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RESUMEN
México es uno de los 5 principales productores mundiales de plomo, lo que favorece la

incidencia de casos de intoxicaciébn en trabajadores de la industria y habitantes de
poblaciones cercanas. Altas concentraciones de plomo se relacionan con la generacién de
radicales libres y dafio oxidativo, asi como alteraciones en la funcién de proteinas e
incremento de la eriptosis, cuyos mecanismos no han sido descritos en su totalidad en el
contexto de la intoxicacién por este metal, y se ha propuesto la participacién de mediadores
exdgenos como la PGE; producida por las plaquetas.

En este trabajo encontramos en trabajadores expuestos a plomo (n=29) de una recicladora
de baterias, una mayor concentracion de plomo (28 veces) y una menor actividad de &-
ALAD (4 veces) con respecto a trabajadores no expuestos (n=21), y menor agregacion
plaguetaria (35%) en respuesta a ADP.

En plaguetas en reposo de trabajadores expuestos (n=21) se observé una menor actividad
de la enzima catalasa y una menor lipoperoxidacion. En plaguetas activadas con ADP se
encontré una menor liberacion de anion superoxido, menor contenido de NADPH y un
mayor contenido de perdxido de hidrégeno en comparacion con plaquetas de individuos no
expuestos (n=21).

En plaquetas incubadas con 0.4 y 4 uM de Pb(NOs); se determiné la actividad de catalasa
(n=13) y la lipoperoxidacién (0.4, 4 y 40 yM de Pb(NO3)2, n=10) sin encontrar cambios
significativos. Por otra parte, plaquetas incubadas con 0.4, 4 y 40 uM de Pb(NO:s),, liberaron
cantidades significativamente mayores de anién superdxido en comparacion con las
plaguetas control (n=10).

Se analiz6 el efecto del plasma de trabajadores intoxicados sobre eritrocitos de donadores
no expuestos, y se encontré que incrementa la apoptosis de los mismos (32%). Estos
trabajadores ademas tienen mayores concentraciones de PGE. (2.6 veces) que
trabajadores no expuestos. En incubaciones de eritrocitos con Pb(NOs3), se encontrd un
incremento estadisticamente significativo en la eriptosis al usar 40 uM de Pb(NOs), con la
necesaria presencia de plaquetas. El mismo resultado fue observado cuando se incubaron
eritrocitos Unicamente con sobrenadantes de plaguetas que previamente habian sido
expuestas a plomo y activadas con ADP (n=13). Mediante el uso de &cido acetilsalicilico
(n=13) para inhibir a la enzima ciclooxigenasa se determiné la participacion de la PGE>
plaquetaria en la induccion de eriptosis en el contexto de la intoxicacion por plomo.

En conclusion, en este trabajo se encontraron, en trabajadores expuestos a plomo, bajos
porcentajes de agregacion plaquetaria que estarian influenciados por las alteraciones en la
respuesta del sistema oxidante/antioxidante plaquetario y las altas concentraciones
plasmaticas de PGE;, que ademas participa como un mecanismo de induccion de la
eriptosis.
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ABSTRACT
Mexico is one of the world's top 5 lead producers, which contributes to the incidence

of lead poisoning cases among industry workers and the habitants of nearby towns.
High lead concentrations are related to the generation of free radicals and oxidative
damage, as well as alterations in protein function and increased eryptosis, whose
mechanisms have not yet been fully described in the context of lead poisoning, and
the participation of exogenous mediators such as PGE:2 produced by platelets has
been proposed.

In lead-exposed workers (n=29) of a battery recycler, we found a higher lead
concentration (28 times) and a lower d-ALAD activity (4 times) compared to non-
exposed workers (n=21), and lower platelet aggregation (35%) in response to ADP.
In resting platelets of exposed workers (n=21), lower catalase enzyme activity and
lower lipoperoxidation were observed. In platelets activated with ADP, lower
superoxide anion release, lower NADPH content, and higher hydrogen peroxide
content were found compared to platelets from non-exposed workers (n=21).

In platelets incubated with Pb(NO3)2, catalase activity (0.4 and 4 uM of Pb(NOs3)z2,
n=13) and lipoperoxidation (0.4, 4 and 40 uM of Pb(NO3)2, n=10) were determined
without finding significant changes. On the other hand, platelets incubated with 0.4,
4, and 40 uM of Pb(NO3)2, released significantly higher amounts of superoxide anion
compared to control platelets (n=10).

The effect of plasma from intoxicated workers on erythrocytes from non-exposed
donors was analyzed, and an increase (32%) in apoptosis was found in erythrocytes
incubated with plasma from exposed workers, which have higher PGE:
concentrations (2.6 times) than non-exposed workers. In incubations of erythrocytes
with Pb(NOs3)2, a statistically significant increase in erythrocytosis was found when
using 40 uM of Pb(NO3)2 with the necessary presence of platelets. The same result
was observed in erythrocytes that were incubated only with supernatants of platelets
that had previously been exposed to lead and activated with ADP (n=13). Using
acetylsalicylic acid (n=13) to inhibit the enzyme cyclooxygenase, the involvement of
platelet PGE: in the induction of erythrocytosis in the context of lead poisoning was
determined.

In conclusion, in this work, we found low percentages of platelet aggregation in lead-
exposed workers that would be influenced by alterations in the response of the
platelet oxidant/antioxidant system and high plasma concentrations of PGE2, which
also participates as a mechanism for the eryptosis induction.
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1. INTRODUCCION

El plomo es un metal pesado con nimero atdmico 82 y peso molecular 207.21,
miembro del grupo 14 de la tabla periédica. Su estado de oxidacion mas habitual es
+2. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (suavidad, maleabilidad, ductilidad,
poca conductibilidad, resistencia a la corrosion, bajo punto de fusion) ha sido
ampliamente utilizado en la industria desde hace muchos afios [1, 2]. Se tiene
documentado el uso del metal por las culturas china, fenicia, hindu, egipcia y griega,
y existen antecedentes de asociacion de plomo con afectaciones a la salud desde
200 a.C. Actualmente se utiliza para aleaciones que forman parte de baterias,
acumuladores, pigmentos, electrodos, aditivos, plaguicidas, insecticidas,

cosmeéticos, soldadura, pinturas, ceramica, etc. [3].

Aunque es muy popular en la industria, la cantidad que se recicla de manera
adecuada es baja. Ademas, debido a que no es biodegradable, las particulas de
plomo desechadas por la industria o liberadas de materiales que lo contienen
pueden estar suspendidas en el aire, depositarse en el suelo o ser arrastradas por
agua de lluvia hacia rios y lagos, asi, se acumula en el ambiente, principalmente en
zonas aledafas a las industrias que lo procesan, y constituye una via de exposicién

para la poblacién.

