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RESUMEN
El liquido pleural lubrica y mantiene himedo al tejido pulmonar y la caja tordcica durante la
respiracion. Por lo cual, es un fluido atil para diagnosticar algunas enfermedades. La determinacion de
metales presentes en el derrame pleural, acumulacion de liquido seroso en la pleura, puede emplearse
como biomarcador de los procesos bioldgicos normales o patoldgicos, asi mismo por la exposicion a
factores ambientales. Por otro lado, la exposicion a material particulado (PM:s) al penetrar
profundamente en las vias respiratorias se ha relacionado con un incremento en la mortalidad a nivel
mundial, y aumentando el riesgo de desarrollar cancer pulmonar, por su contenido de metales y
metaloides.
El objetivo de este trabajo; fue desarrollar una metodologia para el analisis cualitativo y cuantitativo
de elementos trazas (metal-metaloides), presentes en el liquido pleural de pacientes con derrame
pleural.
Se colectaron 133 muestras de liquido pleural, mediante toracocentesis en pacientes del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosi6 Villegas” (INER), residentes de la Ciudad de
México y del Estado de México. Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm por 5 min y la fase
acuosa fue transferida a tubos Eppendorf de 1.5 mL para su manejo.
Para el analisis elemental, estas fueron descongeladas, agitadas en vértex y digeridas con HNO; en
horno de microondas con rampa de temperatura hasta 140 °C.
Para la determinacién de elementos presentes en las muestras digeridas se utilizaron las técnicas de
Espectrometria de Emision Optica con plasma acoplado Inductivamente (ICP-OES) para elementos
mayoritarios y traza y Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) para
elementos ultra traza. Para la cuantificacion de los elementos presentes se consideraron como
parametros de validacion el porcentaje de recuperacion de elementos en la matriz >80%, limites de
deteccion (0.01-1.08) ng/mL para ICP-MS y (0.27-28.95) ng/mL para ICP-OES y desviacion estandar
relativa (RSD) menor al 10%. Se identificaron once elementos mayoritarios, entre los que encuentran
Ca (61738 ng/mL), K (20451 ng/mL), Mg (14344 ng/mL), Fe (3290.4 ng/mL), Cu (589 ng/mL), Zn
(404 ng/mL); elementos trazas, destacando la presencia de Ti (249 ng/mL), Cr (227 ng/mL), Mo (81
ng/mL), V (51 ng/mL), Se (45 ng/mL) y Sb (1.3 ng/mL); ademés de algunos otros elementos en
concentraciones menores como son: Sn, Co, Pd y Cd.
Mediante el uso de las técnicas analiticas de ICP-OES e ICP-MS, se identificaron principalmente
elementos traza metal-metaloides. La principal fuente de emision de los metales pesados es de origen
antropogenico. La exposicion de estos elementos puede ocasionar enfermedades crénicas como cancer
pulmonar. Los niveles de metales en derrame pleural pueden ser el resultado directo o indirecto de la

exposicion a la contaminacion del aire.
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MARCO TEORICO

1. Liquido pleural, caracteristicas y funciones.

El liquido pleural es un lubricante para el movimiento de los pulmones durante la inhalacion
y la exhalacién; se encuentra en la cavidad pleural entre la pleura visceral que recubre la
superficie del pulmon y la pleura parietal que recubre la superficie interna de la pared toracica
(ver figura 1). Se forma a partir de un filtrado plasmético, en condiciones normales, existe
una pequefa cantidad de liquido libre en el interior de la cavidad pleural, resultante del
equilibrio entre su formacion y su reabsorcion, este equilibrio dinamico se mantiene gracias
al juego de las presiones hidrostatica y coloidosmotica entre los capilares viscerales y los
parietales, a la integridad de la serosa y al drenaje linfatico. De acuerdo con Guillermo y
Rend (2009), el volumen normal de este liquido oscila entre (0.1 y 0.2) mL/kg del peso
corporal (5 a 15) mL, es de color claro e inodoro. En ocasiones, se acumula demasiado
liquido en la pleura, esto se conoce como derrame pleural, lo que dificulta la respiracion al
limitar la expansion pulmonar durante la ventilacion. Por lo que se realiza la toracocentesis

que consiste en sacar liquido pleural mediante una jeringa.
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Figura 1. (a) Esquema de vision anterior de las pleuras. En el hemitérax izquierdo se ha proyectado la
silueta del saco pleural. EI hemitorax derecho se ha abierto y el pulmén y la pleura han sido
seccionados horizontalmente a nivel del hilio. (b) Esquema de pulmén derecho con corte longitudinal
(Garcia-Porrero, 2019).
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El liquido pleural cumple una funcion fisioldgica en la respiracion, al tiempo que es una
medida util para diagnosticar y evaluar enfermedades como cancer de pulmon, insuficiencia
cardiaca, entre otros traumatismos y anomalias. Una breve revision de la anatomia y
fisiologia del liquido pleural normal proporciona un punto de referencia para evaluar las
causas de las colecciones anormales de liquido y los derrames pleurales. Los fluidos
pulmonares extracelulares forman una mezcla compleja y dindmica de varios componentes:
(1) surfactantes que incluyen mas del 90 % de lipidos (fosfolipidos), con el 10 % restante
compuesto por una mezcla de proteinas; (2) material mucoso compuesto principalmente de
glicomucoproteinas; y (3) un trasudado de suero acuoso (Pelfréne et al. 2017). Este liquido de
aspecto lechoso tiene un volumen normal de (0.1-0.2) mL/kg con un pH alcalino, debido a la
acumulacién de bicarbonato en la cavidad pleural; entre las sustancias que lo constituyen se
encuentran la alfa amilasa, glucosa, colesterol, creatinina, bilirrubina, el &cido hialurénico,
enzimas como lisozima, lactato deshidrogenasa; triglicéridos entre 50-110 mg/dL, ademaés de
que los derrames pleurales malignos suelen presentar un aumento en ferritina mayores de
805 pg/L con un conteo de células 1.000-5.000 mm? de las cuales del (3-7) % son células
mesoteliales, del (30-75) % son monocitos, del (20-30) % linfocitos y el 10 % granulocitos
(Sirvent Ochando, M. et al, 2010).

Tabla 1. Caracteristicas del liquido pleural (Sirvent Ochando, M. et al, 2010).

Caracteristicas fisicas Composicion bioquimica

Aspecto lechoso Proteinas totales: 20-60 g/L
pH alcalino 7.4-7.8 Albumina: 1.2-4.1 g/dL
Esteril Grasa total: 0.4-6.0 g/dL

Triglicéridos: > 110 mg/dL
Colesterol: 65-220 mg/dL

Relacion triglicéridos liquido pleural/suero >1

Relacion colesterol liquido pleural/suero <1

Clinicamente, el derrame pleural es el resultado de diferentes enfermedades como cancer de
pulmon, neumonia e insuficiencia cardiaca congestiva (ICC): debido a la variacion en la
concentracion de las proteinas 0 metales presentes en los derrames pleurales, éstos pueden
medirse y evaluarse objetiva y cuantitativamente como biomarcadores de procesos bioldgicos

normales o patoldgicos y exposicion a factores ambientales (Bai et al. 2019).
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Actualmente, no se tiene un estudio de la cuantificacion de los elementos presentes en el
liquido pleural de una persona sin padecimientos del pulmon, por cuestiones de bioética, por
lo que se usa como biomarcador el suero. Considerando al liquido pleural como liquido en
contacto con el organo afectado, se le ha atribuido mayor importancia a la evaluacion de su
composicion, y se suele comparar la composicion entre los diferentes causantes de derrame
de éste, comparando el derrame por cancer de pulmon con el de neumonia, tuberculosis, entre
otros. Actualmente también se utilizan disoluciones que simulan la composicion vy

condiciones de éste, como la Solucién Gamble (Boisa et al. 2014).
2. Contaminacion atmosférica.

Con el desarrollo y la acelerada modernizacion urbana, la contaminacion del aire cada vez es
mayor, ademas del impacto que ha provocado en la salud humana, se ha convertido en un
tema de investigacion principal. Los contaminantes del aire incluyen contaminantes gaseosos
y materia particulada (PM) (por sus siglas en inglés, particulate matter). Las particulas con un
didmetro aerodinamico inferior a 10 um (PM1o) tienen un mayor impacto en la salud humana.
Las particulas PM1o se puede subclasificar en grueso (< 10 pm), fino o PMa2s (< 2.5 um) y
particulas ultrafinas (< 0.1 um) (Kastury et al. 2018). EI grupo de PMas, tiene didmetros
pequefios; sin embargo, grandes areas de superficie y, por lo tanto, puede ser capaz de
transportar diversas sustancias toxicas y atravesar la filtracion del pelo de la nariz, llegar al
final del tracto respiratorio con flujo de aire y acumularse en la pleura por difusién, dafiando

otras partes del cuerpo a traves del intercambio de aire en los pulmones (Xing et al. 2016).

Estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos en animales e in vitro Stopford et al. 2003, Goullé
et al. 2005; Colombo, Monhemius, y Plant 2008; Boisa et al. 2014; Xing et al. 2016; Lee et
al. 2017 y Ho et al. 2019; han demostrado que la composicion quimica, la concentracion; asi
como la presencia fisica de las particulas inhaladas, desempefian un papel importante en los
efectos toxicos y cancerigenos asociados a la salud humana;, se ha demostrado
sisteméaticamente una asociacion entre las PM en el aire, sobre todo PM_s; y un mayor riesgo
de morbilidad y mortalidad entre las poblaciones expuestas. Entre otros componentes, se
sospecha que los metales asociados con PM ambiental juegan un papel en la contribucién a
los resultados cardiorrespiratorios adversos. En particular, las formas elementales solubles
asociadas con las particulas suspendidas en el aire se han identificado como una
preocupacion prioritaria, debido a su mayor biodisponibilidad prevista y, con ello,
probablemente un mayor potencial toxico (Zereini, Wiseman, y Puttmann. 2012).
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En octubre de 2013, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, segun
sus siglas en inglés) clasificd el material particulado (PM) de la contaminacion del aire
exterior como cancerigeno para los humanos, indica que 223,000 muertes por cancer de
pulmon a nivel mundial estan asociadas con la exposicion al aire contaminado (Huang et al.
2017). Sin embargo, los efectos de la contaminacion del aire sobre el derrame pleural siguen
sin estar claros. Estos resultados sugirieron que las particulas més pequefias de PM2s pueden
trasladarse a la cavidad pleural después de la inhalacion. Por lo tanto, las alteraciones en la
composicion del derrame pleural, puede ser el resultado directo o indirecto de la exposicion a

la contaminacion del aire (Bai et al. 2021).

Comprender cdmo las PM2s conducen a enfermedades respiratorias ayudard a prevenir y
diagnosticar los problemas de salud correspondientes y a la evolucion de métodos y
tecnologias mas efectivos para el tratamiento de enfermedades inducidas por PMas. Sin
embargo, el mecanismo exacto por el cual las PM2s causan estas alteraciones, no ha sido del
todo dilucidado.

3. Elementos potencialmente toxicos.

La toxicidad de los elementos depende en gran medida de la dosis y especiacion. Los
elementos de los materiales terrestres incluyen (1) elementos esenciales/beneficiosos (como
Ca, Co, Cu, Cr, F, I, Fe, Mg, Mo, Mn, Se y Zn) para los cuales los problemas de salud pueden
resultar de cualquiera de las deficiencias o excesos, y (2) elementos no esenciales (como Al,

As, Be, Cd, Pb, Hg, Ni, radionuclidos) que son tdxicos en exceso (Pelfréne et al. 2017).

Los elementos potencialmente toxicos (EPT) (Nielsen, 2009) es un término general definido
por muchos autores, que incluye aquellos elementos que debido a sus caracteristicas y
cantidades pudieran ser dafiinos para la biota, como por ejemplo el arsénico (As), cadmio
(Cd), mercurio (Hg) y plomo (Pb) que son EPT para los humanos, son ampliamente usados
en la industria, son relativamente abundantes y causan graves perturbaciones a los ciclos
biogeoquimicos y biologicos. Ademas, de acuerdo con la agencia para sustancias toxicas y el
registro de enfermedades; el As, Be, Cd, Cr, Ni y Pb son elementos clasificados como

contaminantes aéreos peligrosos y carcindgenos potenciales para el ser humano.
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4. Digestion de muestras en horno de microondas.

La evolucién de las técnicas analiticas ha permitido la determinacion de numerosos
elementos quimicos en bajas concentraciones. Sin embargo, estas técnicas generalmente
implican la introduccion de muestras como soluciones acuosas a la llama, horno o plasma
(Kilrkham, 2014). La digestion por medio de microondas es uno de los procedimientos
estdndar mas utilizados en la preparacion de muestras para el analisis elemental en quimica
analitica. El principio para la digestion de muestras por horno de microondas se basa en el
uso de las ondas electromagnéticas, definidas en un intervalo de frecuencia entre 300 MHz a
300,000 MHz, en el caso de un horno de digestion, la frecuencia utilizada es de 2,450 MHz;
el proceso de digestion de muestra es una reaccion quimica de la muestra generalmente con
acidos fuertes o peréxido de hidrogeno, para digerir o descomponer la muestra y dejar los
iones suspendidos en la disolucién. (Canales, 2018).

La técnica se basa en la energia que proporcionan los magnetrones del horno, que son los
dispositivos responsables de generar las microondas en formade radiacion ionizante,
transformando la energia eléctrica en energia electromagnética, causando que las moléculas
de agua y de acidos de comportamiento polar, roten sus dipolos provocando choques
iterativos, los cuales culminan en el calentamiento localizado de la disolucion. Esta
energia es absorbida por los acidos utilizados para la digestion con el fin de producir calor en
la solucidn y ser absorbida por la muestra (Baeza, 2005).

