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RESUMEN
Debido a las propiedades fisico-quimicas, el plomo es extensamente utilizado, por

lo que muchos trabajadores continGan siendo expuestos a este metal. Los eritrocitos
juegan un papel primordial en la toxicidad del plomo debido a que constituyen un
medio de distribucién al resto de 6rganos vy tejidos; la concentracion en eritrocitos
es 90 veces mas alta que en el plasma. Se ha demostrado que la intoxicacion por
plomo provoca dafio oxidativo en eritrocitos, caracterizado por oxidacion de lipidos
y proteinas; el dafio oxidativo se ha asociado con un incremento de la apoptosis del
eritrocito (eriptosis), que constituye la muerte celular programada del eritrocito. Se
ha propuesto que en el desarrollo de la eriptosis se activa un conjunto de vias que
pueden incluir: incremento de la concentracion de calcio intracelular libre, de
ceramidas y de prostaglandina-Ez; la activacion de caspasas, de canales ionicos,
de esfingomielinasa y la translocacion de fosfatidilserina a la interface externa de la
membrana del eritrocito, lo que permite que los eritrocitos sean identificados por
macrofagos circulantes o por macrofagos del sistema reticulo endotelial y sean
fagocitados. Algunas de estas vias ya se han estudiado para pacientes expuestos
a plomo. El objetivo del presente trabajo es analizar la actividad de la
esfingomielinasa y la fosfolipasa A2 como mecanismos moleculares involucrados en
la induccion de eriptosis en trabajadores expuestos a plomo. Se estudié un grupo
de 30 trabajadores de la industria de reciclado de baterias con un tiempo de
exposicion al plomo de entre 2 y 17 afios, al que nuestro grupo de trabajo demostré
presenta un incremento de eriptosis inducida por intoxicaciobn por plomo,
comparandolo con un grupo no expuesto conformado por individuos sin
antecedentes de exposicién a plomo. Se han realizado pruebas utilizadas en el
diagndstico de intoxicaciéon por plomo, encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en la concentracion de plomo en sangre,
lipoperoxidacion en eritrocitos, capacidad antioxidante en plasma, actividad de la
enzima 4&cido-delta aminolevulinico deshidratasa, en la externalizacion de
fosfatidilserina en eritrocitos y en las actividades de las enzimas fosfolipasa Az y

esfingomielinasa, estas ultimas participan en el proceso de eriptosis.



ABSTRACT
Due to the physicochemical properties, lead is widely used, so that many workers

continue to be exposed to this metal. Erythrocytes play a primary role in the toxicity
of lead because they constitute a means of distribution to the rest of organs and
tissues; the concentration in erythrocytes is 90 times higher than in the plasma. It
has been shown that lead poisoning causes oxidative damage in erythrocytes,
characterized by oxidation of lipids and proteins; oxidative damage has been
associated with an increase in erythrocyte apoptosis (eryptosis), which is the
programmed cell death of the erythrocyte. It has been proposed that in the
development of eriptosis a set of pathways is activated that may include: increase in
the concentration of free intracellular calcium, ceramides and prostaglandin-E2; the
activation of caspases, ion channels, sphingomyelinase and the translocation of
phosphatidylserine to the outer interface of the erythrocyte membrane, which allows
erythrocytes to be identified by circulating macrophages or by macrophages of the
reticuloendothelial system and to be phagocytosed. Some of these routes have
already been studied for patients exposed to lead. The objetive of the present work
is to analyze the activity of sphingomyelinase and phospholipase A2 as molecular
mechanisms involved in the induction of eriptosis in workers exposed to lead. We
studied a group of 30 workers of the battery recycling industry with lead exposure
time between 2 and 17 years, which our group showed an increase in lead-induced
eryptosis, comparing it with a group not exposed conformed by individuals with no
history of exposure to lead. Tests used in the diagnosis of lead poisoning have been
performed, finding statistically significant differences between both groups in blood
lead concentration, lipoperoxidation in erythrocytes, antioxidant capacity in plasma,
acid-delta aminolevulinic dehydratase enzyme activity, in outsourcing of
phosphatidylserine in erythrocytes and in the activities of the enzymes
phospholipase Az and sphingomyelinase, the latter involved in the process of

eriptosis.



l. INTRODUCCION
1.1Plomo

El plomo denominado con el simbolo Pb, con peso atomico de 207.19, es un metal
pesado de color gris azulado, maleable, ductil y dificil de corroer. Tiene 4 is6topos
naturales, de pesos atémicos 208, 206, 207, 204. Posee 4 electrones en su Orbita
de valencia, de los que solo 2 se ionizan con facilidad, por lo que el estado de
oxidacion de este metal en sus compuestos inorganicos es, en general, de +2. Se
localiza en el grupo IV de la tabla periddica, pero en muchas de sus propiedades se
asemeja a los metales alcalinotérreos. Forma complejos con muchas biomoléculas,
uno de los mas estables es con los residuos de aminoacidos que contienen grupos
—SH. En consecuencia, el plomo puede afectar las propiedades biologicas de las

proteinas.

Los principales usos de este metal y sus compuestos son: en baterias, pigmentos,
aleaciones, ceramica, plasticos, municiones, soldaduras, cubiertas de cables,
plomadas y armamento. También se ha usado en la fabricacién de acido sulfurico,
en el refinamiento de petréleo, reacciones de halogenacion y sulfonacion. Ademas
de su uso para atenuar ondas de sonido, radiacion atomica y vibraciones. En estas
tltimas aplicaciones, se aprovecha la suavidad y alta densidad del plomo para

formar las aleaciones correspondientes.
1.2Ingreso, distribucién y eliminacién del plomo

Como se muestra en la figura 1 el plomo se encuentra en el alimento, agua o aire y
puede entrar al organismo por medio de tres vias, la piel, el sistema digestivo y el
sistema respiratorio, las dos ultimas tienen mayor importancia. El plomo llega al
torrente circulatorio una vez que se absorbe. La absorcion se ve influenciada no
solo por la concentracion del metal, sino también por varios parametros fisicos y
guimicos de las particulas y las sales, asi como de los factores propios del huésped,

tales como la edad y el estado nutricional (Calderén y Maldonado, 2008).



Por la via gastrointestinal, la absorcién varia con la edad y estado nutricional, los
adultos absorben en promedio el 15% y los nifios el 50% de plomo ingerido. Por
inhalacion el grado de absorcidn varia de la forma en que se presenta, vapores o
particulas, aproximadamente del 30 al 40% del plomo inhalado llega al torrente
sanguineo (Calderén y Maldonado, 2008).

En sangre el plomo se almacena principalmente en el eritrocito de un 90-99%

mientras que en el plasma de un 1-10% (figura 1)

La eliminacion del plomo es basicamente por la via urinaria, la vida media en la
sangre es larga, dado que la eliminacion de plomo de la sangre es de uno a dos

meses (Cabrera y Curefio, 2006).

El plomo se acumula en el hueso y su eliminacion es muy lenta; la vida media del

plomo en el hueso es de 20 a 30 afios (Calderén y Maldonado, 2008).

En la sangre, un nivel de Pb <10 ug/dL se considera no téxico en adultos y mujeres
no embarazadas o en periodo de lactancia; sin embargo, una concentracion de 10
a 25 ug/dL se relaciona con el deterioro neuroconductual y dafio renal; valores de

280 pg/dL con encefalopatias e insuficiencia renal (Cabrera y Curefio, 2006).

El plomo se absorbe en el tracto gastrointestinal a través de los transportadores del
calcio. La absorcion intestinal del plomo tiene una relacion inversa con el contenido
de calcio en la dieta; esto es, que a mayor contenido de calcio en la dieta existe una
menor absorcion de plomo. Asi mismo la fibra soluble o insoluble en los alimentos
puede formar complejos con plomo, evitar su ingreso y llevarlo a las heces fecales,

para su expulsion, reduciendo su absorcion (figura 1).

Hay ciertos factores que propician la absorcién del plomo por la via intestinal como
son el embarazo, lactancia, crecimiento, menopausia y otros procesos que

aumenten la demanda de calcio (Calderén y Maldonado, 2008).
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Figura 1. Diagrama de absorcion, distribucion y eliminacion del plomo en el organismo
(Calderén y Maldonado, 2008).

1.3Efectos del plomo a nivel molecular
Una vez que el plomo se distribuye en el organismo puede dafiar directa o

indirectamente, dependiendo de su concentracion en las células, los aparatos y los

sistemas, asi como de la respuesta del organismo y la susceptibilidad individual.

La base molecular de la toxicidad por plomo radica en las diferentes formas que
tiene para interaccionar con las macromoléculas. Son diferentes procesos los que
causan los mecanismos toxicos del plomo que afectan a la maquinaria molecular de
los organismos vivos: por uniones covalentes a proteinas (Goering, 1993), dafo
molecular oxidativo (Gurer-Orhan, et al, 2004) y la interaccién con los sitios estéreo-

especificos para cationes divalentes como el calcio (Ca2+) (Garza et al, 2006).

La interaccion con los sitios estéreo-especificos para cationes divalentes afecta
diferentes procesos biolégicos dependientes de calcio, como el transporte, el

metabolismo, la energia, la apoptosis, la conduccion ionica, la adhesion celular, la
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interaccién y la sefalizacion intracelular, los procesos enzimaticos y la regulacion
genética (Garza et al.,, 2006). El plomo es un elemento con efectos en los
organismos debido a su capacidad para unirse a las macromoléculas, incluyendo la
hemoglobina, diversas enzimas, al RNA y al DNA (Castillo et al., 2005). El plomo
también puede afectar la formacién de macromoléculas, como es el caso en el que
inhibe la formacion del acido delta amino levulinico que participa en la sintesis de la

hemoglobina (Rivera, 2004).

El plomo puede unirse a los grupos sulfhidricos de las cisteinas, con los cuales
forma complejos llamados mercéptidos (Wada et al., 1976). El plomo también puede
interaccionar con las proteinas por uniones estéreo especificas compitiendo con
otros cationes de importancia bioldgica, por ejemplo los que se encuentran en el
sitio activo de algunas proteinas, como es el caso de la calmodulina la cual forma
un complejo con el Ca2+ para ser activada. Se sabe que esta proteina no cuenta
con grupos sulfhidricos por lo que se ha propuesto que el plomo se puede unir en
forma estéreo-especifica formando un complejo plomo-calmodulina capaz de
funcionar en forma semejante que el complejo formado con el Ca2+ (Miranda,
1994). Las uniones electrostaticas del plomo se presentan en sitios de
macromoléculas con alta densidad de carga negativa; es una union reversible en
medios con alta fuerza i6nica o cambios en la concentracion de otros cationes. El
plomo puede acercarse a los acidos nucleicos y unirse a ellos debido a la alta
densidad de carga negativa que tienen estas macromoléculas. En el caso de las
uniones estéreo especificas, el plomo frecuentemente tiene mayor afinidad para
unirse a las macromoléculas que la afinidad del cation divalente biol6égicamente
activo. La unién del plomo a estas macromoléculas puede resultar en una reduccién
de la funcién de la macromolécula, es decir en un antagonismo con el catién
biolégicamente activo; en otros casos dicha union puede resultar en una activacion
incluso mayor que la que tenia el catién biolégicamente activo, tornando al plomo
en un agonista mas potente. En otras macromoléculas, el plomo interactuando en
el sitio estéreo especifico solo bloquea la accion del cation biolégicamente activo,
sin reducir o incrementar la funcion y en este caso actia como un bloqueador o

inhibidor de la funcién, es decir, la interaccion del plomo en sitios estéreo

10



especificamente disefiados para los cationes divalentes biolégicamente activos

puede resultar en aumentar, disminuir o bloguear la funcion.

