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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la concentracion de mercurio (Hg),
valores de proteinas totales (PT) y grupos tioles (-SH) sanguineos en 60 nifios con
edades comprendidas entre 6 a 10 afios, de ambos sexos, pertenecientes a dos
escuelas seleccionadas al azar de Cumana, Venezuela. Adicionalmente, a cada nifio
con su representante, se le aplico una encuesta para recopilar informacion
demogréfica, datos clinicos y tipo de alimentacion. Los niveles de mercurio en sangre
fueron determinados por espectrofotometria de absorcion atomica al vapor frio; las
proteinas séricas totales se determinaron por el método de Biuret y las
concentraciones de tioles totales del suero se cuantificaron por el método de Ellman.
De acuerdo a los resultados, 16 nifios presentaron concentraciones de Hg mayores
del limite de bajo riesgo aceptado por la Organizacion Mundial de la Salud (5 pg/l).
Un analisis de correlacion multiple mostré una relaciéon positiva significativa (r=
0,32) entre los niveles de proteinas totales y Hg en sangre, en cambio la valoracion de
los grupos tioles totales fue relacionado negativamente con las concentraciones de Hg
(r=-0,25). No se obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
de mercurio, la edad y el sexo, el tipo de alimentacion (pescado) y los sintomas
estudiados. El incremento en los niveles de proteinas en estos nifios parece formar
parte de un mecanismo de captacion y/o proteccion en presencia del metal. La
disminucion en los niveles de -SH, puede estar asociada a interacciones entre el metal
y estos grupos, condicion que podria conllevar a posibles perturbaciones en la
capacidad antioxidante. Las PT y -SH determinados podrian ser considerados como
posibles marcadores bioquimicos, economicos y sensibles, los cuales pudieran servir
como sefial alternativa asociada a contaminacion por mercurio. Los elevados niveles
de Hg encontrados en sangre manifiestan la necesidad de un seguimiento evaluativo
posterior, que conlleve a revelar las posibles causas de contaminacién mercurial en
estos nifios.

Vi



INTRODUCCION

Los metales pesados constituyen una de las principales amenazas a la salud
humana, resultado de su creciente y continua emisién al ambiente. Han sido
utilizados en las industrias por afios, y su toxicidad es ampliamente conocida y
estudiada (Jarup, 2003).

Los metales pesados, a concentraciones elevadas, pueden actuar como potentes
toxicos, no obstante, juegan un papel fundamental en los procesos fisioldgicos de los
seres vivos, de manera que se pueden calificar de acuerdo a su importancia, como
esenciales y no esenciales (Goyer, 1996). Los metales esenciales son imprescindibles
para el mantenimiento de los sistemas bioquimicos de los seres vivos, también
denominados oligoelementos. En este grupo, se incluyen metales como el manganeso
(Mn), cromo (Cr), zinc (Zn) y cobre (Cu). Los metales no esenciales se encuentran
ampliamente distribuidos por la corteza terrestre tales como plomo (Pb), niquel (Ni),
vanadio (V), cadmio (Cd) y el mercurio (Hg), los cuales no poseen ninguna funcion
bioldgica conocida; siendo el mercurio el elemento méas toxico y expandido en el
ambiente (Revelant, 1990; Hylander y Meili, 2003).

Se ha sefialado que el mercurio, en forma organica e inorganica, puede causar
efectos nefro y neurotdxicos en los humanos (Weiss et al., 1999). Por ello, desde hace
décadas, la Organizacion Mundial de la Salud se ha preocupado de los riesgos y su
influencia en la salud. ElI mercurio puede transferirse facilmente a traveés de los
distintos niveles troficos de la red alimenticia, y a su vez biomagnificarse, hasta llegar

como receptaculo final al hombre (Wan et al., 2004).

La presencia del mercurio en el ambiente se ve incrementada cada dia por las

actividades antropogénicas, en particular, una fuente importante de contaminacion es



de carécter laboral. La gran difusion de este elemento hace que la poblacion en
general esté expuesta a través de diferentes fuentes, como el aire, el agua, el suelo y/o
los diferentes grupos de alimentos; la ingesta alimentaria es la via principal de
contaminacion para los humanos (Nriagu, 1996; Agusa et al., 2005; Passos et al.,
2007).

El conocimiento general sobre los efectos del mercurio y sus derivados,
proviene de los episodios de envenenamientos ocurridos en diferentes paises: en los
afios cincuenta una planta quimica cercana a la Bahia de Minamata (Jap6n) descargd
alta cantidad de residuos mercuriales al mar, contaminando el plancton y con ello los
peces, los cuales fueron consumidos posteriormente por los habitantes locales,
originando una intoxicacion masiva de caracteristicas catastréficas, con un saldo de
121 afectados, 46 muertos y muchos nifios con dafos severos en el sistema nervioso
central (SNC) (Kurland et al., 1960; Weiss, 2007). Otro caso palpable fue el acaecido
en Irak, en 1972, cuando ocurrié una segunda gran intoxicacion por metilmercurio
(MeHg) contentivo en funguicidas. Después de este incidente, las nuevas
generaciones presentaron anormalidades que incluyeron retraso mental, paralisis
cerebral, ceguera, sordera, entre otros (Nierenberg et al., 1998). Recientemente, un
estudio mas amplio realizado en las Islas Faroe relaciond el déficit de atencion,
memoria Yy lenguaje que ocurren por exposicion prenatal al MeHg a bajas dosis (Carta
et al., 2003).

En nuestro pais, hace diez afios se realiz6 un estudio en el distrito de
explotacion minera de El Callao (estado Bolivar), donde fueron evaluados 51
individuos, de los cuales, 9 sufrieron dafios en la cdrnea con una pérdida completa de
la vision, 15 presentaron hipertension y 27 mostraron problemas severos con pérdida
de la memoria y desordenes del sistema nervioso. Todos estos sintomas se asociaron

con niveles de mercurio que excedian los limites aceptables (5 pg/l) propuestos por la



Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Academia
Nacional de Ciencias (Taylor, 1999).

La mayor proporcion del mercurio (80-99%) ingresa en el organismo en forma
de MeHg (Gray et al., 2000; Dabeka et al., 2003). En general, la exposicion aguda y
cronica al mercurio puede afectar la salud de la poblacién, resultando principalmente
perjudicial para las mujeres embarazadas y los infantes (Johnson, 2004). Los nifios
son particularmente vulnerables debido a que el Hg atraviesa facilmente la barrera
hematoencefélica y placentaria, concentrandose en el feto en desarrollo, lo cual puede
provocar déficit neurolégicos (Counter y Buchaman, 2004). La exposicion de infantes
a concentraciones de mercurio suficientemente altas puede provocar efectos nocivos
en el SNC, los cuales suelen ser irreversibles en los casos crénicos; también produce
tos, nauseas, vomitos, diarreas, problemas en la vision, pérdida de la masa muscular,
alteraciones sensoriales en los brazos y piernas, alteraciones cognitivas y erupciones
en la piel, mientras que la exposicidon a bajas dosis puede provocar problemas de
atencion, memoria y lenguaje, necesitando asi mas tiempo para desarrollar sus
habilidades verbales, motrices y de aprendizaje (Davidson et al., 2004; Ip et al.,
2004).

Diversas investigaciones han sugerido distintas fuentes de exposicion al
mercurio en los nifios, sin embargo, la mas conocida es el consumo de comidas
contaminadas, principalmente pescado y productos marinos (Hightower y Moore,
2003). De alli que las personas con mayor riesgo de exposicion al mercurio sean
aquellas que se alimentan regularmente con pescados; alimento que constituye un
componente muy valioso de la dieta humana en muchas partes del mundo, ya que
proporciona nutrientes que, por lo general, no se encuentran en otros alimentos; sin
embargo, estos organismos son capaces de bioconcentrar metales pesados,

considerandoseles una potencial fuente de contaminacion.



