000
Estandar 1 50,4 mg X 0,993 o 10 mL o 5mL 0,005 g/L 0,001
100 mL 50mL 100 mL
Estandar 2 504mg x 0993  10mL 0,200 g/L 0,119
100 mL 25 mL
Estandar 3 50,4 mg % 0,993 o 20 mL 0,400 g/L 0,223
100 mL 25 mL
Estandar 4 50,4 mg x 0,993 0,500 g/L 0,280
100 mL
Estandar 5 50,4 mg % 0,993 1,001 g/L 0,541
50 mL

*Abs: Absorbancia
El factor 0,993 utilizado en el calculo de concentracion de los

estandares corresponde a la potencia del acido hipurico al 99,3 %.
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El coeficiente de correlacién (R?) entre la Absorbancia (Abs) a
410 nm y la concentracién en g/L de acido hipurico de los estandares

(Cs) fue de 0,999.

Tabla 6. Caracteristicas de la curva de calibracién.

Caracteristicas de la curva de calibracion

Ecuacion Y =0.541 X + 0.003
Eje X Concentracion de &cido hipurico (g/L)
EjeY Absorbancia (Abs)
Factor de correlacion R? = 0,999
0.6

y =0.541x + 0.003

R?=0.999 Asténdar 5

0.5

0.4 /

0.3 / Estandar 4

0.2 Estandar 3
A‘Jar 2

0.1

Adar 1
0.0 T T T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Absorbancia

Concentracién acido hipurico (g/L)

Figura 6. Curva de calibracion de acido hipurico
Obteniéndose la siguiente ecuacién de la curva de calibracion:
Y =0.541 X + 0.003

Abs = 0.541 Cs + 0.003
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Despejando la concentracién de acido hipurico en g/L (Cs), se

obtiene la siguiente relacién:

Cs = (Abs - 0.003) / 0.541
Por lo tanto:

g/L &cido hipurico = (Absorbancia - 0.003) / 0.541

Las muestras de orina fueron diluidas, para calcular la concentracion
en g/L de acido hipurico de las muestras (Cm) se aplica la siguiente

ecuacion, considerando el factor de diluciéon D.

Cm = (Absorbancia de la muestra diluida - 0.003) / 0.541 x D

Por lo tanto:

g/L acido hipurico = (Absorbancia muestra diluida - 0.003) /0.541 x D

Por lo tanto en las muestras de orina diluidas en la proporcién 1 en 5,
para calcular la concentracién en g/L de &acido hipurico de las
muestras (Cm) se aplica la siguiente ecuacion, considerando el factor

de dilucién D = 5.

g/L acido hipurico = (Absorbancia muestra diluida - 0.003) /0.541 x 5
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Estandar 1
Estandar 2
Estandar 3
Estandar 4
Estandar 5

1 mL Muestra (Orina)

U

+ 4 mL Agua destilada

%

!

0,5 mL Estandar 0,5 mL Orina diluida (1/5)

Figura 7.

U

U

+ 0,5 mL Piridina

&

+ 0,2 mL Cloruro de sulfonilbenceno

Mezclar y reposar 30 minutos

+ 5 mL Etanol

J\/l Mezclar y centrifugar 5 minutos

Leer la Absorbancia a 410 nm
Etanol como blanco

Método Niosh 8300 para determinacion de acido hipurico en orina.
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1.10.2. TECNICA OPERATORIA PARA DETERMINACION DE
CREATININA EN ORINA, METODO DE JAFFE COLORIMETRICO

CINETICO

1.10.2.1. FUNDAMENTO

En medio alcalino regulado, la creatinina forma con el picrato un
compuesto coloreado anaranjado amarillento (Reaccion de Jaffé). La
cantidad de cromégeno que se forma en la unidad de tiempo en un
medio de pH y temperatura preestablecidos y controlados, es
directamente proporcional a la concentracion de creatinina de la

muestra. ©"

1.10.2.2. PROCEDIMIENTO

» Centrifugar la muestra de orina a 40 rpm por 7 minutos.

» Diluir 1 volumen de orina en 50 volumenes de agua destilada.
Para ello utilizar como muestra 100 pL del sobrenadante de la
orina recogida y diluir con 5000 pL de agua destilada. Mezclar por
inversion 5 veces.

» En un frasco de vidrio ambar, mezclar partes iguales de los
reactivos: acido picrico 46,2 mmol/L y solucion tampén base de

NaOH 300 mmol/L con 1% de tensioactivo no ionico.
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» Adicionar las siguientes cantidades indicadas.

Tabla 7. Preparacién de estdndar y muestra para la lectura UV.

Estandar (St) Muestra (M)

Reactivos premezclados 500 pL 500 pL
Estandar creatinina 20 mg/L 100 pL -
Muestra orina diluida 1 en 50 - 100

» Mezclar inmediatamente, entre 20°C y 30°C (25°C) vy
simultaneamente iniciar el cronometro.

» Leer la absorbancia a 505 nm a los 30 segundos registrar las
lecturas iniciales (St1 y M1).

» A los 5 minutos (quinto minuto de reaccion) registrar las lecturas
finales (St2 y M2).

» Los resultados de g/L creatinina (Cr) se determinan con la
siguiente ecuacioén, considerando 50 como factor de dilucién de la

muestra de orina y 0,02 g/L la concentracion del estandar.

St2 - St1 St2 - St

Por lo tanto:

d/L creatinina = Abs final de la muestra - Abs inicial de la muestra

Abs final del estandar - Abs inicial del estandar




1.10.2.3. SISTEMA ANALITICO

Ley de Beer: La reaccién es lineal hasta 50 mg/L de creatinina. Para
valores superiores diluir la muestra en proporcién adecuada con
agua destilada. Repetir el ensayo multiplicando el resultado obtenido
por la dilucién efectuada.®"

Sensibilidad: Usando fotocolorimetro la sensibilidad es de

aproximadamente 1 mg/L.

1.10.2.4. INTERFERENCIAS

La determinacion no se ve afectada para valores moderados de
hemoglobina y bilirrubina. Sueros lipémicos, con valores de
triglicéridos hasta 8 g/L no interfieren. Los cromdgenos no-creatinina
reaccionan fuera del intervalo de tiempo fijado para la reaccién con la

creatinina.®"

1.10.3. CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la concentracion de g acido hipurico/ g creatinina en la muestra de

orina dividiendo la concentracion en g/L de acido hiparico de las muestras

(Cm) y los valores en g/L de creatinina (Cr).