El Ca2+ es el cation mas frecuentemente sustituido por el plomo debido a que tienen
caracteristicas fisicoquimicas semejantes, tales como la electronegatividad, la
valencia y el radio iénico. Lo anterior explica porque el plomo puede entrar al
organismo por via digestiva a partir de los transportadores de Ca2+, entrar
porcanales y salir por transporte activo de las células de la misma forma como lo
hace el Ca2+, y su acumulacion en el hueso sustituyendo al Ca2+ en las sales
defosfato (apatita e hidroxiapatita). Esta semejanza con el Ca2+ y las posibilidades
de que el plomo actle directa o indirectamente sobre los sistemas de transporte y
los sistemas de la regulacion de la distribucion del Ca2+, provoca a su vez que el
plomo afecte el ingreso, la distribucién y la excrecion del propio Ca2+ (Richardt et
al., 1986).

1.4Intoxicacién con plomo

El plomo actia de manera téxica por bloqueo de grupos funcionales, desplazando
a otros iones metdlicos esenciales como Ca, Zn, Cu, Fe, modificando la

conformacion activa de las moléculas biolégicas (Manzanares et al., 2005).

La propensién del plomo para catalizar reacciones de oxidacion y generar especies
reactivas de oxigeno se ha demostrado en varios estudios. Estas especies reactivas
de oxigeno (ROS) inhiben la producciéon de antioxidantes sulfhidrilo, inhibe las
reacciones enzimaticas que menoscaban la produccion de hemo, causan
inflamacion en las células endoteliales vasculares, dafa a los &cidos nucleicos e
inhibe la reparacion del ADN, ademas de iniciar la peroxidacion de lipidos en las

membranas celulares.

La intoxicacion por plomo induce la inhibicién de la sintesis del grupo hemo y la
acumulacion de pro-oxidantes y sustratos autoxidables como el &cido
aminolevulinico, grupos hemo libres e iones de hierro libres en los eritrocitos; a su

vez, la acumulacion de sustratos oxidables puede resultar en la formacion de
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superoéxido y perdxido de hidrogeno (Patrick, 2006). El plomo interfiere en la sintesis
del grupo hemo dada su capacidad de alterar la actividad de algunas enzimas que
forman parte de esta via metabdlica, como las enzimas acido &-aminolevulinico
sintetasa (86-ALAS), acido &-aminolevulinico dehidratasa (6-ALAD) y ferroquelatasa
(Needleman, 2004).

1.5Estrés oxidativo

En las células y en los organismos en condiciones normales se mantiene un balance
entre la produccion de radicales libres y especies reactivas con los sistemas
antioxidantes; de manera tal que la toxicidad por oxidacién es limitada. Aun este
limitado dafio es parcialmente responsable del envejecimiento natural de las células
y los organismos. Sin embargo, se considera que la agresion oxidativa alcanza
niveles patolégicos cuando se rompe el balance entre ella y la eficiencia de los
sistemas amortiguadores antioxidantes; lo cual se puede producir por un déficit de

antioxidantes o por un incremento en la produccion de las especies reactivas.

El estrés oxidativo al que se somete una célula o el organismo puede ser eficiente
y limitar el dafio o ser ineficiente y no poder evitar el incremento del dafio, lo cual
puede depender de la intensidad del insulto o de la falta de elementos de respuesta

en los sistemas antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 2002).

Alteraciones en la homeostasis redox pueden promover la muerte celular o la
supervivencia celular, dependiendo de la magnitud de los estimulos porque la
alteracion del potencial redox puede contribuir al desarrollo de las enfermedades
(Trachootham, 2008)

1.5 Defensas antioxidantes

Antioxidante se define como una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion
de otras moléculas. Mientras que la oxidacion es una reaccion quimica de
transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante que pueden
producir radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las

células, los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del
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radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacién, oxidandose ellos mismos

(Diccionario de la Universidad de Salamanca, 2011).
1.5.1 Mecanismos de defensa antioxidante

En forma general se conocen como mecanismos antioxidantes a los sistemas
encargados de proteger a las células de los efectos de los radicales libres,
reaccionando con ellos o convirtiéndolos en especies menos reactivas mediante

accion enzimatica.

Para evitar que se desborde el insulto oxidativo, las células y los organismos
aerdbicos requieren generar y mantener defensas antioxidantes de manera 6ptima
(Quintanar y Calderdn, 2009). Los mecanismos antioxidantes se pueden clasificar
de diversas formas; la siguiente clasificacién se basa en las lineas de defensa del

organismo:
a) Macromoléculas

Macromoléculas que acomplejan especies reactivas y evitan su accion. Por ejemplo,
proteinas que acumulan o transportan metales de transicion, como la transferrina y
la ceruloplasmina o como el oxigeno, la hemoglobina y la mioglobina (Quintanar y
Calderon, 2009).

b) Enzimas antioxidantes

Enzimas antioxidantes con gran afinidad para catalizar con altas velocidades la
reaccion de reduccion parcial de una especie reactiva. Por ejemplo: la superédxido
dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del Oz a H20z2; la glutation peroxidasa
(GPx) que es una enzima dependiente de selenio y cataliza la reduccion del
peroxido de hidrégeno (H202) o lipoperoxidos (L-OOH); la glutation sulfhidril
transferasa (GST) que cataliza el ataque nucleofilico del co-sustrato GSH sobre el
centro electrofilo de un gran numero de oxidantes y la catalasa (CAT) que reduce el
H202 a H20 (Quintanar y Calderon, 2009).

c) Co-sustratos antioxidantes
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Son empleados por las enzimas para poder reducir parcialmente a los radicales
libres y las especies reactivas. Por ejemplo: el glutation y el NADPH. El glutation es
un tripéptido (y-glutamilcisteinil-glicina) con gran facilidad para ceder electrones
(muy nucleofilico) debido a su grupo sulfhidrilo (-SH) y su potencial redox; una vez
que queda oxidado se puede regenerar gracias a la enzima glutatién reductasa (GR)
gue lo reduce con la oxidaciéon de NADPH. EI NADPH tiene un potencial redox muy
negativo y por ende es un importante donador de electrones e hidrégenos, con lo
gue puede pasar a NADP+ que en su forma oxidada diversas enzimas lo emplean
como co-sustrato (Calderén y Quintanar, 2009).

d) Enzimas que regeneran sustratos o co-sustratos antioxidantes

Enzimas que regeneran sustratos o co-sustratos antioxidantes. Por ejemplo, las
enzimas que regeneran al glutation reducido, la vitamina E y el NADPH. El glutation
se mantiene casi todo en forma reducida principalmente a través de glutatién
reductasa (GR), una flavoenzima que gracias a la oxidacién del NADPH cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH). La vitamina E
al actuar como antioxidante se oxida a tocoferilquinona; para continuar su trabajo
antioxidante se requiere que se reduzca nuevamente a vitamina E. Tal reduccién la
pueden llevar a cabo el ascorbato (vitamina C) o el glutation con la catalisis de las
enzimas tocoferilquinona reductasa o una GPx, respectivamente (Calderon et al.,
1999).

El ascorbato se oxida a deshidroascorbato y se puede reducir a ascorbato con
NADPH o con GSH por enzimas tales como las deshidroascorbato reductasa (DAR)
o por la glutatiéon peroxidasa (GPx). El NADPH se regenera principalmente a través
de la via de las pentosas a partir del NADP*, por accion de la deshidrogenasa de la
glucosa-6-P y la deshidrogenasa de gluconato-6-P; sin embargo, en algunas células
la enzima malica/NADP* (MDP), que oxida malato a piruvato, puede contribuir a la
formacion de NADPH o bien obtenerse a partir de la isocitrato deshidrogenasa
citosolica (IDPc) dependiente de NADP™* que cataliza la reaccion de isocitrato a a-

cetoglutarato (Calderon y Quintanar, 2009).
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e) Antioxidantes exdgenos

Son antioxidantes que provienen de la dieta, tales como la vitamina E (a-tocoferol),
la vitamina C (acido ascérbico), el B-caroteno (provitamina A), el cobre, el selenio,
el zinc, el manganeso, los polifenoles, los licopenos, los flavonoides, la quercitina,

la hespiridina, las catequinas y los taninos (Rendon et al., 2007).
f) Antioxidantes enddgenos

Los antioxidantes son moléculas nucleofilicas con gran afinidad y que se comportan
como compuestos muy susceptibles para que los oxiden las especies reactivas
(electrofilicas); es decir, ofrecen electrones a las especies reactivas para evitar que
estas ataquen a las macromoléculas nucleofilicas necesarias para la funcién y
estructura celular (proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos). Una vez que
los radicales libres reaccionan con los antioxidantes se reducen parcialmente o se
unen en forma de aductos, reduciendo su reactividad y oxidando al antioxidante.
Ejemplos de estos antioxidantes en los organismos son: el glutatiéon, el NADPH, la
albumina, el acido Urico, la coenzima Q, la bilirrubina y la melatonina (Quintanar y
Calderon, 2009).

g) Sistema de reparacién

Son sistemas que tratan de recuperar la funcién de las macromoléculas dafadas,
reparar el dafio establecido o destruir la macromolécula que pudiera causar dafio a
la economia celular. Hay mecanismos de reparacion especificos que sustituyen las
bases mal apareadas, oxidadas, desaminadas o que afiaden la base faltante y otros
gue degradan un tramo de nucledétidos en una hebra alrededor de la regién alterada,

posteriormente una polimerasa de ADN y una ligasa de ADN reparan el tramo.

Los enlaces tiol (sulfhidrilo) de las proteinas pueden ser nuevamente reducidos por
la enzima tiorreductasa (TR), empleando glutation como donador de electrones y
regulando sistemas efectores y de balances oxidorreductores como sefiales

intracelulares y como moléculas efectoras. La enzima metionina sulfoxido
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reductasa, reduce los sulfoxidos de metionina de las proteinas dafiadas, en una

reaccion dependiente del NADPH.