El mercurio puede ingresar al organismo humano por distintas vias:
respiratoria, digestiva y cutanea. Por la via respiratoria, penetra facilmente en las
membranas del pulmén con una eficiencia del 80%. EI mercurio retenido se pierde
con el aire expirado, con una vida media de 18 horas. Luego, el mercurio absorbido
abandona rapidamente los pulmones a través del sistema circulatorio, lo cual va a
favorecer su absorcion y solubilidad en lipidos permitiendo el paso a través de las
membranas biologicas (Suzuki, 1998). La via digestiva es la que tiene mayor
importancia, ya que el aporte del mercurio a la poblacibn no expuesta
ocupacionalmente, procede fundamentalmente de los alimentos, y mas concretamente
del pescado (Morrissette et al., 2007; Agusa et al., 2005; Passos et al., 2007). La
absorcion del mercurio por esta via se encuentra en el orden del 95% de la dosis
administrada (Sweet y Zelikoff, 2000). Por la via cutanea, es también muy probable
que el mercurio sea absorbido; se han descrito casos de intoxicacion debida a la
aplicacion local de pomadas que contienen el metal (Ryaboshapko et al., 2002).

El mercurio, es transportado via sanguinea, y puede unirse a macromoléculas
plasmaticas (p.e. proteinas, lipoproteinas) o a compuestos ricos en grupos sulfhidrilos
tales como glutatién, metalotioneina, homocisteina, etc. (Fang y Fallin, 1976; Lee y
Lee, 2005). Posteriormente, este metal puede ser llevado y acumulado en distintos

organos dianas tales como el higado, los rifiones y el cerebro (Goyer, 1997).

La accion toxica del mercurio a nivel molecular estd fundamentada en la
inhibicion de numerosas enzimas por la oxidacion de sus grupos sulfhidrilos
(-SH), dando lugar a la formacion de complejos metal-proteina, con la ulterior
reduccidn o inactivacion de su funcion catalitica (Louie y Meade, 1999). EI mercurio,
como otros metales pesados, se enlaza en los sitios activos de determinadas enzimas,
afectando importantes rutas metabolicas celulares. A su vez, este metal puede
reaccionar con grupos amidas, carboxilos y fosforilos, produciendo graves

alteraciones en las proteinas transportadoras y estructurales (Hultberg et al., 2001). El



mercurio puede unirse covalentemente a compuestos ricos en azufre mediante enlaces
mercaptidos, siendo la afinidad del mercurio por los grupos tioles en proteinas y otras
moléculas biologicas, superior a su afinidad por otros ligandos de origen bioldgico
(Biswas et al., 2006).

La mayor parte del mercurio, hasta un 90%, se excreta en las heces desde el
higado, via biliar, y menos del 10% aparece en la orina. Durante su eliminacion, este
metal sufre la recirculacion enterohepética, pasando al tracto gastrointestinal de
donde es eliminado por las heces y otra parte reabsorbido hacia el plasma. Este
proceso es el que determina su lenta eliminacion dando lugar a un riesgo elevado de

acumulacién (Goyer, 1997).

El diagndstico analitico de la intoxicacion por compuestos organicos
mercuriales resulta muchas veces dificil, de tal manera que, tanto las manifestaciones
clinicas como las determinaciones del metal en los liquidos biolégicos son
determinantes a la hora de realizar un diagndéstico definitivo. La determinacion del
metal en orina, al parecer no es un buen indicador de contaminacion mercurial,
aungue se ha utilizado frecuentemente para evaluar exposicion de tipo laboral. Sin
embargo, el fluido sanguineo es un potencial tejido para valorar el contenido corporal
de mercurio en una exposicion cronica a niveles bajos. Se conoce que la mayor
proporcion de mercurio orgdnico absorbido se fija de manera muy estable en los
hematies, de esta manera el analisis de sangre es Util para exposiciones continuas y

recientes (Apostoli et al., 2003).

El andlisis de metales tdxicos, como el mercurio, en muestras bioldgicas es de
gran importancia debido a la marcada influencia que tienen estos elementos en el
desarrollo y bienestar de los seres humanos, en especial de los nifios (Castillo y
Fernandez, 1990). En tal contexto, en esta investigacion se plantea como objetivo

relacionar los niveles séricos de mercurio, proteinas y grupos tioles totales en nifios



de dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana. Parametros estos Gltimos (PT y -
SH), que pudieran ser utilizados en laboratorios clinicos como pruebas

complementarias en la estimacion de contaminacion por mercurio en humanos.



METODOLOGIA

Seleccion de la muestra

Las muestras fueron seleccionadas al azar en dos escuelas, Federal Sucre y La
Trinidad, pertenecientes a la parroguia Ayacucho de la ciudad de Cumana. De la
poblacion total se calculé el tamafio de la muestra basandose en la formula propuesta
por Cochran (1985). La misma fue fijada en 60 nifios de edad escolar comprendida
entre 6 a 10 afios, de ambos sexos, tomando en cuenta la data de la matricula de
inscripcion de cada escuela. Luego, junto con su representante, a cada nifio se le
aplicd una encuesta para recopilar informacién demografica, datos clinicos y tipo de
alimentacion (Anexo 1). Las informaciones y todo lo relacionado con la toma de
muestra fueron adquiridas siguiendo el criterio de ética publicado por la Organizacién
Panamericana de la Salud (1993) en su articulo 46, numeral 6 (Anexo 2). La Férmula

propuesta por Cochran (1985):

_ KANPQ
" (e2N)+(K?P.Q)

Donde: K: (1,64) Nivel de confianza; N: Tamafio de la poblacion; P: (0,50)
Probabilidad de aceptacion; Q: (0,50) Probabilidad de rechazo; e: (0,1) Error de

estudio.

Toma de muestra sanguinea

A cada nifio se le extrajeron 6 ml de sangre por puncion venosa de la fosa
antecubital (previa asepsia de la zona). De ésta se tomo una alicuota de 3 ml, y se
coloco en tubos de vidrio estériles con tapones de goma, con sal disddica de EDTA al

10% como anticoagulante, en proporcion 1:1 para las determinaciones de mercurio.



La otra fraccion se colocd en tubos de vidrio, sin anticoagulante para proceder a
determinar las proteinas y los grupos tioles totales. Las muestras recolectadas se
transportaron al laboratorio en cavas con hielo para su conservacion hasta el

momento de su analisis.

Determinacién de mercurio

En un tubo de digestion con tapa se pesaron aproximadamente 2 ml de sangre
(por duplicado) y se le agregd 3,5 ml de una mezcla de HNO3/ H,SO4 (2:1) por las
paredes del tubo, el cual se encontraba en un bafio de hielo con el fin de evitar el
aumento de la temperatura. Los tubos se sellaron con parafina y tapados con tapa de
baquelita. Se dejaron por 24 horas a temperatura ambiente, luego se le agregoé 1 ml de
HCI concentrado. Estos tubos se colocaron en un bafio de maria a 65°C durante 2
horas. Luego, de transcurrido el tiempo a cada uno de los tubos que contenian las
muestras fue titulado con KMnO, al 5%, hasta observarse un cambio de color en la
solucion de incoloro a rosado palido. Posteriormente, se agregaron 2 gotas de

peroxido de hidrégeno al 30% para eliminar el exceso de permanganato de potasio.

