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Resumen
El plomo es un metal pesado, persistente en el ambiente, se utiliza en muchas

actividades industriales, por lo que constituye un riesgo ocupacional y ambiental en
trabajadores de metallrgicas, reciclaje de baterias, vidriado y ceramicas, que tienen
medidas de seguridad deficientes. La exposicion a plomo causa efectos perjudiciales a
nivel bioquimico y fisiolégico. Los mecanismos de dafio involucran estrés oxidativo,
incremento de calcio intracelular libre y aumento de apoptosis. En el presente trabajo
estudiamos otros factores de dafio, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una
citocina crucial en la defensa del hospedero, la inflamacion y la induccion de apoptosis.

El objetivo del presente trabajo se estudio el estado clinico y molecular pro-inflamatorio,
a partir de la produccion y liberacion de TNF-a. por leucocitos de trabajadores expuestos
a plomo y su relacion con el proceso oxidativo y el apoptético. Se realizd un estudio
descriptivo, transversal y comparativo: un grupo de 24 trabajadores expuestos, de la
industria de reciclado de baterias, se comparé con un grupo de 17 trabajadores sin
antecedentes de exposicion a plomo. Se realizé una historia clinica toxicologica completa
y diferentes pruebas moleculares. Aprobado por los comités de ética correspondientes,

los participantes aceptaron y firmaron el consentimiento informado.

Se encontrd gque los trabajadores expuestos presentan un incremento de 25 veces
en la concentracion de plomo en sangre, 85% menor actividad de la enzima 3-ALAD, 27%
mayor lipoperoxidacién, 60% mayor de eriptosis y 74% mayor de apoptosis de leucocitos,
con respecto al grupo no expuesto, todas las comparaciones tuvieron significancia
estadistica. No se observaron cambios en la concentracion del TNF-a, a pesar de que
los signos y sintomas clinicos caracteristicos de la intoxicacion por plomo y el estado
proinflamatorio estan presentes en los trabajadores expuestos a plomo; sin embargo, se
identificd que el 42% de estos Ultimos tienen menor respuesta ante el estimulo para la
produccion y liberacion de TNF-a, ello sugiere un estado de compensacion en el que los

leucocitos producen y secretan menos TNF-a como mecanismo de defensa.
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Abstract
Lead is a heavy metal persistent in the environment; it is used in many industrial

activities such as metallurgy, battery recycling, glazing and ceramics, and it constitutes
an occupational and environmental risk for workers involved in such activities, which
generally have poor security measures. Exposure to lead causes harmful effects at the
biochemical and physiological level. The mechanisms of damage involve oxidative stress,
increased free intracellular calcium and increased eryptosis. In the present work we study
the tumor necrosis factor alpha (TNF-a), which is a crucial cytokine in host defense,

inflammation and the apoptosis induction.

The aim of the present work is to study the clinical and molecular pro-inflammatory
state, relating the production and liberation of TNF-a by leukocytes of workers exposed
to lead with the oxidative damage in erythrocytes and apoptotic process in both
erythrocytes and leukocytes. A group of 24 exposed workers from the battery recycling
industry was compared with a group of 17 workers with no history of lead exposure. We
recorded a complete toxicological history for each patient and pertinent molecular tests
were performed. This study was approved by the corresponding Ethics Committees; the
participants accepted and signed an informed consent.

It was found that exposed workers have a 25-fold increase in blood lead
concentration, 85% lower activity of the 5-ALAD enzyme, 27% higher lipoperoxidation,
60% higher eryptosis, 74% higher leukocyte apoptosis, with respect to the non-exposed
group; all the comparisons were statistically significant. Despite the fact that clinical signs
and symptoms characteristic of lead poisoning and proinflammatory state are present in
the workers exposed to lead, no changes were observed in the concentration of TNF-a.
However, 42% of the exposed workers had lower leukocyte response to the stimulus with
LPS for the production and release of TNF-q; this suggests that leukocytes, as a defense

mechanism, reduces the production and secretion of TNF-a.
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1. Introduccidn
1.1 El plomo

El plomo es uno de los primeros metales descubiertos por la humanidad y uno de
los mas empleados desde la antigledad, continuando y aumentando su uso hasta la
actualidad. Su empleo y la contaminacion por dicho metal se correlacionan
estrechamente con el desarrollo industrial y tecnolégico. Sus propiedades fisicas y
quimicas (Tabla 1), asi como como su flexibilidad, alta maleabilidad, ductilidad y
resistencia a la corrosion, ha resultado en un amplio uso en diferentes industrias como
automoviles, pinturas, ceramicas, plasticos, municiones, recubrimientos de cables,
fabricacion de baterias, vidrio, etc. (Flora et al., 2012).

Por tanto, el ser humano siempre ha estado expuesto al plomo, en un principio
debido a los yacimientos naturales, posteriormente con su uso en vasijas, ceramicas,
colores de origen mineral, tuberias, pinturas, aditivos antidetonantes de los combustibles
y en las industrias. Actualmente, esto continda siendo un problema de salud publica en
personas laboralmente expuestas, sobre todo en paises en vias de desarrollo, cémo
México (Calderén y Maldonado, 2008).

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del plomo (Calderén
y Maldonado, 2008)
Simbolo quimico Pb
NuUmero atémico 82
Peso atomico 207.21
Valencia 2,4
Estados de oxidacion +2y+4
Electronegatividad 1.9
Radio i6nico 0.12 nm
Isétopos 208, 206, 207, 204
Punto de fusion 327.4°C
Punto de ebullicién 1725°C
Densidad 11.4 g/ml
Solubilidad de sales de plomo en agua
(g/100 ml)
Acetato 221
Cloruro 0.99
Cromato 0.00002
Nitrato 56.5
Oxido 0.001
Sulfato 0.00425




1.2 El plomo como contaminante en la industria
El plomo se encuentra formando compuestos inorganicos en diversos yacimientos

naturales en toda la tierra, de donde puede ser extraido con técnicas de mineria, fundicién
y refinacién. Sin embargo, las actividades antropogénicas han hecho que el plomo se
distribuya y contamine el ambiente. Existen diferentes tipos de contaminacion con plomo
para el ser humano, entre ellos, la laboral, paralaboral, laboral-domiciliaria, ambiental y
domiciliaria. En la industria su uso es frecuente, por lo que se clasifica como
contaminacion del tipo laboral, la que se presenta cuando el trabajador se expone a plomo
por arriba del nivel recomendado en una industria que maneja grandes concentraciones
de plomo, con procesos inadecuados o por deficiencia de los sistemas de seguridad
(Calderén y Maldonado, 2008).

Existen tres tipos de industrias involucradas en el empleo y procesamiento del
plomo: 1) industria primaria, es la encargada de la extraccion, fundicion y reciclamiento
de plomo; 2) industria secundaria, en la que se utilizan altas concentraciones de plomo
en sus procesos, por ejemplo, las que fabrican acumuladores, baterias, colorantes,
laminas de plomo para soldadura o manufactura; y 3) en la que emplean bajas
concentraciones de plomo en sus procesos, por ejemplo, metal-mecanicas, fabricas de
colores y juguetes, uso de pintura y soldadura (Calderén y Maldonado, 2008).

Las industrias secundarias, aquellas que emplean el plomo como materia prima
esencial en sus productos, por ejemplo, las baterias, los aditivos y pinturas, son capaces
de contaminar en el sitio donde son utilizados y no solo donde son fabricados, por lo que
en esos sitios se puede contaminar directamente el ser humano, el ambiente, los
alimentos, los animales y las plantas (Calderén y Maldonado, 2008).

El uso del plomo esta asociado fuertemente a los paises desarrollados, excepto
en los procesos de extraccién, donde se mencionan paises en vias de desarrollo como
Perld y México, este ultimo esta en los seis primeros lugares en produccion de plomo,
pero muy atras en su uso Yy reciclamiento (Portal de Estadistica, Statista.com, 2017). El
empleo de plomo ha variado notablemente en los ultimos 20 afios, al 2005 la distribucion
de su uso: el 78% del plomo se emplea en la fabricacion de baterias y acumuladores, el
7% en pigmentos y pinturas, el 6% en laminas de plomo para manufactura y el restante

9% en diferentes materiales (Calderon y Maldonado, 2008).



El plomo puede contaminar el suelo de manera natural, por desechos industriales
sélidos o de basura contaminada con plomo; las diversas sales de plomo pueden ser
solubles o solubilizarse al entrar en contacto con otros componentes atmosféricos y
disolverse en el agua, que puede contaminar arroyos, rios, lagos, lagunas, mantos
subterraneos, etc. Parte de la contaminacion de los desechos liquidos contaminados se
precipita y forma parte de los sedimentos solidos, que al secarse forman parte de la tierra
con la que se tiene contacto (Calderén y Maldonado, 2008).

Los desechos solidos de industrias y yacimientos naturales no solo contaminan el
agua, sino también la tierra, se pueden generar polvos, humos, vapores o0 aerosoles que
contienen sales del contaminante y con ello generar una contaminaciéon del aire, que
puede ir de metros a kilébmetros, siendo mayor la distancia alcanzada a mayor velocidad
de los vientos, mayor temperatura y a menor tamafio de la particula y menor humedad.
La via de contaminacion mas importante es la aérea, ya sea de yacimientos naturales o
de desechos industriales (Gillis et al., 2012) que no cuentan con los sistemas de
proteccion ambiental adecuados, esta via de contaminacién es mas dificil de controlar,

reconocer, medir y evitar en el ambiente (Fig. 1).

Formas de movilizacion del plomo

aerosoles

sedimentos polvos

AGUA TIERRA AIRE

solubilizado precipitado

depdsito

Fig. 1. Formas de movilizacion del plomo (Calderén y Maldonado, 2008)

El aire, el agua y la tierra no son los Unicos medios por los que el plomo puede
llegar al ser humano, existen otros medios como las plantas y animales, los cuales la
mayoria de las veces son capaces de concentrar el plomo en sus érganos y secreciones,
estos al ser consumidos por el humano, el contaminante llega en forma de alimento. De
igual forma, las plantas y los animales al morir o a través de sus excretas vuelven a

contaminar el ecosistema en la tierra, el aire o el agua, haciendo un circulo donde el



toxico tiene eventualmente mayor biodisponibilidad; es decir, con mayor potencial de
absorberse y dafar. Adicionalmente, los alimentos pueden ser contaminados con plomo
directamente por el aire, la tierra 'y el agua contaminada, también por el almacenamiento,

la preparacion y la forma de consumir los alimentos (Calder6n y Maldonado, 2008).

1.3 Toxicocinética y toxicodinamia del plomo
El plomo es probablemente uno de los metales pesados mas estudiados. Diversos

trabajos demuestran la presencia de mecanismos celulares, intracelulares y moleculares
detras de las manifestaciones toxicolégicas causadas por plomo en el organismo (Flora
et al., 2012). A nivel molecular, la toxicidad por plomo involucra enlaces covalentes a
proteinas, interaccién con sitios estereoespecificos de cationes divalentes como el Ca?*,
generacion de metabolitos toxicos y dafio oxidativo (Aguilar-Dorado, 2014).

El plomo puede ingresar al organismo humano por tres vias (Fig. 2), aunque dos
de ellas son las mas importantes. El plomo puede ingresar al organismo por el alimento,
el aire y el agua, a través de la boca vy, si es deglutido, llegar al tracto digestivo. Por el
aire, a partir de polvos, gases, aerosoles o neblinas, puede alcanzar vias respiratorias
superiores y avanzar a las vias respiratorias inferiores, es decir el tracto respiratorio.
Finalmente, el plomo en el agua, el aire, la tierra y en diversos materiales pueden tomar
contacto con el organismo humano también a través de la piel (Gillis et al., 2012; Calderén
y Maldonado, 2008).

‘EXPOSICIONH INGRESO H DISTRIBUCION H ELIMINACION ‘
Tracto
Digestivo »| Heces
/"
SANGRE || Higado
Allmentoa
p| RIAON » Orina
Plasma Hueso
—- X
\ | Cerebro
Ufias
Aire ¥ |e=p| Piel » Pelo
Eritrocitos
| Glandula » Leche
mamaria
Tracto > Exhalacion
Respiratorio

Fig. 2. Absorcion, distribucion, redistribucion y eliminacion del plomo en el organismo (Calderén y Maldonado, 2008).
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La absorcion del plomo depende de las caracteristicas de solubilidad, de la
aerodinamica, el tamafio y los efectos biolégicos de las particulas, pero a su vez del gran
volumen de aire contaminado que se respira y del tiempo que la persona permanezca en
el ambiente contaminado con las particulas que contienen plomo. La mayor parte de
plomo que llega a la sangre son sales divalentes, es decir con dos cargas positivas en
disolucién acuosa. Una menor proporcion de plomo puede llegar a la sangre en forma de
sales tetravalentes (sales orgénicas), las cuales, con las reacciones oxido-reductoras del
organismo, son transformadas en sales divalentes solubles. Es por lo anterior que dentro
del organismo siempre se refiere al plomo como un cation divalente y soluble en agua. El
ejemplo mas claro es que, para el ingreso por la piel se requiere un cierto grado de
liposolubilidad, esta propiedad la adquiere cuando el plomo se presenta en sales
organicas, tetraetilo o tetrametilo; por otro lado, puede ingresar por la piel en forma de
sales inorganicas (cloratos, nitratos, acetatos, entre otros) solamente si las mismas se
combinan con elementos abrasivos y solventes organicos. El plomo ingresa por la via
digestiva a través del mismo sistema que el calcio, lo que condiciona una gran absorcién.
En otro caso, si existen sales de plomo en particulas respirables (0.5 a 1 micrometros),
pueden alojarse el tiempo suficiente en los alvéolos para poder permitir la absorcion
(Calderén y Maldonado, 2008).

El plomo a altas concentraciones se puede acumular en las membranas de célula
con alta densidad de carga, como los eritrocitos (Aguilar-Dorado et al., 2014), en estas
células el plomo puede producir una reaccion tipo Fenton, generando radicales libres (RL)
e iniciando procesos de oxidacion de lipidos en los acidos grasos insaturados y
poliinsaturados y extendiendo por reacciones en cadena de dafio oxidativo (Flora et al.,
2012).