Los dafios producidos por radicales libres en términos generales marcan a las
proteinas para su degradacion. El reconocimiento de los sitios oxidados o
halogenados o bien la exposicion de regiones hidrofébicas determinan la

ubiquitinacién de las proteinas y su degradacion en el proteosoma.

En el caso de los lipoperoxidos se pueden reducir mediante GPx de fosfolipidos o
son eliminados a través de las fosfolipasas como la fosfolipasa Az, que aumenta su
actividad durante la agresion oxidativa. El uso extensivo de sistemas de reparacion
o el intenso dafio al DNA puede inducir el proceso de apoptosis, que visto de esta
manera seria la muerte por suicidio cuando la reparacion es imposible o el dafio fue
extensivo, protegiendo al 6rgano y al organismo de dafios locales y sistémicos,
incluyendo el desarrollo de células cancerosas (Calderén y Quintanar, 2009).

1.6 Pardmetros de diagndstico de intoxicacion por plomo

El diagnéstico de la toxicidad del plomo se ha basado tradicionalmente en los
niveles de plomo en sangre significativamente elevados. Sin embargo, los datos de
exposiciones de bajo nivel y los niveles de plomo en sangre previamente
considerados normales se ha relacionado como factores causantes de la disfuncion
cognitiva, trastornos neuroconductuales, dafio neuroldgico, la hipertension y la

insuficiencia renal (Patrick, 2006).

El diagndstico por la sintomatologia clinica es muy dificil en las etapas iniciales. En
etapas avanzadas o en condiciones agudas con altas concentraciones de plomo en
sangre, el diagndéstico es mas sencillo, pero la mayoria de las veces demasiado

tarde para el paciente y con pocas oportunidades de intervencion.
1.6.1 En sangre

Después de la exposicion al plomo, e se absorbe y es transportado por el torrente

sanguineo a otros tejidos. Una vez absorbido, este plomo se acumula en tres

16



compartimentos: sangre, los tejidos blandos y hueso. En la sangre,
aproximadamente el 99% del plomo se encuentra en los eritrocitos, dejando

alrededor de 1% en plasma. (Figura 1).

La cinética de transferencia de plomo en la sangre a los tejidos blandos es baja y
tarda aproximadamente 4 a 6 semanas. El plomo en la sangre tiene una vida media
estimada de 35 dias, en tejido blando de 40 dias, y en los huesos 20 a 30 afios. La
vida media biolégica de plomo puede ser considerablemente mayor en los nifios
que en los adultos. La concentracion de plomo en sangre refleja la ingesta de plomo
anterior de 3 a 5 semanas y por lo tanto no se puede utilizar como indice Unico y

confiable de exposicion crénica (Papanikolaou et al., 2005).

La prueba mas frecuente y de mayor valor diagndstico para el estudio de la
intoxicacion con plomo es la determinacion de plomo en sangre, la cual se puede
realizar basicamente a través de tres técnicas; la espectrofotometria de absorcion
atomica 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
(Calderon y Maldonado, 2008).

1.6.2 En orina

Sin duda, el sistema de excrecion renal es la principal y mas abundante forma de
eliminar el plomo del organismo. Existen dos formas para lograr la eliminacion, una
de ellas a partir de la secrecion por las células del tubulo contorneado proximal y la
otra (la mayor) por una filtracion glomerular, ambas similares a la forma de excrecion
del calcio. (Calderén y Maldonado, 2008).

Medir el plomo en la orina se puede realizar cuando no se puede hacer alguna
técnica invasiva, como es la obtencion de una muestra de sangre venosa; Sin
embargo, esta facilidad no compensa los problemas intrinsecos de la prueba. La
concentracion del plomo en la orina depende de las condiciones previas a la toma

de la muestra; se puede tener una orina diluida o concentrada, lo que influye
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fuertemente en el resultado, ademas de las concentraciones, requerimientos,
ingesta y estado fisiologico del calcio y de los fosfatos en el organismo. Una mejor
determinacion la puede ofrecer el medir la concentracion de plomo en la orina de 24
horas y corregirla por la dilucion, la filtracion glomerular y la reabsorcion tubular.
Este procedimiento, sin duda de mayor precision que el anterior, tiene dificultades
técnicas para obtener el total de la orina de 24 horas del paciente y también ofrece
un panorama parcial de la movilizacion de plomo en el organismo, ademas de tener
que realizar determinaciones de urea y creatinina o pruebas de depuracion de

creatinina para poder compensar por el estado de la funcion renal.
1.6.3 Pruebas de dafio especificas

Son aquellas donde el plomo y solo un nimero muy limitado de padecimientos las
pueden alterar; por ejemplo, la actividad de la enzima delta aminolevulinico
deshidratasa (86-ALA-D) en sangre, que se disminuye cuando hay intoxicacion con
plomo; la concentracion de protoporfirinas eritrocitarias libres, que se incrementan
en el eritrocito cuando el plomo inhibe la ferroquelatasa que las transforma en hemo
y; la concentracion de &cido delta aminolevulinico en sangre o en orina, que se
incrementa por la inhibicion que ejerce el plomo sobre la enzima delta amino
levulinico deshidratasa. La actividad de la 8-ALA-D es una prueba muy sensible y
con buena especificidad para la intoxicacion por plomo, esta prueba colorimétrica
es facil de realizar en cualquier laboratorio, es la prueba de eleccién para evaluar el
dafio inducido por el plomo. La enzima aminolevulinico deshidratasa es una proteina
citoplasmatica importante que cataliza la sintesis de porfobillinogeno a partir de dos

moléculas de acido aminolevulinico (Rendon et al., 2007).
1.6.4 Pruebas de dafio no especificas

Los indicadores inespecificos no indican que hay dafio especifico debido al plomo,
pero permiten identificar dafios inducidos por el plomo o que coexisten en el proceso

toxico.
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La evaluacion del dafio oxidativo, la prueba mas sencilla y recomendada es la
determinacion de la concentracion de las especies reactivas al acido tiobarbiturico
en sangre para determinar el grado de peroxidacion lipidica de eritrocitos y de
lipidos de lipoproteinas. Esta prueba permite conocer la intensidad de dafio en un
paciente al que se le ha diagnosticado intoxicacion con plomo (Calderén y
Maldonado, 2008).

Otra de las pruebas es la determinacion de la capacidad energética del eritrocito
mediante bioluminiscencia debido a que la sintesis de ATP se ve disminuida ante la

exposicion al plomo.

Al estudiar la sangre periférica se pueden observar megaloblastos, eritroblastos
poliploides y punteado basdfilo en los eritroblastos. La accion inhibitoria del plomo
sobre la enzima pirimidin-5-nucleotidasa es la responsable de la reduccion-
degradacion del RNA en los reticulocitos en vias de maduracion y de la persistencia

de las granulaciones basobfilas (Arrate P.M., Nieves R.S.H., & Amaia, 1999).

Cuando ocurre una intoxicacion por plomo existe un incremento en la eriptosis. La
eriptosis es un tipo de apoptosis que sucede en el eritrocito (Quintanar y Calderén,
2006). Se puede detectar la fosfatidilserina que es un tipo de fosfolipido que en
células viables se mantiene en la monocapa interior de la membrana celular.
Cuando se empieza a desencadenar el proceso de la apoptosis, la fosfatidilserina

migra a la capa externa de dicha membrana.
1.7 Normas regulatorias

NOM-199-SSA1-2000, Salud ambiental. Niveles de plomo en sangre y acciones
como criterios para proteger la salud de la poblacién expuesta no

ocupacionalmente.

Esta norma oficial mexicana establece los niveles de plomo en sangre y las acciones

basicas de prevencion y control en poblacion expuesta no ocupacionalmente.
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Los valores criterios que se utilizaran como referencia para determinar los niveles

de concentracion de plomo en sangre son los siguientes:

- El valor criterio para la concentracion de plomo en sangre en nifios, mujeres

embarazadas y en periodo de lactancia es de 10 pg/dL.

- El valor criterio para la concentracion de plomo en sangre para el resto de la

poblacidén expuesta no ocupacionalmente es de 25 ug/dL.

NOM-047-SSA1-2011, Salud ambiental-indices biolégicos de exposicion para

el personal ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas.

El objetivo de esta norma es establecer los indices bioldgicos de exposicion para el
personal ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas, como una medida
para apoyar la deteccion de los niveles de riesgos a la salud en funcién de la
exposicion a las sustancias quimicas en los establecimientos y para apoyar las
medidas de higiene industrial y de proteccion a la salud del personal.

El valor criterio para la concentracion de plomo en sangre es de 30 ug/gL. Las
mujeres en periodo fértil, donde el plomo en sangre exceda 10 pg/dL estan en riesgo
de tener niflos con plomo en sangre por arriba del valor guia recomendado por el

centro de control de enfermedades de los EEUU (CDC).
1.8 Eritrocitos

Los eritrocitos de humanos han sido considerados como simples momias de células;
sacos de membranas con hemoglobina que flotan en la circulacién. Los eritrocitos
en el humano tienen una vida media de 120 dias, tiempo aproximado en el que se

producen sefales moleculares de envejecimiento y es retirado de la circulacién.

La funcion principal de los eritrocitos es la de transportar hemoglobina. Esta a su
vez cumple con dos funciones importantes: transportar el oxigeno del aparato
respiratorio a los tejidos periféricos y transportar desde estos el CO2 hasta los

pulmones para ser eliminado en el proceso ventilatorio.
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La hemoglobina fija cuatro moléculas de oxigeno por tetramero (uno por cada
subunidad de grupo hemo) y sus curvas de saturacion son sigmoideas. Por tanto la
facilidad con la que el oxigeno se une a la hemoglobina depende de si hay otros
moléculas de oxigeno presentes en el mismo tetrametro. Si existe oxigeno unido, la
fijacion de moléculas de oxigeno subsecuentes ocurre con mayor facilidad. La
hemoglobina transporta CO:2 de los tejidos a los pulmones para ser expulsado. La
hemoglobina puede unir directamente al CO2 cuando cede su oxigeno y
aproximadamente 15% del CO2 acarreado por la sangre es transportado asi. El
resto se transporta por la union de dos protones por cada cuatro moléculas de
oxigeno que pierden, protones que provienen de la disociacion del acido carbdnico,

mismos que se forman de la reaccion del CO2 y H20 (Quintanar y Calderon, 2006).

Los eritrocitos juegan un papel primordial en la toxicidad del plomo debido a que
constituyen un medio de distribucién al resto de érganos y tejidos, en la sangre el
plomo se encuentra principalmente en eritrocitos, donde su concentracién es 90
veces mas alta que en el plasma. El plomo tiene un efecto desestabilizador en las
membranas de los eritrocitos aumentando la tasa de hemolisis de los eritrocitos. El
plomo es capaz de causar la destruccion de los eritrocitos a través de la formacion

de peroxidos de lipidos en las membranas celulares.