1.1lIntoxicacién por plomo

El plomo es bioacumulable, por lo que es posible que una persona alcance un
estado de intoxicacién cuando se expone al metal crénicamente [3]. La exposicidon

del ser humano al plomo puede ocurrir de varias formas:

a) Laboral- se presenta cuando un trabajador se expone a niveles superiores a
los recomendados para la industria, con procesos o sistemas de seguridad

deficientes.



b) Paralaboral- se da cuando un trabajador se contamina en el trabajo y lleva el
plomo a su domicilio en su ropa o herramientas de trabajo.

c) Laboral-domiciliaria- en esta variedad el domicilio se contamina por realizar
dentro del mismo actividades laborales relacionadas con el metal.

d) Ambiental- es la contaminacion que se encuentra en ambientes abiertos, por
cercania con fuentes contaminantes que afectan tierra, aire y agua.

e) Domiciliaria- se presenta cuando los elementos contaminantes se
encuentran dentro del hogar (utensilios, pintura, muebles, juguetes,

accesorios y cosméticos).

Cuando se expone a plomo, el organismo puede tener contacto directo con el metal
por tres vias: respiratoria, digestiva y dérmica, siendo la primera la mas importante
por el gran volumen de aire que tiene contacto en cada respiracion, y si las
caracteristicas de las particulas lo permiten, el plomo es absorbido hasta en un 50%.
El tubo digestivo es la segunda via de entrada de plomo; con una absorcion mayor
en nifios y mujeres embarazadas (40-50%) que en adultos (3-10%) [1]. Por esta via,
la absorcion de plomo ocurre mediante los mismos mecanismos utilizados para la
entrada de elementos como calcio (Ca?*) y hierro (Fe?*), y depende de los siguientes
factores: a) solubilidad, pues algunas sales de plomo son méas solubles en medios
acidos; b) tamafio de la particula, ya que las particulas finas son mas facilmente
absorbidas que las grandes; c) deficiencias nutricionales, por ejemplo, cuando
existen deficiencias de zinc (Zn?*), cobre (Cu?*) y Ca?*, los niveles de absorcion de
plomo pueden incrementarse. Por dltimo, aunque la piel es el 6rgano con mayor
area de contacto, representa la via con menor absorcién de plomo, importante
Gnicamente a exposiciones prolongadas, o cuando se tiene contacto con sales

liposolubles [4].



1.2Manifestaciones clinicas de la intoxicacion con plomo

No existe un nivel de plomo necesario o benéfico para el organismo, ni tampoco
niveles seguros de exposicion [5]. Cuando un organismo es intoxicado por plomo

pueden presentarse afectaciones e interferencias en:

a) Sistema hematopoyético: La anemia es la manifestacion clinica clasica de la
intoxicacion con plomo, pues afecta la sintesis de hemoglobina y provoca
oxidacion. ElI modelo clasico de estudio de intoxicacion por plomo es el
eritrocito, en menor medida los leucocitos, y no se ha determinado el papel
gue pudiera tener a nivel celular sobre la poblacién plaquetaria [4-6].

b) Sistema nervioso: Tanto el sistema nervioso central como el periférico son
afectados por el plomo. Se puede presentar: baja concentracién, disminucién
de 1Q, fatiga, encefalopatia, irritabilidad, dolor de cabeza, mareos y
alucinaciones [4-6].

c) Sistema renal: a altas concentraciones, se disminuye la reabsorcién tubular
y la tasa de filtracion glomerular, pudiendo provocar disfuncién renal [6, 7].

d) Sistema gastrointestinal: la intoxicacidon con plomo provoca nauseas, vomito,

dolor abdominal y estrefiimiento [6].

Entre otros efectos se incluyen: dolor muscular y articular, pérdida de peso,

afectaciones a desarrollo del feto, y alteraciones en sistema reproductor [4, 5].

1.3Efecto del plomo a nivel molecular

El plomo afecta procesos biol6gicos fundamentales por su habilidad de sustituir
desde concentraciones picomolares a cationes divalentes de importancia biolégica
como el Ca?*, con el cual compite por la entrada a las células y por la unién a
proteinas (calmodulina), por lo que puede alterar su homeostasis intracelular e
incluso activar proteinas que de manera fisiolégica se activan por Ca?* (PKC); por
otra parte, el plomo puede desplazar cationes que frecuentemente se encuentran
en sitios activos de algunas proteinas (Fe?*, Mg?*, Zn?*) e inactivarlas [8]. Ejemplos

de las enzimas que pueden ser inhibidas por plomo in vitro son la delta-

3



aminolevulinico deshidratasa (60% de inhibicion con 10 pg/dL de plomo), la glutation
reductasa (25% de inhibicion con 400 pg/dL de plomo), la glutation peroxidasa (43%
de inhibicién con 400 pg/dL de plomo), la glutatién transferasa (50% de inhibicién
con 400 pg/dL de plomo), la superéxido dismutasa (10% de inhibicion con 400 pg/dL
de plomo) y la catalasa (20% de inhibiciéon con 400 pg/dL de plomo ) [5, 9-11].
Ademas dentro de las células el plomo propicia el ambiente adecuado para la
generacion de dafio oxidativo y puede llevarlas a una fase de apoptosis por un
efecto multifactorial, induciendo oxidacion por dos mecanismos: el primero involucra
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (hidroperoxidos, peroxido de
hidrogeno, etc.) y el segundo consiste en depletar el “pool” antioxidante de
sulfhidrilos de la célula, principalmente el glutation [1, 4, 5, 11].

1.4Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Todos los tipos celulares del organismo se exponen constantemente a ambientes
con agresores oxidativos, por ello la generacion de radicales libres, especies
reactivas de nitrégeno (RNS) y especies reactivas de oxigeno (ROS) es un
fenbmeno que se da de manera regular dentro de las células, como parte de las
reacciones para obtener energia y otras del metabolismo intermedio. Existen varias
fuentes de ROS en la célula, entre las que destacan la mitocondria (complejo | y
complejo 1), los peroxisomas y los lisosomas. En condiciones normales, a bajas
concentraciones, las RNS y ROS patrticipan en la respuesta celular contra agentes

infecciosos y en sistemas de sefializacion [12, 13].

De manera ideal cuando las células no enfrentan una agresion grave, los niveles
intracelulares de moléculas oxidantes como las ROS se mantienen bajos gracias a
un sistema de amortiguamiento reductor y a la actividad de enzimas antioxidantes.
Sin embargo, frente a ciertos tipos de agresiones externas como la exposicion
quimica, la contaminaciéon o la radiacion, la produccion de radicales libres y ROS
puede exacerbarse, llevando a las células a un estado de estrés oxidativo, que se
define como un desbalance entre la produccion de especies prooxidantes y los

mecanismos de defensa antioxidante, esto es, cuando el proceso homeostatico falla
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y la generacion de radicales libres y ROS es mucho mayor que la capacidad de
respuesta del organismo. A nivel celular dafia a biomoléculas y su impacto depende
del tipo de oxidante, el sitio y la intensidad de produccién y la habilidad de respuesta

del organismo (expresion de proteinas, cambios cinéticos, etc.) [12, 14].