Cm
C=-mmomeme ; g acido hipurico / g creatinina
Cr
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RESULTADOS

Tabla 8. Concentracién de acido hipurico en orina

(g &cido hipurico/ g creatinina), en los trabajadores de imprenta expuestos

(Casos).
Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Expuestos Sexo Edad Anosen Horas al g Ac.
trabajo dia Hipurico/g
creatinina
E 01 M 43 10 10 1.292
E 02 M 43 18 12 0.531
E 03 M 53 20 12 1.036
E 04 M 40 10 10 0.634
E 05 M 42 10 10 0.550
E 06 M 38 15 8 1.119
E 07 M 38 14 10 0.573
E 08 M 62 40 10 1.185
E 09 M 45 10 10 0.383
E 10 M 49 33 12 0.588
E 11 M 34 20 12 0.501
E12 M 24 3 10 1.078
E13 M 29 10 12 0.399
E 14 M 31 10 12 0.647
E 15 M 48 20 12 1.063
E 16 M 50 25 12 1.548
E 17 M 30 6 10 0.455
E 18 M 34 13 10 2.198
E 19 M 29 5 10 0.709
E 20 M 39 15 8 1.932
E 21 M 29 4 10 0.455
E 22 F 20 4 12 0.786
E 23 M 23 4 12 0.690
E 24 M 43 10 12 0.592
E 25 M 52 25 12 1.577
E 26 M 32 6 10 0.583
E 27 M 28 10 10 0.365
E 28 M 27 5 10 0.774
E 29 M 37 12 10 1.937
E 30 M 27 10 10 0.448
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Figura 8. Concentracion de acido hipurico en orina (g acido hipuarico/ g creatinina), en los trabajadores de imprenta

expuestos (Casos).
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Tabla 9. Concentracién de acido hipurico en orina

(g acido hipurico/ g creatinina), en personas no expuestas (Controles).

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Controles Sexo Edad g Ac. Hipurico/
g creatinina

c o1 M 21 0.083
Cc 02 M 23 0.404
C 03 M 24 0.065
Cco04 F 26 0.311
C05 M 18 0.205
C 06 M 24 0.038
co7 M 22 0.101
Cc 08 M 21 0.418
C 09 M 23 0.042
c10 M 26 0.201
C 11 M 24 0.028
c12 M 20 0.442
C13 F 23 0.439
Cc14 M 42 0.789
C15 M 30 0.645
C 16 M 21 0.475
c17 M 23 0.483
C 18 M 50 1.362
Cc19 M 23 0.227
C20 M 25 0.462
C 21 M 20 0.380
C 22 F 21 0.559
c23 M 25 0.383
C24 M 35 1.032
C25 M 22 0.305
C 26 M 23 0.848
Cc 27 F 21 0.236
C 28 M 23 0.279
C 29 M 24 0.378
C 30 M 20 0.275
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Figura 9. Concentracion de acido hipurico en orina (g acido hipurico/ g creatinina), en personas no expuestas (Controles).
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Tabla 10. Comparacion de medias de la concentracién de &cido hipurico en

orina (g acido hipurico/ g creatinina), entre expuestos y no expuestos.

Muestra: 60 Fecha: Febrero 2015
Grupo N Maximo Minimo Media Desviacion P
estandar
Trabajadores 30 2.198 0.365 0.888 0.509
expuestos
(Casos) 0.000020
Personas no 30 1.362 0.028 0.396 0.303
expuestas

(Controles)

Prueba T de Student , P < 0.05

0.888

1.000

0.800

0.600

Media
(g acido hipdrico / g creatinina)

0.400

0.200

0.000

B Trabajadores expuestos (Casos) ™ Personas no expuestas (Controles)

Figura 10. Comparacion de medias de la concentracién de &cido hipurico

en orina (g acido hipurico/ g creatinina), entre expuestos y no expuestos
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Tabla 11. Distribucion de los niveles de acido hipurico en orina en la

poblacion expuesta y no expuesta.

Muestra: 60 Fecha: Febrero 2015

Concentracion Expuestos No expuestos

g acido hipurico/g  Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
creatinina en

orina
0.0-04 3 10.00% 17 56.67%
04-038 16 53.33% 10 33.33%
0.8-1.6 8 26.67% 3 10.00%
1.6-24 3 10.00% 0 0.00%
Total 30 100.0% 30 100.0%
18 -~ 17
16
16 - M Expuestos
14 A No expuestos
12 -
2 10
@ 10 -
o 8
()}
T 8 -
z
6 -
4 3 3 3
2 _ l
0
0
0.0-0.4 0.4-0.8 0.8-1.6 1.6-2.4
Concentracion g acido hiptrico / g creatinina en orina

Figura 11. Distribucién de los niveles de acido hipdrico en orina en la

poblacion expuesta y no expuesta.
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Tabla 12. Comparacion de medias de la concentracion de &cido hipuarico en

orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun tipo de trabajo.

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Tipo de N Maximo Minimo Media Desviacion P
trabajo estandar

Operarios 19 2.198 0.455 1.097 0.531
— 0.000102
Disenhadores 11 0.774 0.365 0.526 0.136

Prueba T de Student , P < 0.05

1.097
1.200 -

1.000 -

0.800 -

0.526

0.600 -

0.400 -

0.200 -

Media (g acido hipurico / g creatinina)

0.000
M Operarios m Disefadores

Figura 12. Comparacién de medias de la concentracion de acido hipurico

en orina (g acido hipuarico/ g creatinina), segun tipo de trabajo.
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Tabla 13. Comparacion de medias de la concentracion de &cido hipurico en
orina (g acido hipdrico/ g creatinina), segun edad en trabajadores de
imprenta expuestos.