Solo a muy altas concentraciones puede el plomo modificar la unién del oxigeno,
del CO2 o de los protones, por lo que estas funciones no son indicadores de
toxicidad por plomo (Quintanar y Calderén, 2006).

1.8.1 Eritrocitos y plomo

Una vez en la sangre, el plomo se incorpora a los eritrocitos, por ello se propone
gue su integracion es a través de un sistema de transporte pasivo, en donde el
plomo se transporta como un complejo anidénico PbCOs™ a través del intercambiador
CI-/HCOs-; sin embargo la existencia de dicho compuesto no ha sido comprobada y
se ha demostrado que al inhibir esta via aun hay entrada significativa de plomo;
también se ha demostrado que el plomo puede entrar al eritrocito a través de
canales de Ca?* (Quintanar-Escorza et al., 2007). Una vez dentro del eritrocito el
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plomo se une a las proteinas membranales y citoplasmaticas con muy alta afinidad
al Ca?* lo que genera concentraciones muy bajas de plomo libre en el citoplasma
del eritrocito, que redunda en mayor facilidad de entrada y dificulta la salida, con el
resultado de que mas del 98% del plomo en la sangre se encuentre en el interior o

unido al eritrocito.

La salida del plomo del eritrocito se realiza a través de un transporte activo a través
de la bomba de Ca?*, la cual utiliza la energia de la ruptura del ATP. Esta bomba se
llama ATPasa de Ca?* dependiente de magnesio. El plomo comparte esta salida
con el Ca?* por lo que se hace muy eficiente su expulsion de los eritrocitos, esto a
los primeros minutos del transporte de plomo al interior de los eritrocitos. Sin
embargo, al paso del tiempo, la union del plomo a las proteinas hacen que la bomba
no logre detectar suficientes atomos de plomo libre para su salida, ademas se sabe
que el plomo puede inhibir su propio sistema de salida, lo que provoca que al paso

de los dias el plomo tenga un acumulacién efectiva en el interior del eritrocito.
1.8.2 Eritrocitos y dafio oxidativo

El plomo tiene un efecto desestabilizador en las membranas celulares, y en las
células rojas de la sangre (RBC); el efecto disminuye la fluidez de la membrana
celular y aumenta la tasa de hemdlisis de eritrocitos. La hemolisis parece ser el
resultado final de la peroxidacion lipidica generado por ROS en la membrana de los
glébulos rojos. El plomo también puede unirse directamente a la fosfatidilcolina en
la membrana de los globulos rojos, lo que lleva a una disminucién en los niveles de
fosfolipidos hipocromica o anemia normocitica es un sello distintivo de la exposicion
al plomo; es el resultado de la generacion de ROS vy la posterior hemdlisis de los
eritrocitos. El plomo se considera, junto con la plata, mercurio y cobre, como un
agente hemolitico fuerte, capaz de causar la destruccion de los eritrocitos a través

de la formacién de peréxidos de lipidos en las membranas celulares.

Ademas de la peroxidacion de la membrana, la exposicién al plomo causa la
oxidacion de la hemoglobina, que también puede provocar hemolisis. EIl mecanismo

responsable de esta reaccion es la inhibicion inducida por el plomo de ALAD. ALAD
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es la enzima mas sensible a los efectos tdxicos del plomo - la formacién del grupo
hemo deprimido. Como resultado, los niveles elevados del sustrato ALA se

encuentran tanto en la sangre y la orina de los sujetos expuestos al plomo.

Estos niveles elevados de ALA generan peroxido de hidrégeno (H202) y radical
superoxido (O2-), y también interactian con la oxihemoglobina, lo que resulta en la
generacion de radicales hidroxilos (OH), el mas reactivo de los radicales libres.
Como ALA es mas oxidado, se convierte en acido 4,5-dioxovalerico. La generacion
de este compuesto potencialmente genotoxico, es un posible mecanismo para la
carcinogenicidad de DNA dependiente de plomo. Por el mismo mecanismo, el ALA
puede ser responsable de la mayor frecuencia de cancer de higado en la
enfermedad de porfiria aguda intermitente, otra condicidon en la que se producen

niveles elevados de ALA.

El plomo en el caso de los eritrocitos humano puede causar dafio oxidativo debido
a la acumulaciéon de acido o-aminoevulinico (ALA), hierro libre, hemo libre,
caracteristicos de la intoxicacion con plomo los cuales ademas del Oz y
hemoglobina pueden generar radicales libres. También se ha propuesto que el
plomo es capaz de inhibir mecanismos antioxidantes, como las enzimas superoxido

dismutasa (SOD) y catalasa (Quintanar y Calderon, 2009).
1.9 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 fenébmeno
implica una programacion celular, genéticamente regulada, para que la célula
muera sin causar dafio en la organizacion de los tejidos a que pertenece; es decir
es un proceso ordenado, la célula muere sin causar una reaccion inmunolégica o
inflamatoria que afecte a las células vecinas y con ello mantener la integridad del
tejido (Quintanar y Calderén, 2006).

23



Hasta el afio 2001, se pensaba que la apoptosis era un fendbmeno de células

nucleadas y que no podia encontrarse en células sin nucleo, como los eritrocitos.

Los trabajos de Berg y de Bratosin indicaron que la apoptosis se podia presentar en
células sin nucleo, sus trabajos permitieron demostrar o que posteriormente se
llamaria eriptosis y que estos autores nombraron como “apoptosis de células

anucleadas” o “muerte celular programada de los eritrocitos” (Berg et al., 2001).
1.9.1 Mecanismos involucrados en eriptosis

Los principales mecanismos moleculares involucrados en el proceso de eriptosis
son la disminucién de la carga energética en la célula, el estrés osmatico y la
disminucién del poder reductor por medio de la relacion NADP/NADPH vy glutation
reducido/oxidado. Estas tres formas de estrés metabdlico producen un incremento
de calcio intracelular libre, aun cuando lo hacen por diferentes vias. En el caso del
estrés energeético, la reduccion de ATP afecta la ATPasa de calcio, reduciendo su
actividad y con ello la salida de calcio. En el caso de estrés oxidativo, la reduccion
de glutatiéon reducido incrementa la permeabilidad a calcio a través del canal de
cationes, permitiendo una mayor entrada de este idn. En el estrés osmotico, activa
a la fosfolipasa Az, que libera acido araquidonico de la fosfocolina; este acido es
convertido en prostaglandina E2 por ciclooxigenasa, la cual estimula al canal

cationico del que depende la entrada de calcio (Quintanar y Calderén, 2006).

El incremento de calcio intracelular libre activa el canal de potasio dependiente de
calcio, que provoca la salida de potasio que a su vez induce la salida de agua y de
cloro, generando la contraccion del eritrocito. El incremento de Ca?* intracelular
libre, la salida de potasio y la contraccion celular provoca la externalizacion de FS.
La accion de la fosfolipasa Az, genera lisoderivado, el cual es transformado por una
acetil transferasa en el factor de activacion plaquetario (PAF) el cual es capaz de
estimular a la esfingomielinasa, enzima que hidroliza a la esfingomielina y genera
ceramida, la cual actia a su vez como segundo mensajero para la sefial de
apoptosis, capaz de estimular la externalizacion de FS (Quintanar y Calderon,
2006).
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1.10 Fosfolipidos

Los glicerofosfolipidos son lipidos de membrana en los que dos acidos grasos estan
unidos por enlace éster al primer y segundo carbonos del glicerol y un grupo de
cabeza muy polar o cargado esta unido por enlace fosfodiéster al tercer carbono.
Los glicerofosfolipidos derivados del acido fosfatidico, se nombran segun el alcohol
polar en su grupo de cabeza. Ejemplos de estos son: fosfatidilcolina, fosfatidilserina
y fosfadiletanolamina. El alcohol polar puede estar cargado negativamente o ser
neutro. Los &cidos grasos de los glicerofosfolipidos pueden variar. En general,
contienen un acido graso saturado en el primer carbono y un 4cido graso insaturado

en el segundo carbono.
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1.10.1 Fosfolipasas

Son enzimas cuya funcién es degradar fosfolipidos, Las fosfolipasas del tipo A, A1
y Az, hidrolizan los enlaces éster de glicerofosfolipidos en el primer y segundo
carbono del glicerol, respectivamente. Cuando se ha eliminado uno de los acidos
grasos por una fosfolipasa del tipo A, el segundo &cido graso es eliminado de la

molécula por una lisofosfolipasa.

La fosfolipasa Az es la enzima encargada de catalizar la hidrolisis del acido graso
de la posicién sn-2 de los fosfolipidos de membrana, liberando lisofosfoderivado y
un acido graso. In vivo, los fosfolipidos frecuentemente tienen acidos grasos
poliinsaturados, que al ser liberados pueden ser metabolizados para formar
eicosanoides y otros lipidos bioactivos. El lisofosfolipido puede tener un papel
importante en diferentes procesos biologicos y también sirve como metabolito en la
sintesis de fosfolipidos de membrana (Burke y Dennis, 2008).

1.11 Esfingolipidos

Estan formados por un grupo de cabeza polar y dos colas apolares, se diferencian
de los glicerofosfolipidos en que no contienen glicerol. Los esfingolipidos estan
compuestos por uno molécula de esfingosina, un amino-alcohol de cadena larga, o
uno de sus derivados, una molécula de acido graso de cadena larga y un grupo de

cabeza polar por enlace fosfodiéster o por enlace glucosidico.

Cuando se une un &cido graso por enlace amida al segundo carbono de la
esfingosina, se obtiene ceramida, la cual es la unidad estructural fundamental de

los esfingolipidos.

Hay tres subclases de esfingolipidos, que difieren en sus grupos de cabeza:

esfingomielinas, glucolipidos neutros y gangliosidos.

Las esfingomielinas contienen fosfocolina o fosfoetanolamina como grupo de

cabeza polar. Las esfingomielinas se parecen a las fosfatidilcolinas en sus
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propiedades general y en su estructura tridimensional y también por no tener carga
neta en sus grupos de cabezas polares. Las esfingomielinas se encuentran en las
membranas plasmaticas de las células animales. Son principalmente mas
abundantes en la mielina, una vaina que rodea y asila los axones de algunas

neuronas.

1.11.1 Esfingomielinasa

Esfingomielinasa: Son enzimas encargadas del hidrolisis de la esfingomielina en
fosfocolina y ceramida.

De acuerdo al pH en el que tienen actividad las esfingomielinasas se clasifican en
tres grupos: esfingomielinasas acidas, de las cuales esta la ubicuo lisosomal y la
que es dependiente de Zn?*; esfingomielinasas neutras, en las que se encuentran
las que dependen de Mg?* y las que son independientes; y esfingomielinasas

alcalinas.