Sin embargo, la mayor proporcion de dafio oxidativo inducido por la exposicion a
plomo se puede explicar por los mecanismos indirectos. El plomo al reducir la actividad
de varias enzimas (acido delta aminolevulinico sintetasa, acido delta aminolevulinico
deshidratasa y ferroquelatasa) de la via de sintesis del grupo hemo (molécula para la
formacion de hemoglobina y citocromos), genera un estado particular, donde se
incrementan las concentraciones de hemo libre, hierro libre, acido aminolevulinico (ALA)

y protoporfirinas en el organismo, esto junto con la hemoglobina y el oxigeno, generan



condiciones de oxidacion y autooxidacion, con produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y generando en conjunto un insulto oxidativo; el cual, dependiendo de los
mecanismos de defensa resultard en un mayor o menor dafio oxidativo (Calderon y
Maldonado, 2008). Las especies reactivas de oxigeno que se forman pueden ser el anién
supeoxido (O2™), peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH").

El plomo directa o indirectamente también puede modificar los mecanismos de
defensa antioxidante disminuyendo tal respuesta de la primera linea de proteccién
antioxidante, existe evidencia donde se inhibe la enzima antioxidante superdxido
dismutasa (SOD, encargada de reducir el radical libre superéxido O2") y la catalasa
(encargada de iniciar la transformacion de peroxido de hidrégeno (H202) a oxigeno y
agua) (Renddén-Ramirez, 2014; Calderdén y Maldonado, 2008).

1.3.1 Enzima &cido 8-aminolevulinico deshidratasa

La enzima &cido delta aminolevulinico deshidratasa (5-ALAD, porfobilinogeno
sintasa, 5-aminolevulinato hidrolasa, EC 4.2.1.24) cataliza la conversion de dos
moléculas de acido delta aminolevulinico a porfobilinégeno (PBG), el cual es un precursor
inmediato de las porfirinas (Fujita et al., 1981). La actividad de la enzima 5-ALAD en
sangre, se disminuye cuando hay intoxicacién con plomo (Fujita e Ishihara, 1988) (ver
Fig. 3), con lo cual aumenta la concentracion de acido delta aminolevulinico en sangre o
en orina (Calderén y Maldonado, 2008).

La 6-ALAD es una enzima clave en la produccion de hemoglobina y otros
componentes con esqueleto de porfirina, incluyendo citocromo y peroxidasa. Esta enzima
esta presente en cantidades apreciables en eritrocitos y también se ha detectado en una
gran variedad de otros tejidos animales y vegetales. La 3-ALAD tiene grupos sulfidrilo y
tioles necesarios para la actividad enzimética maxima y, debido a la alta afinidad entre
los grupos SH y los iones metalicos, especialmente los metales pesados, puede
esperarse que los metales puedan estar unidos a la enzima en su entorno natural. Varios
autores describen el cobre como cofactor de 3-ALAD mientras que otros indican que el

zinc esta involucrado en su actividad (Krajnovit-Ozretik y Ozretit, 1980).
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Fig. 3. Via biosintética del grupo hemo simplificada. ALA sintetasa, ALA deshidratasa y ferroquelatasa son las tres
enzimas inhibidas en mayor grado por plomo. Otras enzimas intermediarias como la uroporfirinégeno descarboxilasa
y la coproporfirindgeno oxidasa pueden también ser afectadas. Figura tomada de Krajnovit-Ozretik y Ozretit, 1980.

1.3.2 Dafio oxidativo
Los radicales libres (RL) son especies quimicas que tienen un electrén

desapareado en su orbital mas externo, por lo que presentan alta reactividad. En los seres
vivos, los RL provienen principalmente del oxigeno o del nitrdgeno y pueden dafiar
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, como lo esquematiza Flora y
colaboradores en la figura 4 (2012). La formacion de RL se lleva a cabo como resultado
del metabolismo oxidativo en todos aquellos compartimentos subcelulares en donde
existe un alto intercambio metabdlico, como son las mitocondrias, el reticulo
endoplasmico liso y el citosol. Por otro lado, es conocido el hecho de que los RL derivados
del oxigeno pueden formarse in vitro e in vivo por medio de reacciones espontaneas
llamadas de Haber-Weis o tipo Fenton en donde interviene como catalizador un metal de
transicion, siendo el mas importante el hierro. En los eritrocitos de todos los mamiferos
existen reacciones tipo Fenton y Haber-Weis como consecuencia del intercambio
gaseoso que ocurre cuando la oxihemoglobina pasa a ser metahemoglobina, en donde
el hierro del grupo hemo de la hemoglobina reacciona en forma espontanea con el
oxigeno (Guillis et al., 2012). Las ROS asi formadas reaccionan con las macromoléculas,

principalmente los acidos grasos poliinsaturados de la membrana eritrocitaria, en donde



se lleva a cabo el fenomeno de la lipoperoxidacion que da como metabolito final al
malondialdehido (MDA), el cual se determina en el laboratorio como un indice de dafio
ocasionado por las especies de oxigeno reactivas ROS, que no necesariamente son RL
(Gutiérrez-Salinas et al., 2009).
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Fig. 4. Mecanismos y objetivos por los cuales se genera el estrés oxidativo, cuando existe exposicion a plomo,
modificada de Flora et al., 2012.

1.4 Diagndstico de intoxicaciéon por plomo

1.4.1 Plomo en sangre
La prueba mas frecuente y de mayor valor diagnostico para la intoxicacion con

plomo es la determinacién de plomo en sangre, la cual se puede realizar basicamente a
través de tres técnicas; la espectrofotometria de absorcién atbmica con horno de grafito,
la espectrofotometria de plasma y la voltametria. Las tres tienen muy buena sensibilidad
y reproducibilidad, pero la de voltametria es la técnica mas rapida, de menor costo y con
menos necesidad de procesar la muestra. Adicionalmente, la voltametria tiene la
posibilidad de uso en campo con un aparato portatil, lo cual incrementa la posibilidad de

atencion en el momento de tener los resultados inmediatos e incluso poder realizar un
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tamiz de la poblacion y poder realizar otros estudios o analisis en el sitio donde se
encuentra el paciente (Calderén y Maldonado, 2008). Ademas la técnica por voltametria
se especifica en la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SSA1-2000 como método para
evaluar plomo en sangre en un intervalo de 1-100 mg/dL.

La Norma Oficial Mexicana NOM-047-SSA1-2011, establece que el indice
Biologico de Exposicidon para el personal ocupacionalmente expuesto a plomo es de 30
pg/dL, dicho valor se propone para apoyar la evaluacion del riesgo a la salud de personal
gue labora con plomo, y permite implementar y evaluar medidas de control dirigidas a la
conservacion de la salud y a la prevencion de efectos nocivos en este personal. Por otro
lado, para personal no ocupacionalmente expuesto, los valores de referencia segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-199-SSA1-2000 para la concentracion de plomo en sangre
en nifos, mujeres embarazadas y en periodo de lactancia es de 10 pg/dL y para la
concentracion de plomo en sangre para el resto de la poblacion expuesta no
ocupacionalmente es de 25 ug/dL; la OMS y el Centro de Prevencion y control de

Enfermedades (CDC) de Atlanta, indican que es de 5 ug/dL.

1.4.2 Pruebas de dafio especificas
La activad de la 6-ALAD es una prueba muy sensible y con buena especificidad

para la intoxicacién por plomo, esta prueba colorimétrica es facil de realizar en cualquier
laboratorio, es la prueba de eleccion para evaluar el dafio inducido por el plomo (Santos
et al., 1998). Para su integracion en el diagnostico se tiene que considerar que al tener
muy alta sensibilidad, es posible que en pacientes con concentraciones de plomo muy
por arriba de 40 pg/dL de sangre, no es posible relacionar la cantidad de plomo con la
intensidad de dafio evaluado a través de esta actividad. Es decir que una vez que se
alcanza una notable reduccion de la actividad, mayores niveles de plomo o mas tiempo
de exposicién ya no pueden ser evaluados con la actividad de la enzima que permanece
notablemente inhibida (Flora et al., 2012). Las actividades normales de esta enzima se
encuentran entre 500 y 1,000 nmolas/mL/h. Las intoxicaciones cronicas severas pueden
llevar la actividad hasta 60 nmolas/mL/h (Calderén y Maldonado, 2008).

La concentracion de protoporfirinas eritrocitarias libres y la concentracion de acido
delta amino levulinico (ALA) en sangre y orina, pueden también usarse para determinar

dafio especifico por plomo, son metabolitos acumulado por la inhibicion de las enzimas



ferroquelatasa y la 6-ALAD, respectivamente. Sin embargo, no ofrecen ventajas sobre la
determinacion de la actividad de la 3-ALAD (Guillis et al., 2012; Calderén y Maldonado,
2008).

1.4.3 Pruebas de dafio no especificas
Para la evaluacion del dafio oxidativo, se realiza una prueba sencilla y

recomendada para la determinacion de la concentracion de especies reactivas al &cido
tiobarbittrico (TBARS) en sangre, una determinacion sencilla y econdémica que evalla la
peroxidacion de lipidos, asi que permite conocer la intensidad de dafio en un paciente al
que se ha diagnosticado con plomo (Calderén y Maldonado, 2008). EI MDA es un
producto final de la peroxidacion lipidica y tiene efecto sobre la viscosidad de los
eritrocitos. La acumulacién de MDA en los eritrocitos es evaluada por la reactividad del
acido tiobarbiturico (TBA), es decir, el MDA puede reaccionar con el TBA y formar un
compuesto colorido el cual se puede determinar por espectrofotometria (Jain et al., 1989
y 1990).

El dafio peroxidativo en la célula puede evitarse por mecanismos de defensa,
incluyendo sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. El plomo puede reducir
las actividades de enzimas como catalasa y SOD, enzimas antioxidantes que
descomponen radicales libres como el hidroxilo y superéxido, y otras ROS en el eritrocito,
de la misma manera el plomo es capaz de inducir dafio oxidativo a altas concentraciones,
por lo tanto, la intoxicacién por plomo podria incrementar especies reactivas de oxigeno
lo cual induce un proceso oxidativo y dafio a las proteinas del eritrocito (Rendén-Ramirez
et al., 2007).

La reduccion en la velocidad y la coordinacion neuromotora, se pueden determinar
cualitativamente con una prueba clinica de coordinacion motora (dedo-dedo y dedo-
nariz), sin embargo, son pruebas subjetivas y requiere mucha experiencia médica. Otra
prueba como el punteado basofilo de eritrocitos mediante tincion con hematoxilina y
eosina visto al microscopio, estos puntos azules aparecen solo en ciertos pacientes con
alta concentracién de plomo y tiempos prolongados de exposiciéon. En radiografias de
pacientes con altas concentraciones de plomo y tiempos prolongados de exposicidon se
puede llegar a observar una linea electrodensa en la diéfisis de huesos largos. Pruebas

que pueden demostrar procesos patoldgicos y una asociacion con el diagnostico de la
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exposicion, se encuentran las pruebas de funcionamiento hepatico, funcion renal,
irritacion cerebral, electroencefalogramas, biometrias hematicas (anemia normocitica y
normocromica) y el incremento de la presion arterial, no obstante, estas deben ir
acompafadas de las pruebas especificas que indiquen dafio por plomo, mencionadas en

apartados anteriores (Stoleski et al., 2008; Calderdn y Maldonado, 2008).

1.5 Sintomas clinicos de intoxicacion por plomo
Los efectos del plomo varian segun el grado de exposicion y la susceptibilidad de

las personas, en general perjudica la habilidad cognitiva, el crecimiento, la audicion,
ademas que dafia principalmente a los sistemas hematopoyético, hepético, renal,
reproductivo y gastrointestinal (Calder6n y Maldonado, 2008). El envenenamiento se
manifiesta en un cuadro sintomatico determinado en los adultos por cdlicos, anemia, dolor
de cabeza, fatiga, neuropatia periférica, paresias y parestesias. Los nifios como el grupo
con mayor susceptibilidad muestran principalmente deficiencia en el desarrollo
psicomotor, intelectual y de aprendizaje, y en los casos de intoxicacion aguda se
presentan vomitos, anorexia, convulsiones, coma y encefalopatia, esto ademas de las
manifestaciones moleculares mencionadas previamente (NOM-199-SSA1-2000).

En adultos se afectan las articulaciones y musculos produciendo debilidad y dolor
de dedos, manos y tobillos. Puede causar anemia, aumento de la presion arterial, dolor
abdominal, estupor y crisis convulsivas dependiendo de los niveles de plomo y el tiempo
de evolucion de la intoxicacion. Puede también afectar el sistema reproductivo masculino
(NOM-004-SSA1-2013). Los sintomas de intoxicacién por plomo varian de acuerdo con
la exposicion como los han reportado Flora y colaboradores (2012) como se muestra en
la tabla 2.
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Tabla 2. Tipos de contaminacién por plomo y sus efectos (Flora et al., 2012)

Exposicion Nivel de Pb Sintomas clinicos
(ug/dL)
Contaminacion Exposicién intensa y de 100-120 Dolor muscular, dolor
aguda corta duracién abdominal, dolor de

cabeza, fatiga, vomitos,

convulsiones y coma.

Contaminacion Exposicion repetida a 40-60 Vomitos persistentes,
cronica niveles bajos durante un encefalopatia, letargia,
tiempo prolongado delirio, convulsiones y

coma.

La evolucién de la intoxicacion cronica con plomo se indica en la Tabla 3, se
presenta una aproximacién temporal de la evolucion de un paciente expuesto

ocupacionalmente a plomo de manera continua (Calderon y Maldonado, 2008).

Tabla 3. Evolucién de la intoxicacién cronica por plomo y aproximacion temporal ante exposicion
ocupacional continua (Calderén y Maldonado, 2008)
Fase Condicién Tiempo
I Ambiente sin contaminacion Dias a afios
Il Ambiente con Pb Dias a afios
i Contacto con Pb Dias a 1 mes
\Y Exposicién a Pb 2 meses
Vv Absorcion a Pb 3 meses
\ Distribucién y redistribucion de Pb 4 meses
Vil Dafio molecular y celular 6 meses
VI Manifestaciones subclinicas 2 afos
IX Manifestaciones clinicas 3 afios
X Dafio renal irreversible, coma y muerte 20 afos
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2. Antecedentes
Trabajos previos en nuestro laboratorio, han permitido caracterizar poblaciones de

trabajadores expuestos y no expuestos a plomo, se han definido mecanismos
fisiopatolégicos de dafio y mecanismos de respuesta a este metal téxico (Renddn-
Ramirez, 2014; Aguilar-Dorado et al, 2014).