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Edad N Media Desviacion P
estandar
Menor a 35 anos 14 0.721 0.467 0.046680
De 35 anos a mas 16 1.034 0.514

Prueba T de Student, P < 0.05

1.200 - 1.034

1.000 -

0.721
0.800

0.600 -

0.400 -

0.200 A

Media (g acido hipurico / g creatinina)

0.000

m Menor a 35 afios m De 35 afios a mas

Trabajadores expuestos

Figura 13. Comparacion de medias de la concentracion de acido hipurico
en orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun edad en trabajadores

expuestos.
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Tabla 14. Comparacién de medias de la concentracién de acido hipurico
en orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun anos de trabajo.

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Anos de trabajo N Media Desviacion P
estandar
Menor a 12 anos 17 0.638 0.248
De 12 afios amas 13 1.214 0.584 0.002247

Prueba T de Student, P < 0.05

1.214

1.400 ~

1.200 -

1.000 -
0.638

0.800 -

0.600 -

0.400

0.200 ~

Media (g acido hipurico / g creatinina)

0.000

= Menor a 12 afios M De 12 afios a mas

Trabajadores expuestos

Figura 14. Comparacién de medias de la concentracién de acido hipurico
en orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun anos de trabajo.
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Tabla 15. Comparacion de medias de la concentracién de &cido hipuarico

en orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun horas de trabajo diario.

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Horas de trabajo N Media Desviacion P
diario estandar
8 a 10 horas 18 0.926 0.581
12 horas 12 0.830 0.396 0.310016

Prueba T de Student, P > 0.05

0.926
1.000 ~ - 0.830

o

©

o

o
1

0.800 -
0.700 ~
0.600 -
0.500 -
0.400 -
0.300 ~
0.200 -
0.100 -
0.000

Media (g acido hipurico / g creatinina)

™ 8 a 10 horas m 12 horas

Trabajadores de imprenta expuestos

Figura 15. Comparacién de medias de la concentracién de acido hipurico
en orina (g acido hipurico/ g creatinina), segun horas de trabajo diario.
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Tabla 16. Porcentaje de incidencia de signos y sintomas en trabajadores de

imprenta expuestos (Casos).

Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Signos y Sintomas Frecuencia Porcentaje

Dolor de cabeza 16 53.33%
Fatiga 12 40.00%
Mareos 8 26.67%
Irritacion de garganta 8 26.67%
No presenta 6 20.00%
Sequedad de la piel 5 16.67%
Dolor de estomago 4 13.33%
Nauseas 3 10.00%
Pérdida de apetito 2 6.67%

Ojos irritados 1 3.33%

Perdida de coordinacion 1 3.33%

Total 30 100.00%

Dolor de cabeza
Fatiga

Mareos

Irritacién de garganta
No presenta
Sequedad de la piel
Dolor de estomago

Nauseas

Signos y sintomas

Pérdida de apetito
Ojos irritados

Pérdida de coordinacion

26.67% i

| 26.67% |
20.00%
16.67% I
13:33% |
10.00% I
667 | |
3.33% | I
3.33% | |

Porcentaje de incidencia (%)

Figura 16. Porcentaje de incidencia de signos y sintomas en trabajadores

de imprenta expuestos (Casos).
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Tabla 17. Resultados de los signos y sintomas encontrados en relacién a

la concentracién de &cido hipurico en orina (g &cido hipurico/ g creatinina).

Muestra: 30

Fecha: Febrero 2015

Signos y Sintomas

Menor a 0.65 g Acido
hipurico/g creatinina

Mayor a 0.65 g Acido
hipurico/g creatinina

Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Dolor de cabeza 7 46.67% 9 60.00%
Ojos irritados 0 0.00% 1 6.67%
Nauseas 1 6.67% 2 13.33%
Fatiga 4 26.67% 8 53.33%
Mareos 1 6.67% 7 46.67%
Pérdida de apetito 0 0.00% 2 13.33%
Sequedad de la piel 1 6.67% 4 26.67%
Irritacién de garganta 3 20.00% 5 33.33%
Pérdida de 0 0.00% 1 6.67%

coordinacion

Dolor de estomago 2 13.33% 2 13.33%
No presenta 4 26.67% 2 13.33%
Total 15 100% 15 100%
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Dolor de cabeza

Ojos irritados

Nauseas

26.67%

Fatiga

53.33%

6.67%
Mareos h 46.67%

Pérdida de apetito ﬁ 13.33%

. 6.67%
Sequedad de la piel L 26.67%

s 20.00%
Irritacion de garganta 33.33%
. Lo 0.00%
Pérdida de coordinacion Bd 6.67%
13.33%
Dolor de estomago E 13.33%
26.67%

No presenta

13.3:3%

i Menor a 0.65 g acido hipurico/g creatinina

i Mayor a 0.65 g acigo hipurico/ g creatinana

Figura 17. Resultados de los signos y sintomas encontrados en relacién
a la concentracion de &cido hipurico en orina (g &cido hipurico/ g
creatinina).
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Tabla 18. Uso de equipos de proteccidn personal por los trabajadores de

imprenta.
Muestra: 30 Fecha: Febrero 2015
Equipo de proteccion Frecuencia Porcentaje
personal

Guantes y mascarilla 2 6.67%
Lentes 0 0.00%
Uniforme 4 13.33%
Ninguno 24 80.00%
Total 30 100.00%

i Guantes y mascarilla
B Lentes

i Uniforme

i Ninguno

Figura 18. Uso de equipos de proteccion personal por los trabajadores de

imprenta.
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ll. DISCUSION
El presente estudio describe las condiciones de trabajo y los riesgos por
exposicién ocupacional al tolueno en trabajadores que laboran en imprentas

ubicadas en el distrito del Cercado de Lima en febrero del 2015.

El acido hipurico en la orina es un indicador biolégico cuya concentracion depende
de la produccidn de orina, por ello se expresa con respecto a la concentracion de
creatinina, los resultados son expresados en gramos de acido hipurico por gramos
de creatinina. En el caso de la exposicidn a sustancias que son rapidamente
excretadas, tales como disolventes, las muestras al final del turno son mas
apropiadas. Debe, sin embargo, considerarse que la concentracion urinaria de un
metabolito depende en gran medida de la tasa de producciéon de orina y una
muestra de orina demasiado diluida (ingesta abundante de bebidas) o demasiado
concentrada (baja ingesta de bebidas, transpiracion debido al trabajo arduo o al
ambiente con temperatura altas) pueden dar lugar a interpretaciones erréneas, por
lo que es necesario la correccidn de los resultados mediante la determinacién de
creatinina. Puesto que la excrecidbn de creatinina permanece relativamente
constante para cada sujeto, mientras que el volumen de excrecidn urinario puede
variar apreciablemente, se utiliza el nivel de creatinina en la orina como indice al
que referir los valores de metabolitos que se eliminan de forma similar y no se

reabsorben. ©?