La solucién resultante se llevé a una masa final de 10 g. Por dltimo, se
centrifugd la muestra a 3 000 r.p.m durante 15 minutos, luego se tomd el
sobrenadante y se guard6 en envases de polietileno, previamente tratados con acido

nitrico al 4%, en refrigeracion hasta su andlisis.

El equipo utilizado para realizar las medidas de las concentraciones de Hg fue
un espectrémetro Perkin Elmer de Absorcion Atémica (modelo Fias 100) acoplado
con un sistema generador de hidruros para Hg, empleando la técnica de maxima
altura de pico. La calibracion se realizo preparando patrones con 0,5; 1,0; 3,0; 5,0;

10,0 y 20,00 pl a partir de un patron de 1 mg/l de Hg, llevando la solucion a un



volumen de 100 ml con HNO3 al 2% y adicionando gotas de KMnO, y perdxido de
hidrégeno al 30% como sugiere el manual de procedimientos del sistema generador
de hidruros (Perkin Elmer, 1996). Para la determinacion de Hg los patrones fueron
tratados de manera similar a las muestras de sangre. La técnica que se utilizé fue la de

vapor frio.

La presencia de un medio acido hace propicia la oxidacion de la materia
organica y posterior reduccién del Hg, con la adicion de permanganato de potasio. La
reduccion del metal se facilita utilizando borohidruro de sodio en medio bésico como
agente reductor. EI Hg es transportado por una corriente de nitrégeno como vapor a la
celda de cuarzo, donde la absorcion del metal es medida y relacionada con la cantidad

de Hg en la muestra. Los resultados se expresaron en pg/l.

Todos los reactivos que se utilizaron fueron de grado analitico. Todo el material
de vidrio que se uso para las determinaciones de Hg fue previamente tratado con una

solucion de acido nitrico al 4% por 24 horas.

Determinacion de proteinas totales

Para la determinacion de las proteinas sericas totales se aplico el método de
Biuret, cuyo principio consiste en la reaccion que experimentan las proteinas con los
iones Cu®* presentes en el reactivo de Biuret en medio alcalino; cada i6n cobre se liga
a la cadena polipeptidica por cuatro enlaces de coordinacion aportados por pares
electronicos libres de los atomos de nitrogeno para dar lugar a la formacion de un
complejo violeta con un maximo de absorcion a 540 nm, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de proteinas totales en la muestra. Cada muestra (50
ul de suero) fue mezclada en un tubo de ensayo contentivo de 3 ml reactivo de Biuret,

y se dejo reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se



realizo la lectura espectrofotométrica a 540 nm. La concentracion de proteinas totales
se calculé mediante una curva de calibracion preparada con una solucion de albumina
de suero bovino (BSA), los resultados fueron expresados en g/dl. Valores

referenciales de proteinas para nifios: 6,2 - 8,0 g/dl (Balcells, 1997).

Determinacién de grupos tioles

Para la determinacién de los grupos tioles en suero, se aplicd el método de
Ellman, el cual se fundamenta en la cuantificacion de tioles libres o asociados a
proteinas mediante la reaccion del &cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), hasta
formar el anion 2-nitro-5-benzoato. Para ello se preparé una solucion buffer
compuesta por Tris HCI-EDTA, de concentracion 30 y 3 mmol/l, se ajustd el pH a
8,2. El reactivo de trabajo 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB) se prepard
disolviendo 29,7 mg de DTNB en 25 ml de metanol (Ellman, 1959; Sedlak, 1968).

A cada tubo de ensayo se le adiciond 50 ul de suero sanguineo, 150 ul de la
solucién buffer, 800 ul de metanol y 50 ul de DTNB, se mezclo y se dej6 reposar por
5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifugaron las
muestras a 300 r.p.m durante 5 minutos. Finalmente, se tomo el sobrenadante para la

posterior determinacidn de los grupos tioles, leyendo la absorbancia a 412 nm.

La concentracion de los grupos tioles (-SH) se calculé por medio de una curva
de calibracion preparada con glutationa reducida (GSH) como estandar. Para ello se
prepard una solucion patron de GSH 0,3 mg/l en agua destilada, a partir de la cual
luego se prepararon patrones de 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 umol/I. El andlisis de

cada muestra se realizo por duplicado y los resultados se expresaron en umol/I.

10



Andlisis estadistico

Se efectu6 un analisis de correlacion multiple para evaluar las posibles
asociaciones entre el mercurio en sangre, las proteinas totales y los grupos tioles (-
SH) de los pacientes en estudio, analizando el tipo y el significado estadistico de tales
correlaciones. Posteriormente, se aplicé un analisis de Chi-cuadrado para evaluar las
posibles asociaciones entre diversos factores como: niveles de Hg, la edad, el sexo,
tipos de alimento, sintomas, versus los niveles de tioles en sangre. Ademas, se realizo
un Test de Student para comparar las medias de los nifios considerados como
contaminados y no contaminados. Todos los anélisis estadisticos fueron efectuados en
un 95% de confiabilidad (Sokal y Rohlf, 1981).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucion por edad y sexo entre escuelas

En la tabla 1 se resume la distribucion por edad y sexo de la poblacion
estudiada. Tanto en la escuela La Trinidad como en la escuela Federal Sucre, la
distribucion de frecuencias por sexo de los nifios seleccionados fue homogénea. Sin
embargo, la distribucion en relacion a la edad mostrd una ligera diferencia. La mayor
frecuencia fue evidenciada hacia las edades extremas, registrandose un promedio de

8,3 afos y siendo la edad mas frecuente 10 afos.

Tabla 1. Distribucion por edad y sexo de los nifios pertenecientes a dos escuelas de la
parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

Escuela La Trinidad Frecuencia Escuela Federal Sucre Frecuencia

Edad Sexo (%) Edad Sexo (%)

6-7 Masculino 27 6-7 Masculino 13

6-7 Femenino 37 6-7 Femenino 7

8-10 Masculino 23 8-10 Masculino 37

8-10 Femenino 13 8-10 Femenino 43
Totales 100 100

Niveles de mercurio

La tabla 2 muestra los intervalos de frecuencias de las concentraciones de Hg
en sangre de los nifios pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho. Los
nifios evaluados presentaron concentraciones medias de mercurio (Hg) de 4,08 + 1,84
ug/l, siendo 0,79 y 11,44 pg/l los valores minimos y maximos encontrados,
respectivamente. Adicionalmente, se evidencié que 16 nifios (27%) presentaron
valores de Hg en sangre por encima de lo establecido por la Organizacion Mundial de
la Salud (5 pg/l), mostrando una media de 6,41 + 1,62 pg/l, en contraste con los nifios
considerados no contaminados (3,23 £ 0,97 ug/l) (ts= 85,68; p<0,0001).
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En general, los niveles de Hg cuantificados en estos nifios son considerados
elevados si se contrasta con los datos reportados por Schober et al., (2003) en nifios
estadounidenses, en los cuales la concentracion promedio encontrada fue de 0,34
pg/l. Estas concentraciones son alarmantes, y solo se han registrado en habitantes de
zonas altamente contaminadas y trabajadores de minas e industrias que manipulan
compuestos contentivos de dicho metal. Silva et al (2004) reporté un promedio de 31
pg de Hg/l en trabajadores buscadores de oro del rio Amazonas Brasilefio, mostrando
un intervalo desde 4 a 130 pg Hg/l. Recientes estudios realizados por Chen et al
(2005) reportaron un alto contenido de Hg en suero y orina en personas laboralmente
expuestas y habitantes de una zona de alta polucién en la republica de China. Estos
investigadores reportan valores 60 veces mas altos en el grupo expuesto en

comparacion al grupo control (60,8 £ 70,2 vs. 0,91 + 0,28 ug Hg/l).