En eritrocitos humanos se ha demostrado que el plomo se acumula en el interior
de estas células por su gran afinidad a proteinas. Este metal es capaz de incorporar calcio
porque comparte el mismo sistema de transporte tanto de entrada como de salida
(Calderén-Salinas et al., 1999). Se ha postulado que los canales cationicos no selectivos
permeables a Ca?*, son activados por estrés oxidativo con la subsecuente entrada de
Ca?*, lo que induce eriptosis, un proceso de apoptosis presente en los eritrocitos (Hermle
et al., 2006; Quintanar et al., 2007).

2.1 Eritrocitos
Los gldbulos rojos o eritrocitos son células en forma de discos bicdncavos de un

diametro de 7-8 um, tienen una membrana resistente y flexible que les permite
deformarse sin que se rompan mientras se comprimen en el recorrido por los capilares
estrechos. Los eritrocitos carecen de nudcleo u otros organelos, no pueden reproducirse
ni llevar a cabo actividades metabdlicas complejas, su citosol contiene la proteina
transportadora de oxigeno, la hemoglobina, estas moléculas de hemoglobina son
sintetizadas antes de la pérdida del nacleo y constituyen alrededor del 33% del peso de
estas células.

Cada eritrocito contiene alrededor de 280 millones de moléculas de hemoglobina,
una molécula de estas consiste en una proteina globina, compuesta por cuatro cadenas
polipeptidicas (dos alfa y dos beta); un pigmento no proteico de estructura anular llamado
hemo estd unido a cada una de las cuatro cadenas. En el centro del anillo hay un ion
hierro (Fe?*) que puede combinarse reversiblemente con una molécula de oxigeno,
permitiéndole a cada hemoglobina unirse con cuatro moléculas de oxigeno; la reaccion
hierro-oxigeno se revierte mientras la sangre fluye por los capilares tisulares.

Un hombre adulto sano tiene alrededor de 5.4 millones de eritrocitos por microlitro
de sangre y una mujer adulta alrededor de 4.8 millones, para mantener el nGmero normal

de ellos, deben entrar a la circulacibn nuevas células maduras con la asombrosa
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velocidad de por lo menos 2 millones por segundo, un ritmo que equipara a la destruccion,
también rapida, de eritrocitos. El tiempo de vida media de los eritrocitos es de 120 dias
por el desgaste que sufren sus membranas plasméticas al deformarse en los capilares
sanguineos, son retirados por los macréfagos fijos del bazo e higado en el sistema

reticuloendotelial (Tortora y Derrickson, 2006).

2.1.1 Eriptosis
La apoptosis también llamada muerte celular programada, es un conjunto de

reacciones bioquimicas que ocurren en las células de un organismo pluricelular,
encaminadas a producir la muerte de la célula de manera controlada; este fenomeno
implica una programacioén celular, genéticamente regulada, para que la célula muera sin
causar dafio en la organizacién de los tejidos a que pertenece; es decir que la célula
muere sin causar una reaccion inmunoldgica o inflamatoria que afecte a las células
vecinas y con ello mantener la integridad del tejido. Hasta el afio 2001, se pensaba que
la apoptosis era un fendmeno de células nucleadas y que no podia encontrase en células
sin nucleo, como los eritrocitos, los trabajos de Berg y Bratosin indicaron que la apoptosis
se podia presentar en células sin nucleo, la eriptosis (Quintanar y Calderon, 2006).

La eriptosis es iniciada por una compleja sefializacion incluyendo el incremento de
la concentracion de calcio intracelular libre ([Ca?*]), ceramida, prostanglandina E2 (PGEz2)
(Fig. 5), activacion de caspasas, cinasas, canales i6nicos y translocacion de
fosfatidilserina (Fig. 6) en la monocapa externa de la membrana, lo cual es una sefial de

reconocimiento por los macréfagos (Aguilar-Dorado et al., 2014).
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Tabla 4. Concentracion de plomo en sangre, actividad de &8-ALA.D,
lipoperoxidacion, [Ca”]i libre y concentracion de PGE sen eritrocitos de pacientes
no expuestos y expuestos a plomo.

Parametros de intoxicacion No expuestos a plomo Expuestos a plomo
por plomo (n=13%) (n=13%)
Pl
[Plomo en sangre] 4710 6846
(pgidl)
TBARS
0.55 +0.15 0.99 +0.28%
{nmaod MDA/mI)
ALAD
736 167 254 £ T4
(nmolh'ml})
[Ca™],
73.1+56 101 £ 200
(nM}
PGE; 0.33+0.16 0.99 £0.18

Se muestran los valores promedio + SD.*P<0.0001, segun t-Student.

Fig. 5. Tabla de pardmetros de intoxicacion por plomo y mecanismos de eriptosis en trabajadores no expuestos y

expuestos a plomo, tomada de Aguilar-Dorado 2014, Tesis de Doctorado.
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Figura 10. Unién a Anexina-V- FITC en eritrocitos de la poblacion no expuesta (n = 40) y expuesta
(n = 40), se muestra el promedio y la desviacion estandar. *p < 0.005, segin la prueba t-Student

Fig. 6. Indicador de eriptosis a través de la medicion de externalizacion de fosfatisilserina en trabajadores expuestos

a plomo, tomada de Aguilar-Dorado 2014, Tesis de Doctorado.

2.1.1.1 Mecanismos moleculares involucrados en la eriptosis
Los principales mecanismos que estan involucrados en el inicio de la eriptosis son

la disminucion de la carga energética de la célula (relacion ATP/ADP), la disminucion del

poder reductor (la relacion de NADH+H*/NAD™) y el estrés osmatico. Estas tres formas

de estrés metabdlico que pueden inducir eriptosis (energético, oxidativo y osmatico)

producen un incremento de calcio intracelular libre, inclusive cuando se lleve a cabo por

diferentes vias. En el caso del estrés energético la reduccion de la concentracion de ATP
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afecta a la ATPasa de calcio, reduciendo su actividad y con ello la salida de calcio y el
consecuente incremento de calcio intracelular. Para el caso del estrés oxidativo, la
disminucion del glutation reducido incrementa la permeabilidad a calcio a través del canal
de cationes, permitiendo una mayor entrada de calcio y con ello el incremento de este
cation en el interior del eritrocito. Por su parte el estrés osmatico, activa a la fosfolipasa
A2, que libera &acido araquiddnico de la fosfatidilcolina, dicho acido es convertido por la
enzima ciclooxigenasa a prostanglandina Ez, la cual estimula al canal cationico del que
depende la entrada de calcio. El incremento de calcio intracelular libre activa el canal
Gardos (canal de potasio dependiente de calcio), que provoca salida de potasio, agua y
cloruro, generando una contraccion del eritrocito. Estos procesos activan a una
escramblasa de fosfatidilserina lo que provoca su externalizacion a la monocapa externa

de la membrana (Fig. 7).

Contraccién
celular

alizacion de
atidilserina

| Esfingomielinasa

Fig. 7. Mecanismos moleculares del proceso apoptotico en eritrocitos. Esquema de un eritrocito en apoptosis.
Fosfolipasa Az (PLA2), &cido araquiddnico (AA), fosfatidilcolina (FC), lisofosfatidilcolina (LFC), factor de activacién
plaquetario (PAF), esfingomielina (SM), glutation reducido (GSH). Las lineas indican (— sustrato a metabolito); (- - -
- - - transporte); (— - - —- efecto regulatorio), A indica un incremento, ¥ indica una disminucion, modificado de
(Quintanar y Calderén, 2006).

Por otro lado, la accion de la fosfolipasa A2, no solo genera acido araquidonico,
también genera un lisoderivado, el cual es transformado por una acetiltransferasa en el
factor activador de plaquetas (PAF), dicho factor esta involucrado en la regulacion de
procesos inflamatorios, trombosis y efectos cardiovasculares. EI PAF estimula a la

esfingomielinasa, enzima que hidroliza esfingomielina para generar ceramida, la cual
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acta como un segundo mensajero para la sefial de apoptosis en células nucleadas y
gue en este caso es capaz de estimular a la escramblasa de fosfatidilserina y con ello
contribuir a la externalizacion del fosfolipido.

La p-calpaina, una proteasa de cisteina, es una enzima involucrada en la eriptosis
y en las células nucleadas también es una sefial pro-apoptotica. Esta proteasa es
activada por el incremento de calcio intracelular libre y, al sufrir autoproteélisis degrada
proteinas del citoesqueleto como la espectrinay la fodrina, desestabilizando la membrana
e induciendo la formacion de microvesiculas caracteristicas de la apoptosis (Quintanar y
Calderon, 2006).

Lang y colaboradores (2005), demostraron que la fosfolipasa Az es activada por
estrés osmotico y Aguilar-Dorado (2014) comprobé que la intoxicacion por plomo provoca
estrés osmotico, pues estimula el aumento de la entrada de calcio al eritrocito y reduce
la salida de calcio. Debido a ello, el plomo también genera estrés energético al reducir la
actividad de la ATPasa de calcio. Sin embargo, Villanueva-lbarra (2018) en su tesis de
maestria demostré un incremento en las actividades de fosfolipasa Az y esfingomielinasa
de eritrocitos, asociado a la intoxicacion por plomo como puede verse en la figura 8.

800+ ” 1000+

800+ I

6004

600+
4004
4004

2004 200-

Actividad de PLA,
(fluorescencia/mg de proteina)
Actividad de Esfingomielinasa
(fluorescencia/mg de proteina)

L} T Ll Ll
No expuestos a plomo Expuestos a plomo No expuestos a plomo Expuestos a plomo

Figura 12. Actividad de fosfolipasa Az en eritrocitos, determinada por la fluorescencia del  Figura 13. Actividad de esfingomielinasa en eritrocitos, determinada por la fluorescencia

reactivo Red/Green BODIPY PC-A2, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a
plomo. Se presenta media y desviacion estandar. * diferencia estadisticamente significativa del reactivo Amplex red, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a plomo. Se

(P<0.05) presenta media y desviacion estandar. *diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)

Fig. 8. Efecto de la intoxicacion por plomo en la actividad de las enzimas fosfolipasa Az y esfingomielinasa de

eritrocitos de trabajadores expuestos. Tomadas de Villanueva-lbarra, 2008, Tesis de Maestria.

Los sintomas y signos clinicos asociados con la intoxicacion crénica con plomo
como mareos, cefalea, parestesia, paresia, colicos abdominales, mialgia y alteracion de
la coordinacion motora se han encontrado con frecuencia en los trabajadores expuestos

al plomo, dicha sintomatologia esta asociada a procesos pro-inflamatorios (Levin y
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Goldberg, 2000). El porcentaje de un grupo de trabajadores expuestos con estos
sintomas se ha reportado significativamente mayor que en un grupo control (Fig. 9)
(Rendon-Ramirez et al., 2014).

Table 1 - Number of individuals presenting clinical symptoms and signs associated to lead intoxication in lead and

non-lead exposed workers.

Non-lead exposed Lead exposed % in lead exposed (95%
(n=19) (n=15) confidence interval)

Dizziness 1 7 46.6 (21-73)
Headache 3 11 73.3 (45-92)
Paresthesia 1 6 40.0 (16-68)

Paresis 0 3 20.0 (4-48)
Abdominal colic 2 5 33.3 (12-62)

Myalgia 2 8 53.3 (27-79)

Motor coordination alteration 1 14 93.3 (68-100)

* Significant difference (P < 0.05) between lead and non-lead exposed workers, according to X? test. In the third column, percent (lower 95% CI
—upper 95% CI) of individuals with a sign or symptem in the lead-exposed group, assuming binomial distribution, ‘exact method’, computed
following (Blair and Taylor, 2008).

Fig. 9. Tabla donde se presenta el porcentaje de trabajadores no expuestos y expuestos a plomo que presentan
sintomatologia propia de la intoxicacion por plomo, tomada de Rendén-Ramirez et al., 2014.

2.2 Lainflamacién
La inflamacién es una respuesta defensiva, inespecifica del organismo ante una

lesion tisular o a un estimulo nocivo. Entre las causas que pueden producir inflamacion
podemos mencionar: infecciones, abrasiones, irritacion quimica, farmacos, toxicos,
radiaciones y temperaturas extremas. Los cuatro signos y sintomas que caracterizan al
proceso inflamatorio son: rubor, dolor, calor y tumefaccion (edema o hinchazon). La
inflamacion puede también producir la pérdida de la funcion del area afectada, por
ejemplo, la pérdida de la sensibilidad, dependiendo del sitio y de la extension de la lesion.
La inflamacién es un intento de eliminar a los microorganismos, toxinas o0 sustancias
extrafias presentes en el sitio de la lesion, impedir la diseminacién hacia otros tejidos y
preparar al sitio de lesion para el proceso de reparacion tisular en un intento de restaurar
la homeostasis del tejido afectado, en el caso de pertinencia crénica de dafo, el proceso
inflamatorio puede tener diversos caminos, que pueden generar resistencia. Las células
principalmente involucradas en el proceso inflamatorio son los leucocitos (Tortora y
Derrickson, 2006).
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2.2.1 Leucocitos

Los leucocitos se clasifican como granulares o agranulares, dependiendo de si

tienen granulos citoplasmaticos notables (vesiculas) visibles por técnicas de tincion. Los

granulocitos incluyen a los neutréfilos, eosindfilos y basdfilos, los leucocitos agranulares

incluyen a los linfocitos y monocitos. En la tabla 4 se resumen las caracteristicas y

funciones de los leucocitos que se encuentran en la sangre. Los leucocitos son mucho

menos numerosos que los eritrocitos; con solamente 5,000 a 10,000 células por microlitro

de sangre, son superados por los segundos en una relacion 700:1. La mayoria de estas

células viven algunas horas o incluso pocos dias, algunos pueden vivir por muchos afios

una vez que se han activado por ejemplo los linfocitos B y los T. Su funcién en general

es combatir patégenos y sustancias exogenas que entran al organismo.