La deficiencia de la esfingomielinasa acida afecta a pacientes de la enfermedad
Niemann-Pick tipo A y B. La esfingomielinasa neutra, dependiente de magnesio,
esta asociada con la apoptosis y otros estimulos, causando la hidrolisis de la SM
por lo tanto causando la generacion de ceramida. Ceramidas sean visto envueltas
en la regulacion del crecimiento celular, la diferenciacion, apoptosis y las respuestas

inflamatorias.
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Il ANTECEDENTES

Trabajos previos de nuestro laboratorio han permitido caracterizar poblaciones de
nifos ambientalmente expuestos a plomo y trabajadores ocupacionalmente
expuestos a plomo. En ambas poblaciones se ha definido algunos mecanismos
fisiopatolégicos de dafio por plomo y se han encontrado mecanismos de respuesta
a este toxico (Calderon et al, 1996a; Calderdn et al, 1996b, Aguilar et al, 2014).

Se ha demostrado que en eritrocitos humanos el calcio y el plomo comparten el
mismo mecanismo de incorporacion y que el plomo se acumula en el interior del
eritrocito por su gran afinidad a proteinas, ademas de la reduccion de la salida de
plomo, que sucede por la ATPasa de calcio, el mismo mecanismo de salida del
calcio (Quintanar, 2007; Calderon et al, 1999).

Se ha podido demostrar que en eritrocitos de humanos incubados con plomo existe
un incremento de la concentracién de calcio intracelular libre, dependiente del
tiempo de incubacion y de la concentracion del plomo, con respecto a eritrocitos no
incubados con plomo. Este incremento se pudo asociar con una mayor fragilidad
osm@tica, un incremento en la actividad de la proteasa calpaina, asi como con
importantes modificaciones en la forma de los eritrocitos (Quintanar, 2010; Calderén
et al, 1999).

En eritrocitos de humanos incubados con plomo y en trabajadores expuestos a

plomo se ha logrado observar que la intoxicacién por plomo induce estrés oxidativo.

Recientemente se ha logrado asociar un incremento de la eriptosis a la intoxicacion
por plomo en trabajadores ocupacionalmente expuestos a plomo, intoxicacion por
plomo que también se caracterizO por la baja actividad de enzima a ALAD,
lipoperoxidacién, aumento en el calcio intracelular libre y fragilidad osmatica (Aguilar
et al, 2014).

Se ha dilucidado parte de los mecanismos moleculares de sefializacion que

participan en los fenbmenos propuestos por Lang, sin embargo, es necesario
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completar los otros mecanismos moleculares de sefalizacion que también pueden

participar en el proceso de eriptosis en pacientes intoxicados por plomo.

Se sabe que el choque hiperosmético que lograron los autores, aumentando la
osmolaridad de 300 mOsm a 850 mOsm incrementa la concentracion de calcio
intracelular libre y estimula la exposicion de FS a la cara externa de la membrana
del eritrocito. Inhibidores de PLA2 como lo es la quinacrina y palmitoil-
trifluormetilcetona interrumpen también la exposicion de FS seguida del choque

hiperosmotico (Lang et al, 2005).

El choque osmotico lleva a la formacion de ceramidas en la superficie del eritrocito,
experimentos in vitro revelan que ceramida-C6 asi como el tratamiento con
esfingomielinasa bacteriana disparan la eriptosis y este proceso puede ser inhibido
por 3,4-dicloroisocumarina que es un inhibidor de la esfingomielinasa (Abed et al,
2012).

En células Molt-4 la esfingomielimasa neutra es activada por la reduccion del GSH,
de acuerdo con Liu y Hannun (1996), la esfingomielinasa neutra es inhibida por un
aumento en la concentracién de GSH y la inhibicion es de acuerdo a la dosis, aun
con concentraciones fisiolégicas de 1-20 mM de GSH; también observaron en
células Molt-4 que al agregar un inhibidor de la produccion de GSH se incrementaba
la hidrolisis de esfingomielina y la produccion de ceramida. Por otro lado, Aguilar et
al 2014 report6 que en trabajadores expuestos a plomo se encontré menor
concentracion de GSH con respecto al grupo no expuesto.

En la figura 2 se indica en cuadros de color rojo los mecanismos que se estudiaran

en el presente trabajo (PLA2, esfingomilinasa y externalizacion de fosfatidilserina)
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Figura 2. Mecanismos moleculares involucrados en eriptosis (Quintanar y Calderén, 2006).
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Il JUSTIFICACION

México es el quinto pais productor de plomo en el mundo, el 78% de su produccion
estd destinada a la fabricacidon de baterias acidas de plomo. En México las
empresas dedicadas al reciclaje de plomo a partir de baterias acidas estan
generando grandes cantidades de escoria de plomo, aumentando los riesgos por
contaminacion de plomo en trabajadores y en las comunidades aledafas a las
plantas recicladoras. En un estudio realizado por Aguilar-Dorado et al., 2014 en un
grupo de trabajadores expuestos en una empresa recicladora de acumuladores de
plomo se encontrd intoxicacion por plomo por encima de la regulacién permitida
para trabajadores ocupacionalmente expuestos y dafios moleculares y oxidantes;
después se propuso la aplicacion de medidas de seguridad e higiene en la empresa,
asi como el uso como suplemento de calcio y vitamina E en los trabajadores. Por
ello, es importante determinar el grado de intoxicacién y dafio molecular y oxidante
por plomo, de ese mismo grupo de trabajadores, mediante el diagnéstico integral de
salud para observar dafios cronicos por plomo y sus posibles efectos oxidantes
cinco afios después de la aplicacion de medidas de seguridad e higiene, esperando
encontrar niveles de Pb en sangre que estén dentro de los niveles permitidos por la
NOM-047-SSA1-2011 y disminucion de los efectos moleculares y oxidantes por

plomo

La intoxicacion con plomo es una seria enfermedad que forma parte de los mayores
problemas de salud publica por exposicién a téxicos, en nuestro pais. Este metal
causa un amplio rango de disfunciones que impiden que los pacientes intoxicados

puedan llevar una vida con una adecuada calidad.

Es necesario profundizar en las bases moleculares de la intoxicacion por plomo; en
los ultimos afios se ha demostrado que el eritrocito es capaz de presentar una
muerte celular programada similar a la de las células nucleadas, que es conocida
como eriptosis. En este caso buscando las sefiales intracelulares que se desarrollan
para alcanzar eriptosis debido a la exposicion a plomo. Completando o tratando de
completar todos los procesos involucrados en el proceso de eriptosis que pudieran
participar en los mecanismos fisiopatologicos inducidos en la intoxicacion por plomo.
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Estos estudios permitiran comprender las bases moleculares de los mecanismos
por los cuales el dafio oxidativo puede producir el proceso de eriptosis. Asi como
proponer posibles mecanismos que nos permita entender si es posible prevenir el
proceso acelerado de la eriptosis en personas que estan intoxicadas con plomo, con

tratamientos alternos a la reduccion de plomo en sangre por quelantes.
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V. HIPOTESIS

En trabajadores expuestos a plomo el incremento de la actividad enzimatica de
fosfolipasa Az y de esfingomielinasa se encuentra asociada a estrés oxidativo y a

un incremento de la eriptosis.
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V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad de la esfingomielinasa y la fosfolipasa Az y la concentracion de
ceramidas como mecanismos moleculares involucrados en la induccion de eriptosis

en trabajadores expuestos a plomo y su relacién con el proceso oxidativo.
OBJETIVOS PARTICULARES
+ Determinacién de concentracion de plomo en sangre por voltametria

» Determinacion de la actividad de la enzima d-Aminolevulinico deshidratasa

por espectrofotometria
* Determinacién de lipoperoxidacién en eritrocitos por colorimetria
+ Determinacién de capacidad antioxidante total en plasma,
» Analizar por citometria de flujo externalizacion de FS en eritrocitos
+ Determinacion de la actividad de PLA: en eritrocitos por fluorescencia

+ Determinaciéon de la actividad de esfingomielinasa en eritrocitos por

fluorescencia.
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V.  METODOLOGIA
6.10btencidn de muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas del grupo de trabajadores de la fabrica de
reciclaje de baterias de la Ciudad de Ledn, Guanajuato, previa firma de
consentimiento informado y con las condiciones éticas internacionales de acuerdo
a los protocolos y declaraciones de Helsinki y los permisos de los comités de ética
locales correspondientes se extrajeron con el trabajador en ayuno por venopuncion,
previa asepsia del brazo y empleando heparina como anticoagulante (12 U/ml de

sangre).
6.2Determinacion de concentracion de plomo en sangre

En una solucién de cloruro de cromo 1.07%, acetato de cadmio 1.43% Yy ion
mercurio 0.0028% (la cual controla el pH y suprime a la formacién de espuma) se
adicionaron 100 pl de sangre heparinizada y homogeneizada, manteniéndose en
reposo por una hora, con esto se provoca la hemolisis y la lisis de sus eritrocitos y
sus componentes moleculares, dejando soluble el plomo que contenia. La
determinacién de plomo en sangre se llevé a cabo en un analizador de plomo
modelo 3010 B (marca ESA), previamente calibrado con estandares de
concentraciones conocidas, se debe tener un potencial negativo para que los iones
de plomo en solucién reaccionen sobre el electrodo de mercurio. Posteriormente
durante 1 min el potencial se hizo menos negativo lo cual hizo que el plomo se
ionizara e indujera una corriente, el voltaje obtenido es directamente proporcional a
la concentracion de plomo de la muestra. Los valores que determina el voltimetro
se reportan en pg/dl. De acuerdo al método estandarizado por Calderon y col.
(Calderon et al., 1996).

6.3Determinacioén de la enzima 8-ALA-D

La determinacién de esta enzima se basa en la formacién de porfobilindgeno a partir
de acidod-aminolevulinico (6-ALA). El porfobilinégeno formado en 60 min reacciona

con el reactivo de Erlich y el producto de la reaccion se medird con un
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espectrofotometro. Una alicuota de 200 ul de sangre con anticoagulante se
hemolizé con 1.45 ml de agua destilada y desionizada, posteriormente se le
adicionaron 1 ml de &cido &-aminolevulinico (6-ALA) 0.01M a un pH de 6.5
recientemente preparado y se incubd a 37°C durante una hora. La reaccion se
detuvo afiadiendo 1 ml acido tricloracético (TCA) al 10 % y 50 pL de una solucion
saturada de sulfato de cobre. La muestra se centrifugd a 1100 x g por 5 miny 1 mi
del sobrenadante se paso6 a un tubo que contenia el reactivo de Erlich, preparado
en el laboratorio, se midi6é la absorbancia a 555 nm de un espectrometro UV/VIS
modelo 30 (Beckman-USA). El equipo se ajust6 a cero con un blanco que sustituy6
la sangre por agua destilada. Los resultados se expresan en nmolas de
porfobilindgeno/h/ml de paquete globular. Los valores de referencia que han sido
reportados van de 650 a 1400 nmolas de porfobilinégeno/h/ml de paguete globular
(Cardalda et al., 1997; Santos et al., 1998).