Existe toda una gama de agentes prooxidantes, asi como de mecanismos de
defensa antioxidantes implicados en el mantenimiento de la homeostasis redox en
el organismo que se resumen mas adelante (Tabla 1), entre ellos, en la categoria
de metales destaca de manera importante el plomo, un metal capaz de generar

estrés oxidativo [14].

El plomo genera dafio oxidativo por radicales libres y ROS de manera directa e
indirecta, utilizando varios mecanismos. El mas comun es desencadenar reacciones
tipo Fenton y Haber-Weiss, que culminan en la generacion de peroxidos lipidicos y
radical superoxido e hidroxilo, que oxidan moléculas dentro de la célula generando
un dafio de magnitud considerable que se manifiesta principalmente como
lipoperoxidacion. Todo lo anterior ha sido bien determinado como el dafio clasico
del metal al eritrocito, célula a la que la intoxicacion por plomo, como antes se
menciono, lleva incluso a la apoptosis; sin embargo, el papel del plomo sobre el

estatus antioxidante de leucocitos y plaquetas no ha sido descrito a detalle.



Tabla 1. Radicales libres y mecanismos de defensa antioxidante

RADICALES LIBRES

Especies reactivas de oxigeno

Oxigeno molecular, ozono, oxigeno en singulete,
anion superoxido, peroxido de hidrégeno,

hidroperoxilo, radical hidroxilo.

Metales

Fe, Mn, Co, Ni, Cu, Cd, Pb

Otros radicales libres

Oxido nitrico, dioxido nitrico, peroxinitrito, ion

hipoclorito, radical triclorometilo

MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Macromoléculas que captan

especies reactivas

Transferrina, ceruloplasmina, hemoglobina,

mioglobina.

Enzimas antioxidantes

Superoxido  dismutasa (SOD), Glutation
peroxidasa(GPx), Glutation sulthidril
trasnferasa(GST), catalasa (CAT).

Cosustratos antioxidantes

Glutatién reducido (GHS), NADPH

Enzimas que regeneran
sustratos o cosustratos

oxidantes

Glutation reductasa (GR), tocoferilquinona
reductasa, deshidroascorbato reductasa (DAR),

Antioxidantes endégenos

Albumina, acido Urico, coenzima Q, bilirrubina,

melatonina.

Antioxidantes ex6genos

Vitamina E, Vitamina C, B-caroteno, polifenoles,

licopenos, flavonoides, entre otros.

Sistemas de reparacion

Tiorreductasa, metionina sulféxido reductasa,

fosfolipasa Az




1.5El plomo y el eritrocito

Los eritrocitos constituyen la ruta de distribucion de plomo a tejidos y 6rganos. Del
plomo que ingresa al torrente sanguineo, la mayor parte, aproximadamente el 90%,

se almacena dentro del eritrocito.

La entrada de plomo al eritrocito se da debido a que el metal posee la misma
permeabilidad y es transportado por el mismo sistema de transporte que el Ca?*
[15]. Una vez dentro, el plomo estimula directa o indirectamente los canales de Ca?*
para permitir el influjo del ion, e inhibe la actividad de la bomba encargada de la
extrusion de éste, la ATPasa de Ca?*, lo que provoca un incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular libre, desencadenando cambios en el estado
fisicoquimico de la membrana, que se manifiestan como un incremento en la

fragilidad osmatica y cambios morfolégicos drasticos en el eritrocito [3].

El efecto que la intoxicacion por plomo tiene sobre los eritrocitos se debe en gran
medida a su capacidad de interaccion con elementos citoplasmaticos y
membranales, con los que genera uniones covalentes y estereoespecificas. Se ha
observado que la intoxicacién por plomo induce dafio oxidativo mediante
afectaciones a la capacidad antioxidante total, a la tasa GSH/GSGG y a la actividad
de enzimas como la glutatién reductasa, G6PD, catalasa y superoxido dismutasa.
La entrada pasiva de Ca?* al eritrocito se favorece por el incremento en la
lipoperoxidacion, que resulta en la alteracion de la estructura membranal y facilita la
activacion de canales permeables a cationes. La administracion de antioxidantes ha
demostrado mejorar estas condiciones [16]. Los eritrocitos son células muy
sensibles a insultos oxidativos por las altas concentraciones de oxigeno (O2) a las
gue se exponen, por ello, el efecto del plomo en forma de estrés oxidativo y osmatico
puede llegar a niveles que superen la capacidad de resiliencia eritrocitaria, capaces
de desencadenar procesos que culminan en la muerte celular del eritrocito (Figura
1) [17].
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Figura 1. Mecanismos moleculares del proceso apoptético en eritrocitos. Esquema de
un eritrocito en eriptosis. Fosfolipasa Az (PLA2), &cido araquiddnico (AA), fosfatidilcolina
(FC), lisofosfatidilcolina (LFC), factor de activacion plaquetaria (PAF), esfingomielina
(SM), glutation reducido (GSH), prostaglandina Ez (PGE-z), ciclooxigenasa (COX).
Tomada de Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas, (2006) [19].

1.6Eriptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisiolégico que elimina
las células envejecidas o potencialmente perjudiciales, sin afectar el tejido
circundante, y se caracteriza por eventos como: condensacion nuclear,
fragmentacibn de acidos nucleicos, disminucion del volumen celular,
despolarizacién mitocondrial, colapso del citoesqueleto, pérdida de potasio (K*),
activacion de calpaina y caspasas (iniciadoras y efectoras), y pérdida de la asimetria
de la membrana plasmatica con externalizacion de fosfatidilserina, lo que facilita la
fagocitosis celular [18]. La eriptosis es la apoptosis que ocurre en el eritrocito. El
tiempo de vida media de los eritrocitos es de aproximadamente 120 dias. En el

eritrocito se presentan eventos moleculares caracteristicos de la apoptosis tardia



(desequilibrio osmético, activacion de canales de Ca?* y escramblasas, contraccion

celular, activacion de caspasas y esfingomielinasa, asi como externalizacién de

fosfatidilserina). Eventos de la fase temprana (lisis mitocondrial, fragmentacion de

ADN,

lisis nuclear, activacion de caspasas) de la apoptosis se observan en

eritroblastos, 1o que parece indicar que los eritrocitos se encuentran en un estado

de “apoptosis suspendida” [19].

La eriptosis puede ser desencadenada por tres tipos de estrés: osmaético, oxidativo

y energético. Los mecanismos moleculares generales involucrados en la eriptosis

incluyen:

A)

B)

C)

Incremento de la concentracion de Ca?* intracelular: el estrés osmético activa
a la fosfolipasa Az lo que desencadena el proceso de activacion de la
esfingomielinasa y la produccion de prostaglandina E2 (PGE-z), un mediador
capaz de activar canales catidnicos no selectivos que permiten la entrada de
Ca?* a la célula. El estrés oxidativo también puede activar canales catiénicos
permeables a Ca?*[18-21].