Tabla 4. Caracteristicas y funciones de los leucocitos de la sangre (Tortora y Derrickson, 2006)

(Células B, Ty
NK)

diametro y los grandes de 10-
14 pm; ndcleo redondeado o

levemente hendido; citoplasma

Leucocitos Numero* Caracteristicas** Funciones
Granulocitos
o Neutrdfilos 60-70% Didmetro: 10-12 pym; ndcleo Fagocitosis. Destruccién de
tiene 2-5 I6bulos conectados bacterias por medio de
por finas hebras de cromatina; | lisozima, defensinas y fuertes
citoplasma con pequefios agentes oxidantes.
granulos finos lila-palidos.
e Eosindfilos 2-4% Diametro: 10-12 pm; nucleo Combaten los efectos de la
con 2 Iébulos conectados por histamina en reacciones
una gruesa hebra de alérgicas, fagocita complejos
cromatina; citoplasma con antigeno-anticuerpo,
grandes granulos anaranjado- | destruyen ciertos parasitos.
rojizos.
o Basdtfilos 0.5-1% Didmetro: 8-10 um; nacleo con | Liberan heparina, histamina y
2 I6bulos; citoplasma con serotonina en reacciones
grandes granulos azul- alérgicas que intensifican la
violaceo. respuesta inflamatoria global.
Agranulocitos
e Linfocitos 20-25% Pequefios son de 7-9 um de Median respuestas

inmunitarias. Las células B
se desarrollan en células

plasméticas. Las células T
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celeste-azulado que forma un

halo alrededor del nicleo.

atacan virus, células
cancerosas. Las NK atacan
agentes infecciosos y ciertas

células tumorales.

e Monocitos

3-8%

Diametro: 12-20 pm; nucleo
con forma de rifién o

herradura; citoplasma azul-

Fagocitosis (tras
transformarse en macréfagos

fijos o circulantes)

grisaceo y posee apariencia

espumosa.

* Del total de leucocitos

** De acuerdo con la tincion de Wright

La inflamacion aguda es la respuesta temprana (casi inmediata) a la lesion. La
reaccion local de la lesion se conoce por sus signos cardinales; rubor (enrojecimiento),
tumor (tumefaccion), calor, dolor y pérdida de la funcion. Ademas, en este tipo de
inflamacion se incluyen dos componentes principales: la etapa vascular y la etapa celular.
A nivel bioquimico los mediadores inflamatorios, que actlan juntos o en secuencia,
amplifican la respuesta inicial e influyen en la evolucion mediante la regulaciéon de las
respuestas vasculares y celular posteriores. La etapa celular especificamente se
caracteriza por la movilizacion de leucocitos hacia el area de la lesion. En la respuesta
inflamatoria aguda participan dos tipos de leucocitos: granulocitos, fagocitos
monunucleares (monocitos) y mastocitos. Cabe destacar que los monocitos son los
glébulos blancos de mayor tamafio, la vida media de los monocitos circulantes dura de
tres a cuatro veces mas que la de los granulocitos y ademas, sobreviven durante un
tiempo mas prolongado en los tejidos; estos fagocitos de larga vida ayudan a destruir al
agente causal, contribuyen al proceso de sefializacién de la inmunidad especifica y sirven
para resolver el proceso inflamatorio; los monocitos que migran en cantidades
aumentadas a los tejidos en respuesta a los estimulos inflamatorios maduran hasta

convertirse en macrofagos (Porth, 2006).

2.2.2 Mediadores inflamatorios
Lo que desencadena la inflamacion ante la lesién, sus signos y sintomas son los

mediadores quimicos. Estos mediadores pueden ser clasificados de acuerdo con su

funcion en:
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1) Los que poseen propiedades vasoactivas y causan contraccion del masculo liso
como la histamina, las prostanglandinas, los leucotrienos y el factor activador de
plaquetas (PAF)

2) Factores quimiotacticos como los fragmentos del complemento y las citocinas

3) Proteasas plasmaticas que pueden activar el complemento y los componentes
del sistema de coagulacion

4) Moléculas y citocinas reactivas liberadas por los leucocitos que cuando son
secretadas en el ambiente extracelular pueden dafiar el tejido circundante (Porth,
2006).

2.2.2.1 Metabolitos del 4&cido araquidénico
El acido araquiddnico (4cido graso no saturado de 20 carbonos) esta presente en

los fosfolipidos de las membranas celulares, la liberacion de este por las fosfolipasas
desencadena una serie de reacciones complejas que conducen a la produccién de
prostanglandinas, leucotrienos y otros mediadores de la inflamacion. La sintesis de
mediadores inflamatorios sigue una de dos vias: 1) La via de la ciclooxigenasa, que
culmina en la sintesis de prostanglandinas, 2) la via de la lipoxigenasa, que culmina en
la sintesis de leucotrienos.

A partir del &cido araquiddnico se sintetizan varias prostanglandinas, las estables
(PGE:1 y PGE2) inducen la inflamacion y potencian los efectos de la histamina y otros
mediadores inflamatorios. La aspirina y los AINES reducen la inflamaciéon mediante la
inactivaciéon de la primera enzima de la via ciclooxigenasa para la sintesis de la

prostanglandina (Porth, 2006).

2.2.2.2 Citocinas
Las citocinas son polipéptidos que se producen en muchos tipos celulares (sobre

todo en linfocitos y macrofagos), las cuales modulan la funcion de otros tipos de células.
Las interleucinas (IL), los interferones (IFN) y el factor de necrosis tumoral (TNF) son las
citocinas que participan en la respuesta inflamatoria (Porth, 2006).

2.2.3 Factor de necrosis tumoral alfa
Varias citocinas desempefian funciones esenciales en la coordinacion del proceso

inflamatorio, sobre todo el factor de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis factor) y la
interleucina-1 (IL-1). Son secretadas por monocitos, macrofagos, adipocitos y otras

células. Su accién en coordinacion entre si y con diversas citocinas y factores de
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crecimiento (tales como IL-6, IL-8 y factor estimulador de la colonia del granulocito y el
macrofago), activan la expresion génica y la sintesis de proteina (lo que comprende la
expresion de COX-2, moléculas de adhesién y proteinas de fase aguda) en diversas
células para mediar y favorecer la inflamacion (Corti et al., 1994; Perdomo-Celis et al.,
2016).

El TNF consta de dos proteinas relacionadas muy de cerca: TNF maduro (TNF-a)
y linfotoxina (TNF-f), las cuales son reconocidas por los receptores de TNF, un receptor
de tipo 1 de 75 kDa y un receptor de tipo 2 de 55 kDa (Dempsey et al., 2003). El TNF-a
es una potente citocina pro-inflamatoria ejerciendo efectos pleiotrépicos en varios tipos
celulares y también tiene una funcion critica en la artritis reumatoide, psoriasis,
espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn y en la infecciones (Horiuchi et al., 2010).

El TNF-a es generado como un precursor llamado TNF-a transmembrana que se
expresa como un polipéptido de superficie celular que consta de 233 residuos de
aminoacidos (26 kDa) en macréfagos y linfocitos activados, asi como otros tipos de
células. Este TNF-a transmembrana, es procesado por una metaloproteinasa, la enzima
convertidora de TNF-a (TACE) entre los residuos alanina 76 y valina 77, entonces se
libera la forma soluble de TNF-a de 157 residuos de aminoéacidos (un homotrimero de 17
kDa), una vez soluble en el plasma, ejerce su actividad biologica a través de los
receptores de TNF tipos 1y 2 (TNF-R1 también conocidos como TNFRSF1A, CD120ay
TNF-R2 también conocidos como TNFRSF1B, CD120b, respectivamente) (Horiuchi et al,
2010). ElI TNF-a es liberado por las células y sobre todo en los leucocitos
(monocitos/macréfagos) cuando es estimulado por lipopolisacéarido (LPS), este ultimo es
un componente de la membrana externa de bacterias gram-negativas, capaz de inducir
choque séptico, por alterar la circulacion sistémica, y es un potente inductor de TNF-a in
vivo e in vitro (Cheng et al., 2006).

Trabajos previos han reportado la asociacion de TNF-a asi como otras citocinas,

en la exposicion a plomo in vivo e in vitro, como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Referencias bibliograficas que reportan la asociacién de TNF-a con modelo celular y en

personas expuestas a plomo.

Referencia Analisis Modelo
Villanueva, et. al. (2000) IL-6*, TNF-o* (hasta 1.5 Cultivo de células mononucleares de sangre
veces). periférica incubadas in vitro con plomo (50 y

100 pM)
Di Lorenzo, et. al. (2007) G-CSF*, TNF-a Suero de trabajadores de recicladora de Pb

(30.7 pg/dL)

Valentino, et. al. (2007) IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL- | Plasma de trabajadores expuestos (Ceramica
10*, TNF-a* (0.5 veces). y fundidora: 9.7 y 21.7 pg/dL de Pb)

* Reportan diferencia estadistica respecto al grupo control y/o no expuesto
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3. Justificacion

La exposicidon a plomo en trabajadores, las medidas de seguridad deficientes, los
procesos industriales poco controlados y altamente contaminantes presenta un problema

de salud laboral que debe ser atendido y entendido a nivel clinico y molecular.

Existen reportes de que la exposicion a plomo aumenta la produccion de citocinas
gue son capaces de inducir una respuesta pro-inflamatoria, como el TNF-q, el cual se ha
analizado in vitro, en cultivos celulares expuestos a plomo de leucocitos y macréfagos,
pero no se ha estudiado acerca de esta citocina in vivo desde una manera integral, con
una perspectiva toxicoldgica, pro-inflamatoria, molecular (dafio oxidativo y apoptosis) y

clinica.

El estado pro-inflamatorio implica a los leucocitos de trabajadores expuestos a
plomo lo cual no ha sido estudiado desde la perspectiva de la apoptosis, la produccion

de TNF-q, y la estimulacion de la liberacion de esta citocina.

El estudio de estos pacientes permitira profundizar en la pato-fisiologia de la
intoxicacion por plomo y conocer mas de los mecanismos pro-inflamatorios y oxidativos
involucrados en el dafio que se induce por la exposicién a este metal, que podra dar
plataformas de informacion para la toma de decision en el caso del tratamientos primario

y secundario de los trabajadores.
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4. Hipotesis
La intoxicacion por plomo produce un estado clinico y molecular pro-inflamatorio,

con un incremento en la produccion y liberacion de TNF-a por leucocitos de pacientes

expuestos a plomo, que se encuentra asociado con dafio oxidativo y apoptosis.
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5. Objetivo general

Estudiar si existe un estado clinico y molecular pro-inflamatorio a partir de la
produccion y liberacion de TNF-a por leucocitos en sangre de trabajadores expuestos a

plomo y su relacién con el proceso oxidativo y el apoptotico.

5.1 Objetivos especificos

» Determinar el tipo y grado de exposicion e intoxicacién por plomo en trabajadores
de una fabrica de reciclaje de baterias, a partir de la concentracion de plomo y la

actividad de la enzima 3-ALAD en sangre total.

« Generar un grupo comparativo de trabajadores no expuestos ocupacionalmente a
plomo con respecto a la concentraciéon de plomo y la actividad de la enzima &-

ALAD en sangre total.

+ Determinar la lipoperoxidacion de eritrocitos en trabajadores expuestos y no

expuestos, como marcador de dafio oxidativo.

+ Evaluar la externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos y en leucocitos de

trabajadores expuestos y no expuestos a plomo, como parametro de apoptosis.

» Estudiar el tipo y grado de exposicion e intoxicacion por plomo en trabajadores
expuestos y no expuestos en base a la historia clinica con énfasis toxicolégico y

el estado pro-inflamatorio.

« Evaluar el estado pro-inflamatorio en trabajadores expuestos y no expuestos a

plomo, a partir de la concentracion de TNF-a en plasma.

* Evaluar la capacidad potencial de produccion y liberacién de TNF-a, en sangre

total de trabajadores expuestos y no expuestos a plomo.

26



6. Materiales y métodos
Se realizé una evaluacion general de salud con énfasis en aspectos toxicoldgicos

propios del ambiente, especialmente intoxicacion por plomo en trabajadores de una
fabrica de reciclaje de baterias, ubicada en la Ciudad de Léon, Guanajuato y en la
poblacién de Ojo de Agua de Ballesteros, Salvatierra, Guanajuato; la cual estuvo a cargo

del Dr. José Victor Calderdn Salinas y la Dra. Maria Maldonado Vega.

Los estudios en poblacion abierta se plantean desde el punto de vista clinico, de
gabinete, bioquimico, y toxicoldgico. Para poder llevar a cabo los estudios de acuerdo a
las normas nacionales e internacionales, se realizaron solicitudes formales, viajes para
dialogar con los comités estatales y municipales encargados de la salud para generar
acuerdos y alinear los objetivos comunes que permitieran las autorizaciones
correspondientes. Asimismo, se realizaron reuniones con los colonos de la comunidad
de Ojo de Agua de Ballesteros y también con los duefios de la recicladora para comunicar
objetivos generales del estudio y generar grupos de apoyo local para la consecucion del
mismo. De igual manera, se realizaron reuniones de trabajo con autoridades para los
registros oficiales del proyecto de investigacion y de ética correspondientes y lograr los
apoyos necesarios en caso de que algunos pacientes requieran atencién médica en el

hospital de tercer nivel. De lo anterior, se lograron las siguientes aprobaciones y registros:

1. Aprobacion del proyecto, asi como el cumplimiento de las normas bioéticas por
parte del Consejo de Bioética de Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio:
CNBMX-CEB-32-2011-100

2. Aprobacién del proyecto por parte del Comité de Investigacion del Hospital
Regional de Alta Especialidad del Bajio quedando el registro de aprobacion del
proyecto con el numero CI-HRAEB-2015-07

3. Registro del proyecto y aprobacién del Comité de Etica en Investigacion del
Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio con registro de autorizacién del
comité: CNBCEI-11-0001-2009.05.01 y quedando como registros de aprobacion
del Proyecto el numero CEI-31-15
Una vez avanzada esta etapa, se trabajé en visitas conjuntas para la coordinacion

con las autoridades correspondientes de las poblaciones ya nombradas, se programaron
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las reuniones para la planeacion asi como la convocatoria con la poblacion participante
para el estudio. Se apoy0 en la entrega de las convocatorias, citas, encuestas y

consentimientos informados.

6.1 Eleccion del tamafio de muestra
El tamafio de muestra se eligio sabiendo que en la poblacion estudiada no

expuesta es posible que algunos individuos estén intoxicados con plomo, esto se refiere
a que en la poblacion puede haber un pequefio porcentaje de intoxicados para fines
estadisticos, es considerado en un 1% o 2%, que considerariamos como una poblacion
‘normal’”.

Lo que se pretendié entonces fue determinar un tamafio de muestra que tuviera la
potencia suficiente para discernir entre el porcentaje de poblacién “normal” y otro que sea
preocupante, es decir, que estén muy intoxicados, lo que llamariamos un porcentaje
critico, que puede ser por ejemplo 5%, 7%, 10% o 15%, que considerariamos como una
poblacién “intoxicada”.