Se han desarrollado recipientes especiales para la digestion en condiciones de alta
temperatura y presion (sistema Titan MPS), que pueden ser monitoreados y controlados
continuamente. Esta caracteristica permite establecer altas temperaturas de digestion mientras
se asegura que el recipiente y la muestra permanezcan por debajo de los limites del método
(PerkinElmer, 2013). Para algunos sistemas, se permite la eleccion de un programa de
calentamiento (tiempo, potencia, presidn o temperatura) adecuados para la digestién completa
de una muestra especifica. Los reactivos mas utilizados para la digestion de las muestras en el
horno de microondas son: acido nitrico, acido clorhidrico, peroxido de hidrogeno y en
algunos casos se utiliza acido fluorhidrico, para lograr la digestion de ciertas matrices

dificiles de digerir.
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En el caso de muestras orgénicas, si el contenido de carbono residual es alto después de una
destruccion incompleta de las muestras, las interferencias pueden afectar la precision de las
mediciones  analiticas. Las interferencias se  pueden  predecir 'y  evitar
adecuadamente, dependen de la composicion quimica de la muestra, del método de

descomposicion seleccionado y del método analitico elegido para las determinaciones.

Las matrices orgénicas generalmente se oxidan con &cido nitrico a alta presion (> 25 bar),
pero las sustancias que contienen proteinas y grasas son propensas a producir residuos
organicos, que no reaccionan con el acido nitrico, cuando el maximo de temperatura de
reaccion esta limitada a 180 °C. Por otro lado, los carbohidratos puros (por ejemplo, azucar y
celulosa) son casi completamente mineralizados por acido nitrico a 180 °C, y la mayoria de
los iones metélicos permanecen disueltos en la disolucion final (digesto). También se
obtienen disoluciones libres de carbono cuando las grasas que hay, no contienen grasas
insaturadas. Sin embargo, en el caso del &cido linoleico o éster de &cidos linolénicos la
reaccion con el &cido nitrico produce acido 1,2-ciclopropanocarboxilico, que es estable y
permanece como carbono residual en el digerido (Barnes, 2014).

La descomposicion de sustancias que contienen proteinas u otras que contienen aminoacidos
producen &cidos nitrobenzoicos formados a partir de fenilalanina por digestion con acido
nitrico, que son electroquimicamente activos. Ademés de los &cidos nitrobenzoicos, otros
productos de la descomposicion de los aminoécidos permanecen en los digeridos y se pueden
predecir interferencias dependiendo del principio de medicion.

Es importante recalcar que aun aumentando el tiempo de reaccion y el volumen de &acido
nitrico estos residuos organicos no se mineralizardn si la descomposicion se realiza a 180—
200 °C (Barnes, 2014).

El &cido nitrico concentrado caliente es un oxidante fuerte que disuelve todos los metales
comunes, con excepcion del aluminioy el cromo, los cuales no son afectados por este
reactivo debido a la formacion de oxidos de superficie. El acido nitrico caliente por si solo o
en combinacion con otros acidos o peroxido de hidrogeno para aumentar el poder oxidante de
la disolucion, favoreciendo la descomposicion de las macromoléculas, es ampliamente
utilizado para descomponer muestras organicas y determinar el contenido de metales traza. El
proceso de descomposicion, llamado calcinacion hiumeda, convierte a la muestra organica en
CO2 y H20. A menos que se lleve a cabo en un recipiente cerrado, los elementos no
metalicos, como los hal6genos, el azufre y el nitrdgeno, se pierden parcial o completamente

por volatilizacion (Skoog, 2005).
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Una vez finalizado el programa de digestion, se lleva a cabo el enfriamiento de los recipientes
evitando asi la volatilizacion de reactivos y de muestra digerida, en caso contrario podria
invalidar dicho proceso por la imprecision ocasionada. El resultado tras la digestion es una
disolucion acuosa &cida de la muestra propicia para su posterior analisis mediante técnicas
espectroscopicas.
El sistema del horno de microondas esta conformado por el horno de digestion con
microondas como se muestra en la Figura 2, junto con sus componentes y los recipientes para
la digestion con microondas que se fabrican de teflon que es térmicamente estable,
transparente a microondas, tiene un punto de fusion de aproximadamente 300 °C y no es
atacado por ninguno de los &cidos comunes (Skoog, 2005).
Los componentes principales de un horno de microondas son (Canales, 2018):
= Magnetrén. Es el encargado de producir la energia del microondas. Es un diodo
cilindrico constituido con un &nodo y un cétodo.
= Cavidad de microondas. Se localiza en los extremos del horno. Las microondas son
propagadas alrededor de ésta.
= Extractor. Sirve para mantener la temperatura éptima dentro del equipo de
microondas.
= Rotor. Es un dispositivo que sirve para colocar el carrusel donde se encuentran los
vasos de digestion. Los vasos no absorben microondas ya que son de teflon.
= Atenuador. Es una proteccion para evitar que las microondas que no sean absorbidas
dafien el magnetron.

= Control del ciclo de trabajo. Permite controlar las condiciones de trabajo.

Rotory

carrusel
Extractor

Cavidad de
microondas

Magnetrén

Control del ciclo

Atenuador
de trabajo.

Figura 2. Esquema de los componentes del horno de digestion con microondas (PerkinElmer, 2022).
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Ahora bien, algunas de las ventajas de digestion en horno de microondas son:

-El calentamiento localizado permite mayores tasas de calentamiento y menor tiempo de
procesamiento.

-Monitoreo de presion, temperatura y presion durante el tiempo de digestion.

-Eliminacion de contaminantes y bajas cantidades de reactivos.

-Aumento de la productividad.

5. Espectrometria de emision optica con plasma por acoplamiento inductivo
(ICP-OES).

El anélisis de elementos, en diferentes tipos de muestras
(ambientales, alimentos, geoldgicas y farmacéuticas) precisa de
métodos analiticos con alta sensibilidad. En los dltimos afios,
las técnicas mas utilizadas para la determinacion analitica de
elementos en este tipo de muestras se fundamentan en los

procedimientos analiticos de espectrometria atémica. Las

Figura 3. Equipo ICP-OES.  técnicas de espectrometria atdmica se basan en la
descomposicion de una muestra en a&tomos mediante una llama o plasma; la cantidad de
elemento que hay en la muestra se determina por la absorcion o emisién de la radiacion

visible o ultravioleta de sus &tomos en estado gaseoso (Ortega, 2011).

La espectrometria de emision oOptica de plasma acoplado inductivamente (figura 3) es una
técnica de analisis multi-elemental identificada por sus siglas en inglés como ICP-OES
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) capaz de determinar y
cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica, a excepcion de C, N, O, H, F,
gases nobles, algunas tierras raras y otros elementos poco frecuentes, en concentraciones que
van desde porcentajes (%) hasta ppb (g/L).

En la figura 4 se muestra un esquema simplificado de un equipo ICP-OES, donde el proceso
de analisis inicia con la toma de muestra; en forma liquida, que es transportada por medio de
una bomba peristéaltica, hasta el sistema nebulizador donde es transformada en aerosol. Dicho
aerosol es conducido por el gas acarreador a la zona de ionizacidn que consiste en un plasma

cuya temperatura varia con la localizacién dentro del plasma de (6 000 a 10 000) K generado

17




al someter un flujo de gas argon ionizado a la accion de un campo magnético oscilante
inducido por una corriente de alta frecuencia donde se desolvatan, vaporizan, atomizan,
excitan y/o ionizan los &tomos de la muestra. Al volver a su estado fundamental, estos iones o
atomos excitados emiten radiaciones a una longitud de onda caracteristica para cada
elemento. Esta radiacion pasa a traves de un sistema Optico que separa la radiacion segin su
longitud de onda. A continuacion, un detector mide la intensidad de cada una de las
radiaciones relacionando ésta con la concentracion de cada analito de interés en la muestra.
(Heinert, 2020).

Plasma
- Red de
" Luz emitida A difraccion
Je: v Rendija de b o »
- entrada X
FA — . 2 Prisma
el ' BIR Detector ™~
Antorcha |
IR
~
FTA ?
| Nebulizador
[ - - jr -
I [ Muestra en T
CN aerosol
Desechos Entradade Muestra
- Bomba
peristaltica

Figura 4. Esquema simplificado del funcionamiento de ICP-OES. Donde FA: Fuente de alimentacion
de energia; BIR: Bobina de induccién de radiofrecuencia; FTA: Flujo tangencial de apoyo de plasma

de argon; CN: Camara de nebulizacion (De la Cruz,2017).

5.1. Teoria de emision oOptica.

La espectrometria atdbmica involucra la radiacion electromagnética mayormente en la region
espectral ultravioleta-visible (UV-Vis), siendo desde 160 nm hasta 850 nm la region de
longitudes de onda mas utilizada (ver Figura 5). La radiacion puede ser absorbida o emitida
por los &tomos de una muestra, de la cual puede obtenerse informacion cuantitativa
(concentracion de atomos) que esta relacionada con la cantidad de radiacién electromagnética
que se emite o absorbe, mientras que la informacion cualitativa (qué elementos estan

presentes) se relaciona con las longitudes de onda en las que se absorbe la radiacion.
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Debido a que los atomos poseen niveles de energia cuantizados, la energia es discontinua y
los espectros aparecen sélo a determinadas longitudes de onda; las longitudes de onda de las
lineas del espectro se utilizan para caracterizar al elemento emisor y la intensidad de la

emision para cuantificar la concentracion del elemento.

Region de longitud de onda usada

en espectrometria atémica

0.1 nm 10 nm 200nm 400nm 800nm 0.4cm 25 cm

Rayos y Rayos X UV Vacio Region Region Region

Region de Ondas de
uv Visible IR

Microondas Radio

Figura 5. Region del espectro electromagnético que usa la espectrometria atdmica (Jacobo, 2018).

Cuando se suministra energia al 4tomo en estado fundamental por absorcion de radiacion
electromagnética; la energia suministrada puede incrementar la energia cinética del &tomo o
el &tomo puede absorber la energia y pasar a un estado excitado (menos estable), la energia

requerida para este proceso es diferente para cada elemento, cémo se muestra en el modelo
atémico de Bohr de la figura 6.

+ Energl
= (@ - (&%

Figura 6. Esquema del modelo atémico de Bohr. Al absorber energia el &tomo, un electrdn se

excita a un orbital de un nivel de mayor energia o estado excitado que es menos estable. El atomo

puede decaer a un estado de menor energia produciendo un fotén, h.

En este proceso de excitacidn, un electron del atomo en estado basal es promovido hacia un
orbital de mayor energia. El electron permanece en estado excitado por muy breve tiempo;
después retorna a un orbital de menor energia (estado menos excitado). En la figura 7, se
muestra un esquema donde las flechas verticales representan transiciones energéticas o

cambios en la cantidad de energia de un electron. Las diferencias de energia entre los niveles
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superiores e inferiores de una transicion radiactiva definen la longitud de onda de la energia
que estd involucrada en esa transicion (Figueroa, 2018); se muestra la excitacion de los

electrones a mayores niveles de energia y el regreso a un orbital de menor energia.

Excitacion Emision

Estado i6nico excitado

Estado ionico basal

I . Estados
! |

excitados l

——-
 ——

Energia

Estado fundamental

Figura 7. Esquema del proceso de excitacion y emision atdmica. Las energias a y b representan
excitacion, c representa ionizacidn, y d representa ionizacion y excitacién. Se muestran cuatro
posibles emisiones energéticas y su longitud de onda respectiva; e es una emisién iénicay f, g,y h

son emisiones atémicas (Figueroa, 2018).

Un espectrdmetro de emisién Optico de plasma para analisis elemental esta constituido por

los siguientes sistemas:

5.2 Sistema de introduccion de muestra. Bomba peristaltica, camara de
expansion y nebulizador.
La muestra acuosa, se introduce a través de un capilar al
sistema de nebulizacion utilizando como motor de
empuje una bomba peristaltica, que consiste en una
serie de rodillos que empujan la disolucion. Los

capilares se presionan hacia la bomba peristaltica y el

giro de los rodillos provoca el desplazamiento de lo

contenido en el capilar, ésto genera un vacio que provoca la succion continua de la

disolucidn, independientemente de las diferencias de viscosidad entre muestras, estandares, y
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blancos. La muestra sale del capilar en el nebulizador (ver figura 8) y gotea sobre la salida de
otro capilar paralelo donde sale un flujo de argdn (Ar) a alta velocidad (0.3-1.5) L/min,
cuando éstos se encuentran, el Ar rompe la muestra en gotas de menor tamafio produciendo
un aerosol. Las gotas en un aerosol ideal para ICP-OES son finas, mono dispersas, viajan con
una velocidad uniforme y no presentan intermitencias en los tiempos de llegada. Solamente
del 1 % al 5% de las gotas resultan en completa solvatacion, vaporizacion, atomizacion,
ionizacion y excitacion que producen una considerable poblacion de atomos excitados, por tal
motivo, la calidad de la nebulizacién es crucial. (Jacobo, 2018). La camara ciclénica de rocio
mejora la calidad del aerosol eliminando las gotas de mayor tamafio y permite el paso de la
neblina de muestra fina al inyector. EIl inyector es el encargado de transportar la muestra

nebulizada desde la camara ciclénica al interior del plasma (Figueroa, 2018).