Activacion de p-calpaina y contraccién celular: el incremento de la
concentracion de Ca?* intracelular activa a la p-calpaina, una proteasa
responsable de degradar proteinas involucradas en la estabilidad del
citoesqueleto. El Ca?* también activa canales de K* (Kca3.1), provocando su
salida y en consecuencia la hiperpolarizacion de la membrana celular, que al
tender al potencial de equilibrio para el K* crea un gradiente electroquimico
favorable para la liberacién de cloro (CI). Todo lo anterior, en conjunto,
contribuye a la contraccion celular y a la generacion de estrés osmatico [18-
21].

Externalizacién de Fosfatidilserina: las ceramidas formadas en repuestas al
estrés osmotico (que desencadena la formacion de ceramidas), asi como
altas concentraciones de Ca?*, activan indirectamente una escramblasa de
fosfatidilserina, favoreciendo la externalizacion del fosfolipido, y con ello la

culminacién de la eriptosis con la fagocitosis del eritrocito [18-21].



1.7 Participacion de la PGE2 en apoptosis y eriptosis

El incremento en la concentracion de Ca?* intracelular es el factor medular del
proceso de eriptosis. Dentro de los mediadores involucrados en la entrada de Ca?*

al eritrocito se encuentra la PGE-:.

La PGE2 es un mediador lipidico que esta involucrado en un amplio numero de
funciones biolbgicas entre las que destacan: proliferacion, angiogénesis, procesos
cancerigenos, inflamacion, apoptosis y respuesta inmune [22-24].

El papel de PGE: en la apoptosis depende del tipo celular en estudio: en algunas
células (células epiteliales, células T, adipocitos, células de cancer de pulmaon) tiene
efectos anti apoptéticos y en otras (células corticales, fibroblastos, mastocitos) es
considerado un factor proapoptético [25-30].

En eritrocitos se ha comprobado que la PGE: participa en mecanismos involucrados
en la eriptosis como el ingreso de Ca?* extracelular mediante la activacion de
canales cationicos no selectivos , la estimulacion de la salida de K* a través de
canales Gardos , la activacion de p-calpaina, y la estimulacién de la externalizacién
de fosfatidilserina [20, 31, 32]. Hasta la fecha, no existe un reporte que analice de
manera especifica si la PGE2 responsable de los efectos antes mencionados
proviene de los mismos eritrocitos, o0 si constituye un mediador proveniente de la

secrecion de otro grupo celular sanguineo.

1.8 Sintesis de PGE:z por células sanguineas

La PGE2 es un miembro de la familia de los eicosanoides y es sintetizada por casi
todos los tipos celulares en respuesta a una variedad de estimulos [33]. Es uno de
los productos del metabolismo de un fosfolipido de membrana celular que es
hidrolizado por la fosfolipasa Az para liberar el &cido araquidénico, un acido graso
poliinsaturado que es oxidado mediante la via de la enzima ciclooxigenasa (COX),
una enzima con dos isoformas (COX-1 y COX-2) que se expresan en diferentes
tipos de ceélulas (Figura 2) [33-35].
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Figura 2. Cascada del acido araquidonico. El acido araquiddnico en las células es
metabolizado por ciclooxigenasas a prostaglandina H: via prostaglandina Gz. Los
antiinflamatorios no esteroideos bloquean la sintesis de prostaglandina Gz. La
prostaglandina H2 es isomerizada, oxidada o reducida para generar prostaglandina
D2, F2 y E2. Modificada de Simmons et al, (2004) [35].

Entre las prostaglandinas, la prostaglandina E (PGE) es la mas producida en el
cuerpo humano; no es bioacumulable, y es secretada al medio extracelular por
difusién simple o por medio del transportador MRP4 inmediatamente después de
ser sintetizada [36].

Entre las poblaciones celulares con importante produccion de prostaglandinas se
encuentran las células circulatorias. Como se indica en la tabla 2, las plaquetas son
las células sanguineas que producen mayores cantidades de PGE2, por lo que se
podrian ser la fuente de PGE2 que media la eriptosis en trabajadores intoxicados
por plomo, sin embargo, no se encuentran reportes que describan los niveles de
PGE: producidos cuando las células sanguineas se enfrentan a condiciones de
intoxicacion por metales, especialmente por plomo.
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Tabla 2. Produccion de PGE:z por células sanguineas humanas.

i PGE: Estimulo
) PGEzproducida/ | cglulas/ml de | producida/ml .
Celula i i | d 0 Referencia
total
23.76 pg/10° 109 - 130 pg EM
EM + Ca?* -
9 —
Eritrocitos 90.76 pg/10 46-55x100 | A4 499P9 | 1500 umy Of;éséh"
2+
27.5 pg/10° 126151 pg | ¥ [500
uM]
Monocitos 1 ug/10° 190-710 x 103 190 — 710 pg LPS Endo, 2014
Macréfagos 300 ng/10° LPS Endo, 2014
1.7 ng/ml prp Smith
0.7-19n ADP '
4.8 ng/10° J 1973
2.4 ng/ml prp Smith
1.1-27n Epinefrina '
6.7 ng/10° J P 1973
3.5-4.3 ng/ml prp Smith,
Plaguetas 9.8 ng/10? 157-407x10° | 15_39ng 1973
12 ng/10° 1.9-4.9ng Colagena | silver, 1972
Linke et al
9 _ H
21 ng/10 3.2-8.5ng 2017
8.8 ng/ml pr ;
gmipTe 3.8-10ng Trombina Smith,
24.8 ng/10° 1973

Pg-picogramo; pg-microgramo; ng-nanogramo; EM-estrés mecanico; LPS-lipopolisacarido;prp-plasma rico en
plaquetas. Los datos obtenidos de las publicaciones originales fueron ajustados a unidades equivalentes para
facilitar la comparacion. Los datos de intervalos de referencia de conteo celular/ml de sangre total para calcular
la produccion de PGE: fueron tomados de: Diaz-PP, (2012) [82].