Para estas posibilidades puede calcularse una potencia de prueba del 80% que es
la estdndar o bien del 90% que seria la ideal. Asi que calculando para una potencia de
prueba del 90% con un nivel de significancia o = 0.05 que es la usual, teniendo en cuenta
que para valores normales de 1% y 2% y valores criticos de 5%, 7%, 10% o 15%,
obtendriamos que:

5% 7% 10% 15%
1% 144 79 49 30
2% 330 144 70 38

Asi entonces se observa que a mayor distancia entre los valores (porcentajes)
“‘normal” y “critico”, menor es el tamafo de muestra que se necesita. La potencia nos
determina la probabilidad de observar una diferencia entre la poblacion normal y la

intoxicada, es decir, con que efectividad puedo distinguir entre lo normal y lo critico.
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Con la ayuda de este calculo que estuvo a cargo del Dr. Gerardo Hernandez
Garcia, de la seccion de teoria y metodologia de la ciencia del Cinvestav, de donde se
decidio, que seria representativo tener una muestra de un minimo de 30 personas. Para
el estudio se convocoé y requirid que las personas participaran de manera voluntaria,
entendiendo que si tenemos de concentracion de plomo en sangre hasta de 10 veces

mayor este minimo estaria excedido estadisticamente.

6.2 Criterios de inclusién y exclusion
Se seleccionaron ciertos criterios de inclusion y exclusion, con la finalidad de evitar

factores que pudieran influir o generar un sesgo en el estudio.

Para los trabajadores no expuestos los criterios de inclusion fueron: 1) Nunca
haber tenido exposicion laboral a metales pesados y 2) que aceptaran participar en el
estudio. Como factores de exclusion: 1) Padecer enfermedad renal crénica, 2) padecer
diabetes mellitus, 3) consumir AINES, a y B bloqueadores, y 4) tener alguna enfermedad
o tratamiento cronico. En los dos muestreos se logro la participacion de 19 personas de
manera voluntaria, de las cuales, de acuerdo a los criterios indicados, 17 se incluyeron
en el estudio.

Para los trabajadores expuestos a plomo los criterios de inclusién fueron: 1) Tener
al menos 6 meses en el puesto de trabajo en la recicladora, 2) que acepten participar en
el estudio. Y como factores de exclusion: 1) Padecer enfermedad renal crénica, 2)
padecer diabetes mellitus, 3) consumir AINEs, o y B bloqueadores, y 4) tener alguna
enfermedad o tratamiento cronico. De igual manera en los dos muestreos a la empresa
se logro la participaciéon de 30 trabajadores de manera voluntaria, de los cuales, de

acuerdo a los criterios indicados, 24 se incluyeron en el estudio.

6.3 Obtencion de muestras de sangre
Se obtuvieron muestras de sangre por puncion venosa del brazo de 17

trabajadores no expuestos y 24 expuestos, previa firma de consentimiento informado y
con las condiciones éticas internacionales de acuerdo a la declaracion de Helsinki. El
procedimiento para toma de muestra con previa asepsia, fue mediante sistema de aguja
y adaptador para tubos “Vacutainer” con vacio, estos ultimos se rotularon previamente

de acuerdo a un folio en un expediente personal. La sangre se colecté en tubos con
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heparina y K2EDTA, una vez tomada la muestra se homogenizo lentamente de 10 a 15

veces para evitar coagulos. Se llevaron a cabo dos muestreos por cada poblacion:

e Trabajadores no expuestos: 17-Noviembre-2017 y 15-Julio-2018.
e Trabajadores expuestos: 27-Noviembre-2017 y 19-Junio-2018.

6.4 Transporte de muestras de sangre
Las muestras de sangre con anticoagulante (heparina'y K2EDTA) se colocaron en

orden en gradillas de plastico e introdujeron en cajas de unicel junto con geles
previamente congelados para propiciar un ambiente fresco y de temperatura aproximada
de 4°C. Asi mismo, las cajas de unicel fueron selladas perfectamente con cinta adhesiva
y con ello conservar las muestras durante su traslado al laboratorio de Bioquimica Médica
ubicado en el departamento de Bioquimica del CINVESTAV en la Ciudad de México. A
su llegada al laboratorio las muestras se homogenizaron lentamente en un mezclador por
5 minutos y después de 3 a 4 veces manualmente, y se alicuotaron en diferentes tubos

eppendorf para cada una de las determinaciones.

6.5 Concentracion de plomo en sangre
La concentracion de plomo en sangre se determind por voltametria con un

Analizador de Plomo modelo 3010B (ESA), la cual se reporta como ug de plomo por
decilitro de sangre (ug/dL). La precision del andlisis fue del 87-104% (usando calibradores
Hiy Lo de ESA) con un limite de deteccion de 1 ug/dL (Aguilar-Dorado et al., 2014).

6.6 Determinacion de microhematocrito
Las muestras de sangre con heparina se mezclaron lentamente durante 5 minutos,

una vez homogenizada la muestra, se procediéo a realizar el microhematocrito por
duplicado llenando un tubo capilar hasta las dos terceras partes, dejando que la sangre
fluyera por capilaridad y sellando con fuego uno de los extremos con la ayuda de un
mechero de bunsen. Posterior a esto, los tubos capilares se colocaron en una
microcentrifuga International IEC micro-capillary modelo MB durante 3 minutos y una vez
separada la sangre en los elementos corpusculares y plasma se colocaron los capilares
uno por uno en un lector para hematocrito International IEC micro-capillary, obteniendo

resultados en porcentaje; valor requerido para calcular la actividad de la enzima 5-ALAD.
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6.7 Actividad de la enzima &cido delta aminolevulinico deshidratasa (6-ALAD)
La actividad de la enzima 3-ALAD es utilizada como un marcador de intoxicacion

con plomo, la cual se determind espectrofotométricamente con el equipo UV/VIS DU 650
(Beckman). La determinacion se llevé a cabo conjuntando los métodos de Burch y Siegel
(1971), el Método Estandarizado Europeo descrito por Berlin y Schaller (1974) y Redig
(1991). Se alicuotaron muestras de 100 yL de sangre total en tubos eppendorf por
duplicado, enseguida se agregaron 350 uL de Triton X-100 al 0.24% para lisar los
eritrocitos y se homogenizaron en vértex para asegurar la lisis. Posterior a ello, se
agregaron 250 pL de ALA (acido aminolevulinico) 20 mM para comenzar la reaccion
enzimatica, una vez mezclada, la reaccion se llevo a incubacion en bafio Maria durante
1 hora a 37 °C. Después de transcurrido este tiempo la reaccion se detuvo con 625 uL
de ATC al 10%, con ello se gener6 la precipitacion de proteinas y se centrifugd a 3000
rom durante 10 minutos. Se obtuvieron 750 yL de sobrenadante que se hicieron
reaccionar con 750 uL de reactivo de Ehrlich para desarrollar el color y se homogenizé
en vortex, para luego dejar la reaccion 10 minutos en oscuridad. Una vez pasado este
tiempo se realiz6 la lectura en espectrofotometro a una longitud de onda de 555 nm,
teniendo en cuenta que el color observado es estable por alrededor de 30 minutos. Por
tanto, la actividad enziméatica se expresa en nmol de porfobilinégeno (PBG) por hora por

ml de globulos rojos (nmol/hr/mL GR) (Aguilar-Dorado et al., 2014).

6.8 Lipoperoxidacion en eritrocitos
La peroxidacién de lipidos es un marcador biol6gico de dafio celular oxidativo. La

cantidad de peroxidacion de lipidos en los eritrocitos fue determinada como reporté Jain
et al. (1989) y de igual manera Renddén-Ramirez et al. (2014), dicha técnica consiste en
la medicion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). Debido a que las
muestras obtenidas eran sangre total, se realizaron 3 lavados del paquete celular con
NaCl al 0.9%, para trabajar con 200 uL de eritrocitos lavados los cuales se suspendieron
en 800 uL de PBS en tubos eppendorf, posterior a ello se agregaron 25 uL de BHT y 500
ML de TCA al 30%, que se homogenizé en vortex, para llevar a incubacion durante 2
horas en bafio de hielo; transcurrido el tiempo y debido a la precipitacion de proteinas se
realiz6 una centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos, y una vez obtenido el

sobrenadante, colocandose en tubos de ensaye 1 mL de sobrenadante mas 75 uyL EDTA
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0.1 My 250 yL TBA 1%, los tubos con la mezcla de reaccion se taparon con canicas y
se colocaron en agua hirviendo por tiempo de 15 minutos. Al término de esta incubacion
los tubos se colocaron de inmediato en hielo, se midio6 la absorbancia a 532 nm y 600 nm
usando un espectrofotometro UV/VIS DU 650 (Beckman). Las TBARS se expresaron en
nmol de equivalentes de malondialdehido por mL de eritrocitos (nmol MDA/mL de GR)
(Aguilar-Dorado et al., 2014).

6.9 Externalizacion de fosfatilserina en eritrocitos y leucocitos
El método para la deteccion de fosfatidilserina en la monocapa externa de la

membrana se realizé mediante la union de Anexina V. La Anexina V-FITC se une a la
fosfatidilserina con buena especificidad en presencia de cloruro de calcio 2.5 mM (Ernst
et al., 1994) solo en la monocapa externa de la membrana de las células ya que no es
permeable, al tener unido isotiocianato de fluoresceina (FITC), las células a las cuales se
une la Anexina V-FITC presentan fluorescencia verde que puede ser determinada por
citometria de flujo. El procedimiento consistié en un lavado de sangre total para obtener
un paguete de eritrocitos, se realizé una dilucion de eritrocitos (10 uL de eritrocitos en
6.25 mL de PBS), de la cual se tomaron alicuotas de 200 uL por duplicado, se hizo un
lavado con buffer de unién, luego se incub6 con 1 yL de AV-FITC 5 min en bafio de hielo,
se hizo un lavado final con buffer de union para remover el exceso de anexina.
Finalmente, los eritrocitos se resuspendieron en 400 pL de buffer de union, y se
analizaron en el citobmetro de flujo BD LSRFortessa™ en los parametros de SSC, FSC y
fluorescencia para AV-FITC.

La metodologia que se sigui6é para determinar la externalizacion de fosfatidilserina
en leucocitos, se tomaron alicuotas de 20 pL de sangre total, que se diluyé en 400 pL de
buffer de lisis de eritrocitos incubando por 30 min, luego se agregaron 200 uL de buffer
de unién y 1 pL de AV-FITC incubando 5 min, y de igual manera se analizaron las
muestras en el citometro de flujo en los parametros SSC, FSC y fluorescencia para AV-
FITC.

Para evidenciar el proceso de maxima externalizaciéon de fosfatidilserina, se realizé
la incubacion de células (eritrocitos y leucocitos) con el ionéforo A23187 y calcio, con la
finalidad de identificar el punto de corte para cuantificar las células positivas a Anexina
V-FITC.
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Para el caso de los eritrocitos; a partir de una alicuota de sangre total se hicieron
lavados con PBS para obtener el paquete de eritrocitos y enseguida se hizo una
suspensién a 16% de hematocrito en cloruro de calcio 1.2 mM, posterior a ello se incubd
dicha suspension con el ion6foro A23187 4 uM durante 60 minutos a 37 °C (Kuypers et
al., 1996), al terminar se lavaron inmediatamente los eritrocitos con PBS con EDTA 2.5
mM, 3 veces con PBS con albumina al 1% y finalmente una vez con PBS. Luego, estos
eritrocitos se diluyen (10 pL de eritrocitos en 6.25 mL de PBS) y se continua para la
incubacion con AV-FITC.

Para el caso de los leucocitos se probaron 2 métodos:

e Aislamiento de leucocitos. A partir de 6 mL de sangre total que se centrifugan a
3500 rpm 10 min, se obtuvo la capa leucocitaria que se coloca en buffer de lisis de
eritrocitos (30 min a temperatura ambiente) para eliminar el remanente de
eritrocitos, el tubo conico se centrifugd a 6500 rpm 1 min para obtener un
precipitado de células leucocitarias que se resuspendieron en 500 puL de PBS.
Luego se incubaron las alicuotas correspondientes en cloruro de calcio 1.2 mM,
posterior a ello se incubo dicha suspension con el ionoforo A23187 4 uM, probando
tiempos de 20 y 40 minutos a 37 °C, inmediatamente después, se lavaron los
eritrocitos con PBS con EDTA 2.5 mM, 1 vez con PBS con albumina al 1%,
finalmente se incubaron los leucocitos en 400 ul de buffer de unién con 1 ul de AV-
FITC, y se analizaron en el citbmetro de flujo.

e Leucocitos en sangre total. Se tomaron alicuotas de 20 pul de sangre total por cada
muestra por duplicado, se diluyeron con 980 uL de PBS, luego se incubaron en
presencia de cloruro de calcio 1.2 mM y el ion6foro A23187 4 uM a tiempo de 20
y 40 minutos. Posteriormente, se llevd a cabo un lavado con PBS con EDTA 2.5
mM vy, 1 vez con PBS con albumina al 1%. Se centrifuga la muestra (6500 rpm 1
min, a temperatura ambiente) para resuspender en 400 pL de buffer de lisis (30
min) luego se colocan 200 pL de buffer de union mas 1 yL de AV-FITC para de

inmediato analizarse en el citbmetro de flujo.
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6.10 Concentracion de TNF-a en plasma
Se utiliz6 un kit de ELISA MAX™ Standard Sets (BioLegend) para la determinacion

de TNF-a humano, el cual contiene anticuerpos de captura y deteccion, la proteina
recombinante estandar, y avidina-HRP requeridos para la precisa cuantificaciéon de TNF-
o humano natural y recombinante.

Primero se colocaron 100 pL de solucion diluida de anticuerpo de captura
(anticuerpo monoclonal de ratén especifico para TNF-o. humano) en una placa de 96
pozos, que se incubo durante la noche entre 2°C y 8°C. Se lavo la placa 4 veces (PBS +
0.05% Tween-20), para luego bloquear la placa por adicion de 200 uL de diluyente de
ensayo (1% BSA en PBS) e incubar a temperatura ambiente por 1 hora con agitacion. Se
lavé la placa 4 veces, 100 uL de los estandares y muestras fueron afiadidos a los pozos,
y el TNF-a se unio al anticuerpo de captura inmovilizado, se incub6 por 2 horas, luego,
se lavo la placa 4 veces, después se afiadi6 100 uL de anticuerpo de deteccion
monoclonal biotinilado de ratén anti-TNF-a humano, durante 1 hora se incubd
produciendo un “sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo. Se lavé 4 veces, una
solucion diluida de avidina-peroxidasa de rabano picante fue subsecuentemente afiadida
(100 pL por 30 min de incubacion), seguido por 100 pL de la solucién sustrato TMB que
se incub6 en oscuridad por 15 min, produciendo un color azul en proporcion a la
concentracion de TNF-a presente en la muestra. Finalmente, 100 pyL de la solucion de
paro (H2SO4 2N) se afiadieron donde se produjo el cambio de color de la reaccién azul a
amarillo, y la absorbancia de los micropozos fue leida a 450 nm con un lector de

microplacas.