Segun los resultados mostrados en las tablas 8, 9 y 10 se observa que la media
de la concentracion de acido hipurico en orina del grupo de trabajadores de

imprenta expuestos a tolueno es 0.888 £ 0.509 g &cido hipurico/g creatinina, con
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un valor maximo de 2.198 y un minimo de 0.365; mientras que
la concentracién en personas no expuestas tiene una media de
0.396 + 0.303 g acido hipurico/g creatinina, un valor maximo de 1.362 y un minimo
de 0.028; teniendo estadisticamente una diferencia altamente significativa

(p=0.000020; p< 0.01), entre las medias de ambos grupos.

En el estudio de Junes y Lookuy en el Cercado de Lima en el afio 2009, se reportd
una concentracién media de 0.758 g 4cido hipurico/g creatinina en trabajadores de
imprenta por técnica de huecograbado y flexografia, la cual comparada con la
media obtenida en nuestro estudio, 0.888 g acido hipurico/g creatinina se observa
un ligero incremento para este indicador biologico a la exposicion de tolueno, lo
cual podria indicar que la exposicion a tolueno es mayor en los trabajadores de
imprenta que utilizan la técnica de serigrafia que los que emplean la técnica de

huecograbado y flexografia.”

En la tabla 11 se presenta la distribucion de los niveles de concentracién de &cido
hipurico en orina/g de creatinina, el 56.67% de trabajadores expuestos se
encuentran en el intervalo de 0.4 a 0.8 g acido hipurico/g creatinina; mientras que
el 53.33% del grupo control presenta una concentracion menor a

0.4 g acido hipurico/g creatinina.

Esta distribucion se relaciona con la comparacion de la concentracion promedio de
acido hipurico en orina entre los trabajadores de imprenta y el grupo control,
mencionada anteriormente, en donde los trabajadores de imprenta presentan una

media significativamente mas alta.
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En la figura 8 se muestra que la concentracion de acido hipurico en las muestras
de orina de los trabajadores de imprenta E18, E20 y E29 superan el limite maximo
permitido por la American Conference of Governmental Industrial Hygienists el
cual es 1.6 g acido hipurico/ g creatinina a diferencia de los resultados obtenidos
en el estudios de Junes y Lookuy (2009) en el cual ninguno de los trabajadores de

imprenta supera dicho limite.®”

Segun los resultados presentados en la tabla 12 se muestra que la media de la
concentracibn de 4&cido hipurico en orina en operarios de imprenta es
1.097 £ 0.531 g &cido hipurico/g creatinina con un valor maximo de 2.198 y un
minimo de 0.455; mientras que la concentracion en disefadores de imprenta
tienen una media de 0.526 *+ 0.136 g acido hipurico/g creatinina, un valor maximo
de 0.774 y un minimo de 0.365; se observa estadisticamente una diferencia
altamente significativa (p=0.000102; p< 0.01), entre las medias de ambos tipos de
trabajo. Los operarios y disefiadores de imprenta seleccionados para el presente
estudio laboran en el mismo ambiente de trabajo, por lo tanto ambos estan
expuestos a la inhalacién de tolueno; sin embargo, la exposicion de los operarios

es mayor debido al contacto directo con el tolueno a través de la piel.

En la tabla 13 se muestra que las medias de concentracion de acido hipurico en
orina en trabajadores de imprenta menores de 35 anos es
0.721 £ 0.467 g acido hipurico/g creatinina, mientras que la concentracion en los
mayores de 35 afos tiene una media de 1.034 + 0.514, se observa una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.046680; p< 0.05) entre las medias de ambos

grupos etarios. Posiblemente se debe a que los trabajadores con mayor edad
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también llevan mas afos laborando en imprenta. Este resultado concuerda con lo
reportado en la literatura, que a mayor edad la excrecion renal del acido hipuarico
se afecta, quizas debido a diversos factores presentes a lo largo de toda la vida,
como exposiciones anteriores, mayores depésitos de xenobidticos corporales o
por el deterioro de la funcién de un 6rgano diana, por ejemplo, el higado,
afectandose su funcién detoxificante, de la cual es responsable el sistema
oxidativo microsomal y enzimas pertinente, como las citocromo P450, que pueden
verse inducidas o reducidas su actividad como consecuencia de las alteraciones

que caracterizan el envejecimiento celular. ®®

Segun los resultados mostrados en la tabla 14 se observa que la media de la
concentracién de acido hipurico en orina del grupo de trabajadores que tienen
menos de 12 anos laborando es 0.638 = 0.248 g acido hipurico/g creatinina;
mientras que la concentracion en los trabajadores con més de 12 afnos laborando
tiene una media de 1.214 + 0.584 g &cido hipurico/g creatinina; se observa
estadisticamente una diferencia altamente significativa (p=0.002247; p< 0.01)
entre las medias de ambos grupos. Pudiera considerarse el efecto sinérgico entre
el tiempo de exposicion y los cambios renales y hepaticos por la edad que se

mencionaron anteriormente.

De acuerdo a estos resultados, evidenciamos que la relacién entre el tiempo de
ocupacion y los niveles de concentracién de acido hipurico en orina, tiene una
tendencia positiva; es decir que a mayor tiempo de exposicion al tolueno, la
concentracién de &cido hipurico en orina también aumenta, lo cual concuerda con

el estudio de Junes y Lookuy, realizado en el Cercado de Lima en el afio 2009."
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En la tabla 15 se muestra que las medias de concentracién de acido hipurico en
orina en trabajadores de imprenta con jornada laboral de 8 a 10 horas diarias es
0.926 + 0.581 g acido hipurico/g creatinina, mientras que la concentracion en
quienes laboran 12 horas diarias tiene una media de 0.830 * 0.396, no presenta
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.310016; p> 0.05) entre las
medias de ambos grupos. Esto se debe a que la jornada laboral en ambos grupos
es similar y relativamente homogéneo en la poblacién de estudio.