5.3 Generador de plasma, antorcha e inyector.

El plasma, conocido como el cuarto estado de la materia, es un gas altamente ionizado,
eléctricamente neutro, quimicamente inerte, de alta temperatura (6,000- 10,000) K, confinado
en un campo magnético y compuesto por iones, electrones y particulas neutras. ElI campo
magnético producido por el generador de radiofrecuencia (RF) acelera los electrones hasta
que alcanzan una energia suficiente para ionizar los atomos gaseosos de Ar presentes en el
plasma. El plasma se inicia con la generacion de una chispa que proviene de una bobina
Tesla, los iones resultantes y sus electrones asociados interaccionan entonces con un campo
magnético oscilante producido por la bobina de induccion. Esta interaccion fuerza a los iones
y los electrones dentro de la bobina a moverse en trayectorias circulares opuestas. Las
posteriores colisiones con otros atomos gaseosos hacen que se propague la ionizacion y por lo
tanto, el plasma se sustenta por si mismo. Los iones y electrones generados interaccionan en
el campo magnético oscilante que hara que se mueven siguiendo trayectorias circulares,
produciéndose el calentamiento 6hmico del argon por la resistencia de éstos al movimiento

(Jacobo, 2018), observado en la figura 9.

El inyector, es el encargado de transportar la muestra nebulizada desde la cAmara hasta el
interior del plasma, el mas usado en ICP-OES, es de alimina ya que es el mas resistente al

ataque quimico y a las altas temperaturas (Figueroa, 2018).
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Figura 9. Formacién del plasma de argén (Jacobo,2018). A-El gas argdn gira a través de la antorcha;

B-la potencia de RF se aplica a la bobina de carga; C-una chispa produce algunos electrones libres en

el argdn; D-los electrones libres son acelerados por los campos de RF causando una mayor ionizacién
y formando un plasma y finalmente E-el flujo del nebulizador portador de aerosoles de muestra

perfora todo el plasma.

La antorcha consta de tres tubos concéntricos de cuarzo a través de los cuales fluye el argon
y la inyeccion del aerosol. El tubo interno, es el que contiene el plasma, mientras que otro
flujo de gas argdn pasa a altas velocidades entre los dos tubos exteriores de la antorcha, se le
conoce como flujo refrigerante y se utilizan entre 7-15 litros por minuto para evitar que la alta

temperatura alcanzada por el plasma afecte el equipo (Juanchi, 2017; Figueroa, 2018).

La temperatura del plasma asi formado es lo suficientemente elevada como para que el
cilindro exterior de cuarzo requiera aislamiento térmico. Para lograrlo, se hace fluir el argon
de forma tangencial alrededor de las paredes del tubo. Este flujo tangencial enfria las paredes

interiores del tubo central y concentra radialmente el plasma.

Figura 10. Representacion de plasma acoplado por induccion. En la posicion A se muestra una vista

radial de la antorcha, y en la posicion B la vista axial. (Skoog, 2008).
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En los espectrometros de plasma acoplado por induccion, la antorcha se puede ver
radialmente (perpendicular a su eje), axialmente (paralelo al eje) o pueden contener un
sistema de conmutacion controlado mediante computadora para ver ambos esquemas (Ver
figura 10). La decision sobre qué configuracion usar depende del comportamiento quimico
del analito en el plasma, la linea espectral elegida para el andlisis, la calidad de los datos

requeridos y la naturaleza detallada del experimento (De la cruz, 2017).

5.4 Detector y software.

La luz emitida por los atomos y iones excitados en el plasma se mide para obtener
informacion sobre la muestra. Las especies excitadas en el plasma en esta radiacion
policromatica deben ser separadas en longitudes de onda individuales, para que la emision de
cada especie excitada se pueda identificar y su intensidad se pueda medir. La separacién de la
luz, en el conjunto de las longitudes de onda que lo conforman, se puede realizar mediante el
empleo de un monocromador. Una vez que ha sido separada de otras longitudes de onda es
captada por un detector fotosensible, como un fotomultiplicador o rejilla o un dispositivo de

carga acoplada (Figueroa, 2018).

. Espejo Rendija de entrada Repilla triple
- 7 de dilfraccion
.-"/-' i -
|~":~
\ i'. "-I"L'JI.I : "
Rendija de salida

Figura 11. Esquema de un monocromador en un detector de ICP-OES.

La radiacion producida por los elementos y moléculas es colectada por un sistema 6ptico,
dicho sistema consta de prismas parabdlicos que redireccionan la luz emitida. Esta luz pasa
por una rejilla de difraccion (Echelle), la cual tiene como funcidn separar la luz policromética
en radiacion monocromatica. Este proceso se genera por las lineas que tiene en su superficie
la rejilla, normalmente este espejo tiene una densidad de 600 a 4200 lineas por milimetro.
Cuanto maés larga sea la longitud de onda y mayor sea la intensidad de la linea, mayor sera el
angulo de difraccion, para separar la luz policromatica de forma predecible, la rejilla se
incorpora un instrumento 6ptico denominado espectrémetro. La funcion del espectrometro es
formar la luz en un haz bien definido, dispersarse de acuerdo con la longitud de onda y

enfocar la luz dispersada sobre un plano o circulo de salida (Figueroa, 2018).
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5.5 Interferencias.

Una interferencia es aquella que causa que la sefial del analito (sustancia quimica presente en
un material, que es objeto de deteccion, identificacion y cuantificacion en el anélisis quimico
de una muestra) sea diferente alasefial del analito en la misma concentracién en una
disolucion de calibracion; los equipos ICP-OES de analisis elemental de trazas han sido
disefiados para minimizar las interferencias (Boss et al., 1997). Las interferencias en 1CP-

OES que se puede presentar en las muestras de liquido pleural digeridas son:

Interferencias espectrales: Pueden ser una coincidencia directa de la longitud de onda con
otra linea espectral o una superposicion parcial con una linea préxima; en estos casos se
realiza un barrido donde se inspecciona la existencia de lineas de emisién cercanas;
estableciendo asi cuales deben de ignorarse o evitarse en la cuantificacion utilizdndose otra

longitud de onda caracteristica del elemento o factores de correccion (Boss et al., 1997).

Interferencias por efectos de matriz: Se generan debido al mal transporte de la muestra;
incluyen interferencia por nebulizacion, por transferencia, quimica o de ionizacion y por
atomizacion y volatilizacién. De acuerdo con la teoria de la nebulizacién, un incremento en
la viscosidad o en la tension superficial producird un incremento en el didmetro de la gota, lo
cual resulta en un decremento consecuente en la eficiencia del transporte de la muestra. Esta
menor eficiencia tiene dos efectos sobre la sefial de emision observada: se incrementa la
emision del fondo debido aquehay menos solvente yaqueel didmetro de gota ha
aumentado, y la emision del analito es reducida simplemente porque el plasma tiene menos
analito con el cual interactuar (Hill, 2007). También se pueden presentar efectos de memoria
generalmente asociados a los capilares largos que se utilizan, asi como la superficie de los
materiales utilizados en el sistema de introduccion de muestra (Jacobo, 2018). Para
contrarrestar estas interferencias se ajustan las presiones del argén, los flujos de la bomba
peristaltica y el nebulizador ademas de lecturas de blanco cada cierto nimero de muestras

para evitar efectos de memoria.

Interferencia de fondo: Esta radiacion es una interferencia o “ruido” propia del equipo, la
cual siempre existira. Para su correccion se delimita la zona de emisién del analito y se
establece una correccion que se define como la diferencia entre las lecturas del fondo con la

lectura del pico del analito.

24




5.6 Ventajas y desventajas de la técnica.

La espectrometria de emision atomica, presenta entre sus ventajas limites de deteccion bajos
(ppm, ppb), amplio intervalo lineal, resolucion alta (0.01 nm), adquisicion y recuperacion
rapida de la sefial, baja luz paréasita, amplio intervalo dindmico de concentraciones (> 10°),
exactitud y precision en la identificacion y seleccion de la longitud de onda, lecturas de
intensidad precisas, cuenta con una elevada estabilidad respecto a los cambios ambientales,
facil correccion del fondo ademas de operacién controlada por computadora: lectura,

almacenamiento, manipulacion de los datos, etcétera. (Skoog, 2008).

A pesar de que esta técnica ha tenido un gran desarrollo cientifico y es notablemente
reconocida por su alta eficiencia y buen desarrollo en diferentes industrias, la ICP-OES no es
una técnica infalible. Debido a que los limites de deteccion corresponden a concentraciones
bajas (partes por billon), el desarrollo de los procedimientos involucrados como la
preparacion de estdndares, blancos y muestras, la configuracion de los pardmetros como
longitudes de onda y puntos de correccién de fondo se deben realizar con sumo cuidado.
Dichos parametros determinaran si los resultados son aceptables o inaceptables (Juanchi,
2017). Para complementar el andlisis de muestras de liquido pleural, se utilizd una técnica
mas sensible, que presenta limites de deteccion y cuantificacion méas bajos para niveles de

concentracion en cantidades de ultra traza presentes en las muestras.

6. Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS).

La técnica de Espectrometria de Masas con Plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), del
nombre en inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, fue introducida por Houk;
mediante el acoplamiento de una fuente de plasma, a presion normal con un espectrémetro de
masas basado en un multi-cuadrupolo (Rios, M. y Hernandez, H., 2020). Es una técnica de
analisis multi elemental e isotopico. La técnica posee la capacidad para identificar y
cuantificar casi todos los elementos de la tabla periddica, posee la habilidad de detectar y
medir concentraciones de analitos a niveles de trazas y ultra trazas, detectando
concentraciones de partes por trillon de analito en disoluciéon (ppt, ng/L). Estos limites de
deteccidn exceden la capacidad de la mayoria de las técnicas modernas para analisis, ademas
de que posee un amplio intervalo de trabajo lineal, alta exactitud y precision de medida
(Taylor, 2001) ver figura 12.
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Figura 12. Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente del departamento de
toxicologia del CINVESTAV-IPN.

Es una técnica que presenta similitudes con la técnica antes presentada (ICP-OES) en la
introduccién de muestra, nebulizador, sistema de drenaje, inyector, antorcha, plasma,
generador de radiofrecuencias y el flujo de Argon; la diferencia se encuentra en el enfoque de

los iones, dispositivo de separacion de masas y cdmara de vacio.

La Espectrometria de Masas se fundamenta en la separacién de moléculas o atomos mediante
su relacion masa-carga (m/z). Para hacer el analisis, la muestra debe pasar por las siguientes
etapas:

1.Introduccién de muestra.

2.lonizacion de la muestra: Antorcha ICP y bobina de radiofrecuencias.

3.Aceleracidn de los iones por un campo magnético.

4.Dispersion de los iones segun su relacion m/z.

5.Deteccion de los iones.

6.1. Sistema de introduccidon de muestra.

De igual forma que en el ICP-OES, la muestra en forma liquida, se bombea con una bomba
peristéltica al sistema de introduccién de muestras que esta compuesto por una camara de
rocio y un nebulizador. Emerge como un aerosol y las gotas de menor tamafio avanzan a

través del inyector hacia la base del plasma (Thomas, 2001) ver figura 13.
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Figura 13. Sistema de introduccion de muestra en ICP-MS.
6.2. Fuente de ionizacion: Antorcha ICP y bobina de radiofrecuencias.

En las diferentes zonas de calentamiento de la antorcha del plasma; la muestra se seca,
vaporiza, atomiza y ioniza. Cuando llega a la zona analitica del plasma, de 6000 K a 10000
K, la muestra existe como atomos excitados y iones, que representan la composicion
elemental de la muestra.

El plasma inductivamente acoplado, se obtiene al igual que en el ICP-OES, cuando se aplica
una corriente de radiofrecuencia (RF) a través de una bobina generando una corriente que
oscila dentro de la bobina. Esta oscilacién de RF de la corriente en la bobina provoca la
creacion de un intenso campo electromagnético en la parte superior de la antorcha. Con gas
argon fluyendo a través de la antorcha, se aplica una chispa de alto voltaje al gas, lo que hace
que algunos electrones sean despojados de sus atomos de argdn; estos electrones, que son
atrapados y acelerados en el campo magnético, chocan con otros atomos de argdn,
arrancando aln mas electrones, esta colision continua la ionizacién inducida del argén en una
reaccion en cadena, rompiendo el gas en atomos de argdn, iones de argon y electrones,
formando lo que se conoce como descarga de plasma acoplada inductivamente (Thomas,
2001).

6.3 Sistema de extraccion de iones: interfaz.

Después de que se produjeron los iones en el plasma, llegaran al espectrémetro de masas a
través de una zona de interfaz debido a que el plasma inductivamente acoplado opera a
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presion atmosférica, mientras que el discriminador de masas y el detector estan en un espacio
a alto vacio.

El sistema de vacio se encarga de remover las moléculas de gas presentes dentro del espacio
que existe entre la interfaz y el detector del equipo, este sistema se encuentra compuesto por
una combinacién de bombas turbo moleculares y de bombas mecénicas alcanzando presiones
de 1x10 torr o menores (Pineda, 2016).