Tabla 2. Intervalo de frecuencia de las concentraciones de mercurio en sangre de los
niflos pertenecientes a dos escuelas de la parrogquia Ayacucho, Cumana.

Concentracion Hg (ug/l) Frecuencias (%)
0,50 -1,00 2
1,01-2,00 7
2,01- 3,00 22
3,01 -4,00 27
4,01 -5,00 17
5,01 -6,00 13
6,01 - 7,00 7
7,01 -8,00 5
8,01 -12,00 2

Al parecer el grado de contaminacién por mercurio en pobladores de la ciudad
de Cumané es considerable. Un estudio realizado por Shrestha y Fornerino (1987)
reveld concentraciones promedios de mercurio de 2,0 + 0,5 ug/g, con un intervalo de
0,4 a 6,1 ng/g en el cabello de 135 individuos (65 varones y 70 hembras) con edades
entre 6 y 61 afios; estos autores no hacen referencias a las posibles fuentes de

contaminacion. En contraste, Mahaffey et al (2004) y Carta et al (2003) han

13



reportado concentraciones de Hg en sangre relativamente elevadas (5,8 pg/l) en
residentes de los Estados Unidos de Norteamérica, nativos y con distintas
procedencias étnicas, teniendo como principal fuente las bajas concentraciones de Hg
contentivas en pescado y otros tipos de alimentos (ostras). Similarmente, recientes
determinaciones de niveles de Hg en sangre en pobladores del rio Tapajos en la
Amazonia brasilefia, revelaron un promedio de Hg total de 38,6 + 21,7 ugll,
metilmercurio 33,6 = 19,4 ug/l y Hg inorganico 5,0 + 2,6 pg/l, relacionados con el
consumo frecuente de pescado (Passos et al., 2007). En distintas investigaciones, se
ha comprobado una relacién positiva entre consumo de productos del mar, en especial
pescado, y el contenido de Hg tanto en sangre, ufias, pelo y orina (Dabeka et al.,
2004; Morrissette et al., 2007; Passos et al., 2007).

Los niveles de Hg obtenidos en la poblacién de este estudio deben ser tomados
en consideracién de manera de controlar y regular las fuentes potenciales de
contaminacion mercurial. La toxicidad del Hg en humanos es conocida, al parecer,
este metal ya sea en forma organica, acomplejado anionico o ién divalente, puede
penetrar a la membrana de los glébulos rojos afectando la permeabilidad de algunos
iones y glucosa (Silbergeld, 2000). Al mismo tiempo, puede dafar de forma
permanente los sistemas nervioso-central, renal-dopaminérgico y cardiovascular.
Ademas, las funciones cerebrales pueden ser afectadas, limitando la habilidad de
aprendizaje en nifios (Kent, 1998; Siblerud, 1990; Burbure et al., 2006).

Los elevados niveles de Hg en sangre pueden dar referencia del posible
transporte del metal a otros 6rganos diana. Se ha considerando que su distribucion en
el organismo puede estar determinada por los siguientes factores: dosis, duracion de
la exposicion, grado de oxidacién del Hg, concentracién de los compuestos
mercuriales en los distintos compartimentos sanguineos, afinidad de los componentes
celulares con el metal, concentracién en relacion con los grupos sulfhidrilos libres y

la velocidad de asociacion/disociacion del complejo Hg-proteinas (Spalding et al.,
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2000). Este ultimo aspecto es muy relevante, ya que a nivel sanguineo el transporte
del Hg se encuentra mediado por proteinas séricas y moléculas ricas en grupos tioles,
con marcada afinidad hacia el metal (Weed et al., 1962; Zalups et al., 2007). Estos
elevados niveles de Hg deben ser tomados en consideracion de manera de controlar y

regular las fuentes potenciales de contaminacion mercurial.

Concentraciones de proteinas totales

Los datos de proteinas obtenidos en este estudio mostraron linealidad débil en
relacién con los niveles de mercurio presentes en sangre (r = 0,32). El ajuste al
modelo lineal entre la valoracion de estas variables presentd la siguiente ecuacion:
[Proteinas] = 0,11 [Hg] + 6,39 (Figura 1). Las concentraciones de proteinas totales en
los nifios evaluados se encontraron entre los intervalos normales establecidos (6,85 *
0,64 g/dl) (Balcells, 1997). Sin embargo, en los 16 nifios con niveles de Hg elevados
(> 5 ug/l) se observé un ligero incremento en los valores de proteinas (7,16 + 0,45
g/dl) en comparacion con los nifios con concentraciones menores a 5 pg de Hg/l (6,74
+ 0,66 g/dl) (ts=5,39; p<0,02).

El aumento de los niveles de proteinas totales en el suero de los nifios con
niveles de Hg mayores a 5 pg/l presumiblemente pueda estar relacionado con la
biosintesis de proteinas implicadas en la quelacion y transporte de metales pesados,
tales como albumina, ferritina, transferrina, y-globulinas y metalotioneinas (Fang y
Fallin, 1976; Lash y Jones, 1985). En el caso de la albumina, ha sido considerada
como la molécula primaria encargada de la captura y transporte de Hg en sangre
(Brown y Shockley, 1982), interactuando desde 1 hasta 4 sitios de unién (p.e &tomos
de sulfuros del aminoécido metionina), a través de uniones tio-eter (C-S-C) (Fang y
Fallin, 1976). Se ha establecido que mas del 98% de los iones de Hg en suero pueden
unirse a la albimina, y sélo una pequefia fraccion puede enlazarse a tioles endogenos

de baja masa molecular (Lau y Sarker, 1979; Zalups, 2000).

15



La albumina del suero humano y la hemoglobina pueden unir 2 moles de Hg
cuando estan en presencia de una concentracion de 3,5.10° mol/l de Hg libre;
mientras que la y-globulina puede unir solo 1 mol (Perkins, 1961; Barltrop y Smith,
1973). Los sitios de union para estas proteinas han sido estimados en 4 para la
albimina y 3 para la hemoglobina, principalmente grupos sulfhidrilos (Fang y Fallin,
1976). Adicionalmente, se ha demostrado que la interaccion de complejos metalicos
con la albumina esta inicialmente asociada con un residuo de histidina (Farid et al.,
1998). Los complejos albdmina-Hg parecen ser labiles, debido al rapido
decrecimiento de las concentraciones de distintas formas de Hg en plasma (Zalups y
Barfuss, 1998). A su vez, se ha sugerido, que a nivel sanguineo podrian ocurrir
intercambios de ligandos entre complejos mercurio-albimina y tioles de baja masa

molecular (Zalups y Barfuss, 2002; Dalle-Donne et al., 2005).
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Figura 1. Relacion entre los niveles de mercurio y concentraciones de proteinas
totales en muestras sanguineas de nifios pertenecientes a dos escuelas de la parroquia
Ayacucho, Cumana, Venezuela.

La interaccion del Hg con proteinas es un aspecto relevante de la bioguimica

esencial de sus efectos toxicoldgicos. Se ha documentado que el Hg organico se une a
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los eritrocitos, mientras que el Hg inorgénico se transporta en la albimina del plasma.
La albimina es una de las proteinas mas abundantes en la sangre y posee alrededor de
109 ligandos catidnicos y 120 anionicos disponibles. Sin embargo, otras proteinas
como la globulina (alfa y beta) transportan ademas de algunos iones metélicos,

particulas coloidales (Silbergeld, 2000).