Segun los resultados mostrados en las tablas 16 y 17 se observa que los
sintomas mas frecuentes son dolor de cabeza (53.33%), fatiga (40.00%), mareos
(26.67%) e irritacion de garganta (26.67%). Estos sintomas se
presentaron en los trabajadores de imprenta con concentraciones menores a
0.65 g acido hipurico/ g creatinina en orina y ligeramente mas frecuente a
concentraciones mayores.

Se observa en la tabla 16 que los signos y sintomas con menor porcentaje de
incidencia en los trabajadores de imprenta por serigrafia expuestos a tolueno son
ojos irritados (3.33%), pérdida de coordinacion (3.33%) y pérdida de apetito
(6.67%); los cuales solo se observaron en trabajadores con una concentracion

mayor a 0.65 g acido hipurico/ g creatinina en orina (Tabla 17).

Los sintomas descritos concuerdan con los mencionados en la literatura en donde
se menciona fatiga y ligero dolor de cabeza (para concentraciones de
188 — 375mg/m® de tolueno en aire), ligera irritacion de garganta y mareo
(750 mg/m?®), Irritacién de ojos y falta de coordinacién (1500 mg/m?) y anorexia o

pérdida del apetito para (1875 - 2250 mg/m?). 3
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En la tabla 18 se observa que de un total de 30 trabajadores de imprenta, 24
(80%) no emplea ningun equipo de proteccion personal, 4 (13.33%) utiliza
uniforme y solamente 2 (6.67%) utilizan guantes y mascarilla. Esto se debe a que
los trabajadores de imprenta en general tienen poco conocimiento sobre la

importancia de la utilizacion de equipos de proteccidon personal.

En el estudio de Pérez y Miranda realizado en Lima metropolitana, en el afio 2014,
se reportd una concentracion media de 0.746 g acido hipurico/g creatinina en
trabajadores de una fabrica de caucho, la cual comparada con la media obtenida
en nuestro estudio, 0.888 g &cido hipurico/g creatinina, se observa que es
ligeramente menor para este indicador bioldgico a la exposicidn de tolueno, lo cual
podria deberse a que los trabajadores de imprenta estan mas expuestos a tolueno

que los trabajadores de caucho.®¥

65



CONCLUSIONES

Existe una diferencia altamente significativa entre las concentraciones
promedio de acido hipurico entre el grupo de trabajadores de imprenta por
serigrafia expuestos al tolueno (0.888 g acido hipurico/g creatinina) y el
grupo de personas no expuestas al tolueno
(0.396 g acido hipurico/g creatinina), segun la prueba estadistica T-Student

(con un intervalo de confianza al 99%, p<0.01).

La concentracién promedio de acido hiparico en orina en el grupo de
trabajadores de imprenta por serigrafia expuestos a tolueno es
0.888 g acido hipurico/g creatinina la cual no supera el limite biolégico
permitido de 1.6 g/g de creatinina segun la American Conference Of

Governmental Industrial Hygienists.
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RECOMENDACIONES

Las imprentas deben cumplir los estandares de seguridad y salud OSHA.
La OSHA Standards - General Industry (29 CFR 1910) y la publicacién
Toluene Safety in the Workplace (OSHA 3646 - 2013), indican las medidas
de precaucion, el uso de proteccion personal y las condiciones de
ventilacion necesarias al trabajar con tolueno o materiales que contienen

tolueno.®%%0)

Evaluar la concentracion de tolueno por m® de aire en el ambiente de
trabajo de las personas que laboran en imprentas del distrito del Cercado

de Lima.

Gestionar ante las autoridades municipales para que se realicen
inspecciones periddicas a fin de determinar si en las imprentas se cumplen
con las condiciones adecuadas de seguridad en el trabajo, proteccion

personal y un adecuado sistema de ventilacion.
Realizar un estudio cuali-cuantitativo de la composicién de las tintas usadas

en serigrafia que existen en el mercado nacional con el fin de determinar la

composicién exacta de las mismas.
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Vil. ANEXOS

ANEXO N-° 1: Fotografias.

Figura 19. Espectrofotometro ultravioleta-visible 6715 UV/VIS
Spectrophometer JENWAY.

Figura 20. Balanza analitica Sartorius.

75



Figura 21. Espectrofotometro EMP 168 Biochemical Analyzer.

Figura 22. Tratamiento de muestras.
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ANEXO N° 2: Lecturas de la cuantificacion de acido hipurico

USER: Jose

LAST CAUBRATED: 06/02/15 15:47-01 Accessory: None

WAVELENGTH: 410nm

MEASURE MODE: ABS

METHOD: Imprenta
Sample No. Sample name ABS £l

1 Lote prederteminado 0,182 658
2 Lote predecteminado 0,083 8s
3 Lote prederteminado 0,198 635
4 Lote prederteminado ns
5 Lote prederteminado 0,025 943
6 Lote prederteminado 0,446 58
7 Lote prederteminado 0,065 6,1
8 Lote prederteminada 07 536
3 Lote prederteminado 0213 612
10 Lote prederteminado 55
1 Lote prederteminado 0,100 S
u Lote prederteminado 0,031 81
1 Lote prederteminado 0,157 86
" Lote prederteminado 0169 6.7
15 Lote prederteminado 0332 465
16 Lote prederteminado 0.286 517
” Lote prederteminado 0,284 70
13 Lote prederteminado 0,726 188
15 Lote prederteminado 0276 s30
o Lote predertemnaco 0695 02
a Lote prederteminado 0,036 920
2 Lote prederteminado 0,292 511
3 Lote pracertemnaco 0.224 598
b Lote prederteminaco a8
% Lote prederteminado 0,293 509
2% Lote prederteminado 0,289 514
2 Lote prederteminado 0137 729
b Lote prederteminado 0212 534
2 Lote prederteminado 0592 266
0 Lote prederteminado 9167 681

Page 1~ Photometrics - 06/02/15 18:50:06

Figura 23. Lecturas de la cuantificacién de acido hipurico. (Parte 1).