El papel de la interfaz es transportar los iones de manera eficiente, consistente y con
integridad eléctrica del plasma a la region del analizador del espectrometro de masas. Primero
se logra esto dirigiendo los iones en la region de interfaz. La idea general consiste en que el
flujo de iones pase a través de una serie de camaras con presiones cada vez menores, esto se
logra interponiendo entre el plasma y la primera camara, llamada camara de expansion, un
cono con un orificio de 1 mm de didmetro, estableciendo cierto nivel de vacio. Este cono
sampler (muestreador), que generalmente es de niquel, esta conectado a sistemas disipadores
de calor y a tierra fisica, a través de este cono la muestra es succionada dentro de la camara
por efecto de la gran diferencia de presiones. Una vez superado el cono de muestreo, el flujo
del gas forma una estructura aproximadamente cénica que colisiona con el gas que ocupaba
el espacio, causando que la velocidad del chorro baje a niveles subsénicos y que la
temperatura se eleve, por lo que un segundo cono metalico (skimmer) de orificio méas
pequefio (~ 0,4 mm) se interpone antes de llegar a la siguiente zona, ya que sélo el material
cercano al eje del chorro cénico es representativo de la muestra introducida. Este segundo
obstaculo permite s6lo el paso de la fraccion mas central de este chorro y un tercer cono
(Hyper-skimmer) para producir un haz de iones bien enfocado que ayude al Quadrupole

lon Deflector (QID) para filtrar atomos neutros, fotones y asegurar que el equipo no requiere

mantenimiento mas alla de los conos (PerkinElmer, 2013) ver figura 14.
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Figura 14. Interfaz de triple cono en ICP-MS (PerkinElmer, 2013).
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Para reducir los efectos de las altas temperaturas del plasma en los conos, la carcasa de la
interfaz de triple cono esta enfriada con agua y esta hecha de un material que disipa el calor
facilmente, como cobre o aluminio. Entonces los iones emergen del cono skimmer, donde son
dirigidos a través de la Optica de iones, y finalmente son guiados al dispositivo de separacion
de masas (Litter et al., 2009; Thomas, 2001).

6.4 Discriminacion de iones: Multi-cuadrupolo.

El NexION 350 es un sistema multi-cuadrupolo que proporciona un excelente control del haz
de iones, capaz de suprimir y eliminar las interferencias espectrales que se encuentran en
muestras complejas con alta eficiencia de transmision de iones. Esta excelente resolucion de
masa es capaz de garantizar limites de deteccidn excepcionales, excelentes relaciones sefial-
ruido de analito y proporcionar confianza en los resultados. Los cuadrupolos del NexION 350
consisten en el deflector de iones cuadrupolo que gira el haz de iones del analito 90 grados
para separarlos de los &tomos neutros, hacia un cuadrupolo que actia como un filtro de masa
0 como una guia de iones para dirigir los iones al detector con el mayor rendimiento
(PerkinElmer, 2013).

Los cuadrupolos electromagnéticos, que separaran por relacion masa-carga a los iones,
consisten en 4 barras metalicas montadas de forma equidistante entre ellas, alrededor de una
circunferencia, y sometidas a una combinacién de corrientes continuas (DC) y alternas (RF),
estas Ultimas en el intervalo de las radiofrecuencias. Se aplica una combinacion de
potenciales RF / DC a los pares de las barras del cuadrupolo, de forma que las barras
diagonales tienen el mismo potencial, pero las barras adyacentes estan desfasadas 180° en
cuanto a la componente alterna. Con el voltaje DC se consigue enfocar los iones en el eje, y
con la radiofrecuencia se consigue atraer y repeler a los iones de tal manera que su trayectoria
dentro del cuadrupolo es alterada, generando asi fluctuaciones en el plano perpendicular al
eje principal de movimiento. Debido a esto, los iones se mueven circularmente a través del
eje del cuadrupolo, es decir, la composicion de movimientos da una hélice (Litter, et al.,
2009).

En funcién de sus velocidades, el ion mas ligero llega primero, seguido del ion de masa
media, y finalmente el mas pesado. Utilizando tubos de vuelo de 1 m de longitud, incluso los

iones mas pesados suelen tardar menos de 50 s en llegar al detector donde emergera y seran
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convertidos en un pulso eléctrico por el detector (Thomas, 2001). Los otros iones de
diferentes relaciones masa-carga pasaran a través de los espacios entre las varillas y seran
expulsados del cuadrupolo. Luego, el proceso se repite para otro analito con una relacion
masa-carga completamente diferente hasta que se hayan medido todos los analitos en un

analisis de elementos multiples.

Tres cuadrupolos para maximizar la sensibilidad de cada elemento en una ejecucion.

’ ‘ Deflector cuadrupolar de iones:
P - & L. .~ .
00 0 f— *
o _-9: 9. ‘s ’ — .’

filtra los neutros para mayor
estabilidad y consistencia.

Interfase de triple cono.

w= <—— Bobina de radiofrecuencias.

Figura 15. Esquema de funcionamiento de la parte interna de un ICP-MS (traducido de PerkinElmer,
2013).
6.5 Detector

Los dos tipos de detectores mas empleados en los equipos de ICP-MS son los sistemas
multiplicadores de electrones, para un bajo nimero de cuentas, y los colectores de Faraday,
para un alto namero de cuentas. Los multiplicadores de electrones de dinodo discreto reciben
y amplifican una sefial de iones que es proporcional a la concentracion al asociarlo a una
calibracion externa; funcionan por el mismo principio que un tubo fotomultiplicador, pero
con iones. El detector esta constituido por una serie de dinodos conectados a potenciales cada
vez mayores conforme se va recorriendo su interior. Una vez que los iones positivos pasan el
cuadrupolo, son atraidos por el alto voltaje aplicado al interior del detector; cuando un ion
colisiona con la superficie (interior) del primer dinodo, se emiten electrones secundarios que
son atraidos por la diferencia de potencial del segundo dinodo, y asi sucesivamente. Por cada
etapa, se generan cada vez mas electrones secundarios, ya que se produce un efecto en
cascada, las sefiales de alta intensidad se miden desde el dinodo final, como voltajes (modo
analdgico), que posteriormente se normalizan a equivalentes cps de factores de conversion de
pulso a analogico (optimizados previamente durante la sintonizacion del instrumento). Para
algunas aplicaciones donde los limites de deteccion de ultra trazas no son requeridos, el haz
de iones del analizador de masas es dirigido hacia un electrodo metélico simple, o copa de

Faraday. La funcionalidad de doble etapa de este detector logra un rango de deteccion lineal
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que se extiende desde ppt, hasta decenas de ppm dentro de un Gnico analisis de elementos
multiples, lo que comlUnmente evita la necesidad de una dilucién adicional (Rios, M. y
Hernandez, H., 2020; Thomas, 2001; L.itter, et al., 2009).

Haz de iones 4 \
/ ~N
”~

Generacion de \L 4
electronest \ - Z 3
N\, / f

/

28\, ||\ \
\% ; /

; . / Rodillos del cuadrupolo
Dinodos individuales

Figura 16. Esquema del multiplicador de electrones en ICP-MS (Thomas, 2001).

6.6 Interferencias.

Para obtener el anélisis cuantitativo mas preciso, las interferencias potenciales que pueden
afectar a la medicion de las corrientes ionicas deben eliminarse o minimizarse. Para los
efectos de interferencia menores por lo general se puede aplicar varios tipos de correcciones
para minimizar su importancia o compensar el error (Taylor, 2001).

Tener un previo conocimiento de las interferencias asociadas con un particular grupo de
muestras, frecuentemente indicard los pasos para su preparacion y la metodologia
instrumental para analizarlas (Thomas, 2002). Las interferencias en ICP-MS se clasifican en
tres categorias: espectrales, de matriz y fisicas, las cuales, con la instrumentacién moderna y
el software adecuado, combinados con metodologias de analisis confiables, han minimizado
su impacto negativo en la determinacion de elementos a nivel de trazas (Taylor, 2001). Las
posibles interferencias que se pueden identificar por ICP-MS para liquido pleural son las

siguientes:

-Las interferencias de espectroscopicas en general dan lugar a un error positivo en la
medicion de la corriente del ion analito y afectan la medicién de corriente de iones de
isdtopos especificos en el espectro de masas (Taylor, 2001). Pueden ser isobaricas,

poliatdbmicas, de ¢xidos y de iones con doble carga. Las interferencias isobaricas son
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causadas por is6topos de otros elementos (?**Hg, 2*Pb), o especies poliatdmicas que tienen la
misma masa - carga nominal que el analito (*°Ar'®0 frente a *°Fe, 2 moléculas de “°Ar frente
a %°Se) (Litter, et al., 2009). No obstante, estas interferencias ahora pueden eliminarse o
reducirse sustancialmente, mediante una combinacién de caracteristicas de plasma
optimizados, seleccién de isotopos alternativos no interferidos, uso de ecuaciones de
interferencia y/o uso de la tecnologia de celdas de reaccion de colision. (Rios, M. y
Hernandez, H., 2020).

-Las interferencias de matriz pueden afectar la calidad de los analisis de dos formas bésicas,
la primera de ellas es resultado del transporte de la muestra y es una supresion fisica de la
sefial del analito, esto es consecuencia de un alto nivel de sélidos disueltos o de una alta
concentracion de acidos en la muestra. Se origina por una mal formacion de las gotas en el
nebulizador o por una mala seleccion del tamafio de gotas en la cdmara de spray. Para evitar
estas interferencias se debe asegurar que la muestra no presenta sélidos en suspension
(Taylor, 2001; Thomas, 2002b).

-Las interferencias fisicas estan asociadas a procesos fisicos que intervienen en el trasporte de
la muestra al plasma, procesos de conversion y la transmision de iones de la interfase del
plasma al espectrometro de masas. Las interferencias fisicas pueden ocurrir en la
transferencia de la muestra al nebulizador (viscosidad), en la formacion del aerosol y
transporte al plasma (tension superficial), durante el proceso de atomizacién e ionizacion en
el plasma o durante la transferencia de iones de la interfase al espectrometro de masas (efecto
carga). Para minimizar estos efectos, la composicién y concentracién de acido debe ser la
misma para estandares, blancos y muestras. Es importante la adicion de un estandar interno
para compensar las interferencias fisicas; También se pueden presentar las interferencias de
efecto memoria que son debidas a las contribuciones de sefiales de analitos medidos
previamente a la muestra, debido a la deposicion de la muestra en componentes del sistema
de introduccion; estas interferencias pueden ser minimizadas con el uso de blancos entre
muestras (L.itter, et al., 2009).

7. Validacion de métodos analiticos.
De acuerdo con la guia de adecuacion al uso de los métodos analiticos “A focus for analytical
chemistry in Europe” EURACHEM (del inglés). La validacion de métodos es un requisito

importante en la practica de los analisis quimicos, para que un resultado analitico sea apto
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para su uso implica que éste debe ser lo suficientemente fiable para que cualquier decision
basada en €l, pueda ser tomada con confianza. Debe validarse el desempefio de un método
cuando es necesario demostrar que sus caracteristicas de desempefio son adecuadas para el
uso previsto y estimar la incertidumbre del resultado, para un determinado nivel de confianza.
La validacion debe ser tan amplia como sea necesaria para cumplir con los requisitos en
relacion con el uso dado o la aplicacion, para lo cual se evalan los siguientes parametros del

método.

7.1 Limite de deteccion y de cuantificacion: Cuando las mediciones se realizan a
concentraciones bajas, es necesario establecer un valor de resultado que es considerado un
nivel de analito significativamente diferente de cero; conocer la concentracion mas baja del
analito que puede ser detectada por el método a un nivel de confianza especificado “limite de
deteccion” (LOD) o valor minimo detectable y establecer el nivel mas bajo en el cual el
desempefio es aceptable para una aplicacion tipica “limite de cuantificacién” (LOQ).
También es necesario distinguir entre el limite de deteccion del instrumento y el limite de
deteccién del método. El limite de deteccion del instrumento puede basarse en el analisis de
una muestra, usualmente un blanco de reactivo, sometido directamente al instrumento,
mientras que, para obtener el limite de deteccion de un método, el LOD debe basarse en el
analisis de muestras que hayan sido sometidas a todo el proceso de medicion obteniendo
resultados calculados con la misma ecuacion que para las muestras de ensayo.

El LOD como el LOQ normalmente se calculan multiplicando una desviacion estandar por un
factor adecuado.

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) el limite de
deteccion se establece como:
LOD =3xSo" ... ............... Ecuacion 1
donde:
So': Es la desviacion estandar obtenida.
3: Un valor constante.
Mientras que el limite de cuantificacion se establece como:
LOQ =10xSo" ... ... ... ... ... ... Ecuacion 2
donde:
So': Es la desviacion estandar obtenida.

10: Un valor constante.
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7.2 Intervalo de trabajo: Es el intervalo en el cual el método proporciona resultados con una
incertidumbre aceptable. EI extremo inferior del intervalo de trabajo esta determinado por el
limite de cuantificacion, LOQ. El extremo superior del intervalo de trabajo esta definido por
las concentraciones a las cuales se observan anomalias significativas en la sensibilidad
analitica. Durante la validacion, se debe evaluar tanto el intervalo de trabajo del instrumento
como el del método. Los datos sobre el intervalo de trabajo a menudo se generan durante el

desarrollo del método.

7.3 Sensibilidad: Es la variacion de la respuesta del instrumento que corresponde a una
variacion de la magnitud medida y en curvas de calibracion se evalta con la pendiente de la
curva respuesta -concentracion, o el cambio de respuesta analitica por unidad de

concentracion. Entre mayor sea la pendiente, el método es mas sensible.

7.4 Precision: repetibilidad y reproducibilidad.

Precision es una medida de cuan cerca estan los resultados entre si. Por lo general, se expresa
mediante la desviacion estandar relativa (% RSD), calculada a partir de los resultados
obtenidos mediante la realizacion de mediciones repetidas en un material adecuado en
condiciones especificas.

Repetibilidad, supone dar la mas pequefia variacion en los resultados, es una medida de la
variabilidad en los resultados cuando una medicién se lleva a cabo por un solo analista
utilizando el mismo equipo en un corto plazo de tiempo mientras que la reproducibilidad,
supone dar la mayor variacion en los resultados, ya que es una medida de la variabilidad
cuando uno o mas de los factores involucrados en una medicion sufren un cambio, por

ejemplo un cambio del analista, del equipo o un amplio plazo de tiempo.