Estudios realizados con animales experimentales han revelado que las
metalotioneinas y otras proteinas, son moléculas importantes en el metabolismo del
Hg, presentando una alta efectividad de captar y mediar su excrecion. Estas proteinas,
caracterizadas por su elevado contenido de cisteina y ausencia de aminodcidos
aromaticos, pueden unir hasta seis iones de Hg por molécula (Kagi y Schaffer, 1988;
Roesijadi, 1992). Ademas, se ha comprobado que la biosintesis de las metalotioneinas
actla como un mecanismo protector contra la toxicidad de iones metalicos (Palmitier
et al., 1998; Davis y Cousins, 2002; Brandao et al., 2006).

El incremento de las proteinas séricas en los nifios con niveles elevados de Hg
puede estar relacionado con el desempefio molecular de las metalotioneinas y otras
proteinas, en el metabolismo de los metales y en el control de su toxicidad (Hamer,
1986). Las metalotioneinas (MT) caracterizadas y secuenciadas en sangre humana,
estdn conformadas por 61-68 aminoacidos y por un alto contenido de grupos
sulfhidrilos (Nordberg y Nordberg, 2000; Rahman et al., 2000), dichos grupos se
involucran con la formacién de conglomerados tiolados de metales diamagnéticos y
con la remocidn de especies reactivas del oxigeno (Davis y Cousins, 2002; Kondoh et
al., 2003). Este elevado numero de grupos -SH le permite a las MT participar
activamente en el mantenimiento del balance redox, funcionando como moléculas

protectoras en organismos sometidos a un continuo ataque de oxiradicales.
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Grupos tioles totales

Los niveles de Hg y grupos tioles totales en sangre mostraron escasa asociacion
(r =-0,25), presentando un modelo de ajuste lineal descrito por la ecuacién: [-SH] =
-13,80 [Hg] + 446 (Figura 2). A pesar de evidenciarse una relacion débil entre estas
variables, los valores promedios de grupos sulfhidrilos para los nifios con niveles de
Hg > 5 pg/l resultaron disminuidos con respecto a los nifios con menor concentracion
de mercurio en sangre (346,26 = 95,70 umoles/l versus 405,52 + 99,43 umoles/I,
respectivamente) (ts= 4,25; p<0,04). Se observé que el 65 % de la poblacién de nifios
con niveles de Hg en sangre menores a 5 pg/l presentaron concentraciones de tioles
mas altas (310 - 670 pumoles/l). Por el contrario, el 20 % de la poblacion que resulto
con niveles de Hg elevados presento un intervalo de 200 - 400 pmoles/I de grupos
tioles en sangre (Anexo 3). Sélo el 23,4 % de las muestras totales evaluadas
presentaron valores dentro del rango (450 - 650 umoles/l) considerados para personas
saludables (Solis-Carini, 2007).

El descenso en los niveles de grupos tioles (-SH) en los nifios con
concentraciones de Hg elevadas sugiere la participacién de estos grupos funcionales
en la captacion del Hg. A la vez, esta ligera reduccion de grupos -SH es indicativo del
estado de proteccion antioxidante total, lo que podria propiciar la posibilidad de
riesgo o alteraciones oxidativas, consecuencia de una ineficiente barrera antioxidante
del plasma/suero; capacidad que pudiera ser limitada en presencia de Hg. El Hg, al
igual que otros metales pesados, puede inducir la generacion de especies reactivas del
oxigeno (oxiradicales) u otros radicales libres, los cuales a concentraciones elevadas
pueden alterar el sistema de defensa antioxidante celular. Sin embargo, este
mecanismo de produccidn de oxiradicales mediada por Hg no ha sido completamente
esclarecido (Schurz et al., 2000; Zambrano, 2004; Chen et al., 2005).
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El sistema de defensa antioxidante a nivel sanguineo estd conformado por una
maquinaria bioquimica encargada de mantener en condiciones fisiolégicamente
aceptables, los niveles de oxiradicales (Nusetti y Zapata, 2005); donde los grupos
sulfhidrilos cumplen un papel relevante, debido que los compuestos y enzimas redox
antioxidantes son thiol-dependiente. A su vez, este sistema esta vinculado al proceso
de captacion, acumulacién y desintoxicacion del Hg, involucrando la participacion de
moléculas ricas en grupos sulfhidrilos, tales como glutationa reducida,

metalotioneinas, proteinas de alta masa molecular y enzimas antioxidantes.

Los grupos -SH son quimicamente activos y presentan una altisima afinidad por
el Hg (Golman et al., 2001). Igualmente, actian como agentes reductores,
nucleofilicos, antioxidantes y participan en la desintoxicacion de metales pesados.
Ademas, se encuentran asociados a distintos procesos bioldgicos in vivo, tales como
la sintesis de prostaglandinas y regulacion del ciclo celular (Chaseeaud, 1973). De
igual manera, los tioles de baja masa molecular actian como antioxidantes endogenos
y amortiguadores redox, siendo importante en la homeostasis celular (Rubino et al.,
2004). Estas funciones celulares son mediadas por modificaciones post-
traduccionales (procesos de tiolacion de proteinas), la cual involucra la formacion de
mezclas de disulfuros entre GSH vy residuos de cisteina de cadenas polipeptidicas
(Rubino et al., 2004; Dalle-Donnea et al., 2005).
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Figura 2. Relacion entre los niveles de mercurio y concentraciones de grupos tioles

totales en muestras sanguineas de nifios pertenecientes a dos escuelas de la parroquia
Ayacucho, Cumana, Venezuela.

La determinacion de grupos tioles totales ha sido utilizada como un marcador
de contaminacion por metales pesados en distintos sistemas bioldgicos (Pandey et al.,
1999; Garcia y Salazar, 2002; Hernandez, 2006). Con la valoracion de los grupos
tioles, en esta investigacion, se pretendié obtener en forma generalizada, la sumatoria
de las concentraciones de GSH, homocisteina, cisteina y otros compuestos

contentivos de -SH.

Algunas patologias oxidativas, como Alzheimer, coinciden con la disminucién
de la concentracion de grupos sulfhidrilos relacionada con estrés oxidativo (Olivieri
et al., 2002). Ademas, se ha evidenciado que concentraciones elevadas de Hg puede
inducir una reduccién de casi el 30% de los niveles del glutation a nivel celular
(Pendergrass et al., 1999). Contrariamente, Chen et al (2005) reportaron incrementos
sustanciales de los niveles de grupos sulfhidrilos libres y unidos a proteinas, en

trabajadores contaminados por Hg en la localidad de Wanshan (China).
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En contraste, los niveles de grupos sulfhidrilos encontrados en nifios con
elevadas concentraciones del metal, podria ser explicada por posibles alteraciones del
sistema redox celular, especialmente un desbalance en la sintesis y/o recambio de
moléculas ricas en -SH. Se sugiere que los elevados niveles de Hg podrian limitar de
forma indirecta el rol del sistema de defensa antioxidante mediado por estos grupos,
dicha alteracion y/o deficiencia de tioles podria conllevar a problemas metabélicos y
celulares, tales como acidosis, disfuncion organica, hemolisis, desordenes
cardiovasculares e incremento en la incidencia de cancer (Arias, 1976; Siblerud,
1990; Hultberg et al., 1998).

En otro orden de ideas, no se obtuvo correlacion significativa (r=-0,06; p>0,05)
entre las concentraciones de proteinas totales y los niveles de tioles en sangre. Sin
embargo, se infiere que el incremento de los niveles de proteinas séricas en nifios con
niveles de Hg mayores a 5 pg/l, forma parte de un mecanismo de defensa bioquimica,
el cual podria aminorar la toxicidad del Hg, asociado a una efectiva dindmica de
unién que poseen estas proteinas. Ademas, se presume que el Hg puede acomplejarse
a tales proteinas, mediadas 0 no por grupos tioles, y que posteriormente pueden

trasportarlo e intercambiarlo en distintos érganos dianas o posiblemente excretarlo.