6.11 Estimulacién de TNF-a con lipopolisacarido
Para evaluar la capacidad de produccién y liberacion de TNF-a por leucocitos se

realiz6 la estimulacion de alicuotas de 500 pyL de sangre total con K:EDTA con una
solucion de LPS (Derivado de Escherichia coli, serotipo 055:B5, Sigma) a una
concentracion final de 10 ng/mL (Abbasi et al., 2013). Después de la incubacién por 2
horas a 37°C, la muestra fue centrifugada a 3000 rpm 10 minutos para obtener el
sobrenadante, el cual se coloc6 en tubos eppendorf y se guardo a -70°C hasta el dia de
ensayo. A las muestras de sobrenadante se les determiné la concentracion de TNF-a
mediante el kit de ELISA MAX™ Standard Sets (BioLegend).
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6.12 Analisis de resultados
Para el andlisis estadistico, se usd el programa GraphPad Prism 5 para la

construccion de gréficos de barras para representar la media y la desviacidén estandar, y
la construccidn de graficos de “boxplot” para representar la dispersion de los datos. Para
comparar los resultados de los trabajadores expuestos respecto a los no expuestos, se
usé la prueba estandar paramétrica, t-student no pareada (para muestras
independientes) y t-student pareada (para muestras dependientes) segun corresponda el
analisis, ademas, se realizé la prueba U de Mann-Whitney 6 prueba de Wilcoxon que es
la prueba estandar no paramétrica para muestras independientes. Se utilizé regresion
lineal y el coeficiente de correlacion de Pearson, para la correlacion entre parametros

estudiados. Un andlisis de chi-cuadrada (X?) para determinar la relaciéon de variables.
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7. Resultados

7.1 Concentracion de plomo en sangre

En la figura 10a, se muestran los valores de la media y la desviacion estandar para
la concentracion de plomo en sangre del grupo no expuesto (2.5 £ 1.7 pg/dL) y el grupo
expuesto (64.6 + 30.1 pg/dL), con 25 veces mayor concentracion de plomo en sangre,
diferencia estadisticamente significativa, para este parametro de diagndstico de
exposicion. Los trabajadores no expuestos presentaron concentraciones por debajo de
10 pg/dL, mientras que los trabajadores expuestos presentaron concentraciones por
encima de 10 pg/dL e incluso por arriba de 30 pg/dL, que de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-047-SSA1-2011 este Gltimo valor es el indice Biologico de Exposicion
para personal ocupacionalmente expuesto a plomo. En la figura 10b, se presenta la
dispersion de los datos en graficas de “boxplot” de las concentraciones de plomo en
sangre de ambos grupos, se observa una gran dispersion en las concentraciones de
plomo de los trabajadores expuestos y que la totalidad de las mismas estan por encima
del valor superior de los trabajadores no expuestos y un analisis no paramétrico para

muestras independientes mostro diferencia estadistica significativa.
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Fig. 10. Concentracién de plomo en sangre determinada por voltametria en trabajadores no expuestos (n = 17) y
trabajadores expuestos a plomo (n = 24). En a) gréafica de barras, se presenta la media y la desviacién estandar, *p <
0.0001, segun t-student para muestras independientes y en b) grafica de “boxplot”, se divide por cuartiles, *p <
0.0001, segun Wilcoxon.

36



7.2 Actividad &ALAD

Los valores de la media y la desviacion estandar para la actividad de la enzima 8-
ALAD para trabajadores no expuestos y expuestos a plomo fueron 1083 + 320 y 171 +
98 respectivamente (Fig. 11a), los trabajadores expuestos a plomo tienen apenas el 15
% de actividad de la enzima respecto a los no expuestos, diferencia estadisticamente
significativa por pruebas no paramétricas. Cabe destacar que actividades normales para
esta enzima van de 500 a 1000 nmol PBG/h/mL GR, en la figura 11b se muestra como la

actividad esta practicamente por debajo de 500 para los trabajadores expuestos a plomo.
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Fig. 11. Actividad de la enzima &-aminolevulinico deshidratasa determinada por espectrofotometria en trabajadores
no expuestos (n = 17) y trabajadores expuestos a plomo (n = 24). En a) gréfica de barras, se presenta la media y
desviacion estandar, *p < 0.0001, segun t-student para muestras independientes y en b) grafica de “boxplot”, se

divide por cuartiles, *p < 0.0001, segun Wilcoxon.

7.3 Relacion de la concentracion de plomo con respecto a la actividad de la enzima &
ALAD.

Se encontré una correlacion negativa (R? = 0.6103) con significancia estadistica
entre la concentracion de plomo en sangre y la actividad de la 5-ALAD, lo que indica que
la actividad de la enzima de los trabajadores expuestos, se reduce a mayor concentracion
de plomo en sangre, como se observa en la grafica de la figura 12 a partir de la

concentracion de 20 ug/dL de plomo en sangre, la reduccion de la actividad es muy
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notable y ha alcanzo los niveles mas bajos, por lo que se observan pocos cambios
después de esa concentracion (Fig. 12).
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Fig. 12. Regresion lineal y correlacion entre la concentracion de plomo y actividad 3-ALAD de (o) trabajadores no
expuestos (n = 17) y (e) expuestos a plomo (n = 24). Se presenta la ecuacion de la recta (linea solida) con los limites
de confianza (lineas punteadas) y el coeficiente de correlaciéon p < 0.0001, segun Pearson. Se muestra la ecuacién

de larecta.

7.4 Lipoperoxidacion

Los trabajadores expuestos a plomo tienen una lipoperoxidaciéon 27% mayor (0.85
+ 0.08 nmol MDA/mL GR) que los eritrocitos de los trabajadores no expuestos (0.67 +
0.11 nmol MDA/mL GR) (Fig. 13a). En la figura 13b se muestra la dispersion de los datos
por graficas de “boxplot”, se puede observar que el 75% de los trabajadores expuestos
estd por arriba del 75% de los trabajadores no expuestos con diferencia estadistica
significativa por pruebas no paramétricas.
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Fig. 13. Lipoperoxidacion determinada a través de TBARSs por espectrofotometria en trabajadores no expuestos (n =
17) y trabajadores expuestos (n = 24). En a) grafica de barras se presenta la media y la desviacién estandar *p <
0.0001, segun t-student para muestras independientes y en b) grafica de “boxplot”, se divide por cuartiles, *p <

0.0001, segun Wilcoxon.

7.5 Relacién de la concentracién de plomo respecto a la lipoperoxidacion

La correlacion positiva entre la concentracion de plomo en sangre respecto a la
lipoperoxidacion fue de R? = 0.3088, la cual se considera baja, pero que resulto
estadisticamente significativa, reforzando que hay dafio oxidativo en los eritrocitos de los
trabajadores intoxicados por plomo (Fig. 14).
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Fig. 14. Regresion lineal y correlacion entre la concentracion de plomo y la lipoperoxidacion de (o) trabajadores no
expuestos (n = 17) y (e) expuestos a plomo (n = 24). Se presenta la ecuacion de la recta (linea sdlida) con los limites
de confianza (lineas punteadas) y el coeficiente de correlacion. p = 0.0002 segln Pearson. Se muestra la ecuacion

de la recta.
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7.6 Relacién de la actividad de la enzima &ALAD respecto a la lipoperoxidacion

En la figura 15 se muestra que existe una correlacion negativa y estadisticamente
significativa con R? = 0.5158 entre la actividad de la 3-ALAD vy la lipoperoxidaciéon en
trabajadores no expuesto y expuestos a plomo, teniendo mayor lipoperoxidacion en

trabajadores con la menor actividad enzimatica.
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Fig. 15. Regresion lineal y correlacién entre la actividad 8-ALAD y la lipoperoxidacion de (o) trabajadores no
expuestos (n = 17) y (e) expuestos a plomo (n = 24). Se presenta la ecuacion de la recta (linea sdlida) con los limites
de confianza (lineas punteadas) y el coeficiente de correlacion. p < 0.0001 segun Pearson. Se muestra la ecuacion

de larecta.

7.7 Externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos

La prueba de deteccion de externalizacion de fosfatidilserina en la monocapa
externa de la membrana de los eritrocitos se utiliza como parametro de eriptosis, en la
figura 16 se muestra datos representativos de una determinacion en forma de gréfica de
“dotplot” y el histograma de frecuencias, encontrando que el trabajador expuesto tiene
una clara diferencia con el no expuesto y que es posible detectar las diferencias con estas
determinaciones.

Se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos de
trabajadores, como se observa en la figura 17a, los trabajadores expuestos a plomo (0.5
+ 0.4 % de unidn a anexina V) tienen un 60% mayor unidon de anexina con respecto a los
no expuesto (0.8 = 0.3 % de unién a anexina V). En la figura 17b, el 75 % de los
trabajadores expuestos estan por arriba de la mediana (50%) de los trabajadores no

expuestos, ademas el grafico demuestra que la dispersion de los datos es diferente en
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los dos grupos, mostrando que los trabajadores no expuestos pueden tener valores de
cero y algunos trabajadores expuestos tienen valores por debajo de 0.5 pero no se

reportan ceros; el analisis no paramétrico indico que estadisticamente son diferentes.
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Fig. 16. Externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos por citometria de flujo, en la parte superior derecha de cada

figura se indica el % de células positivas a anexina-V-FITC. En (a) y (c) se representan las graficas de “dotplot” que

muestran la poblacion de eritrocitos y en (b) y (d) el histograma de frecuencias de la poblacion eritrocitaria. (a) y (b)

corresponden a un trabajador no expuesto; (c) y (d) a un trabajador expuesto a plomo. En (b) y (d) la marca de la

linea horizontal, indica el punto de corte para poder cuantificar las células positivas a anexina-V-FITC.
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Fig. 17. Externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos medida por la unién de anexina V-FITC por citometria de flujo
en trabajadores no expuestos (n = 17) y trabajadores expuestos a plomo (n = 24). En a) grafica de barras se presenta
la media y la desviacién estandar, *p = 0.0027, segun t-student para muestras independientes y en b) grafica de
“boxplot”, se divide por cuartiles, *p = 0.0128, segiin Wilcoxon.

7.8 Externalizaciéon de fosfatidilserina en leucocitos

De los dos métodos que se probaron para analizar la maxima externalizacion, el
método de eleccion fue en sangre total, pues la visualizacion de las poblaciones
leucocitarias por citometria de flujo fue la que presento la mejor calidad de separacion y
cuantificacion (Fig. 18). En la figura 19 se muestra datos representativos de una
determinacion de forma de grafica de “dotplot” y el histograma de frecuencias,
observando que el trabajador expuesto tiene una notable diferencia con el no expuesto,
esta diferencia es posible detectarla con estas determinaciones.
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Fig. 18. Poblaciones leucocitarias identificadas por citometria de flujo. Grafico de “dot plot” donde se identifican las
poblaciones de leucocitos, en los pardmetros de FSC (tamafio) y SSC (granularidad).

En leucocitos de trabajadores expuestos a plomo (18.1 + 8.5, % de union de
anexina V), se encontr6 una mayor externalizacion de fosfatidilserina (74%) con respecto
a los trabajadores no expuestos (10.4 + 6.0, % de union de anexina V) (Fig. 20a). La
grafica de “boxplot” (Fig. 20b) muestra la gran variacion que hay en los datos de ambos
grupos, inclusive el 75 % de la poblacién de los expuestos esta por arriba del 50% de los
no expuestos. En el grupo no expuesto, el 50 % de los valores se dispersan entre el 5y
15 % de unién a anexina aproximadamente, en cambio en el grupo expuesto el 50 % se
dispersa y con mayor variacion alrededor de 10 y 30% de unidn a anexina, sin embargo,
la prueba no paramétrica indica diferencia estadisticamente significativa. Confirmando
gue existe un mayor nivel de apoptosis en los eritrocitos de los trabajadores expuestos a

plomo.
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Fig. 19. Externalizacion de fosfatidilserina en leucocitos por citometria de flujo, en la parte superior derecha de cada
figura se indica el % de células positivas a anexina-V-FITC. En (a) y (c) se representan las graficas de “dot plot” que
muestran la poblacién de leucocitos y en (b) y (d) el histograma de frecuencias de la poblacion leucocitaria. (a) y (b)
corresponden a un trabajador no expuesto; (c) y (d) a un trabajador expuesto a plomo. En (b) y (d) la marca de la
linea horizontal, indica el punto de corte para poder cuantificar las células positivas a anexina-V-FITC.
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Fig. 20. Externalizacion de fosfatidilserina en leucocitos medida por la unién de anexina V-FITC por citometria de
flujo de trabajadores no expuestos (n = 17) y trabajadores expuestos a plomo (n = 24). En a) gréafica de barras se
presenta la media y la desviacion estandar, *p = 0.0026, segun t-student para muestras independientes y en b)
grafica de “boxplot”, se divide por cuartiles, *p = 0.0048, segun Wilcoxon.
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7.9 Concentracion de TNF-6 en plasma

Para evaluar un factor del estado pro-inflamatorio de los trabajadores, se midio la
concentracion de TNF-a en plasma que es una de las citocinas involucrada en la defensa
del hospedero, la inflamacion y la apoptosis. En la figura 21a se muestran los valores de
media y desviacion estandar para el grupo de trabajadores no expuestos y expuestos a
plomo 8.7 £ 2.1 pg/mL y 7.9 = 0.2 pg/mL, respectivamente. No se encontr6 diferencia
estadistica significativa entre los dos grupos, el andlisis de la prueba no paramétrica
tampoco se encontré diferencia en las poblaciones como lo expone la figura 21b, donde
se observa que la dispersion y la variabilidad de las poblaciones es similar en cuanto a

los valores de TNF-a.
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Fig. 21. Concentracién de TNF-a en plasma determinada por ELISA en trabajadores no expuestos (n = 17) y
trabajadores expuestos a plomo (n = 24). En a) gréafica de barras, se presenta la media y desviacion estandar, p =
0.0807, segun t-student para muestras independientes y en b) grafica de “boxplot”, se divide por cuartiles, p = 0.6331,

segun Wilcoxon.