7.5 Recobro: Cuando se desarrolla un método de cuantificacion no se sabe si la cantidad de
analito obtenida es la existente en la matriz, este parametro indica el grado de recuperacion
del analito afiadido después de la extraccion/ digestidn que se realizd a la matriz de estudio.
Ecuacion 3. Calculo del porcentaje de recuperacion de estandar.

(Muestra con estandar aﬁadido(%) — Muestra sin esténdar(%))

% Recobro = x 100

Estandar aﬁadido(%)
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8. Trabajos relacionados con la cuantificacion de elementos en liquido pleural.

Tabla 2. Concentracion elemental reportada en liquido pleural.

RANGO ELEMENTO  Rangos reportados en otros
articulos. 1234(ng/mL)
MINORITARIOS Fe 2116-747.7
(1000-100) ng/mL
TRAZA Cu 910.5-608
(100-10) ng/mL Zn 545.7-283
Al 341.0-46
As 5.3-2.66
Pb 3.1-0.63
Mo 2.9-1.05
ULTRA TRAZA Cr 2.7-0.98
(<10 ng/mL) Sn 2.0-0.33
Mn 0.87-0.83
V 0.36-0.22
Co 0.24-0.17
Ag 0.2-0.18

1L eeetal, 2017; 2 Bai et al, 2019:  Ho et al, 2019: 4 Bai et al, 2021.

9. Objetivos:

9.1 Objetivo general:
Implementar una metodologia para el analisis y cuantificacion de elementos presentes en
muestras de liquido pleural de pacientes del INER, residentes de la Ciudad de México,
empleando los metodos analiticos ICP-OES e ICP-MS con previa digestion de muestras en

horno de microondas.

9.2 Objetivos particulares:

A Implementar un método de digestion acida via horno de microondas para analizar
muestras de liquido pleural.

A Identificar los elementos presentes en liquido pleural de paciente con diagnostico de
cancer de la Ciudad de México, mediante una técnica espectroscopica.
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A Implementar un método de analisis mediante ICP-MS para analizar liquido pleural.

A Verificar la eficiencia del método de digestion y cuantificacién de los elementos en
liquido pleural por ICP-OES obteniendo los pardmetros de validacion.

(A Operar y optimizar el desempefio de un equipo de ICP-OES e ICP-MS.

10. Hipotesis.
Empleando un método de extraccion acida y los métodos de analisis espectroscopicos de
trabajo se podran realizar los analisis cuantitativo y cualitativo de los elementos quimicos

presentes en liquido pleural de pacientes del INER, residentes de la Ciudad de México.

11. Metodologia

La metodologia empleada en el proyecto se presenta en el diagrama de la figura 17.

« Liquido pleural extraido por toracocentesis de pacientes con cancer del Instituto de
} Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio™" (INER).

1 * Las muestras se almacenardn a -40°C hasta su analisis.

+ Se descongelaron las muestras y se agitaron en \Vortex. )
« En tubo de digestion de microondas se afiaden los siguientes reactivos:
» 1.0 mL de liquido pleural, 1.0 mL de acido nitrico y 6.0 mL de agua inyectable. y
1 * Programa de temperatura manteniendo 140°C durante 20 minutos con rampa de A
temperatura de 5 minutos.
+ Afiadir agua inyectable necesaria para 10 mL de muestra digerida. )

« Curva de calibracion para los elementos: As, Al, Ag, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Si, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, V' y Zn en un intervalo de
concentraciones de (10-1000) ng/mL. Blancos de digestion con agua inyectable y
solucion gamble.

* Optimizacion de ICP-OES .

+ Lectura de las muestras, blancos, estdndares y muestras afiadidas W,

« Curva de calibracion para los elementos As, Ag, Be, Cr, Co, Cd, Hg, Mo, Pb, Pd, Pt, Rh,
Se, Sn, Sb, T1, Tiy V en un intervalo de concentraciones de (0.1-100) ng/mL.

* Optimizacion del ICP-MS.

« Lectura de las muestras, blancos, estandares y muestras afiadidas.

+ Correcciones espectrales, analisis de resultados y conclusiones.

Figura 17. Diagrama de la metodologia empleada en el proyecto.
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11.1 Recepcion de muestras.

Para este estudio se analizaron 133 muestras de liquido pleural de pacientes del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), extraidas por toracocentesis a paciente que
residen en la ciudad de México, posterior a la toma de muestra estas fueron distribuidas en
alicuotas de 1.0 mL y se almacenaron a -40 °C hasta su analisis.

11.2 Control de calidad.

Para identificar posibles contaminaciones o interferencias durante el estudio, se

implementaron diferentes controles de calidad en las diferentes etapas del proyecto:

I.  Blancos de reactivos: disolucion del &cido nitrico y agua utilizados en las muestras en
las mismas proporciones y condiciones de digestion.

Il.  Blancos de disolvente: blancos del agua inyectable y agua desionizada empleadas en
el proyecto.

I1l.  Blanco con disolucion gamble: disolucion artificial de liquido pleural con &cido
nitrico y agua utilizados en las muestras en las mismas proporciones y condiciones de
digestion.

IV.  Controles de contaminacion: a lo largo de cada una de las etapas se prepard un blanco
con disolvente (agua inyectable). Se empled un blanco para cada una de las etapas de
pesado, digestion y analisis, colocando envases libres de metales con agua
desionizada expuestos al aire ambiental. Estos controles de calidad fueron analizados
junto con las muestras para tener un control de las contaminaciones y asi poder
descartar lecturas falsas-positivas.

V. Blancos de limpieza: al terminar el proceso de digestién de muestras se realizé una
digestion de 10 mL de &cido nitrico al 70 % (J. T. Baker); estos controles fueron

analizados para detectar posibles contaminaciones en los tubos de digestién.

VI.  Disoluciones muestra: Preparacion en duplicado de muestra 20, lectura analitica en

duplicado de muestras y muestras afiadidas con disolucion estandar.
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11.3 Tratamiento de muestras.

Las muestras de liquido pleural fueron descongeladas en bafio de agua (T. Ambiente) y
homogeneizadas con un vortex. Posteriormente, se afiadié una alicuota de 1.0 mL de la
muestra a los tubos de digestion con micropipeta (Boeco Germany), estos fueron pesados con
una balanza analitica (Sartorius, modelo SP2215), posteriormente, se agregaron 1.0 mL de

acido nitrico (J.T. Baker, ultrapuro) y 6.0 mL de agua inyectable (PISA).
11.4 Preparacion de disoluciones para evaluar de recuperacion de elementos.

11.4.1. Adiciones de estandar.

Entre las muestras con mayor volumen, se eligio la muestra 20 para la adicion de 0.05 mL de
disolucion estandar de 1 ppm, del estandar s21 y s7 (tabla 6); previo a la digestion para
evaluar el impacto de los efectos de matriz en la recuperacion de la concentracion de
elementos afiadidos.

11.4.2. Adiciones de estandar a blancos.

A 2 blancos de digestion, se les agregdé 0.05 mL y 0.01 mL de las disoluciones estandar s7 y
s2, correspondiente para evaluar el impacto de las condiciones de digestion (potencia,
temperatura, tiempo y presion) en la recuperacion de elementos afiadidos.

Ademas, a los blancos de digestién con solucién Gamble de la digestion 5, se les adiciono 1
mL y 2 mL de disolucién estandar s7 y s21 correspondiente, para evaluar el impacto de las
condiciones de digestion (potencia, temperatura, tiempo y presion) en condiciones similares a

la matriz del liquido pleural y la recuperacién de elementos afiadidos.

11.4.3. Curva de calibracién en solucion Gamble.

Se prepar6 una curva de calibracién con alicuotas de soluciéon Gamble, descongeladas en
bafio de agua (T. Ambiente) y homogeneizadas con un vortex. Posteriormente, se afiadid
directamente a los tubos de digestion sobre la balanza analitica (Sartorius, modelo SP2215)
una alicuota de 1.0 mL con micropipeta (Boeco Germany) de la solucion gamble, y se
afiadieron alicuotas de (5.0, 1.0, 0.7, 0.5, 0.3, 0.1) mL respectivamente de disolucion estandar
de 1 ppm de s21 y s7, posteriormente se agregaron 1.0 mL de acido nitrico (J.T. Baker,
ultrapuro) y 6.0 mL de agua inyectable (PISA) obteniéndose una curva de calibracion de (10-

500) ng/mL de los elementos contenidos en los estandares s7 y s21 (Tabla 6).
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11.5 Digestion en microondas.

Para la digestion de muestras se utilizdO un horno de microondas marca PerkinElmer®,
modelo TITAN MPS con un intervalo de temperatura de 50 °C a 260 °C y presion de 0 bar a
100 bar (ver Figura 19) con el programa de digestion indicado en la tabla 4.

Tabla 4. Programa de digestion utilizado.

Temperatura Presion Rampa Sostén
(°C) (bar) (min) (min)

140 60 5 5

140 60 1 20

50 60 1 0

50 0 0 0

El horno de microondas consta de 8 posiciones para la colocacion de tubos de digestion, 7
posiciones se utilizaron para colocar tubos con muestras; en cada ronda de digestion, en la
octava posicién se coloc6 un blanco de digestion que contenia la misma preparacion que las
muestras, pero en lugar de la muestra se agregé 1.0 mL de agua inyectable (PISA). En
algunos casos el numero de muestras ingresadas fue menor y se digirieron las muestras

afadidas con disoluciones estandar, blancos afiadidos o de solucion gamble.

Finalizado el programa de digestion, se enfriaron los tubos en bafio de agua a temperatura
ambiente por 10 minutos; posteriormente se transfirio cuantitativamente a tubos Falcon el
producto de cada digestion y se registraron los datos de masa de los tubos vacios y con el
producto de digestion de aproximadamente 10 g.

11.6 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS EN ICP-OES.
11.6.1 Optimizacion del equipo ICP-OES.

Las muestras se analizaron con un equipo de ICP-OES marca PerkinEImer® modelo AVIO
500 en el laboratorio de analisis quimico del Edificio D de la Facultad de Quimica, UNAM
ubicado en la Ciudad de México; el equipo opera con el software Syngistix el cual permite la
optimizacion de las condiciones de lectura con el fin de lograr la maxima sensibilidad y

precision del equipo.
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El equipo requiere de un enfriamiento de los detectores a -40 °C por lo que se enciende 1 hora
antes de su uso para el analisis. Se procedi6 a colocar un nebulizador e inyector previamente
lavados en disolucion de HNOs al 5% por 24 horas y secado; se hizo una prueba para
verificar el goteo continuo, esto con el fin de asegurar una buena lectura y ninguna fuga, a
continuacion, se encendié el recirculador, el extractor y se abrid el tanque de argon
verificando que la presion se encontrara a 80 psi. Se continud ajustando los pardmetros de
operacion del sistema, optimizando los flujos de gas, se obtuvieron las condiciones de

operacion como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de trabajo del equipo ICP-OES.

Parametro Valor
Flujo del nebulizador. 0.7 L/min
Flujo del gas auxiliar. 0.2 L/min
Flujo de gas para el plasma. 10 L/ min
Tipo de lectura Axial
Potencia 1500 W
Flujo de bomba 2 mL/ min

En la optimizacion del equipo se utilizd una disolucion estandar de manganeso (Mn)
PerkinEImer® de 1 mg/L, debido a que es un elemento intermedio en la tabla periddica lo
que lo vuelve una buena referencia para alinear el equipo permitiéndonos leer casi todos los
elementos de la tabla periddica. En el software se colocaron los parametros a utilizar para
hacer el método de los nombres y nimero de muestras a leer, namero de lecturas de cada
muestra, ecuacion de calibracion, flujos de bomba, argon y nebulizador y se alineo la optica
con la posicion de la antorcha con el fin de obtener la mayor intensidad en cada sefial

analitica con la menor cantidad de interferencias posibles.
11.6.2 Curvas de calibracion.

En la etapa de analisis, se prepar0 una curva de calibracion externa; fueron preparadas
disoluciones estandar, empleando como disolucion matriz dos estandares multi-elementales
de calibracion de PerkinEImer® para ICP-OES (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas de las disoluciones patrén multi-elementales utilizadas.

Reactivo Elementos y concentracion Especificaciones
K-1000 pg/mL Marca PerkinElmer Tru Q Lote 56-
Estandar de control Si-500 pg/mL 197CRY1 Matriz: 5% HNOa3/ Tr.HF.
de calidad s7 Al, B, Ba, Na 100 pg/mL Fecha de expiracion: 30 julio 2023
Ag 50 pg/mL

As, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Marca PerkinElmer Tru Q Lote 55-
Estandar de control = Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, = 060CRY1 Matriz: 5% HNO3/ Trazas
de calidad s21 Sh, Se, Sr, Ti, Tl, V, Zn HF. Fecha de expiracién: 30 julio 2023
100 pg/mL

La curva de calibracion consiste en 5 disoluciones estandar de concentraciones 0.01 pg/mL,
0.05 pg/mL, 0.1 pg/mL. 0.5 pg/mL y 1 pg/mL. La solucién de 1 pug/mL se prepar6 a partir de
una alicuota de 0.1 mL de las disoluciones estandar s7 y s21 (ver tabla 6), a partir de esta

disolucidn se prepararon los demas estandares (Anexo 3).
11.6.3 Anélisis en ICP-OES.