USER: jose

LAST CAUBRATED: 06/02/15 185202 Accessory: None
WAVELENGTH: 410nm
MEASURE MODE: ABS
METHOD: E18£20£29
SampleNo Sample rame Aas T Date/Tine
12 Lote prederteminado 0363 a4 06/02/2015 18:59
20 Lote prederteminado 0343 “9 06/02/2015 18:59
2 Lote prederteminado 92% ) S 06/02/2015 19:01

Page 1 - Photometrics - 06/02/15 19:09:15

Figura 24. Lecturas de la cuantificacidén de acido hipurico. (Parte 2).
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USER: Jose

LAST CALIBRATED: 30/01/15 21:17:24 Accessory: None
WAVELENGTH: 410nm
MEASURE MODE: ABS
METHOD: Control
Sample No. Semple rame ABS %1
1 Lote prederteminado 0041 910
2 Lote prederteminado 0,065 86,1
3 Lote prederteminado 0,024 94,6
4 Lote prederteminado 0,236 58,1
s Lote prederteminado 0,094 805
6 Lote prederteminado 0,020 95,5
7 Lote prederteminado 0,050 89,2
8 Lote prederteminado 0,070 85,0
9 Lote prederteminado 0,026 94,1
10 Lote prederteminado 0,067 8s,7
1n Lote prederteminado 0,007 984
2 Lote prederteminado 0,070 85,1
13 Lote prederteminado 0,087 9
" Lote prederteminado 0,207 62,1
15 Lote prederteminado 0,153 70,3
16 Lote prederteminado 0078 835
17 Lote prederteminado 0,083 825
18 Lote prederteminado 0,196 636
19 Lote prederteminado 0,097 80,1
20 Lote prederteminado 0,061 87,0
2 Lote prederteminado 0056 87,9
2 Lote prederteminado 0078 836
2 Lote prederteminado 0,098 8
2 Lote prederteminado 0,243 571
k- Lote prederteminado 0075 84,1
% Lote prederteminado 0191 64,4
7 Lote prederteminado 0,061 869
2 Lote prederteminado 0,105 s 31/01/2015 00:02
2 Lote prederteminado 0,097 80,0 31/01/2015 00:02
30 Lote prederteminado 0063 265 31/01/2015 00:02

Page 1 - Photometrics — 31/01/15 00:09:57

Figura 25. Lecturas de la cuantificacién de acido hipurico. (Parte 3).
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USER: Jose
LAST CAUBRATED: 31/01/15 00:06:45

Accessory: None
WAVELENGTH: 4100m
MEASURE MODE: ABS

Sample No. Sample neme AR ]
1 Lote predeeminado 0,001 98
2 Lote prederteminado 0,119 76,1
3 Lote prederteminado 0 599
4 Lote proderteminado 0,280 525
3 Aoks prederteminado 9541 388

Page 1 - Photomaetrics - 31/01/15 00:14:38

Figura 26. Lecturas de la cuantificacion de acido hipurico. (Parte 4).




ANEXO N° 3: Resultados de la cuantificacion de creatinina.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

[} ) SERVICIO ACADEMICO ASISTENCIAL DE ANALISIS CLINICOS
Jr. Huanta 1215 - Telf. 619-7000 - Anexo 4813 LIMA - PER

Investig - Mendoza Ccancho Valery 8, / Vela Chamoly Juasn C,

Ord. de Andlisis N* 160665
Muestra (Orina)
copigo. RESULTADO (g/U) l‘ CODIGO, RESULTADO w__‘
Myt | 1w | wes | 0 e 0 |
M2 i 0,87 — Ma7 o - 4%
I 1,74 S )

M 0,51 | Mas 356 ts
M3 S— ] 4 MSO _Aan
LM | aee | ms1 T
_— I " | M2 | i

M3 2,00 b M3 | /L —
MW | 5,07 SIS S E—
M40 — 187 M55 A |
Ml | in i T a0 |
M2 S
Mo - 2
- B
1) " S

or del SAAC

M. PARRERO TIPIAN
o\ QUF. ESpéc. En Andlisls Bloguimicos
Lima 06 de febrero del 2015, %, A CaF N° 06892
F/SAC-002 R-1 9 Farmadit | o

Figura 27. Resultados de la cuantificacion de creatinina. (Grupo expuestos).
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

SERYICIO ACADEMICO ASISTENCIAL DE ANALISIS Ccos
Jr. Huanta 1215 - Telf. 619-7000 - Anexo 4813 LIMA - PER

Investig : Mendaza Ceancho Valery 8. / Vels Chamoly Juan C.
Ord. de Andlisis N 160665

LY

Muestra (Orina)

CODIGO, | RESULTADO (g/L) | CODIGO. | RESULTADO (g/L)
M1 a2 M16 1,46
M2 142 m17 153

M3 29 Mi18 131 |

M 692 M19 383 !

MS 410 M20 116 ‘

M6 418 = % M21 129 ‘
M7 452 M22 124
M8 148 M3 | 229
M| sor M24 215
M10 2,95 M25 218
M1 131 M26 2,05
M2 140 M27 227

My ¥, S M28 T .
[T - O E— M2 | 230
,( Mis 2,02

Lima 06 de febrero del 2018, 55 "0, 0t 7
’%Ftrm:k“ )7

Figura 28. Resultados de la cuantificacion de creatinina. (Grupo control).



ANEXO N° 4: Encuesta — Exposicidn al tolueno en imprentas.

ENCUESTA — EXPOSICION AL TOLUENO EN IMPRENTAS
Universidad Nacional Mayor de San Marcos - Catedra de Toxicologia — Salud Ocupacional

Agradecemos de antemano su disposicion a colaborar en este estudio.

1.-Nombre :

2.-Edad:

3.-Sexo :

D Masculino DFemenino

4.-Puesto detrabajo:

5.-¢ Cuantos aios lleva
trabajando en imprenta?

Colocar nimero:

l:] Afos |:] Meses

6.-¢Cuantosdiasala Marcar:

semana trabajaen la

imprenta? i D 7 dias a la semana D 5 dias a la semana
[:] 6 dias a la semana D 4 dias a la semana

7.-éCuantas horas al dia
trabajaen la imprenta?