6.4Determinacion de lipoperoxidacion en eritrocitos por colorimetria

El método se fundamenta en que uno de los productos terminales de la peroxidacion
de lipidos, el malonildialdehido (MDA), de tal manera que la cuantificacién del MDA
es un indice del grado de peroxidacion lipidica. Dos moléculas de &cido
tiobarbitUrico reaccionan con una de MDA para formar un pigmento rojo, el cual
tiene una absorbancia maxima de 532 nm. Es muy importante mencionar que la
determinacién de TBAR determina productos de la lipoperoxidacién que incluye
aldehidos y cetonas; sin embargo uno de los principales productos es el MDA por
esta razdn la determinacion tiene como estandar este compuesto (Jain et al., 1989).
A partir de la muestra sanguinea heparinizada se obtuvo el paquete globular,
centrifugando a 4500 xg por 8 minutos con una solucién salina isotonica. El paquete
celular se resuspendid en solucibn amortiguadora de fosfatos pH 7.4,
butirilhidroxitolueno 0.01 My &cido tricloracético al 30%. La mezcla se incub6 a 4°C
por 2.5 h. Al terminar se centrifugd a 5000 x g por 15 min. Se colect6 el sobrenadante
el cual contenia el MDA y se adicion6 EDTA 0.1 mM y TCA al 1 %. La mezcla se
incubo en un bafio maria a temperatura de ebullicion durante 15 min. El complejo

colorido se determin0 en un espectofotometro modelo 30 (Beckman-USA) a 532
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nm. El equipo se ajustdé a cero con un blanco que se prepara en paralelo,

sustituyendo la sangre con solucion amortiguadora de fosfatos.
5.5 Evaluacién de capacidad antioxidante en plasma

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante total se basan en
comprobar cémo un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o de la muestra. Por otra
parte, hay ensayos que se basan en la cuantificacion de los productos formados
tras el proceso oxidativo. Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en el
sustrato empleado, en el tiempo de evaluacion, en la técnica instrumental utilizada,
la sensibilidad y en las interacciones de la muestra con el medio de reaccion.
(Quintanar y Calderén, 2009).

La técnica registrada por Miller y otros, 1993, se basa en el principio de la formacion
del radical cation 2,2'- azino-di(3- etilbenzotiazohin sulfonato (ABTS*) debido a la
accion de la metamioglobina/H202. Este radical presenta una coloracion verde
azulada que se mide a 600 nm. La presencia de antioxidante en la mezcla produce
una supresiéon de la formacién del radical y por ende de la coloracion, siendo la
misma proporcional a la actividad antioxidante. EI método utiliza el Trolox (derivado
sintético de la vitamina E) como patrén. Las muestras no deben sobrepasar los 2,5

mmoles /L para su medicion (RE, 1999).
5.6 Andlisis por citometria de flujo de la externalizacién de FS en eritrocitos

La determinacion de FS se llevd a cabo con el uso de anexinas; se sugiere que las
anexinas son un método viable para observar a las células sin tener que dafiar a la
membrana, las anexinas tienen alta afinidad por fosfolipidos de carga negativa y ya
gue no es permeable a la célula 'y que puede ser vinculada al indicador fluorescente
fluoresceina se ha utilizado para poder identificar a la FS que se encuentra en la
cara externa de la membrana. El procedimiento fue el siguiente: Se ajustd la

concentracion celular a 4x10° células/ml, se alicuotaron muestras control y muestras
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problema, a estas ultimas se les afiadié 10 pL de AV-FITC de la marca ZYMED se
dejaron reposar por 10 min y posteriormente se afiadio el buffer de union (Hepes
10mM, NaCl 140 mM y CaClz 2.5 mM a pH 7.5) se centrifugé a 3000 rpm durante 1
min se decanto el sobrenadante y se resuspendié en 190 pL de buffer de union, las
muestras se analizaron en un clitdmetro de flujo. En el citdmetro también utilizamos
la técnica de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) que proporciona datos
tales como el tamario relativo de la célula, granularidad o complejidad interna y la
intensidad relativa de fluorescencia. Para llevar a cabo lo anterior, el aparato
necesita de un sistema combinado de flujo, dptica y electrénica. El sistema de flujo
introduce y restringe a las células para su analisis individual, el sistema 6ptico excita
la muestra y colecta las sefales de luz provenientes de la misma y el sistema
electronico convierte la sefal Optica en una sefial electronica y la digitaliza para el
andlisis en computadora. El tratamiento de las células es exactamente el mismo
para determinar ANEXINA V (Bentzen et al., 2007).

5.7 Determinacién de la actividad de PLAz por fluorescencia

Se uso el sustrato bis-BODYPY FL C11-PC el cual por accion de la fosfolipasa Az
salibera un compuesto fluorescente. La actividad de PLA2 se monitorea por la
generacion de un producto fluorescente con longitud de onda de excitacion/emisiéon
de 515/575 nm

5.8 Determinacion de la actividad de esfingomielinasa por fluorescencia

Se utilizo un método basado en el uso de 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex
Red), una sonda sensible para H202. En primer lugar, esfingomielinasa hidroliza la
esfingomielina para producir ceramida y fosforilcolina. Después por accion de la
fosfatasa alcalina, que hidroliza la fosforilcolina, la colina se oxida por accion de la
colina oxidasa a betaina y H202. Finalmente, el H202, en presencia de una
peroxidasa, reacciona con Amplex Red para generar un producto altamente

fluorescente con longitud de onda de excitacidon/emisién de 560/590 nm.
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5.9 Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de este estudio se realizdé con el paquete estadistico Graph
Pad Prims version 5 (California incorporation). Se realizé una prueba de t-student

para muestras independientes con un nivel de significancia de p < 0.001.
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VIl. RESULTADOS
7.1Anéalisis demografico

Para el grupo expuesto a plomo se tomaron 30 muestras sanguineas las cuales se
extrajeron por venopuncion a los trabajadores de una recicladora de baterias. La
edad de los participantes vario entre 18 y 70 afios, la media y desviacién estandar
fue de 38.6 £ 12.2 afos, respectivamente. La mayoria de los trabajadores fue del
sexo masculino y el 27.6% fueron del sexo femenino. Los trabajadores participantes
tienen un tiempo de exposicion al plomo de entre 1 a 17 afios, la media y la
desviacion estandar del tiempo de exposicion al plomo fue de 6.9 + 4.9 afios,
respectivamente. El 37.9% de los participantes habia estado trabajando durante 5
afios o menos, el 27.6% de 5 a 10 afios y el 34.5% habia estado trabajando por mas
de 10 afos. De los trabajadores participantes, el 21% laboran en la administracion,
cocina, laboratorio y control ambiental; el 17% en supervision, almacén y reparacion
de maquinaria; el 45% en el area de oxidacion, horno, crisol, patio y mantenimiento,

y el 17% en produccion, limpieza, vigilancia y transporte.

Para el grupo no expuesto a plomo, el cual se us6 como control se tomaron 27
muestras sanguineas a individuos que no tuvieran antecedentes de exposicion al
plomo ni ocupacional ni cotidianamente, ademas que fueran clinicamente sanos. La
edad de los participantes vari6 de 23 a 37 afios; del total de participantes no

expuestos, el 51.9% son del sexo masculino y 48.1% del sexo femenino.
7.2Concentracion de plomo en sangre

La concentracion de plomo en sangre es un parametro utilizado para diagnosticar
intoxicacion por plomo. En la figura 3 se muestra la media y la desviacién estandar
de la concentracion de plomo en sangre del grupo no expuesto y del grupo expuesto
a plomo. La linea roja representa el valor de referencia establecido en la norma
oficial mexicana dirigida a la poblacién ocupacionalmente expuesta a plomo (NOM-
047-SSA1-2011, 2011). Las lineas negras representan los niveles de plomo en

sangre de las categorias establecidos por la norma oficial mexicana dirigida a la
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poblacién expuesta no ocupacionalmente (NOM-199-SSA1-2000, 2000). Se

observo diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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Figura 3. Concentracién de plomo en sangre, determinados por voltametria, en grupo no
expuesto a plomo(n=27) y grupo expuesto a plomo (n=30). Se presenta media y desviacion
estandar. *diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001). Linea roja (valor de
referencia NOM-047-SSA1-2011). Lineas negras (Categorias |, II, lll y IV NOM-199-SSA1-
2000)

El grupo de trabajadores expuestos a plomo presenta una concentracion de plomo
en sangre de 38.2 + 4.0 pg/dL, este valor se encuentra fuera de los limites
establecidos por la norma oficial mexicana NOM-047-SSA1-2011 (30 pg/dL) y es
50% mas alto que el valor permitido por la norma oficial mexicana NOM-199-SSA1-
2000 (25 pg/dL). Del grupo expuesto a plomo el 33% estan en la categoria | (<25
pg/dL), el 20% en la categoria Il (25-44 pg/dL) y el 47% en las categorias 11l (45-69
pg/dL) y IV (>70 pg/dL), estos valores sugieren que hay exposicion y absorcion de
plomo en los trabajadores del grupo expuesto a plomo. La concentracion de plomo

en sangre del grupo expuesto a plomo fue 15.3 veces mas alta que en la del grupo
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no expuesto a plomo (2.5 + 0.29 ug/dL), valor muy por debajo de los niveles

establecidos por las normas antes mencionadas.

7.3Determinacion de la actividad de la enzima 3-ALAD
La intoxicacion por plomo es caracterizada por la inhibicién de la actividad de la
enzima ALA-D. En la figura 4 se compara la actividad de la enzima d-ALAD entre el
grupo no expuesto a plomo y el grupo expuesto a plomo, se presenta la mediay la
desviacion estandar. Se observa que el grupo expuesto a plomo presenta el 43.7%
menos de actividad de la enzima en comparacién con el grupo no expuesto a plomo
(422 = 53 contra 965 = 46 nmol PBG/h/mL) con esto se demuestra que
efectivamente hay una intoxicacion por plomo. La diferencia entre ambos grupos es

estadisticamente significativa.
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Figura 4. Determinacion de la actividad de la enzima d-ALAD, determinados por
espectrofotometria, en grupo no expuesto a plomo y expuesto a plomo. Se presenta media
y desviacion estandar. *diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001).

Como se observa en la figura 5, se encontré una correlacion negativa (R? = 0.6843)
entre la concentracién de plomo en sangre y la actividad de la enzima ALA-D, lo que
indica que a mayor concentracion de plomo en sangre se presenta una menor
actividad de la enzima.