Relacion de los niveles de Hg, proteinas, grupos tioles, distribucion de edades y

sexo entre las escuelas

La distribucion de los datos entre las edades de los nifios y los niveles de Hg en
sangre se presenta en la figura 3. En la misma se puede detallar que de los 16 nifios
con niveles de Hg > 5 ug/l, 9 nifios poseen edades comprendidas entre 8 y 10 afios
(15%) vy el resto (12%) son nifios entre 6 a 7 afios. En este trabajo no se encontrd
diferencias significativas entre las concentraciones de Hg con respecto a las edades
evaluadas (p>0,05); se presume que el intervalo de edades de los escolares es muy

sesgado para el objetivo que se perseguia. Contrariamente, en estudios realizados por
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la Organizacién Mundial de la Salud donde se evalué un mayor universo de muestras,
con un amplio rango de edades, sefiala que los niveles de Hg pueden aumentar con la
edad (WHO, 1999; Agusa et al., 2005).

Los resultados arrojados por el analisis de Chi-cuadrado evidencian que los
niveles de -SH, el sexo y la edad de los pacientes estudiados son variables netamente
independientes. Un grupo de 13 nifios (21,67%) de sexo masculino presentd niveles
de tioles en el rango de 310 - 400 pumol/l; igualmente, una cantidad similar de nifios
(21,67%), aunque del sexo femenino mostrd los niveles mas altos de tioles en sangre
410 - 670 umol/l (Anexo 4 y 5). La distribucion de las concentraciones de grupos
tioles en pacientes con relacion a su sexo fue homogénea. Aunque la asociacion no es
significativa, se puede observar que los nifios con mayores niveles de grupos tioles se

encuentran en el grupo de edades 8-10 afios.
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Figura 3. Distribucion ae 1a edad segun la co :entracion de mercurio en los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.
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Cuando se comparan los resultados de los nifios de las dos escuelas donde se
realizd el estudio, los datos obtenidos muestran uniformidad con respecto a los
niveles de Hg, -SH y proteinas. A pesar de no mostrar diferencias significativas en los
analisis estadisticos, se pudo evidenciar que en la escuela La Trinidad se present6 un
mayor numero de casos de nifios con niveles de tioles entre 410 - 670 umol/l,
mientras que los nifios de la escuela Federal Sucre presentaron niveles entre 310 - 400

pumol/l (Anexo 6).

Relacion de los parametros determinados y el consumo de pescado

De forma general, los resultados del analisis de Chi-cuadrado con respecto a los
niveles de tioles y la ingesta de pescado no muestran asociacion significativa, aunque
existe un franco predominio de nifios consumidores de pescado (88,33%), con valores
de tioles en sangre entre 310 a 670 pumol/l (Anexo 7). Esta poblacion presentd una
alta incidencia (al menos una vez por semana) en el consumo de productos del mar
tales como: atin (20%), sardina (20%), catalana (15%), cororoco (15%), pepitonas
(10%), camaron (13%) y mariscos (5%) (Figura 4). Adicionalmente, estos nifios
presentaron intervalos de valores de proteinas de 7,0 - 8,0 g/dl y grupos sulfhidrilos
de 310 - 400 umol/l. De igual manera, se observa que la mayor cantidad de los no

consumidores presentaron niveles de tioles mas altos (410 - 670 pumol/l).

Los resultados del analisis de Chi-cuadrado para cada uno de estos alimentos
muestran ausencia de significancia estadistica entre las variables estudiadas (Anexos
8, 9, 10 y 11). Adicionalmente, y en forma general, se evidencia que los nifios
encuestados expresaron no ser consumidores masivos de productos marinos como la
pepitona, camardn y mariscos (Anexos 12, 13 y 14); alimentos caracterizados por ser

bio-concentradores de metales pesados (Rojas et al., 2004).
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La cercania de nuestra ciudad al mar propicia que los habitos alimenticios de
sus pobladores tengan como fuente principal de proteinas a los peces. En este
contexto, se ha demostrado en distintas publicaciones que una de las principales
fuentes de contaminacion por mercurio es el consumo de pescado. Shrestha et al
(1988) determinaron los niveles de mercurio en 63 especies de peces capturados en la
linea costeras cercana a la ciudad de Cumand, reportando valores promedio de 0,09
Mg/g en tejido, encontrandose 7 especies con concentraciones de mercurio elevadas (>
0,10 pg/g) y el resto con promedios menores a 0,08 pg/g. Las mayores
concentraciones de mercurio fueron estimadas en la lisa (Mugil curema) de 0,04 pg/g
y Tajali (Trichiurus lepturus) 0,19 pg/g. Silva (1999) reportd valores para el atun
listado (Katsuwonus pelamos) y aleta amarilla (Thunnus albacares) entre 0,09 - 1,20
y 0,06 - 1,00 pg/g de masa seca, respectivamente. Adicionalmente, en un estudio
realizado en la ciudad de Mérida demostré que peces expendidos en su mercado y
provenientes del oriente del pais promediaban valores elevados de dicho metal

(Marcano y Rosa-Trocons, 2001).
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Figura 4. Frecuencia del consumo de organismos marinos en nifios con
concentraciones de mercurio (>5 ug/l) pertenecientes a dos escuelas de la parroquia
Ayacucho, Cumana, Venezuela.
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Posible sintomatologia

En general, segun los sintomas reportados en la encuesta, se puede observar
claramente que el grupo de los nifios con niveles de Hg mayores a 3,0 pg/l y tioles en
sangre de 410 - 670 umol/l fueron los que presentaron mayormente tos. Ademas, los
nifos evaluados expresaron no presentar problemas diarreicos (80,00%), aunque si se
evidencia predominio de pacientes con ausencia de perdida de peso (80,00%). Los
escolares encuestados que presentaron bajos niveles de Hg expresaron no sufrir de
dolor de cabeza (63,33%), ni tener problemas en la vision (76,67%). Aunque, una
cantidad minima de nifios (20%) presentd afecciones visibles en la piel (Anexos 15,
16, 17, 18, 19y 20).

Son pocos los trabajos que documentan la relacion existente entre los niveles de
tioles y la posible aparicion de alguna manifestacion clinica en el individuo expuesto
a metales pesados. En este contexto, se ha sugerido que la frecuencia de los sintomas
depende directamente del nivel de intoxicacion de la persona, asi como de la
magnitud y el tiempo de exposicion (Schettler, 2001; Counter, 2003; Vicente et al.,
2004).

Los estudios realizados por la Academia Nacional de Ciencias (2000) refieren
que la etapa infantil es especialmente vulnerable a la exposicion a altos niveles de Hg,
y sus efectos nocivos en particular conllevan a toxicidad neuroldgica y renal.
Klaassen (1996) encontrd que la intoxicacion por Hg produce trastornos neurologicos
que pueden dafar de forma permanente el sistema nervioso central (paralisis cerebral)
y retraso en el crecimiento de los nifios. Es posible, que los niveles de Hg encontrados
en este estudio no fueron suficientemente toxicos para llegar a desarrollar en los nifios

los sintomas caracteristicos de la intoxicacion por este metal.
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Figura 5. Sintomas mas frecuentes en nifios con concentraciones de mercurio (>5
ug/l) pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

No obstante, las variaciones en los niveles de grupos sulfhidrilos y proteinas
séricas en nifios con elevados niveles de Hg, probablemente se relacione con una
condicion de estrés quimico provocado por las concentraciones altas del metal. La
sensibilidad de los marcadores bioquimicos evaluados los convierte en sefiales de
alarma importantes, que podrian ser implementadas como pruebas adicionales para
diagnosticar efectos toxicos por exposicion a metales pesados en humanos. Es posible
que el incremento de proteinas totales forme parte de una respuesta compensatoria
autoprotectiva ante la presencia del metal incorporado en sangre, y que la reduccion
de grupos tioles sea una indicacion de una alteracion molecular que podria conducir a

aminorar la capacidad antioxidante total en nifios con elevados niveles de Hg.