Tras la calibracion del equipo se procedio a llevar a cabo el analisis de las muestras, asi como
los blancos de solucion Gamble, reactivos y los controles de calidad. Cada 20 muestras se
llevd a cabo la medicion de un estandar de calibracion intermedio para verificar la validez de
la curva de calibracion, si la diferencia de los valores obtenidos del estandar era mayor al 10

% se llevaron a cabo las correcciones necesarias sobre los resultados obtenidos.
11.7 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS EN ICP-MS.
11.7.1 Optimizacion del equipo ICP-MS.

Posterior al analisis por ICP-OES, se realiz6 la cuantificacién por ICP-MS, se utiliz6 un
espectrometro de masas acoplado inductivamente a plasma de la marca PerkinElmer®,
modelo NexION TM 300D ubicado en el departamento de toxicologia del CINVESTAV-IPN
(ver Figura 12).

41




El proceso de optimizacion del equipo se realizd ajustando las condiciones del equipo
mediante su software, realizando el Daily Performance Check, alineando la antorcha y

ajustando los lentes con la disolucidn estandar de la tabla 7.

Tabla 7. Disolucion estandar para la comprobacion diaria de rendimiento de ICP-MS.

Reactivo Elementos y concentracion Especificaciones
Disolucién de Be, Ce, Fe, In, Li, Mg, Pb, U Marca PerkinElmer TruQms Lote 37-
configuracion (1 pg/mL) 106GSX1 Matriz 1% HNOz. Fecha de

NexION expiracion: 28 febrero 2023.

En el proceso de optimizacion se verifico la sensibilidad del equipo en el intervalo de trabajo,
para ello se verificaron las masas de tres elementos, es decir, masa baja (Be 9), masa media
(In 115) y masa alta (U 238). También se midio el ruido de fondo y la relacion entre la
generacion de 0xidos y iones doblemente cargados contra un elemento de referencia que es el
Ce, asi como la repetibilidad en las mediciones usando el % RSD de las masas baja, media y
alta. Los criterios fijados para el andlisis se establecen en el equipo, cuando se plantea un
andlisis de ultra-trazas. Estos criterios fijados y los criterios obtenidos se muestran en la
Tabla 8.

Tabla 8. Criterios de optimizacién de ICP-MS.
No. Analito/ (Longitud de onda) Criterio  Objetivo

1 Be (9.0122) > 2000
2 Mg (23.985) > 15000
3 In (114.904) > 40000
4 U (238.05) > 30000
5 Ruido de Fondo (220) < 1

6 CeO (155.9) /Ce (139.905) < 0.025
7 Ce++ 69.9527 /Ce 139.905 < 0.03
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Tabla 9. Pardmetros de operacion de ICP-MS.

Parametro Valor
Flujo de Ar para nebulizar 0.72 L/min
Potencia de RF ICP 1600 W
Diferencia de potencial de modo analogo del detector -2324
Diferencia de potencial de modo pulso del detector 1652 V
Presion de vacio 3.6 x 107 psi
Diferencia de potencial del deflector -11.17V

11.7.2 Curva de calibracion.

Primero se prepar6 una curva de calibracion externa para el equipo, para ello fueron
preparadas disoluciones estandar de modo que se pudiera construir la curva de calibracion,
empleando como disolucion matriz cuatro estdndares multielementales de calibracion de
PerkinElmer® para ICP-MS (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas de las disoluciones patron multi-elementales utilizadas en ICP-MS.

Reactivo Elementos y concentracion Especificaciones
Estandar de Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Marca PerkinElmer Pure Plus Lote
calibracion multi = Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, CL51-046CRY1 Matriz 5 % HNOs

elemental 3 Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn Fecha de expiracion: 30 Abril 2022.
(10 pg/mL)
Estandar de Marca PerkinElmer Pure Plus Lote
calibracion multi =~ B, Ge, Mo, Nb, P, Re, S, Si, Ta, Ti, W, CL51-066CRY1 Matriz H20/0.2 %
elemental 5 Zr (10 pg/mL) HF/Tr. HNOs

Fecha de expiracion: 30 mayo 2022.

Estandar de Hg (10 pg/mL) Marca PerkinElmer Pure Plus Lote

calibracion de CL12-55HGY1 Matriz 5 % HNOs3

mercurio densidad 1.024 g/mL. Fecha de
expiracion: 30 abril 2022.

Estandar de Marca PerkinElmer Pure Plus Lote
calibraciéon multi =~ Au, Hf, Ir, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Sn, Te = CL51-037CRY1 Matriz 10 % HCI 1 %
elemental 4 (10 pg/mL) HNO:s. Fecha de expiracion: 30 mayo

2022.
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La curva de calibracion se disefié en un intervalo amplio para seleccionar posteriormente el
intervalo de concentracion a utilizar, para cada elemento de acuerdo con la sensibilidad
reportada por el fabricante. La curva de calibracion consiste en 16 estandares de
concentraciones (0.1-100) ng/mL, fue seccionada en valores; bajos, medios y altos, se
utilizaron 5 estandares por elemento, considerando el intervalo de concentracion en el que

probablemente se encuentra el elemento en la muestra.

La curva de calibracion consiste en 16 disoluciones estdndar de concentraciones 0.1 ng/mL,
0.2 ng/mL, 0.4 ng/mL, 0.6 ng/mL, 0.8 ng/mL, 1 ng/mL, 2 ng/mL, 4 ng/mL, 6 ng/mL, 8
ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL, 60 ng/mL, 80 ng/mL, 100 ng/mL preparados a partir

de las disoluciones de la tabla 10.

Para preparar los estandares de la curva, primero se prepar6 una disolucién con concentracion

de 1000 ng/mL a partir de las disoluciones patrén multi elementales (Anexo 3).
Anélisis en ICP-MS.

Tras la calibracion del equipo se procedid a llevar a cabo el analisis de las muestras, asi como
los blancos de solucion Gamble, reactivos y los controles de calidad. Cada lote con 20
muestras se analizé un blanco de agua inyectable, para descartar interferencias de efectos de
memoria, ademas de un estandar de calibracién intermedio, para verificar la validez de la
curva, si la diferencia de los valores obtenidos del estandar era mayor al 10 % se llevaban a

cabo las correcciones necesarias sobre los resultados obtenidos.

12. RESULTADOS Y DISCUSION.

En esta seccion se muestran los resultados de la cuantificacién de elementos presentes en
muestras de liquido pleural de pacientes con cancer del INER, la primera parte corresponde a

los resultados de las pruebas de validacion del método.

12.1 Calibracion y linealidad.
La linealidad se evalud para cada elemento empleando el coeficiente de determinacion (R?)
de las curvas de calibracion. La figura 18 muestra dos ejemplos de curvas de calibracion para

los elementos minoritarios hierro (Fe) y magnesio (Mg) cuantificados por ICP-OES mientras

44




que la figura 19 muestra dos ejemplos de curvas de calibracion de los elementos traza rodio
(Rh) y cromo (Cr), cuantificados por ICP-MS.

Curva de calibracion Fe Curva de calibracion Mg
N
o -
2 .
A = L
]
£ H
E _~
R*=0.999640 R’=0.999933
¥=33922 03x-68.26 ¥=50362.51%+203.62
e __r'"".‘
0.0 - 0o

Concentracian {mg/L) Concentracion (mg/L)

Figura 18. Ejemplos de curva de calibracion en ICP-OES de hierro (Fe) y magnesio (Mg).
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Figura 19. Ejemplo de curvas de calibracion en ICP-MS de cromo (Cr) y rodio (Rh).

A partir de las curvas de calibracion; en el anexo 1 se presentan las tablas 16 y 17 con los
resultados de R? y las pendientes obtenidas de las curvas de calibracion de los elementos
cuantificados en ICP-OES e ICP-MS; se observa que los valores de pendiente son altos, en
orden de 102 a 10° dependiendo del elemento, la metodologia presenta mas sensibilidad para
elementos como estroncio (Sr) y potasio (K) y menor para elementos como titanio (Ti) y
selenio (Se), aun con diferentes niveles de sensibilidad, de acuerdo con los valores de las
pendientes, que a mayor pendiente (m), mas sensible es la técnica y presenta una relacion
sefial/ concentracion mas exacta, la metodologia presenta alta sensibilidad para la
cuantificacion de estos elementos por estas técnicas espectroscopicas.

De forma complementaria en la siguiente figura se presenta la comparacion de los

coeficientes de determinacion para la curva de calibracion de cada elemento.
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Figura 20. Grafico comparativo de coeficientes de determinacion (R?) de las curvas de calibracion de
los elementos cuantificados por ICP-OES e ICP-MS.

En la figura 20 se observa que la mayoria los elementos presentan R? mayor o igual a 0.998 a
excepcion de estafio (Sn); de acuerdo con la EURACHEM vy para los fines de este proyecto,
se considera una r? > 0.99 aceptable para trabajar con esta metodologia de calibracion externa
en el intervalo de trabajo seleccionado para cada elemento.

Respecto a Sn, su valor de R? indica una pobre linealidad en el intervalo de calibracion;
haciendo asi el método de analisis inadecuado para la determinacion de este elemento en este
intervalo, por este motivo los resultados de estafio en liquido pleural seran considerados
Unicamente de forma cualitativa.

12.2 Limites de deteccion y cuantificacion.
Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de los valores de desviacion
estandar de 10 mediciones de disoluciones blanco con el célculo presentado en el anexo 2; en
la figura 21 se observa la comparacién de los limites de deteccion (tabla 18, anexo 2) de los

espectrémetros para la cuantificacion de cada elemento con la metodologia aplicada.
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Figura 21. Gréfico comparativo de limites de deteccion instrumental para cada elemento cuantificado en ICP-
OES e ICP-MS.
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Entre los limites de deteccion (LOD) obtenidos, se observa en la figura 21 una tendencia de

los LOD de los elementos cuantificados por ICP-MS en un intervalo de 0.01 ng/mL a 1.08

ng/mL, mientras que, los elementos cuantificados por ICP-OES presentan LOD en un

intervalo de 0.27 ng/mL a 28.95 ng/mL permitiendo cuantificar elementos en concentraciones

traza y ultra trazas presentes en las muestras de liquido pleural.

12.3 Recobro o porcentaje de recuperacion de estandar.

Para evaluar este parametro se utilizaron los estandares s21 y s7 de la tabla 6, usando la

ecuacion 3 para obtener los porcentajes de recuperacion de la tabla

Tabla 11. Porcentaje de recuperacion de disolucion estandar afiadida a muestra 20 afiadida.

Elemento

Ag
As
Be
Cd
Co
Cr
Hg
Mo
Pb
Pd
Pt
Rh
Sb
Se
Sn
Ti

TI

\%

ICP-MS

% de recuperacion

69
91
121
93
103
97
<LOD
154
118
<LOD
<LOD
<LOD
92
99

59
98
117
107

Elemento

Al
B
Ba
Ca
Cu
Fe
K
Li
Mg
Mn
Ni
Si
Sr
Zn

ICP-OES

% de recuperacién

80
93
<LOD
87
88
94
112
86
90
89
92
160
84
80

Tomando como referencia la recuperacion para contaminantes de la Comision de control

analitico y ampliacion de cobertura, se considera un porcentaje de recuperacién aceptable

entre 80 % y 120 % para ambas técnicas analiticas. De los elementos cuantificados el Cd, TI,
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Sh, Co, Pd, Cr, As, Mo, Se, K, Li, Mn, Sr, Ca, Mg, Fe, Zn, Al, Ni, Cuy B cumplen con este
pardmetro indicando que los resultados obtenidos son confiables y asi se asegura que se
obtuvo una buena recuperacion de los analitos durante todo el proceso de analisis.

Mientras que, para Be, Pd, Pt, Sn, Rh, Hg, Ag, Ba y Si; la concentracion esperada para el
estandar afiadido a la muestra, la recuperacion no fue aceptable, se atribuye esto a
interferencias en la matriz para estos elementos, por lo que los datos se analizaran de forma

cualitativa.

12.4 Precision.
La precision es un parametro que ayuda a evaluar el error entre mediciones de una
muestra durante el analisis. Para evaluar este parametro se utilizé la desviacion estandar
relativa (Relative Standard Deviation por sus siglas en inglés % RSD), que es la medida
de la variacion entre las lecturas de una misma muestra respecto al promedio de sus
mediciones. Los resultados que cumplan con un %RSD < 10% indican que la dispersién
entre sus valores es baja, garantizando que los resultados de las mediciones en una
muestra no varian mas alla del 10 % para que el error asociado entre cada medicion sea
aceptable. Los valores de % RSD para todas las muestras cuantificadas se encuentran por
debajo del 10 %.
12,5 Concentraciones en el liquido pleural.
Partiendo de los resultados del analisis elemental de las disoluciones de liquido pleural, se
calcularon las concentraciones de los elementos presentes en el liquido pleural; con el fin de
no saturar el presente trabajo con informacion, se presenta Unicamente la mediana, el nimero
de muestras en las que se cuantifico y los intervalos de los datos obtenidos para la

concentracion de cada elemento.

12.5.1 Concentracion de elementos cuantificados en ICP-OES.

A partir de la concentracion determinada por el equipo se obtuvieron las concentraciones en
liquido pleural empleando el factor de dilucion de 10, considerando masa de la alicuota y
masa de la disolucion final, posteriormente se obtuvo la mediana de las concentraciones. La
Tabla 12 presenta los 13 elementos cuantificados por ICP-OES en las muestras analizadas de

liquido pleural.
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Tabla 12. Elementos cuantificados por ICP-OES.