Marcar:

D 12 horas
B 10 horas

D 8 horas
D 6 horas

8.-¢Qué materiales de Marcar:
proteccion utiliza cuando D
trabaja? Guantes
D Lentes
D Uniforme o mameluco
D Mascarilla
D Otro:
D Ninguno
9- Habitos: Marcar:
D Fuma Frecuencia:
D Tomo bebidas alcohdlicas Frecuencia:
D Toma medicamentos (aspirina, dcido acetilsalicilico,
Nombrar medicamento: )
10- Presentaalguno de Marcar:
estos sintomas:
D Dolor de cabeza Mareos
D Ojos irritados Pérdida de apetito

Sequedad de la piel

D Nauseas
[ ratiga
D OtrO: s cessersessnsrenssasanes

D No presenta

Irritacion de garganta

Pérdida de coordinacion

00000

Figura 29. Encuesta — Exposicion al tolueno en imprentas.
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Anexo N° 5: Tabla 19. Datos de la encuesta y resultados de los analisis del grupo expuestos

o 5 z = g P ols _ _l. ;E! §, o= § 2o Tiras reactivas de orina . o |a %‘.
= = = o 3|8 173 =

g g 2| °8% | g8 |[P®@ |8 71 \%g) IBFIEE 88 P2 3213 3 (57|55 8| % 3|3a

EO1 | M |43]| 10 | 10 operario uniforme X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.020 | 1654 | 1.280 | 1.292
EO2 | M |43 | 18 12 disefiador ninguno X X neg norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.005 | 9462 | 0.870 | 0.531
EO3 | M | 53| 20 12 operario ninguno X X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.015 | 1802 | 1.740 | 1.036
E04 | M |40 | 10 | 10 | operario ninguno neg |norm | neg |norm | neg | 5 | neg | 1.005 | 9323 | 0.510 | 0.634
EO5 | M |42 ]| 10 10 operario ninguno neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.005 | 0.203 | 0.370 | 0.550
EO6 | M |38 | 15 8 operario ninguno X | x X X neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.015 | 4094 | 3.660 | 1.119
EO07 | M [ 38| 14 10 disefiador ninguno X X neg norm | neg | norm | neg | 6.5 | neg | 1.010 | 0,573 | 1.000 | 0.573
EO8 | M | 62 | 40 10 operario ninguno X X neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.025 | 2477 | 2.090 | 1.185
E09 | M | 45| 10 10 disefiador uniforme X X neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.020 | {941 | 5.070 | 0.383
E10 | M |49 | 383 | 12 | operario uniforme X neg | norm | neg | norm | neg | 6 | neg | 1.015 | 1400 | 1.870 | 0.588
E11 | M [ 34| 20 12 disefiador ninguno X neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.010 | 0.896 | 1.790 | 0.501
E12 | M| 24| 3 10 operario ninguno X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.005 | g.259 | 0.240 | 1.078
E13 | M |29 | 10 12 | disehador uniforme X X X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.020 | {423 | 3.570 | 0.399
E14 | M [ 31| 10 12 | disefiador ninguno X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.010 | 1534 | 2.370 | 0.647
E15 | M |48 | 20 | 12 operario ninguno X X X X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.015 | 3041 | 2.860 | 1.063
E16 | M |50 | 25 | 12 operario ninguno X X | x X neg | norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.015 | 2616 | 1.690 | 1.548
E17 | M |30 | 6 10 operario ninguno X X neg | norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.015 | 2227 | 4.900 | 0.455
E18 | M |34 | 13 | 10 operario n?:s?atﬁﬁa X X neg | norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.015 | 6.682 | 3.040 | 2.198
E19 | M |29 | 5 | 10 | disefiador ninguno neg | norm | neg | norm | neg | 5 | neg | 1.030 | 2523 | 3.560 | 0.709
E20 | M | 39| 15 8 operario ninguno X | X X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.025 | 396 | 3.310 | 1.932
E21 | M |29 ]| 4 10 | disefiador ninguno neg | norm | neg | norm | neg | 6.5 | neg | 1.000 | 0305 | 0.670 | 0.455
E22 | F |20 | 4 12 operario ninguno X X X X neg | norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.025 | 2671 | 3.400 | 0.786
E23 | M |23 | 4 12 operario ninguno X X | x neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.015 | 2043 | 2.960 | 0.690
E24 | M 43| 10| 12 operario ninguno neg | norm | neg |norm | neg | 6 | neg | 1.005 | 9231 | 0.390 | 0.592
E25 | M |52 | 25 12 operario ninguno X X | x X neg | norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.015 | 2680 | 1.700 | 1.577
E26 | M| 32| 6 10 operario ninguno X X neg | norm | neg | norm | neg 6 neg | 1.015 | 2643 | 4530 | 0.583
E27 | M| 28| 10 10 disefiador ninguno X neg norm | neg | norm | neg 5 neg | 1.025 | 1238 | 3.390 | 0.365
E28 | M |27 | 5 | 10 | disefiador ninguno neg |norm | neg | norm | neg | 5 | neg | 1.025 | 2486 | 3.210 | 0.774
2Eg M :; 12 | 10 | operario n?:sacr:ﬁﬁa X X neg nr(;r nge nrzr neg| 5 |neg|1.015]|5.444 2'3 1 1.937
SEO M § 10 | 10 dlserr1ado ninguno X neg nnczr nge n;r neg| 5 |neg|1.030 | 1.516 3'38 0.448
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Anexo N° 6: Tabla 20. Datos de la encuesta y resultados de los analisis del grupo control

Tiras reactivas de orina

(@) (2] m

S 3 & w c o o) w | T z o

g ° < 5 §- % FT = * E 3 Acido . g Ac.