7.10 Estimulacién de leucocitos con lipopolisacarido para la secreciéon de TNF-«

La incubacion de leucocitos con LPS incrementd la liberacion de TNF-a. en
trabajadores no expuestos y expuestos a plomo. Como se muestra en la figura 22a'y 22b
no existe diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de TNF-a

estimuladas por LPS entre leucocitos de los trabajadores no expuestos y expuestos a
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plomo (3.3 y 3.5 veces, respectivamente). Sin embargo, la variabilidad es notable en
ambos grupos pues en el 50% de los trabajadores expuestos las concentraciones ante el
estimulo van de 20 a 40/mL, ademé&s hay 3 valores atipicos que estan sobre el limite
superior de los no expuestos, en cambio en los no expuestos el 50% presenta
concentraciones de 20 a 60 pg/mL ante el estimulo y con mas dispersion (Fig. 22b).
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Fig. 22. Concentracion de TNF-a ante la estimulacién de leucocitos con LPS; a) Media y desviacion estandar de la
concentracion de TNF-a en el plasma (barras abiertas) y la concentracion en el sobrenadante después de la
estimulacién de leucocitos con LPS en sangre total (barras sombreadas), en trabajadores no expuestos (n = 17) y
trabajadores expuestos a plomo (n = 24). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p <
0.0002). b) grafica de “boxplot”, se divide por cuartiles p = 0.2443, segun Wilcoxon.

La dispersion que se muestra en la figura 22b dio pauta para hacer una
estratificaciéon de los datos, en base a trabajadores que presentaron menor y mayor
respuesta al estimulo, tomando como punto de corte 20 pg/mL pues arriba de este valor
estan el 75% de los trabajadores no expuestos y, aproximadamente el 50% de los
trabajadores expuestos por debajo de dicho valor, al realizar la clasificacion observamos
que el 42% de los trabajadores expuestos muestran menor respuesta al estimulo que los
trabajadores no expuestos con un 24% y que es estadisticamente significativo (p =
0.0103) mediante la prueba de X? (Fig. 23).

46



1 Menor respuesta (<20 pg/mL)
[ Mayor respuesta (= 20 pg/mL)

=
H OO N ® OO
PERARE

% de trabajadores
en respuesta al estimulo
w
2

= N
bl v

o
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estimulados con LPS en sangre total. p < 0.0002, seguin X2.

7.11 Historia clinica toxicoldgica

Los resultados de la informacién positiva de la historia clinica con énfasis
toxicoldgico y el estado pro-inflamatorio en trabajadores no expuestos y expuestos a
plomo se muestran en la tabla 6, es claro que los trabajadores expuestos tienen signos y

sintomas correspondientes a la intoxicacion con plomo y a estados proinflamatorios con

respecto a los no expuestos.

no expuestos y expuestos a plomo.

Tabla 6. Porcentaje de pacientes que presentan signos y sintomas clinicos
asociados a la intoxicacion por plomo y estados pro-inflamatorios en trabajadores

motora

Trabajadores no Trabajadores
expuestos a plomo expuestos a plomo
(%) (%) *
Mareos 16 74
Dolores de cabeza 32 91
Parestesias 8 40
Paresias 4 17
Colicos abdominales 20 83
Mialgias 12 66
Infecciones frecuentes 16 77
Alteraciones en la coordinacién 8 89

* Diferencia estadistica significativa, p < 0.0001, segun X2.
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8. Discusion
El estudio de los pacientes se realiz6 con énfasis toxicologico y de bioquimica

molecular en la poblacién de trabajadores de una recicladora de baterias de Leon,
Guanajuato, teniendo como poblaciébn no expuesta habitantes de Ojo de Agua de
Ballesteros, Salvatierra, Guanajuato, con un estudio comparativo y descriptivo. Se
generaron acuerdos tanto con los directivos y los trabajadores de la empresa, asi como
con los trabajadores habitantes de la comunidad de Salvatierra para realizar el estudio,
bajo consentimiento informado. En ambas poblaciones se realiz6 trabajo comunitario de
salud, orientacidén y pruebas clinicas complementarias para el auxilio en el diagnostico
general de los trabajadores. Los objetivos y las pruebas de laboratorio se plantearon
desde el punto de vista clinico, toxicolégico y bioquimico, siguiendo las especificaciones
de normas nacionales e internacionales y con ello, las aprobaciones y registros del
proyecto quedaron autorizadas ante los comités de ética y autoridades correspondientes.
Los trabajadores expuestos y no expuestos presentaron un nivel socioeconémico y estilo
de vida parecido, teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion; con la historia
clinica toxicolégica se eligieron los trabajadores indicados para realizar las pruebas de
laboratorio pertinentes. Se consider6 al momento del estudio que los trabajadores
expuestos tuvieran mas de 6 meses en la empresa y para los no expuestos que no
tuvieran ningun antecedente de trabajo en empresas donde se procese plomo, esto para
aislar al maximo la variable de exposicién a plomo, lo que permitié la comparacion entre
ambos grupos en cuanto a los aspectos moleculares. Las poblaciones con las
caracteristicas ya mencionadas constituyen una oportunidad excepcional para estudiar
efectos de la intoxicacion por plomo, con diversos parametros y sistemas de dafio y

respuesta.

8.1 Intoxicacidn en trabajadores expuestos a plomo
Los principales indicadores biologicos de intoxicacion por plomo son: la

concentracion de plomo en sangre y la actividad de la enzima 6-ALAD, ambos permiten
afirmar que el plomo se esta absorbiendo y que ejerce efectos especificos moleculares y
de dafio sobre las macromoléculas. Los trabajadores expuestos presentaron 25 veces
mayor concentracion de plomo en sangre respecto a los no expuestos, indicando

claramente que los trabajadores tienen exposicion a plomo y que lo absorben muy por
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arriba de lo aceptado (NOM-047-SSA1; OMS; Valentino et al., 2007). Lo anterior indica
gue la industria no cuenta con procesos controlados, la seguridad es deficiente y no existe
monitoreo en cuanto a los desechos y aunado a ello, el trabajador no aplica las medidas
de seguridad adecuadas. Este tipo de resultados, de pacientes con altas concentraciones
de plomo en sangre se observa en otros paises en vias de desarrollo (Gottesfeld y
Pokhrel, 2011), sin embargo existen también paises en vias de desarrollo donde tienen
este tipo de industrias y los trabajadores presentan bajas concentraciones de plomo (Di
Lorenzo et al, 2006). Lo anterior muestra como la implementacién de medidas de
seguridad a nivel de proceso industrial y a nivel del personal, en cada pais es diferente,
por lo que las medidas de seguridad y su correcta aplicacién puede reflejarse en bajas o
altas concentraciones de plomo en sangre, segun el caso.

En el presente trabajo empleamos la voltametria, que es la técnica mas rapida y
eficaz para la determinacion de plomo en sangre, en el diagndstico de la absorcion; las
ventajas de esta técnica respecto a otras, es su alta precision, reproducibilidad y
sensibilidad, con la capacidad de evaluar plomo en sangre en un intervalo de 1-100 ug/dL
(NOM-199-SSA1-2000).

Los resultados indican que la exposicion y absorcion de plomo es de grandes
magnitudes, ya que en los trabajadores expuestos la concentracion de plomo en sangre
fue de 64.6 pg/dL. El valor de la media esta dos veces por arriba de 30 ug/dL, que es el
indice Bioldgico de Exposicion para plomo segun la NOM-047-SSA1 para personal
ocupacionalmente expuesto, lo cual indica, como se ha mencionado, un mal manejo de
la normas de seguridad dentro de la empresa. En contraste con otros paises, donde
autores han reportado concentraciones menores a este valor, incluso para trabajadores
de una recicladora de baterias (Di Lorenzo et al., 2006). En México se siguen registrando
trabajadores con concentraciones de plomo en sangre hasta con 60-80 ug/dL o mas, asi
gue es evidente gue el sistema de salud no considera los dafios profundos cuando hay
una exposicién crénica al metal y aunado a ello no existe un sistema para canalizar a
tratamiento a los trabajadores con altas concentraciones de plomo en poblacion
ocupacionalmente expuesta.

Para la poblacion de trabajadores no expuestos a plomo aplica la norma NOM-

199-SSA1-2000, la cual establece que la maxima concentracion de plomo en sangre para
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la poblacion no ocupacionalmente expuestas es de 25 pg/dL. Ademas, que el valor
criterio para la concentracion de plomo en sangre en nifios, mujeres embarazadas y en
periodo de lactancia es de 10 pg/dL; sin embargo, los valores que indica la norma son
muy altos comparados con los que establece la OMS y el Centro de Prevencién y Control
de Enfermedades (CDC) de Atlanta, que es de 5 ug/dL para toda la poblacion (OMS,
2016). En México el monitoreo en las industrias es deficiente y en el ambiente fuera de
la CDMX no se evalla la concentracion de plomo en el ambiente, aun cuando se detectan

problemas evidentes de contaminacién, como en ciudades altamente industrializadas.

8.2 Plomo y actividad 8-ALAD
A pesar de que plomo en sangre es la prueba de mayor valor para el diagnéstico,

deben realizarse pruebas que indiquen el dafio por este metal, la actividad de la enzima
3-ALAD en sangre es una actividad residual, esta enzima participa en la sintesis del grupo
hemo en el eritroblasto, los trabajadores expuestos presentaron apenas el 15% de la
actividad de la enzima respecto al grupo no expuesto. Estos parametros al estar
correlacionados (R? = 0.6103) confirman la cercana relacién entre la concentracion de
plomo en sangre y la inhibicién de la actividad de la enzima, observando que a partir de
20 pg/dL plomo se presentaron actividades notablemente menores a 500 nmol PBG/h/mL
GR incluso a mayores niveles de plomo, esta correlaciébn negativa ha sido también
reportada ya en trabajos previos de nuestro laboratorio y por otros investigadores
(Stoleski et al., 2008), pues este metal es capaz de inhibir a las enzima de 3 formas: 1)
formando mercéaptidos, 2) desplazando al Zn?*, que es cofactor de esta enzima y 3)
oxidandola. El estudio de la actividad de la enzima complementa el incremento de la
concentracion de plomo en sangre, en diagnéstico de intoxicacion por el metal.

La enzima 3-ALAD, es el marcador principal de intoxicacion por plomo ¢por qué
no otra enzima? Se han reportado experimentos en los que se han tratado eritrocitos con
bajas y altas concentraciones de diferentes metales como zinc, cadmio, cobre, mercurio
y plomo (en un rango de 107 M hasta 102 M) y se ha observado una disminucién
consistente y drastica de la actividad de la enzima 3-ALAD debido a plomo de manera
preferencial (Fujita e Ishihara, 1988) y esto se explica debido a que el plomo tiene mas
afinidad por los grupos SH del sistema enzimatico involucrado (Krajnovit-Ozretik y Ozretit,
1980) dando lugar a la formacion de mercaptidos (compuestos formados por un metal y
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un mercaptano). El efecto inhibidor del plomo en 3-ALAD es un proceso reversible
experimentalmente, asi que una reactivacion relevante ocurre después de la adicion de
zinc in vitro. Finelli (1977) describi6 resultados muy similares en un caso de terapia con
plomo que sugiere que el efecto restaurador del zinc en individuos expuestos al plomo
esta presumiblemente relacionado con la uniébn competitiva de los iones plomo o zinc a
8-ALAD: uno que actia como inhibidor, el otro como activador, cuando las
concentraciones de plomo en sangre son moderadamente elevadas. A partir de estos
resultados se puede esperar que para la reactivacion del 3-ALAD ya inhibida por el plomo,
se requiera una concentracion relativamente alta de zinc, lo que indica que esta enzima
tiene mayor afinidad por el plomo que por el zinc (Krajnovit-Ozretik y Ozretit, 1980),
aunque no se ha reportado valores puntuales de la afinidad de la 3-ALAD por el zinc o
plomo. Por lo explicado anteriormente, el efecto inhibidor del plomo hacia 5-ALAD no es
proporcional al tiempo de exposicion ni a la concentracion de plomo en la sangre, por ello
también debe valorarse el estado de salud médico-clinico, debido a que existe un factor
de susceptibilidad individual que debe de ser considerado para el diagnéstico integral del
paciente, tanto en la toxicidad como en la evaluacién del riesgo (Calderon y Maldonado,
2008). Sin embargo, el presente trabajo no tiene la finalidad de relacionar Pb- 5-ALAD vs
zinc, sino el andlisis de los pacientes que estan intoxicados de acuerdo con los indices

moleculares.

8.3 Dafio oxidativo y eriptosis
Los trabajadores expuestos tienen una lipoperoxidacién 27% mayor que en los no

expuestos, diferencia suficiente para indicar un estado patolégico en la oxidacion de
lipidos, se sabe que el plomo a elevadas concentraciones se puede acumular en las
membranas de las células con alta densidad de carga, en este caso los eritrocitos, y
puede producir una reaccion tipo Fenton, generando RL e iniciando el proceso de
oxidacion de lipidos en los acidos grasos insaturados y poliinsaturados. En nuestros
resultados se encontré una correlacion baja, pero significativa entre la concentracion de
plomo y la lipoperoxidacion (R? = 0.3088) y una mejor correlacion entre la actividad de la
O-ALAD vy la lipoperoxidacion (R? = 0.5158), lo que indica una mayor proporcion de dafio
oxidativo que se podria explicar porque el plomo al reducir la actividad de varias enzimas

de la via de la sintesis del grupo hemo, genera un estado en el que se incrementan las
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concentraciones de hemo libre, hierro libre, ALA y protoporfirinas, lo cual junto con la
hemoglobina y el oxigeno, generan condiciones de oxidacion y autooxidacion, con la
consecuente produccion de ROS (02", H202, OH") y el propio oxigeno libre (O2) (Calderon
y Maldonado, 2008; Renddén-Ramirez et al., 2014). La mayor lipoperoxidacion en
trabajadores expuestos y las correlaciones antes mencionadas también pueden
explicarse como consecuencia de que algunos componentes del sistema antioxidante,
por ejemplo, las enzimas antioxidantes como catalasa, superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa o bien cofactores reducidos como el glutation, estén afectados por el plomo o
bien no sea suficiente su funcion para contrarrestar el insulto oxidativo causado por la
intoxicacién con plomo (Flora et al., 2012).