Elemento Mediana de Intervalo de concentraciones NuUmero de
concentracion de de los elementos en el liquido | muestras en las
elementos en Liquido pleural gue se detecto el
pleural (ng/mL) (ng/mL) elemento
Ca 61738 (104803-28587) 132
K 20451 (8492-43779) 133
Mg 14344 (7310-29868) 133
Fe 3290 (42-5103) 106
Cu 589 (80-1473) 109
Zn 404 (42-1043) 80
Si 293 (109-4283) 5
Al 274 (21-505) 68
Ni 141 (74-2781) 8
Ba 21 (10-73) 27
Sr 21 (5-67) 78
Li 10 (10-3077) 13
Mn 2.1 (1.0-9.0) 36
B <LOD <LOD 0

La presencia de los elementos Ca, K, Mg, Cu, Fe y Zn se esperaba, ya que son elementos
esenciales en el cuerpo humano, los resultados obtenidos para elementos como calcio (Ca),
potasio (K) y magnesio (Mg) con medianas de 61738 ng/mL, 20451 ng/mL y 14344 ng/mL
respectivamente, indican que son los metales mas abundantes junto con el sodio (Na),
elemento que no se cuantificd por saturacion del equipo. Tomando como punto de referencia
a la solucion Gamble (solucion artificial de liquido pleural) para evaluar un aumento o
disminucion de estos elementos en comparacion con lo que se parece a una disolucion de
liquido pleural de una persona “sana”; al restar a las muestras el valor correspondiente al
blanco de solucion Gamble, el calcio pasa de una mediana de 61738 ng/mL a 39482 ng/mL,;
es decir, las condiciones patoldgicas de las muestras de liquido pleural tienen un aumento de
3948 ng/mL de calcio respecto a las condiciones estandar. Mientras que el potasio y
magnesio presentan una disminucion en la concentracion respecto al blanco de solucion

Gamble, magnesio (Mg) con una mediana con 4079 ng/mL por abajo a la concentracion en
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solucién Gamble y la concentracion de potasio (K) disminuye aproximadamente 7609 ng/mL
respecto a la solucion Gamble.

Con respecto a la recuperacion del silicio (Si) al presentar un porcentaje de 190, éste se
asocia a una interferencia de matriz en las lecturas, este elemento se encontr6 con una
mediana de 293 ng/mL en 5 muestras de 133, lo que representa menos del 5%, es decir, no es
un elemento que se encuentre constantemente suspendido en el aire, la concentracion de
silicio en el liquido pleural de estos pacientes se asocia a condiciones especificas de trabajo o
lugar de vivienda de cada uno.

El niquel (Ni) con una mediana de 141 ng/mL fue cuantificado en 8 de 133 muestras, lo que
equivale al 6 % de las muestras; al igual que el silicio y el litio (Li) con una mediana de 10.9
ng/mL que fue detectado en 13 muestras, por lo que se plantea que estos pacientes presentan
condiciones de exposicion especificas por la zona de trabajo o vivienda de los pacientes.

El bario (Ba) fue detectado en 27 muestras con una mediana de 21 ng/mL, pero presentd una
pobre linealidad, se podria optimizar su lectura cambiando las condiciones del equipo para
identificar su presencia en liquido pleural de forma cuantitativa, aunque hasta ahora no se ha
reportado que presente un riesgo para la salud las concentraciones ambientales en las que se
encuentra, la baritosis sdlo se presenta en condiciones de alta exposicion industrial.

El estroncio (Sr) con una mediana de 21 ng/mL fue detectado en 78 muestras, aunque las
concentraciones son bajas y no existe un limite reportado de este elemento ambiental, se sabe
que el estroncio puede entrar a la corriente sanguinea relativamente rapido y permanecer en el

pulmén durante mucho tiempo, la toxicidad depende de su especiacion.

12.5.2 Concentracion de elementos cuantificados en ICP-MS.
En la Tabla 13, se presentan los elementos en menor concentracion, cuantificados en ICP-

MS en muestras de liquido pleural.
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Tabla 13. Elementos cuantificados por ICP-MS.

Elemento Mediana de Intervalo de concentraciones Numero de
concentracion de de elementos en liquido muestras en las
elementos en liquido pleural que se detect? el
pleural (ng/mL) (ng/mL) elemento

Ti 24.87 7.05-81.05 128
Cr 22.79 4.40-50.58 128
Pt 17.34 0.15-23.45 3

Mo 0.43 0.05-5.10 128
V 5.10 3.44-13.03 128
Se 4.51 0.65-12.46 99
As 2.82 1.85-6.62 128
Pb 2.30 0.08-17.06 99
Ag 0.36 0.13-1.14 63
Sn 0.23 0.03-6.56 85
Co 0.18 0.02-1.65 80
Sb 0.14 0.02-4.12 103
Hg 0.13 0.06-0.38 32
Pd 0.07 0.01-0.33 65
Cd 0.04 0.01-0.24 19
TI <LOD <LOD 0

Be <LOD <LOD 0

Rh <LOD <LOD 0

El selenio (Se) con una mediana de 4.51 ng/mL, es un elemento traza esencial, el selenio
urinario regularmente es menor de 100 ng/mL, la toxicidad por selenio ocurre cuando la
ingestion excede la capacidad excretora (Klaassen, 2001), tomando estos datos como
referencia, el Se no se encuentra en concentraciones toxicas. El titanio (Ti) con una mediana
de 24.87 ng/mL, el antimonio (Sb) con una mediana de 0.14 ng/mL, el mercurio (Hg) con una
mediana de 0.13 ng/mL y el cadmio (Cd) con una mediana de 0.04 ng/mL son elementos de
origen principalmente antropogenico; del trafico, el cigarro y la industrial, indicando una

acumulacion en el liquido pleural de pacientes con patologias de pulmon.
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Elementos como el platino (Pt), el paladio (Pd), el estafio (Sn) y la plata (Ag) presentaron un
coeficiente de determinacion bajo para lo establecido en el método, por lo que de forma
cualitativa se observa que todos estos elementos fueron detectados en las muestras en partes
por billon, siendo el platino y el paladio elementos comdnmente utilizados como
catalizadores.

En cuanto a elementos como talio (TI), berilio (Be), rodio (Rh) y boro (B) son elementos que
no han sido detectados por encima del limite de deteccion de los espectrometros con la
metodologia ocupada, con valores de LOD de 0.02 ng/mL, 0.01 ng/mL,0.05 ng/mL y 14.73
ng/mL respectivamente.

Respecto a los elementos que han reportados en liquido pleural, la tabla 14 presenta la
mediana de los datos obtenidos por ICP-OES respecto a la mediana de los reportados

internacionalmente.

Tabla 14. Tabla comparativa de los elementos cuantificados en liquido pleural por ICP-OES

con los niveles reportados de pacientes con patologias variadas.

Elemento Mediana de Intervalo de concentraciones
concentracién de reportadas de elementos en
elementos en liquido liquido pleural (ng/mL)%234

pleural (ng/mL)

Fe 3290.4 (42.0-5103.0) 2360.0 (41.0-5040.0)
Cu 589.71 (80.0-1473.9) 629.5 (241.3-1479.0)
Zn 404.7 (42.0-1043.8) 326.0 (100.2-994.0)
Al 274.9 (21.0-505.6) 139.0 (11.0-582.0)
Mn 2.1 (1.0-9.0) 1.70 (0.06-9.05)

1'Leeetal, 2017; 2 Bai et al, 2019: 3 Ho et al., 2019: * Bai et al, 2021.
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Figura 22. Gréfico comparativo de la mediana de las concentraciones reportadas respecto a la mediana de las

concentraciones obtenidas de elementos minoritarios presentes en liquido pleural.

Tal como se muestra en el grafico de la figura 22, las medianas de las concentraciones
obtenidas en comparacion con las reportadas son similares en los intervalos, ya que se
encuentran en los mismos niveles de concentracion con excepcion del manganeso que se
encuentra mas alto.

El cobre, el hierro y el zinc presentes en el liquido pleural con una mediana de 589.71 ng/mL,
3290.4 ng/mL y 404.70 ng/mL respectivamente, se conocen como oligoelementos debido a
que forman parte de algunas enzimas y proteinas en cierta concentraciéon, cumplen funciones
esenciales en los seres vivos; las deficiencias, asi como los excesos, pueden ser perjudiciales
para la salud. Se conoce que, en derrame pleural maligno, existe una tendencia a tener niveles
de ferritina mayores que 805 ng/mL, siendo la ferritina una metaloproteina con nucleo de
hierro (Fe), se observa una relacion con los resultados; encontrandose la mediana de la
concentracion de hierro (Fe) en 3290.4 ng/mL que coincide con el dato de que la mayoria de
los pacientes de las muestras analizadas, son pacientes del INER con cancer. Por otro lado, se
sabe que al hierro se le asocia con el trafico vehicular, la corteza terrestre y la re suspension
de suelos ( Heal et al, 2005), el cobre es un elemento abundante en PM.s (Xin et al. 2012) y
esta presente en fuentes contaminantes como el trafico vehicular, la metalurgia del cobre, la
combustion, el uso de frenos, entre otros factores ambientales; mientras que, al zinc (Zn) se le
asocia el trafico vehicular, los procesos de acero (Feng et al, 2009), el desgaste de neumaticos
(Heal et al, 2005), entre otros. Ademas, de acuerdo con Bai et al, 2021, existe una relacion en

donde niveles mas altos de Zn relacionado con PMzs en el derrame pleural, aumenta el riesgo
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de céncer de pulmon, relacion que podria usarse para predecir la aparicién de cancer de
pulmon ambiental y derrame pleural maligno.

De igual forma al aluminio con una mediana de 274.9 ng/mL, detectado en 68 muestras y el
manganeso con una mediana de 2.1 ng/mL, detectado en 36 muestras, se les asocia con el
trafico vehicular, la corteza terrestre y la re-suspensién de suelo. La mayor parte del aluminio
en el aire se encuentra suspendido en forma de pequefias particulas de polvo por lo que la
Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido un limite legal de
exposicion de 15 mg/m? (polvo total) y de 5 mg/m3 (fraccion respirable) para polvos de
aluminio como promedios durante una jornada diaria de 8 horas ya que es un metal
acumulable, en distintas partes del cuerpo. Mientras que la toxicidad por manganeso puede
causar multiples problemas neuroldgicos y es un reconocido peligro sanitario para las
personas que inhalan polvo de manganeso, como soldadores y fundidores (Higdon, 2012).

De los elementos que han reportados en liquido pleural, la tabla 15 presenta la mediana de los
datos obtenidos por ICP-MS respecto a la mediana de los reportados internacionalmente.

Tabla 15. Tabla comparativa de los elementos cuantificados en liquido pleural por ICP-MS

con los niveles reportados de pacientes con patologias variadas.

Mediana de Mediana e intervalo de
Elemento concentracién de concentraciones reportadas
elementos en Liquido de elementos en Liquido
pleural (ng/mL) pleural (ng/mL)%234
Cr 22.79 (4.40-50.58) 2.15 (0.04-13.38)
Mo 0.43 (0.05-5.10) 1.79 (0.13-4.70)
V 5.10 (3.44-13.03) 0.48 (0.02-1.06)
As 2.82 (1.85-6.62) 3.4 (0.31-18.02)
Pb 2.30 (0.08-17.06) 2.4 (0.07-7.55)
Ag 0.36 (0.13-1.14) 0.95 (0.02-2.11)
Sn 0.23 (0.03-6.56) 2.00 (0.02-5.34)
Co 0.18 (0.02-1.65) 0.56 (0.01-1.74)

1'Leeetal, 2017; 2 Bai et al, 2019: 3 Ho et al., 2019: * Bai et al, 2021.
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Figura 23. Grafico comparativo de la mediana de las concentraciones reportadas respecto a la mediana de las

concentraciones obtenidas de elementos traza y ultra trazas presentes en liquido pleural.

Los resultados obtenidos de los elementos cuantificados presentaron niveles similares a los
reportados con excepcion del cromo (Cr) y el vanadio (V), donde se obtuvieron valores mas
altos dandonos una referencia de los elementos presentes en derrame pleural de pacientes
atendidos en el INER que residen en la Ciudad de México.

La diferencia mas significativa es en el cromo (Cr) con un nivel de concentracién de
aproximadamente 10 veces mayor (4.40-50.58) ng/mL, el cromo es un elemento considerado
como cancerigeno del grupo | por la Agencia internacional de investigacion de cancer
(IARC), generalmente la concentracion de cromo (Cr) va de 0 a 30 ng/m? en el aire de areas
urbanas; sin embargo, al fumar en espacios cerrados, la concentracion puede ser de 10 a 400
veces mas alta que en el aire libre ademas de otras fuentes como los procesos
pirometalurgicos, fuente industrial y el trafico vehicular.

El molibdeno con una mediana de 0.43 ng/mL, en un nivel de concentraciones similar al
reportado, es un metal presente en el aire cuya principal fuente es la industria y de procesos
del acero; es un elemento que no se considera toxico en bajas concentraciones, tiene
funciones esenciales en el cuerpo humano, pero valdria la pena investigar mas en su papel
toxicoldgico y la relacion de su concentracidn con estas patologias.

El vanadio (V) con un rango de (3.44-13.03) ng/mL, aproximadamente 10 veces mayor al
reportado, fue detectado en todas las muestras analizadas, su presencia en liquido pleural se
asocia principalmente a la combustion de automotores y catalizador (Xu et al., 2013) pero al

igual que varios elementos, no existe norma o monitoreo oficial de este metal en el aire de
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México, que podria afectar la salud en metrépolis contaminadas como la CDMX (Rodriguez,
2010).