42



15004 ° y =-13.23x + 916.1
R2 = 0.6843

Actividad de la enzima d-ALAD
(nmol/h/mL RBC)

1
80 100
Concentracion de plomo en sangre (ug/dl)

Figura 5. Correlacién entre concentracion de plomo en sangre y actividad de la enzima d-
ALAD de grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a plomo. Se presenta la ecuacién
de la recta y coeficiente de correlacion. Correlacién significativa (P<0.0001)

7.4Determinacion de lipoperoxidacion
La medicion de las especies reactivas al acido tiobarbiturico (malonaldehido) es

usado para medir el nivel de lipoperoxidacion, este es un parametro indirecto en el
diagnéstico de la intoxicacion de plomo. El nivel de lipoperoxidacion en los dos
grupos estudiados se muestra en la figura 6, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos. El grupo de trabajadores
expuestos a plomo presenta una lipoperoxidacion 97% mayor que el grupo no
expuesto a plomo (1.3 £ 0.07 contra 0.7 £+ 0.02 nmol MDA/mL de eritrocito,
expuestos a plomo contra no expuestos a plomo, respectivamente). Los datos

obtenidos indican que hay un dafio oxidativo inducido por la exposicién a plomo.
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Figura 6. Concentracion de especies reactivas a acido tiobarbitirico en eritrocitos,
determinados por espectrofotometria, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a
plomo. Se presenta media y desviacion estandar. *diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001).

En la figura 7 se muestra una correlacion positiva (R = 0.669) entre la concentracion
de plomo en sangre y la concentracion de especies reactivas a acido tiobarbiturico,
es decir, que a mayor concentracion de plomo en sangre se presenta mayor

lipoperoxidacién en eritrocitos.

44



N
T

y = 0.015x + 0.6895
R? = 0.669

N
o
]

.

TBARS

(nmoles MDA/mL eritrocitos)
2 7
| [l

o
9]
.

o
o

|
(0] 20 40 60 80 100
Concentraciéon de plomo en sangre (ug/dl)

Figura 7. Correlacién entre concentracion de plomo en sangre y concentracion de especies
reactivas a acido tiobarbitlrico en eritrocitos de grupo no expuesto a plomo y grupo
expuesto a plomo. Se presenta la ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion.
Correlacion significativa (P<0.0001)

En la figura 8 se muestra una correlacion negativa (R? = 0.5423) entre la actividad
de la enzima ALAD y la concentracion de especies reactivas a acido tiobarbiturico,
de acuerdo con lo anterior a menor actividad de la enzima ALAD se presenta mayor

lipoperoxidacién en eritrocitos.
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Figura 8. Correlacion entre actividad de la enzima d-ALAD y concentracién de especies
reactivas a acido tiobarbitdrico en eritrocitos de grupo no expuesto a plomo y grupo
expuesto a plomo. Se presenta la ecuacién de la recta y coeficiente de correlacion.
Correlacion significativa (P<0.0001).

7.5Determinacion de capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante total es una técnica que se utiliza para determinar el
estado del conjunto de elementos del mecanismo de defensa antioxidante. En la
figura 9 se puede observar que se encontrd0 una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos, donde el grupo expuesto a plomo presenté una
capacidad antioxidante total dos veces menor que el grupo no expuesto a plomo
(440 + 55 contra 892 + 28).
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Figura 9. Determinacién de capacidad antioxidante total en plasma, determinados por
espectrofotometria, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a plomo. Se presenta
media y desviacidén estandar. *diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001).

En la figura 10 se muestra una correlacion negativa (R? = 0.7139) entre la
concentracion de plomo en sangre y la capacidad antioxidante total, de acuerdo con
lo anterior a mayor concentracion de plomo en sangre se presenta menor capacidad

antioxidante total.
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Figura 10. Correlacién entre concentracion de plomo en sangre y capacidad antioxidante
total en plasma grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a plomo. Se presenta la
ecuacion de la recta y coeficiente de correlacién. Correlacién significativa (P<0.0001)

7.6 Externalizacién de fosfatidilserina
La externalizacion de fosfatilserina indica que los eritrocitos estan en proceso de

eriptosis. Como se muestra en la figura 11 se encontro diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo no expuesto a plomo y el grupo expuesto a plomo en el
porcentaje de externalizacion de fosfatidilserina. Donde el grupo expuesto a plomo
(1.09 + 0.12) presentd un incremento del 1.9 veces del proceso eriptosis en

comparacion con el grupo no expuesto a plomo (0.37 + 0.1).
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Figura 11. Externalizacién de fosfatidilserina en eritrocitos, determinados por la unién a
Anexina V (anexinaV-FITC) por citometria de flujo, en grupo no expuesto a plomo y grupo
expuesto a plomo. Se presenta media y desviacion estandar. *diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001).

7.7Determinacion de la actividad de la enzima PLA:?
En la figura 12 se observa la comparacion de la actividad de la enzima PLA: entre

el grupo no expuesto a plomo y el grupo expuesto a plomo, se presenta media y
desviacidn estandar. Se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos, el grupo expuesto a plomo presento una actividad 1.4 veces mas

alta con respecto al grupo no expuesto a plomo (681 + 62 contra 289 * 26).
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Figura 12. Actividad de fosfolipasa A en eritrocitos, determinada por la fluorescencia del
reactivo Red/Green BODIPY PC-A2, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a
plomo. Se presenta media y desviacidon estandar. * diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05).

7.8Determinacién de la actividad de la enzima esfingomielinasa
En la figura 13 se observa la comparacion de la actividad de la enzima

esfingomielinasa entre el grupo no expuesto a plomo y el grupo expuesto a plomo,
se presenta media y desviacibn estandar. Se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos, el grupo expuesto a plomo
presento una actividad 80 % mas alta con respecto al grupo no expuesto a plomo
(778 £ 67 contra 431 + 21).
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Figura 13. Actividad de esfingomielinasa en eritrocitos, determinada por la fluorescencia
del reactivo Amplex red, en grupo no expuesto a plomo y grupo expuesto a plomo. Se
presenta media y desviacidn estandar. *diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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VIIl. DISCUSION

8.1Intoxicacidon por plomo en trabajadores expuestos
Los individuos en el grupo expuesto a plomo son trabajadores de una recicladora

de baterias de plomo acido. Son de diferentes areas de trabajo y con diferentes
tiempos de exposicion, no han estado bajo tratamiento antioxidante ni de quelantes
4 meses antes del estudio. El grupo no expuesto a plomo consta de individuos que
no tienen antecedentes de haber estado expuestos a plomo ocupacionalmente ni
en la vida diaria, y son clinicamente sanos. Por lo que ambos grupos pueden ser

utilizados para comparaciones en el estudio.

Nuestro laboratorio ha trabajado con anterioridad con el grupo de trabajadores
expuesto a plomo. En el 2006, Aguilar y colaboradores encontraron altos niveles de
plomo en sangre demostrando que se carecia de medidas de seguridad e higiene.
A partir de dicho estudio se aplicaron medidas de seguridad e higiene a los

trabajadores de la misma empresa, asi como tratamiento con antioxidantes.

En México la NOM-199-SSA1-2000 de Salud Ambiental, determina los niveles de
plomo en sangre y acciones como criterios para proteger la salud de la poblacién
expuesta no ocupacionalmente y en los Estados Unidos de Norteamérica, los
Centros de Control de las Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) mencionan
gue los niveles sanguineos de plomo =210 pg/dL deben provocar algunas medidas

de prevencién en la comunidad (Cabrera y Curefio, 2006).

El principal pardmetro utilizado para diagnosticar intoxicacién por plomo es la
determinacion de concentracion de plomo en sangre, en el presente estudio se
encontré una menor concentracion (38.2 ug/dL) de plomo en comparacién con la
encontrada en el 2014 (64.8 pg/dL), a pesar que los niveles de plomo en sangre
disminuyeron considerablemente contindan fuera del limite establecido por la
normal oficial mexicana NOM-047-SSA1-2011, la cual indica que la concentracion
de plomo en sangre permisible en poblacion ocupacionalmente expuesta es de 30
pg/dL. De acuerdo a lo anterior se comprueba que efectivamente hay intoxicacion

por plomo en trabajadores expuestos a plomo, mientras que el grupo no expuesto
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a plomo se mantuvo dentro los limites permisibles de concentracién por plomo en
sangre (<10 ug/dL), esto muestra que ambos grupos pueden ser usados para ser
comparados, ya que el grupo expuesto a plomo presento una concentracion de

plomo en sangre 14 veces mayor que el grupo no expuesto a plomo.

El sistema hematoldgico se ha propuesto como el blanco principal de la toxicidad
del plomo, el efecto del plomo en este sistema inhibe la sintesis de hemoglobina.
ALA-D es la enzima mas sensible a los efectos toxicos del plomo, corresponde al
principal sitio de union del plomo, es la segunda enzima en la ruta de la biosintesis
del grupo hemo de los eritrocitos y cataliza la condensacion de dos moléculas de
acido aminolevulinico a un porfobilinégeno. El plomo debido a su afinidad por los
grupos SH, compite con el zinc e inhibe la actividad de ALAD, la cual posee grupos
SH, que son esenciales para su actividad. La proteina ALAD 2 es mas sensible al
plomo que la proteina ALAD 1. Esta interaccion del plomo con la enzima altera la
toxico-cinética del plomo (Kamel et al., 2003), su distribucién y por lo tanto su
toxicidad (Hu et al., 2001).

Los resultados obtenidos de ALAD mostraron que hay menor actividad en los
trabajadores expuestos a plomo (43.7%) comparado con el grupo no expuesto a
plomo y esto es un indicador de que no hay solo una exposicion a plomo sino
también una intoxicacion. El porcentaje de inhibicién de la enzima fue menor en
comparacién con el obtenido en un estudio anterior, donde se encontré un 88.3%
menos actividad en los trabajadores expuestos a plomo en comparacién con el

grupo no expuesto a plomo (Aguilar et al, 2014).

Aguilar y colaboradores (2014) no encontraron correlacion significativa entre la
concentracion de plomo en sangre y la actividad de ALAD, probablemente debido a
gue las concentraciones de plomo en sangre que se encontraron fueron muy altas.
En el presente trabajo se obtuvo una correlacion significativa entre ambos
pardmetros, como ya se habia observado en estudios anteriores (Gurer-Orhan, et
al, 2004). Como era de esperarse se encontrd una correlacion negativa, es decir
gue a mayor concentracion de plomo en sangre se presenta menos actividad de
ALAD.
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8.2Dafo oxidativo en trabajadores expuestos a plomo
Otro parametro que se ha encontrado alterado en los pacientes que presentan

intoxicacion por plomo es la lipoperoxidacion, el cual es un indicador de dafio
oxidativo, el grupo de trabajadores expuestos a plomo presento el doble de la
lipoperoxidacion con respecto al grupo no expuesto, lo cual confirma que en la
intoxicacion por plomo se promueve el dafio oxidativo y que los trabajadores se

encuentran con un insulto oxidativo de importancia.