1.9Plaquetas

Las plaquetas son pequefas células anucleadas que fueron descubiertas por Giulio
Bizzozero [37]. Son las células circulatorias mas pequefas; tienen un diametro de
2-4 UMy un volumen celular de 6-10 fL. Su vida media es de 7-10 dias y se degradan
en el sistema reticuloendotelial en higado y bazo, o por apoptosis. En individuos
sanos se pueden encontrar de 150,000 a 350,000 plaquetas/ ul de sangre periférica,

y diariamente son producidas unas 1 x 10*! plagquetas [38-40].
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1.9.1 Generacion de plagquetas

Los megacariocitos son células poliploides que se desarrollan en la médula ésea a
partir de células troncales y dan origen a las plaquetas; debido a ello éstas fueron
mucho tiempo consideradas como restos citoplasmaticos de los megacariocitos [37,
38, 40, 41]. Actualmente existen tres mecanismos propuestos para la generacion de
plaguetas: a) la fragmentacién citoplasmética via el Sistema de Demarcacion
Membranal (DMS); donde el DMS define compartimentos del tamafio de una
plagueta dentro del citoplasma del megacariocito, que luego se separan; b) el
Modelo de gemaciéon, en el cual las plaquetas se forman como pequefas
protuberancias en la periferia del megacariocito y c) el Modelo de formacién de
proplaquetas, que propone la formacion de estructuras intermediarias a partir de
largas extensiones citoplasmaticas del grosor de una plaqueta, que se liberan en
forma de proplaguetas que dan lugar a preplaquetas, y finalmente a plaguetas
individuales (Figura 3) [37, 42]:

Promegacatiocito

. Endomitozis
- @
— Producebin de OMS
Fragmentaciin Proplaguita
citaplizmica via DMS \
Eamacion ! !

o

Liberackin de
0 lag plaguetas

Figura 3. Mecanismos propuestos para la produccion de plaquetas. DMS-sistema de
demarcacion membranal. Modificada de Italiano & Hartwig, (2013) [42].
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1.9.2 Estructura plaquetaria

En la estructura de una plagueta pueden distinguirse 5 regiones morfologicas
principales [39]:

a) La membrana plasmaética, una bicapa lipidica estandar que incluye proteinas,
entre las que se encuentran mas de 50 tipos de receptores.

b) El sistema canalicular, una prolongacion de la membrana plasméatica dentro
de la plaqueta.

c) El sistema tubular denso: un remanente del reticulo endoplasmico que
secuestra Ca?* para regular la actividad de enzimas como la fosfolipasa A2 y
la ciclooxigenasa.

d) El citoesqueleto, compuesto por microtibulos, filamentos de actina y
filamentos intermedios, que participan los cambios morfolégicos, la extension
de pseudopodos y la secrecion o degranulacion.

e) Los granulos se dividen en:

1. Granulos a (50-80/plagueta); contienen proteinas que se sintetizan en
los megacariocitos.

2. Granulos o cuerpos densos (2-7/plaqueta); almacenan moléculas
endocitadas.

3. Lisosomas; contienen enzimas como fosfatasa &cida, catalasa,

arilsulfatasa, entre otras.

1.9.3 Funcién plaquetaria

A pesar de su tamafo y la ausencia de nucleo en su estructura, las plaquetas
participan en procesos de diversa complejidad: despliegan receptores que al ser
estimulados desencadenan complejas vias de sefializacion intracelular, inician y
modulan respuestas inflamatorias y son capaces de sintetizar proteinas y de entrar
en apoptosis. De manera general, las plaquetas tienen un rol fundamental en la
hemostasia y también participan en procesos como la remodelacion tisular, la

inflamacion, el control de infecciones virales y bacterianas, la angiogénesis, el
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crecimiento tumoral y la metastasis. La variedad de funciones en las que participan
se debe a su facilidad de interaccionar entre ellas, con moléculas de matriz
extracelular y con otras poblaciones celulares, como leucocitos y eritrocitos, gracias

a la liberacion de moléculas especificas [37, 41, 43].

1.10 Agregacion plaquetaria, activacion y especies reactivas de oxigeno

Las plaguetas humanas estan criticamente implicadas tanto en la hemostasia
normal como en la hemorragia y la trombosis patolégicas [44]. Su participacion en
estos procesos esta basada en su capacidad de agregarse. En la circulacion
sanguinea las plaquetas se encuentran en estado de “reposo” con una forma
discoidal. Cuando ocurre algun dafio al tejido vascular y las plaquetas entran en
contacto y reconocen proteinas (factor de von Willebrand o VWF, coldgena de matriz
extracelular) o moléculas solubles (ADP, trombina, tromboxanos), se desencadena
en ellas un conjunto de procesos que se denomina activacion plaquetaria, entre los
que resaltan [45]: a) la degranulacion, que implica la liberacion al medio del
contenido de los granulos plaquetarios, b) la activacion de integrinas, como la
allbp3, que funciona como un receptor para el fibrinégeno y las proteinas de la
matriz extracelular y c) cambios en las concentraciones de Ca?* intraplaquetario,
gue es esencial para los procesos de sefializacion intracelular durante el proceso

de activacion plaquetaria [46].

Como consecuencia a los eventos iniciales de activacion, se desencadena
sefializacion intraplaquetaria a través de las vias PI3K/AKT, PLC y PKC que activa
a la NOX2, una enzima que genera superéxido en un rango nanomolar, que puede
ser liberado, permanecer dentro de la célula, o ser convertido a H202. Tanto el
superéxido como el H202 pueden modular la sefalizacion celular y favorecer los

procesos clave en la activacion plaguetaria antes mencionados (Figura 4) [47].

Después de la activacion, las plaquetas tienen la capacidad de activar a otras

plaguetas y de adherirse unas a otras o a algun sustrato en sitios de dafio vascular,
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un proceso denominado agregacion, que culmina con la formacién de un coagulo

hemostatico.

Durante el proceso de activacion y agregacion plaquetaria, se liberan moléculas que
estan contenidas dentro de las plaquetas (degranulacion) entre las que destacan el

ADP, los tromboxanos y las prostaglandinas.

plaqueta

Figura 4. Produccion de especies reactivas de oxigeno y su interaccién con eventos de
activacién en plaquetas. Los agentes agonistas estimulan receptores membranales que a
través de la via de la PLC/PKC promueven el ensamble y la activacion de NOX2, que produce
superoxido, el cual puede salir de la célula e inactivar al 6xido nitrico para favorecer la
agregacion, o permanecer dentro y ser convertido a H202 por la enzima SOD. El peréxido de
hidrogeno a nivel de membrana puede inactivar fosfatasas y mediar la sefializacion intracelular.

El 02"y el H20:2 intervienen con los eventos involucrados con la activacién plaquetaria, ya sea
por inactivacion directa o por alteracion del equilibrio del Ca?* intracelular. Flechas continuas
indican regulacién positiva; lineas punteadas sefialan regulacion negativa. SHP-2: proteina
fosfatasa de tirosina con dominio SH2; PAR: receptor activado por proteasas; P2Y:
quimiorreceptor purinérgico para adenosin difosfato.Modificada de Hernandez-Garcia, (2020)
[47.
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1.11 Secreciones plaquetarias como moduladores de la actividad de otros

tipos celulares

La secrecién de moléculas por las plaquetas es un evento fisiolégico que favorece
Su participacion en los procesos en los que se involucran (Apartado 1.9.3) y les
permite también modular de manera indirecta la funcidon de otros tipos de células,
especialmente de leucocitos: las secreciones plaquetarias tienen efectos
antiapoptoticos en eosindfilos , incrementan la produccion de inmunoglobulinas por
células B , favorecen el reclutamiento de monocitos de un modelo murino y
disminuyen la produccion de citocinas (TNF-a e IL-6) por macréfagos murinos ;
mediante la liberacion de RANTES, PF4 y serotonina las plaquetas modulan la
diferenciacion y la activaciéon de células T , y al secretar B-defensina 1 pueden

inducir la formacion de trampas extracelulares por neutréfilos(NETS) [48-53].