El arsénico (As) con una mediana de 2.82 ng/mL es otro de los elementos que se asocian al
cancer de pulmon y provienen entre otras fuentes del consumo de tabaco al igual que el
plomo (Pb) con una mediana de 2.30 ng/mL, el niquel (Ni), Cadmio (Cd) y selenio (Se), un
estudio epidemioldgico, entre la concentracion de estos elementos respecto a las
caracteristicas de los pacientes considerados para este estudio, podria proporcionar mayores
datos acerca de las fuentes y exposicion de algunos contaminantes hacia la poblacion de la
CDMX.

El cobalto (Co) con una mediana de 0.18 ng/mL es un oligoelemento que en altas
concentraciones se asocia al asmay la fibrosis pulmonar.

La plata (Ag) con una mediana de 0.36 ng/mL vy el estafio (Sn) con una mediana de 0.23
ng/mL, se encuentran en rangos similares a los reportados; sin embargo, son elementos que
no obtuvieron valores aceptables en los pardmetros de validacion evaluados en el método, por
lo que valdria la pena optimizar el método para cuantificar con precision y exactitud estos
elementos en liquido pleural.

En general los resultados obtenidos sugieren una alta exposicion a elementos de origen
antropogénico como As, Pb, Ni, Cd, Se, Co, Ag, Sbh, Cr, Mo, Ti, Sr, Fe, Zn, Al, Niy Cu en la
ciudad de México. Mientras que sugiere una disminucion de Mg y K en el liquido pleural

cuando se presentan patologias de pulman.

13. CONCLUSIONES
Sobre la verificacion del método.
Se desarroll6 e implementd una metodologia de andlisis para la cuantificacién de elementos
traza en liquido pleural por medio de ICP-OES e ICP-MS con previa digestion de muestras
en horno de microondas. Se evaluaron parametros de validacion de intervalo de trabajo,
LOD, LOQ, sensibilidad y precision.
eLos intervalos de trabajo obtenidos presentan una relacion lineal con R? mayor a 0.998 para
la mayoria de los analitos, por lo tanto, estos intervalos son linealmente aceptables con
excepcion del estafio (Sn) y boro (B).
eLos limites de deteccion se encuentran en un rango de (0.01-0.64) ng/mL para los elementos
cuantificados en ICP-MS mientras que para los cuantificados en ICP-OES presentan LOD en
un rango de (0.27-28.95) ng/mL.
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el a sensibilidad de la técnica para cuantificar los elementos en liquido pleural es alta, esta
asociada a los valores de pendiente que se obtuvieron de las curvas de calibracion.

eLa precision del método se evalud utilizando los %RSD de cada muestra, para cada
elemento y todos los porcentajes obtenidos tienen un valor <10% lo que significa que las
variaciones entre las mediciones de una misma muestra no varian mas alla del 10%.

eLa exactitud evaluada con el recobro se obtuvo de manera satisfactoria para la mayoria de
los elementos con excepcion de Sn, Ag, Si y Mo que se encontraron por debajo del 80 % o
por arriba del 120 % y de Pd, Pt, Rh, Hg, y Ba que se detectaron con % de recuperacion muy
altos por lo que no se tomaron en cuenta de forma cuantitativa por falta de precision y
exactitud.

A pesar de que fallé en el parametro de recobro y linealidad para algunos elementos, la
metodologia desarrollada en este trabajo presenta parametros de validacion satisfactorios para
Cd, Sh, Co, Pb, Cr, As, Mo, Se, V, Ti, K, Li, Sr, Ca, Mg, Fe, Zn, Al, Niy Cu. En el caso de
los elementos Be, Pd, Pt, Tl, Sn, Rh, Hg, Ag, Ba, B y Si la validacién no es satisfactoria y

solo se evalla su deteccién de forma cualitativa.

Sobre las muestras analizadas.

Los resultados obtenidos muestran que el liquido pleural contiene elementos como Cd, Sb,
Co, Pb, Cr, As, Mo, Se, V, Ti, K, Li, Sr, Ca, Mg, Fe, Zn, Al, Ni y Cu; elementos que
respiramos, llegan a la zona alveolar hasta terminar almacenandose en el liquido pleural.

No existe una regulacion de cantidades permitidas de ciertos elementos en el aire 0 como tal
de la presencia de éstos en el liquido pleural, la difusion de estos resultados pueden ser el
inicio de algunos estudios, para conocer la relacion entre la exposicién a particulas
atmosféricas en la poblacién a partir de las particulas ambientales PM; s.

Para los elementos Be, Pd, Pt, Tl, Sn, Rh, Hg, Ag, Ba, B y Si los resultados no fueron
satisfactorios debido a que la validacion fallo en el recobro o linealidad; sin embargo, los
resultados obtenidos pueden ser usados para caracterizar la composicion elemental de los
elementos traza presentes en derrame pleural de pacientes con padecimientos pulmonares.
Los rangos de concentraciones obtenidos en este trabajo se encuentran en rangos
similares a los reportados en otros trabajos internacionales a excepcion de manganeso,
cromo y vanadio que se encuentran rangos mayores; es normal que no coincidan o se
aproximen ya que se trata del estudio de distintas poblaciones en diferentes zonas
geograficas, esto funciona como punto de comparacion, ya que hasta la fecha no se han
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reportado trabajos similares a nivel nacional, es importante empezar atener bancos de
informacion sobre la concentracion de elementos potencialmente tdxicos (EPT) en liquido
pleural para asi desarrollar normas para el control de las emisiones de contaminantes y asi

disminuir el grado de exposicion.

14. Aportaciones
El presente trabajo fue realizado de acuerdo con el Proyecto “BIOACCESIBILIDAD DE
METALES-METALOIDES DE LAS PM2.5 EN LIQUIDO PLEURAL DE PACIENTES
CON CANCER PULMONAR DE LA CIUDAD DE MEXICO” con financiamiento
CONACyT- 840342.

15. Recomendaciones:

Debido a que los porcentajes de recuperacion para los elementos Be, Pd, Pt, Tl, Sn, Rh, Hg,
Ag, Ba, B y Si fueron menores al 80% o mayores al 120%; se sugiere probar con otras
condiciones de digestion para disminuir los efectos de matriz sobre estos elementos, se
sugiere realizar la prueba con H20 al 50:50 con HNO3 para evaluar efectos de matriz.

Para cuantificar el sodio (Na) por ICP-OES sin saturar el equipo; tomando como referencia la
preparacion de la disolucién artificial de liquido pleural, la disolucidn Gamble de Julien et al.
2011, la concentracion aproximada de Na en liquido pleural es de 9000 mg/L, por lo que se
recomienda realizar una dilucion 1:1000 para su analisis.

Se sugiere acoplar ICP-OES o ICP-MS a un generador de hidruros para poder analizar de

forma mas especifica a elementos como mercurio, arsénico, berilio.
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ANEXO 1. Coeficientes de correlacion y pendientes para los elementos cuantificados.

Tabla 16. Coeficientes de correlacion y pendientes para los elementos cuantificados en ICP-MS.

Elemento

Ti
Cr

Se
Rh

Pd
Ag
Pb

Be

V

R2
0.9998
0.9991
0.9987
0.9999
0.9992
0.9985
0.9987
0.9997
0.9998

Pendiente
2310.9
22247.0
616.2
238237.0
2817.3
9345.4
14979.0
3884.1
27892.0

Elemento
As
Mo
Sh
Cd
Sn

Pt
Hg
Tl
Co

R2
0.9986
0.9996
0.9992
0.9996
0.9894
0.9990
0.9991
0.9996
0.9992

Pendiente
3519.7
7663.7

12764.0
3226.2
9139.6
6813.9
2821.1

19378.0

17788.0

Tabla 17. Coeficientes de correlacion y pendientes para los elementos cuantificados en ICP-OES.

Elemento R? Pendiente Elemento R? Pendiente
Ca 0.9996 39187.00 Si 0.9988 36285.00
Na SATURADO | SATURADO Al 0.9990 34316.00
Mg 0.9999 50278.51 Mn 0.9992 330515.00

K 0.9980 2000000.00 Ba 0.9995 93090.00
Li 0.9990 8000000.00 Fe 0.9996 33922.03
Ni 0.9999 6510.32 Cu 0.9997 5466.52
Sr 0.9995 6000000 B 0.9935 5101.6
Zn 0.9990 17685.62 -
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ANEXO 2. Limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) del método para cuantificacion de

elementos en liquido pleural.

El célculo del limite de deteccion y cuantificacion instrumental, se realiz6 a partir de la
lectura de 10 disoluciones blanco (Agua inyectable PISA); mientras que, el célculo del limite
de deteccidén y cuantificacion del método se obtuvo a partir de la lectura de 10 disoluciones
blanco del método: 1 mL de agua inyectable PISA digerida con los reactivos de digestion y
condiciones de digestion aplicadas en el método; con el valor de la desviacion estandar de
estas lecturas se aplico la ecuacion 1 para el célculo del limite de deteccion (LOD) y la
ecuacion 2 para el célculo del limite de cuantificacion (LOQ) que se presentan en las
siguientes tablas.

Tabla 18. Limite de deteccidn y cuantificacion instrumental de los elementos cuantificados en
ICP-MS e ICP-OES.

ICP-MS ICP-OES
Elemento LOD LOQ Elemento LOD LOQ

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Be 0.01 0.04 K 0.27 0.89
Pd 0.01 0.04 Li 0.47 1.58
Pt 0.01 0.05 Mn 0.47 1.55
Cd 0.02 0.06 Sr 0.53 1.77
TI 0.02 0.06 Ca 0.63 2.09
Sh 0.02 0.06 Mg 0.78 2.60
Co 0.02 0.06 Ba 0.99 3.32
Sn 0.03 0.10 Fe 1.43 4.78
Rh 0.05 0.17 Zn 1.56 5.22
Hg 0.06 0.19 Al 6.91 23.04
Pb 0.07 0.24 Ni 7.19 23.96
Ag 0.12 0.41 Cu 7.33 24.45
Cr 0.16 0.53 B 14.73 49.09
As 0.38 1.27 Si 28.95 96.51
Mo 0.38 1.27
Se 0.59 1.97

\Y 0.64 2.12
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Ti 1.08 3.59

Tabla 19. Limite de deteccidn y cuantificacion del método de los elementos cuantificados en
ICP-MS e ICP-OES.

ICP-MS ICP-OES
Elemento LOD LOQ Elemento LOD LOQ

(ng/mL) M(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Be 0.10 0.40 K 2.70 8.90
Pd 0.10 0.40 Li 4.70 15.80
Pt 0.14 0.47 Mn 4.70 15.50
Cd 0.17 0.57 Sr 5.30 17.70
TI 0.18 0.59 Ca 6.26 20.87
Sh 0.18 0.60 Mg 7.80 26.00
Co 0.19 0.64 Ba 9.90 33.20
Sn 0.30 0.99 Fe 14.30 47.80
Rh 0.50 1.70 Zn 15.60 52.20
Hg 0.57 1.89 Al 69.10 230.40
Pb 0.71 2.35 Ni 71.90 239.60
Ag 1.23 411 Cu 73.30 244,50
Cr 1.58 5.27 B 147.30 490.90
As 381 12.70 Si 289.50 965.10
Mo 3.81 12.70
Se 5.90 19.70
\Y 6.36 21.20

Ti 10.80 35.90
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ANEXO 3. Diagramas de la preparacion de las curvas de calibracion.

Figura 23. Esquema de la preparacion de la curva de calibracion para elementos cuantificados

en ICP-OES.
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La curva de calibracion consiste en 5 disoluciones estandar de concentraciones 0.01 pg/mL,
0.05 pg/mL, 0.1 pg/mL. 0.5 pg/mL y 1 pg/mL. La solucion de 1 pug/mL se preparé a partir de
una alicuota de 0.1 mL de las disoluciones estandar s7 y s21 (ver tabla 6), a partir de esta

disolucion se prepararon los demas estandares.
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Figura 24. Esquema de la preparacion de la curva de calibracion para elementos cuantificados
en ICP-MS.
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La curva de calibracion consiste en 16 disoluciones estandar de concentraciones (0.1-100)
ng/mL. Para preparar los estdndares de la curva, primero se preparé una disolucion con
concentracion de 1000 ng/mL a partir de las disoluciones patrén multi-elementales (Tabla
10).

A partir de la disolucion de concentracién de 1000 ng/mL, se tomaron alicuotas de 0.5
mL,1.0 mL ,1.5 mL, 2.0 mL y 2.5 mL y se afiadieron a matraces volumétricos de 25.0 mL
para obtener las disoluciones estandar de concentraciones 20 ng/mL, 40 ng/mL, 60 ng/mL, 80
ng/mL y 100 ng/mL.

Ahora partiendo de la disolucion de concentracion de 100 ng/mL, se tomaron alicuotas de 0.5
mL,1.0 mL ,1.5 mL, 2.0 mL y 2.5 mL y se afladieron a matraces volumétricos de 25.0 mL
para obtener las disoluciones estandar de concentraciones 2 ng/mL, 4 ng/mL, 6 ng/mL, 8
ng/mL y 10 ng/mL.

Repitiendo el proceso de la disolucion de concentracion de 10 ng/mL, se tomaron alicuotas
de 0.5 mL,1.0 mL ,1.5mL, 2.0 mL y 2.5 mL y se afiadieron a matraces volumétricos de 25.0
mL para obtener las disoluciones estandar de concentraciones 0.2 ng/mL, 0.4 ng/mL, 0.6
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ng/mL, 0.8 ng/mL y 1.0 ng/mL. Finalmente, de la disolucion de 1.0 ng/mL se tom¢ alicuota
de 2.5 mL para preparar disolucién de 25.0 mL con concentracion de 0.1 ng/mL.
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