Varios factores como altas concentraciones de oxigeno, la capacidad de la
hemoglobina de auto-oxidarse, componentes de la membrana vulnerables a la
peroxidacion lipidica y la capacidad limitada para reparar los componentes dafiados

hacen que los eritrocitos sean sensibles al dafio oxidativo.

La inhibicion de ALAD resulta en la acumulacion de ALA y se ha demostrado que el
ALA acumulado esta involucrado en el dafio oxidativo inducido por plomo, debido a
gue promueve la formacion de especies reactivas debido a su autoxidacién. Los
niveles elevados de ALA se han propuesto como fuente de formacion de especies
reactivas de oxigeno durante el estrés oxidativo inducido por plomo. ya que al inhibir
ALAD se acumula ALA. Se ha demostrado que el ALA acumulado experimenta una
autooxidacion catalizada por el metal que da lugar a la formacion de superéxido y

peroxido de hidrogeno (Gurer-Orhan, et al, 2004).

El plomo ademas de promover un ambiente de oxidacion, generando radicales libres
se ha propuesto que es capaz de inhibir enzimas antioxidantes, dejando al
organismo con una linea de defensas antioxidantes que no es capaz de sobrellevar

el insulto oxidativo (Rendon et al, 2007, Quintanar et al, 2007; Quintanar et al, 2010).

Adicionalmente uno de los efectos de la exposicion al plomo esta en el metabolismo
del glutatién. El glutation es un tripéptido formado por cisteina mas de 90 por ciento
del azufre en el cuerpo humano se encuentra en el glutation. Ademas de actuar
como un antioxidante importante para reducir los radicales libres, el glutation es un
sustrato responsable del metabolismo de farmacos y toxinas especificas a través
de la conjugacion en el higado. ElI complejo sulfhidrilo del glutatién también se une

directamente a metales toxicos que tienen una alta afinidad por los grupos
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sulfhidrilo, como el caso del plomo. Ademas, el glutation participa como co-sustrato

de enzimas antioxidantes (Patrick, 2006).

Se ha propuesto que el plomo es capaz tanto de elevar y suprimir los niveles
sanguineos de las enzimas antioxidantes y Aguilar et al (2014) encontraron la
relacion de GSH/GSSG disminuida en trabajadores expuestos a plomo al

compararlas con el grupo no expuesto a plomo.

La correlacion que se obtuvo de la concentracion de plomo en sangre con la
concentracion de MDA en eritrocitos, indica que a mayor concentracion de plomo
en sangre se presenta mayor dafio oxidativo en eritrocitos. Ademas, se encontro
correlacion negativa entre la actividad de ALAD y concentracion de MDA en
eritrocitos, con lo que se deduce que a menor actividad de ALAD se presentara
mayor concentracion de MDA en eritrocitos, esto se puede explicar con lo que se

ha mencionado anteriormente, sobre todo con el incremento esperado de ALA.

Con respecto a la respuesta antioxidante, grupo de trabajadores expuestos a plomo
presento una notable disminucién (50%) de la capacidad antioxidante total en
comparacién con el grupo no expuesto a plomo, con lo que se deduce que los
mecanismos de defensa antioxidante han sido alterados por la exposicion a plomo
y con esto se promueve el dafio oxidativo, siendo congruentes con la posibilidad, no
estudiada en el presente trabajo, de la reduccion de la actividad de las enzimas y

de la concentracion de glutation reducido.

Se encontrd correlacion negativa entre la concentracion de plomo en sangre y la
capacidad antioxidante total, indicando que a mayor concentracion de plomo en
sangre es posible proponer una reduccion de los mecanismos de defensa

antioxidante.

8.3Incremento de la eriptosis en trabajadores expuestos a plomo.
Un incremento del proceso eriptético se observd por primera vez por Aguilar et al.

(2014) in vivo en trabajadores expuestos a plomo en el grupo de trabajadores que

se analiz6 en el presente trabajo.
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Como ya se ha mencionado la eriptosis es un proceso fisiolégico encargado de
retirar eritrocitos envejecidos de la circulacion, previniendo con esto la hemolisis de
los eritrocitos en la circulacion, evitando problemas inflamatorios, inmunoldgicos y
de dafio renal, caracteristicos de las enfermedades hemoliticas. Sin embargo, tanto
el incremento como la reduccion de la eriptosis tendrian un efecto nocivo sobre la
fisiologia del organismo. El incremento de la eriptosis puede resultar en anemias y
desajustes en el equilibrio sintesis-degradacion de eritrocitos, con lo que se
incrementa la cantidad de células inmaduras en la sangre y se afecta la maduracion
de otros tipos celulares de la linea sanguinea; ademas el incremento de la eriptosis
se ha asociado con sindromes urémicos debido a dafio renal (Aguilar et al, 2014,
Lang et al, 2015).

La eriptosis puede iniciarse no solo por envejecimiento, sino también puede ser
inducida prematuramente por infecciones, por enfermedades metabdlicas y por
eritrocitos que sufren estrés energético, oxidativo, mecénico 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: la deficiencia de
hierro, la talasemia, la anemia sickle, la deficiencia de glucosa 6-fosfato
deshidrogenada, enfermedades que no solo se caracterizan por anemia, sino a las
que se le asocian alteraciones renales, inmunoldgicas e inflamatorias (Lang et al,
2015a).

En nuestro grupo de estudio ya se ha analizado diferentes mecanismos
involucrados en el proceso de la eriptosis en intoxicacion por plomo. De acuerdo a
los datos obtenidos en el presente estudio se encontrd in vivo un incremento de la
actividad de las enzimas fosfolipasa A2z y esfingomielinasa, asociados a la

intoxicacién con plomo.

Estudios han demostrado que fosfolipasa Az es activada por el estrés osmotico
(Lang et al, 2005), la cual inicia la via de sefalizacion que se estudié en el presente
trabajo. Se ha comprobado que el plomo provoca el estrés osmotico, porque
estimula el aumento de la entrada de calcio al eritrocito y reduce la salida de calcio,

ya que se ha demostrado que el plomo provoca estrés energético, de esta manera
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reduce la actividad de la ATPasa de calcio (Aguilar et al, 2014). Las altas
concentraciones de calcio intracelular estimulan la salida de agua, potasio y cloro,

por lo que el eritrocito es sometido a estrés osmaotico.

Alonso y colaboradores (1990) realizaron un estudio en plaquetas, donde
observaron que el &cido araquiddnico indujo una entrada de calcio, la cual era
inhibida por inhibidores de ciclooxigenasa. Cabe mencionar que un producto de la
fosfolipasa Az es el &cido araquidonico y puede ser llevado a prostaglandina Ez por

la ciclooxigenasa y la sintetasa correspondiente.

En un estudio realizado por Abed y colaboradores (2012) demostraron que al
exponer eritrocitos a esfingomielinasas se inducia el proceso de eriptosis. Uno de
los productos de las esfingomielinasas son las ceramidas, las cuales participan
como segundos mensajeros en el proceso de apoptosis y en respuestas

inflamatorias.

Las esfingomielinasas acidas y neutras se han involucrado en la participacion de los
procesos de apoptosis, se evalud la actividad de la esfingomielinasa neutra en el
proceso de eriptosis ya que existe evidencia de la participacion de la
esfingomielinasa neutra en procesos de apoptosis y su activacion en respuesta a
estrés oxidativo, o su inhibicion por el glutation (Marchesini y Hannun, 2004; Liu y
Hannun, 1997).

En células de cancer de mama con doxorubicina un quimioterapéutico que estimula
la apoptosis por estrés oxidativo, se observé que al sobreexpresar la enzima
glutation peroxidasa disminuian significativamente las especies reactivas de
oxigeno y se reducia parcialmente la apoptosis (Marchesini y Hannun, 2004). En el
presente estudio el aumento de la actividad de esfingomielinasa neutra en
trabajadores intoxicados por plomo puede deberse al aumento de las especies
reactivas de oxigeno o a la baja de las defensas antioxidantes que caracteriza la

intoxicacion por plomo.
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La deformacion de la membrana del eritrocito se puede deber a la formacién de
plataformas de ceramidas, las cuales se sabe que se forman en la membrana

plasmatica con alto contenido de ceramidas (Dinkla et al, 2012).

La participacion de fosfolipasa Az y de esfingomielinasa en la sefalizacion
intracelular de la eriptosis en relacion con el estrés oxidativo, en los pacientes
intoxicados con plomo, complementa y nos permite profundizar en la complejidad
de los efectos que puede producir la intoxicacion en los diferentes sistemas

homeostéticos de las células de los trabajadores (figura 14).

Adicionalmente, los resultados comprueban que existen efectos debido a los
distintos tipos de estrés que puede llevar a eriptosis y que la intoxicacién con plomo
probablemente afecte a mas de uno de los mismos en diferentes grados y no solo
al oxidativo, debido a la amplia gama de efectos que puede llevar a cabo la
intoxicacion, el estrés energético por el efecto en las vias metabdlicas, el estrés
mecanico por el efecto en el citoesqueleto y el osmatico por el efecto en los canales

i6nicos, son elementos que deberan ser analizados en trabajos posteriores.
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Figura 14. Esquema de via propuesta parereriptosis en intoxicacion por plomo
(modificado de Aguilar, 2016).
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IX.

CONCLUSIONES
Se confirm6 que los trabajadores de la recicladora de baterias estan
expuestos a plomo y lo absorben a concentraciones por arriba de los indices
de seguridad y las normas oficiales.
Los trabajadores expuestos a plomo presentan intoxicacion por plomo, de
acuerdo a la disminucion de la actividad de ALAD.
Los trabajadores tienen dafio oxidativo debido a la intoxicacion con plomo,
caracterizada por lipoperoxidacion.
Los trabajadores expuestos a plomo tienen disminuidas las defensas
antioxidantes, dado la baja capacidad antioxidante.
Los trabajadores expuestos a plomo presentan incremento del proceso de
eriptosis el cual puede estar relacionado con el estrés oxidativo.
De acuerdo a los datos obtenidos, la fosfolipasa A2 y la esfingomielinasa
pueden ser mediadores del proceso de eriptosis en intoxicacion por plomo,
dado que se encontré un incremento de la actividad de ambas enzimas.
El incremento de la ceramida puede estar asociado con el incremento en la
translocacion de fosfatidilserina, dado el incremento de la actividad de la
esfingomielinasa.

Este trabajo muestra que hay otros mecanismos moleculares de sefalizacion
intracelular involucrados en la generacion de eriptosis asociados con estrés
oxidativo en trabajadores expuesto a plomo.
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X. PERSPECTIVAS

Profundizar en el conocimiento de los mecanismos y las vias metabdlicas de la

induccion de eriptosis en la intoxicacion por plomo.

Participacion de la acido araquidénico en el aumento de la eriptosis en la

intoxicacion por plomo in vivo.

Profundizar en el conocimiento sobre la participacion de las ceramidas en la

induccion de eriptosis en la intoxicacion por plomo.
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