En adicion a lo anterior, ha sido reportado que las plaguetas secretan PGE2 como

molécula mediadora para participar en procesos relacionados con:

a) Sepsis en modelo murino, en el que la PGE: liberada por plaquetas inhibe la
produccion de TNFa e IL-6 por macréfagos, efecto mediado por la via PGE2/EP4,
lo que se traduce en una reduccion en la mortalidad de los animales bajo estudio
[54] (Figura 5).

b) Respuesta inflamatoria por monocitos, en los que la activacion de las vias
PGE2/EP1, PGE2/EP2 y PGE2/EP4 incrementa la secrecion de IL-10, misma que
activa un proceso autdcrino de inhibicion de la produccion y liberacién de TNFa [55]
(Figura 5).

c) Cancer de colon, en donde se promueve una regulacién a la baja de la expresiéon
de E-cadherinas (marcador de fenotipo epitelial) y un incremento en la expresion de
Twistl(factor de transcripcion) mediante la activacion de la via PGE2/EP4 en las
células cancerigenas, efecto que favorece la transicién del fenotipo epitelial al
fenotipo mesenquimal, y que junto con otros tipos de sefializacién, promueve la

metastasis [56] (Figura 5).
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Figura 5. PGE2 plaquetaria como modulador de la actividad celular. Sefalizacién de PGE:
proveniente de plaquetas activadas sobre A- Macrofagos murinos en condiciones de sepsis;
B- Monocitos humanos y C- células de cancer de colon. Modificado de Guillem-Llobat, 2016 y
Linke, (2017) [55].

El efecto que las secreciones plaquetarias a nivel de moléculas especificas, como
PGE_2, tienen sobre otros tipos de células constituye un area de interés que continla
aun bajo estudio.
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2. ANTECEDENTES

Los efectos generados por exposicion e intoxicacion por plomo han sido estudiados
y determinados para multiples tipos celulares, que incluyen células germinales,

hepatocitos, neuronas, linfocitos y eritrocitos [16, 17, 57-66].

En el caso de los eritrocitos, se conoce que la exposicion a plomo resulta en
alteraciones en el transporte y reserva de iones divalentes, afectaciones a la
actividad de enzimas antioxidantes, generacion de especies reactivas de oxigeno y
eriptosis [1, 16, 17, 65, 67, 68].

En el laboratorio de Bioquimica Médica se ha estudiado in vivo una variedad de
afectaciones al metabolismo de eritrocitos tras la exposicion a plomo, usando como
modelo eritrocitos de trabajadores crénicamente expuestos al metal. En su tesis
doctoral, Aguilar-Dorado [69] reporté porcentajes de eriptosis significativamente
mayores en trabajadores expuestos en comparacion con trabajadores no expuestos
al metal. Los eritrocitos de trabajadores intoxicados también presentaron diferencias
en la lipoperoxidacion, la fragilidad osmética (Tabla 3), la concentracién de Ca?*
intracelular (Tabla 4) y la actividad de calpaina, una proteasa relacionada con el

proceso de apoptosis celular.

Tabla 3. Concentracion de especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), glutation reducido (GSH),
glutatién oxidado (GSSG) y fragilidad osmética (OS50) en eritrocitos de trabajadores expuestos y no
expuestos a plomo de un estudio previo.

Parametros de dafio y No expuestos a Expuestos a
oxidacién plomo plomo
(n= 40) (n= 40)
TBARS (nmol MDA/ mI) 0.47 £0.1 1.1+0.3
[GSH] (M) 1179 £ 238 BD9 + 124
[GSSG) (uM) 30.3 £+ 6.1 32.4+8.9
G5H/G55G 39.3 £ 6.0 26,4+ 6.8
05;; (mOsm) 163 + 6.2 178 + 6.6

Los valores son la media + SD. *P < 0.0001, segun t-student. Tomada de Aguilar-Dorado (2016) [69].
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Dentro de los parametros evaluados por Aguilar-Dorado [69], se encontraron

incrementos significativos en la concentracion de PGEz tanto en sangre total como

en la fraccidn eritrocitaria de trabajadores expuestos (Tabla 4), por lo que propuso

gue se encuentra involucrada en el proceso de eriptosis derivado de intoxicacion

por plomo.

Tabla 4. Concentracion de plomo en sangre, actividad de 5-ALAD, lipoperoxidacion, concentracion de calcio
intracelular ([Ca2+]i) libre y concentracion de PGE: en eritrocitos de pacientes no expuestos y expuestos a

plomo de un estudio previo.

Farametros de Intoxicacidn No expuestos a plomo Expuestos a plomo
por plomo {n =15) {n=15)
[Flomo en sangre]
4T +1.0 68 + 4.6
(poidl)
TBARS
0.55 £ 0.15 0.99 £ 0.287
(nmcd MDA
ALAD
736 £ 167 264 £ T4
[rrmodfhmly
[ca®),
T31 %56 101 £ 20*
[Nk}
PGE;
0.33+0.16 0.99 +0.18"
(pgmly

Sa mueastran los valores promedio 2 SD "P<0.0001, segun -Studant.

Tomada de Aguilar-Dorado (2016) [69].

La PGE: ha sido relacionada con la induccién de apoptosis en fibroblastos, células

corticales y mastocitos (Apartado 1.7) en los que activa eventos de las vias

extrinseca e intrinseca [25]. En eritrocitos se ha reportado que su exposicion a

concentraciones elevadas de este mediador desencadena la activacion de canales

catidonicos que permiten el influjo de Ca?*, provocando con ello un desequilibrio

osmatico que estimula la externalizacion de fosfatidilserina y ademas promueve la

actividad de la p-calpaina, una proteasa de componentes de citoesqueleto [20, 31,

32].
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Los eritrocitos son capaces de sintetizar PGE2 enddogena en respuesta a estrés
osmatico [20, 70], misma que podria mediar el proceso antes mencionado, sin
embargo, se acepta la existencia de receptores o moléculas de interaccidon
especificas para esta prostaglandina en la membrana eritrocitaria [71], lo que podria
sugerir que también se encuentra involucrada PGE:2 proveniente de otras fuentes
como las plaguetas o leucocitos, poblaciones en frecuente interaccion con los
eritrocitos y que cuentan con toda la maquinaria biolégica para sintetizar y liberar

esta prostaglandina en respuesta a estimulos determinados [20].
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3. JUSTIFICACION

La exposicion e intoxicacion con metales pesados representa un problema de salud
publica a nivel mundial. México se encuentra entre los cinco primeros paises
productores de plomo en el mundo (International Lead Association, 2019); pero
debido a los bajos porcentajes de reciclamiento del metal, a la poca vigilancia del
cumplimiento de la normatividad y a la deficiente aplicacion de procedimientos de
proteccion en varios de los procesos, nos enfrentamos en el pais a un sistema
industrial con un incorrecto manejo del plomo en las diferentes escalas de
procesamiento. Como consecuencia, existe contaminacion que afecta a
trabajadores de la industria y a los habitantes de nucleos poblacionales que
comparten recursos ambientales con las industrias que utilizan plomo en sus

procesos.