e g._ g 3 § 3 = % hiparico Cre(z«g:‘r)una Hipurico/ g

3 S o (Cm) creatinina
©
g

co1 M 21 neg norm neg norm neg 5 neg 1.025 0.351 4.220 0.083
C 02 M 23 neg norm neg norm neg 5) neg 1.010 0.573 1.420 0.404
Cc 03 M 24 neg norm neg norm neg 6 neg 1.020 0.194 2.990 0.065
c o4 F 26 neg norm neg norm neg 5 neg 1.030 2.153 6.920 0.311
C05 M 18 neg norm neg norm neg 6 neg 1.020 0.841 4.100 0.205
C 06 M 24 neg norm neg norm neg 5 neg 1.025 0.157 4.180 0.038
co7 M 22 neg norm neg norm neg 5 neg 1.025 0.434 4.320 0.101
c 08 M 21 neg norm neg norm neg 5 neg 1.010 0.619 1.480 0.418
co09 M 23 neg norm neg norm neg 5 neg 1.025 0.213 5.070 0.042
c10 M 26 neg norm neg norm neg 6 neg 1.020 0.591 2.950 0.201
C11 M 24 neg norm neg norm neg 5 neg 1.005 0.037 1.310 0.028
c12 M 20 neg norm neg norm neg 5) neg 1.010 0.619 1.400 0.442
C13 F 23 neg norm neg norm neg 5 neg 1.015 0.776 1.770 0.439
C14 M 42 neg norm neg norm neg 5) neg 1.020 1.885 2.390 0.789
C15 M 30 neg norm neg norm neg 6 neg 1.015 1.386 2.150 0.645
C 16 M 21 neg norm neg norm neg 6 neg 1.010 0.693 1.460 0.475
C17 M 23 neg norm neg norm neg 5 neg 1.010 0.739 1.530 0.483
C18 M 50 neg norm neg norm neg 5 neg 1.005 1.784 1.310 1.362
c19 M 23 neg norm neg norm neg 5 neg 1.020 0.869 3.830 0.227
C20 M 25 neg norm neg norm neg 5) neg 1.005 0.536 1.160 0.462
C 21 M 20 neg norm neg norm neg 6 neg 1.005 0.490 1.290 0.380
C 22 F 21 neg norm neg norm neg 6 neg 1.005 0.693 1.240 0.559
c23 M 25 neg norm neg norm neg 6 neg 1.020 0.878 2.290 0.383
C24 M 35 neg norm neg norm neg 5) neg 1.015 2.218 2.150 1.032
Cc25 M 22 neg norm neg norm neg 5 neg 1.015 0.665 2.180 0.305
C 26 M 23 neg norm neg norm neg 5) neg 1.015 1.738 2.050 0.848
c27 F 21 neg norm neg norm neg 5 neg 1.015 0.536 2.270 0.236
C 28 M 23 neg norm neg norm neg 6 neg 1.020 0.943 3.380 0.279
C29 M 24 neg norm neg norm neg 5 neg 1.020 0.869 2.300 0.378
C 30 M 20 neg norm neg norm neg 5 neg 1.015 0.555 2.020 0.275




Anexo N° 7: Certificado de analisis de los reactivos.

Certificate of Analysis

8.20649.0100 Hippuric acid for synthesis

Batch S6857549

Baich Values
Assay (acdmetric) 993 %
Melting range (lower value) 187 ‘c
Malting range (upper value) 189 ‘c
Identity (IR) passes test

Date of examination (DD MM.YYYY) 24.03.2014
Marvenum shelfl e (DD MM.YYYY) 31.03 2018

Or, Ofiver Schramel

This document has been produced electronically and is valid without a signature

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1of 1
EMD Mitipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, 8flenca, MA 01821, USA, Phone: (978 7154321

SALSA S9000010T7IIV. 179315 Date 24012014

Figura 30. Certificado de andlisis de acido hipurico.
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Certificate of Analysis

1.09728.0100 Pyridine for analysis EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

Batch K45236128
Batch Values

Purity (GC) 2995 %
Identity (IR) conforms
Appearance Clear
Colour s10 Hazen
Sclubisty in water conforms
Boding point 114. 116 o«
Reducng substances conforms.
Ammonia (NHs) 5 0.002 %
2-Picoline (GC) <02 -
Pipendine (GC) =001 %
Chioride (C1) < 0.0008 “
Sulphate (SO.) s 0.0005 %
Al (Auminim) < 0.00005 %
8 (Boron) % 0.000002 *
Ba (Barium) < 0,00001 %
Ca (Calcium) < 0.00005 %
Cd (Cadmium)  0.000005 %
Co (Coba) £ 0.000002 %
Cr (Chromium) 5 0.000002 %
Cu (Copper) < 0,000002 %
Fe (lron) 5 0.00001 %
Mg (Magneswm) <0.0000% %
Mn (Manganese) s 0.000002 %
Ni (Nickel) £ 0.000002 bl
Pb (Lead) s 0.00001 %
Sn (Tin) = 0.00001 %
Zn (Zinc) 5 0.00001 %
Evaporation residue <0.002 %
Water 01 %
Date of release (DD MM YYYY) 06.01 2014
Minimum shelf ide (DD.MM.YYYY) 31.01.2017

Dr. Mchael

Responsbie Mboraiony manager qualty control
Merck KGaA, Frankfurter Strafie 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 10f2

EMD Miltipore Corporation « A division of Merck KGaA, Darmstadt,
290 Concord Road, Bilenca, MA 01821, USA, Phone: (978 7154321

Figura 31. Certificado de andlisis de piridina.




Certificate of Analysis

1.09728.0100 Pyridine for analysis EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

Batch K45236128

This document has been produced elecironically and is vald without a signature

Merck KGaA, Frankfurter Stralie 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page20of 2
EMD Millipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

290 Concord Road, 8llerica, MA 01821, USA, Phone. (978 7154321

SALSA PU00000RTOR V. 145749 Duse 0O.0L 2004

Figura 32. Certificado de andlisis de piridina. (Continuacion).
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Certificate of Analysis l

8.00470.0100 Benzenesulfonyl chloride for synthesis

Batch S6687770
Batch Values
Assay (GC, area%) 100.0 % (a/a)
Density (620 *C/4 *C) 1378
Identity (IR) passes lest

Date of examination (DD MM.YYYY) 28.05.2013
Minimum shelf ife (DD MM YYYY) 31052018

Dr. Ofiver Schramel
Responabie laboratony manager quasty control

Thes document has been produced electronically and is vald without a signature,

Merck KGaA, Frankfurter StraBle 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1of 1
EMD Mittipore Corporation - A division of Merck KGaA, Darmstadt,

290 Concord Road, Bderica, MA 01821, USA, Phone: (978 7154321
SALSA FO0000279340 V. TG Dame: 29052011

Figura 33. Certificado de andlisis de cloruro de sulfonilbenceno.
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