La eriptosis es un tipo de apoptosis que sucede en el eritrocito, este fenomeno
comparte mecanismos propios de las etapas finales de la apoptosis, incluyendo la
activacion de proteasas, la externalizacion de fosfatidilserina y la formacion de
microvesiculas apoptéticas (Quintanar y Calderéon, 2006). Esta eriptosis puede ser
inducida in vitro e in vivo por toxicos asociada al dafio oxidativo (Lang et al., 2012), esto
porque existe una mayor lipoperoxidacién como lo muestran nuestros resultados, y por
la alteracion en el sistema de respuesta antioxidante (Gutiérrez-Salinas et al., 2009). El
proceso eriptético asociado al dafio oxidativo ya se ha reportado en trabajadores
expuestos a plomo, y se ha caracterizado en ellos por el incremento de calcio intracelular
(Quintanar et al., 2007), PGE2, activacibn de caspasas y externalizaciéon de
fosfatidilserina (Aguilar-Dorado et al., 2014). En este estudio se encontr6 que los
trabajadores expuestos tienen 60% mayor de externalizacion de fosfatidilserina con
respecto a los no expuestos, lo que indica que la intoxicacion por plomo en estos
trabajadores es una condicion extrema, que permitié dar la posibilidad de detectar el
incremento de la eriptosis in vivo. Esto es un claro reflejo de que la capacidad del sistema
reticuloendotelial esta sobrepasada pues los macrofagos no alcanzan a retirar a los
eritrocitos dafiados de circulacion de manera eficiente, y prueba de ello es la gran
dispersion de los datos del grupo no expuesto en los que reportamos valores para la
eriptosis de cero que indicaria que para el trabajador no expuesto el sistema reticulo

entodelial funciona eficientemente.
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El dafio oxidativo es uno de los mecanismos que genera eriptosis como ya lo han
propuesto Lang y colaboradores (2012), donde se incluye la apertura de canales que
incrementan la entrada de Ca?*, y nuestro grupo lo ha demostrado en ratas intoxicadas
con plomo (Renddn-Ramirez et al. 2007), eritrocitos humanos incubados con plomo
(Quintanar-Escorza, et al., 2010) y en trabajadores expuestos a plomo (Quintanar-
Escorza et al. 2007, Aguilar-Dorado et al., 2014). El incremento de calcio intracelular
principalmente se ha explicado por la disminucion de GSH en trabajadores expuestos
(Aguilar-Dorado et al., 2014) pero también se ha asociado con el incremento de la
actividad de las enzimas PLAz y esfingomielinasa: la PLA2 es activada por estrés
osmotico (Lang et al, 2005) y nuestro equipo de trabajo ha demostrado que la intoxicacion
por plomo provoca estrés osmotico pues se ha encontrado in vivo un incremento tanto en
la actividad de PLA2 como de esfingomielinasa (Villanueva-lbarra, 2018). La PLA2
activada por estrés osmotico genera acido araquidénico (AA) y un lisoderivado,
lisofosfatidilcolina (LFC), integrando dos vias que culminan en la externalizacion de
fosfatidilserina. La LFC es transformada en el factor activador de plaquetas (PAF) por
accion de la enzima acetil transferasa, el PAF activa a la esfingomielinasa para generar
ceramida a partir de la esfingomielina, la acumulacion de ceramidas desencadena la
translocacion de la fosfatidilserina a la monocapa externa de la membrana. Por otro lado,
el AA es transformado por la ciclooxigenasa y la PGE: sintasa, para obtener PGE2, la
cual actla sobre los receptores de PGE2 de la membrana del eritrocito y activar a los
canales de Ca?*, y permitir la entrada de calcio al interior del eritrocito y desencadenar la
activacion de proteasas y externalizacion de fosfatidilserina (Lang et al., 2006). Esta bien
reportado que varias de estas moléculas que participan en el proceso de eriptosis
participan en la inflamacion o procesos pro-inflamatorios como lo son el PLA2, el AA, la
PGE: y las citocinas que son liberadas por los leucocitos (Porth, 2006).

La historia clinica toxicologica, los criterios de inclusion y exclusién, y la
exposicién/intoxicacién por plomo como condicién extrema es la variable que permitié
delimitar las poblaciones de trabajadores, pues existen otros factores que pueden iniciar
la eriptosis; el envejecimiento, infecciones, enfermedades metabdlicas y estrés
energético y osmotico. Para la eriptosis uno de los principales ejes es el incremento de

calcio intracelular libre y se presenta en diferentes patologias entre las que se encuentran:
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pacientes diabéticos (Calderdon-Salinas et al., 2011), insuficiencia renal (Myssina et al.,
2003), la anemia falciforme (Kuypers et al., 1996), la deficiencia de glucosa 6-fosfato
deshidrogenada (Ganesan et al., 2012), enfermedades que se asocian con alteraciones

renales, inmunoldgicas e inflamatorias (Lang, 2015).

8.4 Apoptosis de leucocitos
El proceso de eriptosis estd demostrado en los trabajadores expuestos a plomo,

por lo que surgio el interés de analizar el proceso de apoptosis de leucocitos, puesto que
son células que también se encuentran en la circulacion sanguinea. Se ha informado la
exposicién a plomo de leucocitos in vitro (Guo et al., 1996) e in vivo en modelo animal
(Farkhondeh et al., 2013). Es la primera vez que se reporta in vivo la externalizacion de
fosfatidilserina en leucocitos de trabajadores expuestos a plomo. Nuestros resultados
muestran que los trabajadores expuestos tienen 74% mayor de externalizacion de
fosfatidilserina respecto a los no expuestos, lo que indica también que las células
leucocitarias estan siendo dafiadas ante las altas concentraciones de plomo en sangre,
y a pesar de la gran variacion de los datos en los dos grupos, existe diferencia estadistica
significativa por pruebas paramétricas y no paramétricas. Lo anterior confirma que los
leucocitos en la circulacién sanguinea también presentan un proceso de apoptosis
(Elmore, 2007) ante la intoxicacion por plomo, un proceso que puede ser variable
respecto a los eritrocitos pues son células nucleadas, con menor tiempo de vida y de
mayor tamafio lo que sugiere que sean menos susceptibles al sistema reticulo endotelial
para que puedan ser retirados de circulacion sanguinea, ademas que para estas células
la apoptosis es mas temprana que en los eritrocitos, lo cual puede llevar a que el

macrofago no tenga la habilidad para retirarlos con eficiencia.

8.5 TNF-a y estado pro-inflamatorio
Los trabajadores expuestos tienen las manifestaciones clinicas neuroldgicas,

gastrointestinales, las deficiencias en la coordinacion motora como se ha reportado en la
literatura (Stoleski et al., 2008; Renddn-Ramirez et al., 2014). Con la historia clinica
toxicoldgica, se logro identificar que el porcentaje de trabajadores expuestos es mayor
respecto a los no expuestos, en cuanto a que presentan signos y sintomas clinicos que

se asocian a la intoxicacion por plomo y estados pro-inflamatorios.
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Para evaluar uno de los factores del estado pro-inflamatorio, se midio la
concentracion de TNF-a en plasma, sin embargo, no se observé diferencia entre los
trabajadores expuestos y no expuestos. Nuestro resultado se contrasta con resultados
de otros autores donde reportan que en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica incubadas in vitro con plomo a concentraciones de 50 y 100 uM, encontraron
un aumento en la secrecion de IL-6 y de TNF-q, para este ultimo hasta 1.5 veces mayor
respecto a su control (Villanueva et al., 2000). Un estudio informd (Di Lorenzo et al., 2007)
que en trabajadores de una recicladora de baterias con una media de 30.7 pug/dL para la
concentracion de plomo en sangre, midieron dos citocinas en suero, el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) y TNF-a donde no se encontro diferencia estadistica
significativa para TNF-a, en cambio segun Valentino y colaboradores (2007), midieron
varias citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-o) en plasma de trabajadores
expuestos a plomo, trabajadores de ceramica y de una fundidora con concentraciones de
plomo en sangre de 9.7 y 21.7 pg/dL respectivamente, de esas determinaciones solo
encontraron mayores concentraciones para IL-10 y para TNF-a (0.5 veces mayor). El
resultado que obtuvimos podria asociarse a la adaptaciébn en mecanismos moleculares
que los trabajadores pueden desarrollar ante la intoxicacién por plomo, pues las
concentraciones de plomo en sangre que encontramos son mas del doble en
comparacion a lo que han reportado otros autores y ademas que los trabajadores aqui
estudiados estan en un grado de intoxicacion cronica.

La secrecion de TNF-a por leucocitos esta reportado que puede estimularse por la
incubacion de estas células con lipopolisacarido (Abbasi et al., 2013), ademas solo se ha
reportado in vitro en cultivos de células mononucleares de sangre periférica incubadas
con plomo, que hay mayores concentraciones de TNF-o. en sobrenadante al ser
estimuladas con LPS (Guo et al., 1996; Cheng et al., 2006). Por ello, en nuestro estudio
para verificar la capacidad de produccion y liberacion de TNF-a, estimulamos con LPS
una muestra de sangre total de los trabajadores, a la fecha no hay informes sobre ello en
trabajadores intoxicados. Para trabajadores no expuestos y expuestos obtuvimos un
aumento de 3.3 y 3.5 veces, respectivamente, en la concentracion de TNF-a en
sobrenadante en respuesta al estimulo con respecto a la concentracion basal (TNF-a en
plasma), pero no encontramos diferencia estadistica significativa ante el estimulo en los
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dos grupos, sin embargo, la dispersion de los datos de estimulacion nos permitié hacer
una estratificacion al observar que el 75% de los trabajadores no expuestos y
aproximadamente el 50% de los trabajadores expuestos, estan por arriba de 20 pg/mL,
por lo que tomamos este valor como punto de corte para identificar a aquellos
trabajadores que presentaron menor y mayor respuesta al estimulo, pudimos apreciar
que el 42% de los trabajadores mostraron menor respuesta al estimulo en comparacion
con los no expuestos con un 24% lo cual sugiere que los leucocitos de trabajadores tienen
menor capacidad de produccion y liberacion de TNF-a, y que precisamente de acuerdo
a la condicién extrema de intoxicacion por plomo de los trabajadores puede estar
asociada al dafio o bien a la adaptacion en mecanismos moleculares que los trabajadores
pueden desarrollar ante la intoxicacion por plomo.

La intoxicacion por plomo produce un estado clinico pro-inflamatorio, sin embargo,
no se observaron cambios en la concentracion del TNF-a, los resultados sugieren un
estado de compensacion con menor produccion y secrecion de TNF-a. por los leucocitos
en un mecanismo de “down regulation”, en la que participa el receptor para TNF-a de
leucocitos y el TNF-a transmembrana, como se ha propuesto por algunos autores
(Horiuchi at el., 2010; Ardestani et al., 2013). En tal sentido nuestros resultados sugieren
qgue los trabajadores intoxicados por plomo pueden desarrollar adaptaciones o
mecanismos moleculares de defensa, que definen la mayor o menor susceptibilidad ante

el enorme insulto de dafio que se genera en el organismo.
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9. Conclusiones

1. La concentracion de plomo en sangre en trabajadores expuestos es 25 veces
mayor que en los no expuestos. También, 2 veces mayor que los valores
permitidos para personal ocupacionalmente expuesto a plomo de acuerdo con la
norma oficial mexicana, indicando que los trabajadores absorben grandes

cantidades de plomo debido a la exposicidn ocupacional.

2. En los trabajadores expuestos la actividad de la enzima 3-ALAD fue 85% menor
que en los no expuestos, lo que indica que la absorcion de plomo condiciona una

intoxicacion.

3. La lipoperoxidacion en eritrocitos de trabajadores expuestos es 27% mayor que
en los no expuestos, lo que muestra que en la intoxicacion por plomo genera estrés

oxidativo en dafio oxidativo a lipidos.

4. Se encontré una eriptosis 60% mayor en los trabajadores expuestos, la cual esta

asociado posiblemente al dafio oxidativo.

5. Los trabajadores expuestos presentan externalizacion de fosfatidilserina en
leucocitos 74% mayor que los no expuestos, indicando que estas células de la

sangre también tienen mayor apoptosis ante la intoxicacion por plomo.

6. Los trabajadores expuestos muestran los signos y sintomas clinicos propios de la
intoxicacion por plomo y de procesos pro-inflamatorios.

7. Las concentraciones de TNF-a en plasma de los trabajadores expuestos respecto
a los no expuestos no hay diferencia significativa, lo que puede deberse a un

proceso de defensa adaptativo.
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8. En los trabajadores expuestos a plomo y en los no expuestos ante la estimulacion
con LPS no se encontr6 cambios en la concentracion de TNF-a liberada por

leucocitos (3.3 y 3.5 veces).

9. EIl 42% de los trabajadores expuestos muestran menor respuesta al estimulo en
comparacion con el 24% de los no expuestos, lo que indica que la intoxicacién por
plomo esta relacionada con una menor respuesta para producir y liberar TNF-a.

Sugiriendo un mecanismo de defensa adaptativa.

Conclusion general

En el presente trabajo se estudid la relacion entre la intoxicacion por plomo, el
dafio oxidativo, la eriptosis y la apoptosis de leucocitos. No se observaron cambios en la
concentracion del factor pro-inflamatorio TNF-a, a pesar de que los signos y sintomas
clinicos caracteristicos de la intoxicacién por plomo y el estado proinflamatorio estan
presentes en los trabajadores expuestos a plomo; sin embargo, se identific6 un grupo
que tiene menor respuesta ante el estimulo para la produccion y liberacion de TNF-a, ello
sugiere un estado de compensacion en el que los leucocitos producen y secretan menos
TNF-a como mecanismo de defensa, como se ha propuesto por la “down regulation” del
TNF-a soluble inducida por LPS, en la que participa el receptor para TNF-a de leucocitos
y el TNF-a transmembrana. Nuestros datos sugieren que los trabajadores intoxicados por
plomo son capaces de desarrollar adaptaciones o mecanismos moleculares, debido a la
susceptibilidad o resistencia ante el enorme insulto de dafio que se genera en el

organismo.
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10. Perspectivas
Profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares que estan
involucrados en la intoxicacion por plomo en procesos pro-inflamatorios cronicos.
Analizar el estrés oxidativo en los leucocitos de pacientes expuestos a plomo

Indagar sobre los mecanismos que estan involucrados en la apoptosis de

leucocitos ante la exposicion a plomo.

Estudiar las vias o procesos que estan implicados en la produccion, liberacion y

sefalizacion de TNF-a, en leucocitos de trabajadores intoxicados con plomo.

Investigar la asociacion de otras moléculas pro-inflamatorias con la intoxicacion

por plomo.
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