Un organismo intoxicado por plomo presenta manifestaciones clinicas dependientes
del grado de intoxicacion, que generalmente incluyen: célicos abdominales, vomito,
diarrea, anorexia, insomnio, irritabilidad, dolor de cabeza, pérdida de memoria a
corto plazo, hipertensién, disminucibn o anormalidades en espermatozoides,

afectaciones al desarrollo intelectual, encefalopatia, entre otras [2, 72] .

Se ha reportado que la intoxicacion por plomo provoca dafio renal y vascular y a
nivel molecular esté ligada al dafio a proteinas e incremento de eriptosis [17, 73].
No obstante, el mecanismo molecular de este ultimo fendbmeno no se conoce en su
totalidad. Se ha propuesto que de manera conjunta podrian participar mediadores
como la PGE2 que se presenta en niveles elevados en muestras de sangre de
trabajadores cronicamente expuestos, y que podria provenir de plaquetas activadas

en intoxicacion con plomo [69].

Entender la participacion de las plaguetas y de moléculas biol6gicas mediadoras
(PGE2) en el proceso de eriptosis inducida por intoxicacion por plomo, permitira

ampliar el conocimiento del mecanismo molecular de dafio al organismo, lo que
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podria traducirse en la generacion de alternativas especificas para la prevencion y

tratamiento de la eriptosis en personas intoxicadas por plomo.
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4. HIPOTESIS

La intoxicacion por plomo genera estrés oxidativo en las plaquetas, que al activarse
liberan PGE-2, la cual induce el proceso de eriptosis reportado en trabajadores

expuestos al metal.

5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la incubacion y exposicion a plomo sobre el estrés oxidativo en
plaguetas y la produccion de PGE2 como mediador de la eriptosis en trabajadores

intoxicados por plomo.

5.10bjetivos especificos

-Definir las condiciones de un modelo in vitro de plaguetas para estudiar los efectos
del plomo sobre el estrés oxidativo y su relacion con la secreciéon de

prostaglandinas.
-Analizar si la exposicion a plomo genera estrés oxidativo en plaquetas.

-Estudiar in vitro e in vivo, el efecto de la exposicion y la intoxicacion por plomo

sobre la agregacion plaquetaria.

-Examinar si existe un factor en plasma de trabajadores intoxicados por plomo

capaz de inducir apoptosis en eritrocitos de personas clinicamente sanas.

-ldentificar si la via de sintesis y liberacion de PGE:2 es un mecanismo activado por

plaquetas en respuesta a la exposicion a plomo.

-Estudiar si la PGE2 proveniente de plaguetas participa como mediador en la

eriptosis por exposicion a plomo.
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6.

METODOLOGIA

6.1Estrategia experimental

Se presenta la estrategia abordada para cumplir cada objetivo propuesto.

Definir las condiciones de un modelo in vitro de plaquetas para estudiar los
efectos del plomo sobre el estrés oxidativo y su relacion con la secrecion de
prostaglandinas.
Analizar si la exposicion a plomo genera estrés oxidativo en plaquetas.
i Incubar plaquetas de voluntarios sanos con Pb(NO3)2y determinar el efecto
sobre:
» Actividad de la enzima catalasa
» Generacion de anién superoxido
» Lipoperoxidacion (Generacion de malondialdehido)
i Determinar en plaquetas obtenidas a partir de sangre de trabajadores
expuestos, en condicion de reposo o activadas con ADP.
Actividad de la enzima catalasa
Generacion de anion superéxido

Lipoperoxidacion (Generacion de malondialdehido)

vV V VYV V

Generacion de H202
» Concentracion de NADPH

Estudiar in vitro e in vivo, el efecto de la exposicion y la intoxicacion por plomo

sobre la agregacion plaquetaria.

i Invitro: incubar plaquetas de voluntarios clinicamente sanos con Pb(NOs)z a
diferentes concentraciones, estimular con ADP y evaluar la agregacion.

i In vivo: obtener muestras de trabajadores expuestos a plomo y evaluar
agregacion plaquetaria utilizando ADP como agonista.

Examinar si existe un factor en plasma de trabajadores intoxicados por plomo

capaz de inducir eriptosis en eritrocitos de personas clinicamente sanas.

i Conformar un grupo de trabajadores crénicamente expuestos a plomo y
determinar parametros de intoxicacion:
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» Concentracion de plomo en sangre
» Actividad de d-ALAD
i Incubar eritrocitos de voluntarios clinicamente sanos con plasma de
trabajadores intoxicados por plomo y analizar el efecto sobre:
» Externalizacion de fosfatidilserina como marcador de eriptosis.
¢ Identificar si la via de sintesis y liberacion de PGE2, es un mecanismo activado
por plaquetas en respuesta a la exposicion a plomo.

i In vivo: cuantificar la concentracion de PGE:2 en plasma de trabajadores
cronicamente expuestos a plomo.

e Estudiar si la PGE:2 proveniente de plaquetas participa como mediador en la
eriptosis por exposicion a plomo.

i Incubar eritrocitos de voluntarios clinicamente sanos con sobrenadantes de
plaguetas expuestas a plomo, en reposo y activadas, y determinar el efecto
sobre:

» Externalizacion de fosfatidilserina

i Pre-incubar plaguetas con acido acetilsalisilico (AAS), inhibidor de la via de
sintesis (COX) de PGEz; exponerlas a plomo y recuperar sobrenadantes de
plaguetas en reposo y activadas para incubar eritrocitos de voluntarios
clinicamente sanos y observar efecto sobre:

> Externalizacion de fosfatidilserina

6.20btencidn de muestras

Se obtuvieron muestras de sangre de voluntarios clinicamente sanos y de
trabajadores expuestos a plomo por puncién venosa del brazo asistida con sistema
de aguja y adaptador para tubos “Vacutainer” con vacio. El anticoagulante utilizado
fue citrato de sodio 0.109M (3.2%).

6.3Determinacion de la concentracion de plomo en sangre total

A 100 pL de sangre total se afiadi6é una solucion de cloruro de cromo 1.07%, ion

mercurio 0.0028% y acetato de cadmio 1.43%. Las muestras se incubaron durante
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una hora a temperatura ambiente para permitir la solubilizacion del plomo contenido
en las células de la muestra. La determinacién de la concentracién de plomo se
realiz6 por duplicado en un analizador de plomo modelo 3010 B (ESA), previamente
calibrado con estandares de concentraciones conocidas de plomo. Los valores

obtenidos se reportaron en ug/dL [17, 74].