Es importante indagar sobre otras posibles fuentes de contaminacion por Hg en
nuestra ciudad para poder plantear los planes correctivos. Adicionalmente, es
necesario realizar estudios para evaluar posibles alteraciones neuroldgicas, pruebas
psicomotoras y de aprendizaje para relacionarlas con las concentraciones de Hg en
sangre en los nifios. Es importante tomar medidas preventivas contra posibles focos

de contaminacidn con otros metales toxicos.
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CONCLUSIONES

El 27% de los casos estudiados presentaron valores de Hg en sangre por encima
de lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (5 pg/l).

El incremento de proteinas totales en el suero de los nifios con niveles de Hg
mayores a 5 g/l parece formar parte de un mecanismo de captacion y/o proteccién

en presencia del metal.

La disminucion de las concentraciones de los grupos tioles en los nifios con
niveles de Hg mayores a 5 pg/l puede estar asociada a interacciones entre el metal y
los -SH, condicion que podria conllevar a posibles perturbaciones en la capacidad

antioxidante.

No se encontré relacion entre la concentracion de Hg en sangre y los productos

del mar (peces y mariscos) que consumian los nifios.
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RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar un estudio con un mayor universo de nifios y evaluar
posibles alteraciones neuroldgicas, parametros como talla y peso, pruebas de

aprendizaje y relacionarlas con las concentraciones de Hg en sangre.

Es necesario hacer una evaluacién para determinar la fuente de Hg en los nifios

de la parroquia Ayacucho, incluyendo la determinacion de metal en las madres.
Es importante seguir realizando estudios para evaluar posibles alteraciones

neuroldgicas, pruebas psicomotoras y de aprendizaje para relacionarlas con las

concentraciones de Hg en sangre en los nifios contaminados.
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Anexol

ENCUESTA
Fecha: N°

Apellidos y nombres del nifio

Edad: Sexo: M F Grado:

Escuela

Direccion

El nifio come:

Pescado: SI( ) NO( )
Carne: SI( ) NO ( )
Pollo: SI( ) NO( )

Cuantos dias a la semana come pescado:

Cuantas veces al dia come pecado:

Que tipo de pescado y productos del mar come con mas frecuencia:

Atan () Sardina ( ) Pepitona ( ) Mejillones () Catalana ( )
Camaron () Corocoro ()

Otros

Su hijo sufre de: Vomitos: SI () NO( )
Diarrea: SI () NO ( )
Néauseas: SI () NO ( )
Tos:SI( ) NO( )
Dolor de cabeza: SI( ) NO:( )
Pérdidade peso: SI( ) NO( )
Problemasenlavista: SI( ) NO:( )
Erupciones en la piel: SI( ) NO: ()



ANEXO 2

Consentimiento valido

Bajo la coordinacion de los profesores Luisa Rojas y Edgar Zapata, se esta
realizando el proyecto de investigacion titulado: “RELACION ENTRE LAS
CONCENTRACIONES DE PROTEINAS TOTALES Y GRUPOS TIOLES, CON LOS
NIVELES DE MERCURIO EN SANGRE, EN NINOS DE 6 A 10 ANOS
PERTENECIENTES A DOS ESCUELAS DE LA PARROQUIA AYACUCHO,
CUMANA, VENEZUELA”.

Y0~:
C.I: Nacionalidad
Estado civil: Domiciliado en:

_ Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion,
propdsito, inconveniente y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante
el presente:

1. Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este Proyecto, de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion intitulado: “RELACION ENTRE LAS
CONCENTRACIONES DE PROTEINAS TOTALES Y GRUPOS TIOLES,
CON LOS NIVELES DE MERCURIO EN SANGRE, EN NINOS DE 6 A 10
ANOS PERTENECIENTES A DOS ESCUELAS DE LA PARROQUIA
AYACUCHO, CUMANA, VENEZUELA”.

2. Tener conocimiento claro que el objetivo del trabajo es: Relacionar las
concentraciones de proteinas totales y grupos tioles, con los niveles de mercurio
en sangre, en nifios de 6 a 10 afios pertenecientes a dos escuelas de la parroguia
Ayacucho Cumana, Venezuela”.

3. Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador, en el cual
se establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera voluntaria una
muestra de sangre de mi representado, tomada por el investigador del proyecto.

4. Que la muestra de sangre que acepto donar sera utilizada Unica y exclusivamente
para determinar las concentraciones de proteinas totales y grupos tioles, y su relacion con
los niveles de mercurio en sangre, en nifios de 6 a 10 aflos pertenecientes a dos escuelas de
la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

5. Que el equipo de personas que realizan esta investigacion coordinada por los
profesores Luisa Rojas y Edgar Zapata, me han garantizado confidencialidad relacionada



tanto a mi identidad como a cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que tenga
acceso por concepto de mi participacion en el proyecto antes mencionado.

6. Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de los
resultados obtenidos en el presente estudio.

7. Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo e inconveniente alguno
para mi salud.

8. Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me seré respondida
oportunamente por parte del equipo antes mencionado, con quienes me puedo comunicar
por el teléfono: 02934315134, Mildred Barreto.

9. Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio
de tipo econdmico producto de hallazgos que puedan producirse en el referido Proyecto de
Investigacion.



DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto a
este formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion es totalmente voluntaria,
acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de
investigadores a realizar el referido estudio en la muestra de sangre venosa que acepto
donar para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacién y donacidén en cualquier
momento sin que ello conlleve algun tipo de consecuencia negativa para mi persona.

Firma del voluntario
Nombre y Apellido

C.l:

Lugar

Fecha

Firma del testigo Firma del testigo
Nombre vy Apellido Nombre vy Apellido
Lugar Lugar

Fecha Fecha

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del protocolo
mencionado, certifico mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este
formulario de consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios
de la participacion en este estudio o Ningun problema de indole meédica, de idioma o de
instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con este
estudio.

Por el proyecto Relacién entre las concentraciones de proteinas totales y grupos
tioles, con los niveles de mercurio en sangre, en nifios de 6 a 10 aflos pertenecientes a dos
escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela”.

Nombre:

Lugar y fecha:




Anexo 3. Asociacion entre los niveles de tioles totales y las concentraciones de mercurio en
los nifios pertenecientes a dos escuelas de la parroguia Ayacucho, Cumana, Venezuela. Los

datos representan el nimero de personas y entre paréntesis el porcentaj

e.

-SH (umol/l) <5 pgde Hg/l >5 pg de Hg/l Total por filas

200 - 300 5 7 12
(8,33%) (11,67%) (20,00%)

310 - 400 18 5 23
(30,00%) (8,33%) (38,33%)

410 - 670 21 4 25
(35,00%) (6,67%) (41,67%)

Total por columnas 44 16 60
(73,33%) (26,67%) (100,00%)

X*=7,89* X*2 005= 5991

Anexo 4. Asociacion entre los niveles de tioles y el sexo de los nifios pertenecientes a dos

escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (umol/l) Femenino Masculino Total por filas

200 - 300 6 6 12
(10,00%) (10,00%) (20,00%)

310 - 400 10 13 23
(16,67%) (21,67%) (38,33%)

410 - 670 13 12 25
(21,67%) (20,00%) (41,67%)

Total por columnas 29 31 60
(48,33%) (51,67%) (100,00%)

X* = 0,37 NS; X*@2005= 5,991

Anexo 5. Asociacion entre los niveles de tioles y la edad de los nifios pertenecientes a dos

escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (umol/l) 6 — 7 afios 8 — 10 afos Total por filas
200 - 300 6 6 12
(10,00%) (10,00%) (20,00%)
310 - 400 9 14 23
(15,00%) (23,33%) (38,33%)
410 - 670 9 16 25
(15,00%) (26,67%) (41,67%)
Total por columnas 24 36 60
(40,00%) (60,00%) (100,00%)
X? =0,67 NS; X*(2,0,05= 5,991
Anexo 6. Asociacion entre los niveles de tioles y las escuelas muestreadas.
-SH (umol/l) Federal Sucre Trinidad Total por filas
200 - 300 7 5 12
(11,67%) (8,33%) (20,00%)




310 - 400 14 9 23
(23,33%) (15,00%) (38,33%)

410 - 670 9 16 25
(15,00%) (26,67%) (41,67%)

Total por columnas 30 30 60
(50,00%) (50,00%) (100,00%)

X* =3,38 NS; X *2,005= 5,991

Anexo 7. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de pescado de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (umol/l) No Si Total por filas

200 - 300 2 10 12
(3,33%) (16,67%) (20,00%)

310 - 400 2 21 23
(3,33%) (35,00%) (38,33%)

410 - 670 3 22 25
(5,00%) (36,67%) (41,67%)

Total por columnas 7 53 60
(11,67%) (88,33%) (100,00%)

X* = 0,49 NS X® (5,0 05)= 5,991

Anexo 8. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de atin de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 3 9 12
(5,00%) (15,00%) (20,00%)

310 - 400 4 19 23
(6,67%) (31,67%) (38,33%)

410 - 670 7 18 25
(11,67%) (30,00%) (41,67%)

Total por columnas 14 46 60
(23,33%) (76,67%) (100,00%)

X* =0,78 NS; X*(2:005= 5,991

Anexo 9. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de sardina de los nifios

pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas
200 - 300 3 9 12
(5,00%) (15,00%) (20,00%)
310 - 400 8 15 23
(13,33%) (25,00%) (38,33%)
410 - 670 12 13 25




(20,00%) (21,67%) (41,67%)
Total por columnas 23 37 60
(38,33%) (61,67%) (100,00%)

X? =2,01 NS; X*(2,0.05= 5,991

Anexo 10. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de catalana de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 4 8 12
(6,67%) (13,33%) (20,00%)

310 - 400 9 14 23
(15,00%) (23,33%) (38,33%)

410 - 670 12 13 25
(20,00%) (21,67%) (41,67%)

Total por columnas 25 35 60
(41,67%) (58,33%) (100,00%0)

X® =0,82 NS; X*(2,0.05= 5,991

Anexo 11. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de corocoro de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (umol/l) No Si Total por filas

200 - 300 5 7 12
(8,33%) (11,67%) (20,00%)

310 - 400 6 17 23
(10,00%) (28,33%) (38,33%)

410 - 670 10 15 25
(16,67%) (25,00%) (41,67%)

Total por columnas 21 39 60
(35,00%) (65,00%) (100,00%)

X* = 1,31 NS; X*(2:005= 5,991

Anexo 12. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de pepitona de los nifios

pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 8 4 12
(13,33%) (6,67%) (20,00%)

310 - 400 11 12 23
(18,33%) (20,00%) (38,33%)

410 - 670 19 6 25
(31,67%) (10,00%) (41,67%)

Total por columnas 38 22 60
(63,33%) (36,67%) (100,00%)

X? = 4,17 NS X% (2,005 = 5,991



Anexo 13. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de camaron de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 5 7 12
(8,33%) (11,67%) (20,00%)

310 - 400 15 8 23
(25,00%) (13,33%) (38,33%)

410 - 670 20 5 25
(33,33%) (8,33%) (41,67%)

Total por columnas 40 20 60
(66,67%) (33,33%) (100,00%)

X? =5,40 NS; X*(2,0,05= 5,991

Anexo 14. Asociacion entre los niveles de tioles y la ingesta de mariscos de los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 5 7 12
(8,33%) (11,67%) (20,00%)

310 - 400 8 15 23
(13,33%) (25,00%) (38,33%)

410 - 670 16 9 25
(26,67%) (15,00%) (41,67%)

Total por columnas 29 21 60
(48,33%) (51,67%) (100,00%)

X® = 4,36 NS; X*(2,0,05= 5,991

Anexo 15. Asociacién entre los niveles de tioles y la presencia de tos en los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 4 8 12
(6,67%) (13,33%) (20,00%)

310 - 400 12 11 23
(20,00%) (18,33%) (38,33%)

410 - 670 9 16 25
(15,00%) (26,67%) (41,67%)

Total por columnas 25 35 60
(41,67%) (58,33%) (100,00%)

X* = 1,72 NS; X*(2:005= 5,991

Anexo 16. Asociacion entre los niveles de tioles y la presencia de diarreas en los nifios
pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.



-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 10 2 12
(16,67%) (3,33%) (20,00%)

310 - 400 18 5 23
(30,00%) (8,33%) (38,33%)

410 - 670 20 5 25
(33,33%) (8,33%) (41,67%)

Total por columnas 48 12 60
(80,00%) (20,00%) (100,00%)

X* =0,13NS; X*(2:005= 5,991

Anexo 17. Asociacion entre los niveles de tioles y la presencia de pérdida de peso en los

nifios pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No | Si Total por filas

200 - 300 10 2 12
(16,67%) (3,33%) (20,00%)

310 - 400 18 5 23
(30,00%) (8,33%) (38,33%)

410 - 670 20 5 25
(33,33%) (8,33%) (41,67%)

Total por columnas 48 12 60
(80,00%) (20,00%) (100,00%)

X? =0,13 NS; X*(2,0.05= 5,991

Anexo 18. Asociacion entre los niveles de tioles y la presencia de dolor de cabeza en los

pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 6 6 12
(10,00%) (10,10%) (20,00%)

310 - 400 15 8 23
(25,00%) (13,33%) (38,33%)

410 - 670 17 8 25
(28,33%) (13,33%) (41,67%)

Total por columnas 38 22 60
(63,33%) (36,67%) (100,00%)

X* = 1,19 NS ; X*(2:005= 5,991

Anexo 19. Asociacion entre los niveles de tioles y la presencia de problemas en la vista en

los pertenecientes a dos escuelas de la parroquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (umol/l) No Si Total por filas
200 - 300 9 3 12
(15,00%) (5,00%) (20,00%)
310 - 400 17 6 23
(28,33%) (10,00%) (38,33%)
410 - 670 20 5 25




(33,33%) (8,33%) (41,67%)
Total por columnas 46 14 60
(76,67%) (23,33%) (100,00%)

X? =0,27 NS; X*(20,05= 5,991

Anexo 20. Asociacion entre los niveles de tioles y la presencia de erupciones en la piel en
los nifios pertenecientes a dos escuelas de la parrogquia Ayacucho, Cumana, Venezuela.

-SH (pmol/l) No Si Total por filas

200 - 300 9 3 12
(15,00%) (5,00%) (20,00%)

310 - 400 18 5 23
(30,00%) (8,33%) (38,33%)

410 - 670 21 4 25
(35,00%) (6,67%) (41,67%)

Total por columnas 48 12 60
(80,00%) (20,00%) (100,00%)

X? =0,48 NS ; X*(20,05= 5,991
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contaminacion por mercurio. Los elevados niveles de Hg encontrados en sangre
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posibles causas de contaminacion mercurial en estos nifios.
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