6.4Determinacién de la actividad de d-ALAD

La determinacion se llevé a cabo conjugando métodos antes descritos [75-77]. Se
tomaron alicuotas de 100 uL de sangre total o 100 uL de buffer de fosfato-citrato
para el blanco. Se adicionaron 350 uL de tritbn X-100 al 0.24% para lisar los
eritrocitos, y después de homogeneizar en vortex se agregaron 250 uL de ALA
(acido aminolevulinico) 20 mM. Los tubos se incubaron en bafio Maria durante 1
hora a 37°C. Terminada la incubacion, se afiadi6é 625 uL de acido tricloroacético al
10% para detener la reaccion y se centrifugaron los tubos a 857xg durante 10
minutos. A 750 pL del sobrenadante obtenido se afiadié 750 pyL de reactivo de
Ehrlich. Tras 10 minutos de incubacién en oscuridad, la absorbancia de las muestras
se determind a 555 nm. La actividad enzimética se expres6 en nmol/h/mL de

glébulos rojos.

6.50btencion de plaquetas

Para cada ensayo o condicion experimental, se utilizaron plaquetas obtenidas a
partir de plasma rico en plaquetas (PRP), proveniente de 4.5 mL de sangre total con
citrato. El PRP se obtuvo por centrifugacion a 187xg durante 5 min, luego se
centrifugo a 95xg/5 min para sedimentar eritrocitos contaminantes, se recupero el
sobrenadante, y finalmente se precipitaron las plaquetas por centrifugacion a
1,000xg/20 min. Las plaquetas se resuspendieron en los amortiguadores que se
indican para cada determinacion. Para los experimentos en que fue necesario, se
prepararon mezclas de PRP obtenido a partir de muestras de sangre de voluntarios

clinicamente sanos con el mismo grupo sanguineo.
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6.6 Activacion de plaquetas

Las muestras de plaquetas fueron activadas inmediatamente después de aislarse
(para experimentos in vivo) o en cuanto se concluyeron los tiempos de incubacion
con Pb(NOs3)2 (para experimentos in vitro) afladiendo a la suspension plaquetaria, o
al plasma rico en plaquetas el volumen correspondiente de una solucion de ADP 1
mM para alcanzar en el medio en que las plaguetas se encontraban una
concentracion final de 10 uM de ADP, las plaquetas se resuspendieron y de

inmediato se procedid a tratarlas como corresponde a cada determinacion.

6.7Incubacién de plaquetas con plomo

Para ensayos in vitro de actividad de catalasa, lipoperoxidacién y liberacién de anion
superoxido se recuperé plasma rico en plaquetas de 3 0 4 donadores clinicamente
sanos del mismo tipo sanguineo para integrar un “pool” suficiente para ensayar
todas las condiciones. A las plaquetas obtenidas se afiadié amortiguador de Tyrode
(134 mM NacCl, 12 mM NaHCOs3, 2.9 mM KCI, 0.34 mM Na2HPO4, 1 mM MgClz, 10
mM HEPES, 5 mM Dextrosa, pH 7.4) que contenia la concentracion de nitrato de
plomo (Pb(NO3)2) correspondiente a cada condicion (0.4, 4 y 40 uM). Se realizé un
curso temporal a 37°C en bafio maria durante el tiempo que se indica en cada
ensayo. Después de las incubaciones, las muestras fueron tratadas conforme al

protocolo correspondiente.

6.8Determinacion de la actividad de la enzima catalasa en plaquetas

Para ensayos in vitro: Después del periodo de incubacion de plaquetas con
Pb(NOs3)2, los tubos fueron centrifugados a 1,000xg/20 min para sedimentar las
plaguetas y desechar el sobrenadante que contiene nitrato de plomo. Para ensayos
in vivo: se obtuvieron plaquetas a partir de sangre total de trabajadores expuestos
a plomo o de voluntarios clinicamente sanos.

Posterior a un lavado con amortiguador salino de fosfatos a 1,000xg/20 min, se
afnadio a los tubos Tritdn X-100 0.1% y se les sometio a dos ciclos de congelacion
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con nitrégeno liquido y descongelacion a temperatura ambiente. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a 12,000xg/30 min para recuperar el sobrenadante, en donde
se evalud la actividad de la enzima monitoreando la descomposicion de H202 usado
como sustrato por la disminucion de la absorbancia a 240 nm. La actividad de la

enzima se expresé en U/g de proteina plaquetaria.

6.9Determinacién de liberacién de anién superéxido por plaguetas

Para ensayos in vitro: Después del periodo de incubacién de plaguetas con
Pb(NO3)2, los tubos fueron centrifugados a 1,000xg/20 min para sedimentar las
plaguetas y desechar el sobrenadante que contiene nitrato de plomo. Para ensayos
in vivo: se obtuvieron plaquetas a partir de sangre total de trabajadores expuestos
a plomo o de voluntarios clinicamente sanos. Tras un lavado con amortiguador
salino de fosfatos a 1,000xg/20 min, se determind la liberacion de anidén superdxido
siguiendo el método propuesto por Jahn en 1990 [78], con algunas modificaciones:
se afiadi6 a cada tubo 400 pl de Solucién de Citocromo C (Citocromo C 160 uM en
amortiguador de Tyrode) y 400 pl de amortiguador de Tyrode. Los tubos se
incubaron durante 30 min/37°C, y luego se centrifugaron a 2,000xg/5 min. Se
recuperd el sobrenadante para determinar la absorbancia a 550 nm. La
concentracion de anién superéxido se calculd utilizando el coeficiente de extincién
molar 18,700 M cm? y se expres6 en pumol de superéxido/g de proteina

plaquetaria.

6.10 Determinacion de la lipoperoxidacion en plaquetas

Para ensayos in vitro: Después del periodo de incubacion de plaquetas con
Pb(NOs3)2, los tubos fueron centrifugados a 1,000xg/20 min para sedimentar las
plaquetas y desechar el sobrenadante que contiene nitrato de plomo. Para ensayos
in vivo: se obtuvieron plaquetas a partir de sangre total de trabajadores expuestos
a plomo o de voluntarios clinicamente sanos. Tras un lavado con amortiguador
salino de fosfatos a 1,000xg/20 min) se determin¢ la generacion de malondialdehido
(MDA) de acuerdo a Wachowicz (2002) [79].
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Se afiadi6 a cada tubo 500 pl de amortiguador de Tyrode y 500 pl de solucion de
acido tricloroacético (20% en 0.6 M HCI), y tras un periodo de incubacién de 2 h/4°C
en cama de hielo, se centrifugaron a 1,200xg/15 min. A 900 ul de sobrenadante se
afiadieron 180 pul de solucion de acido tiobarbitarico (0.12 M en Tris 0.26 M, pH 7.0)
y las muestras fueron sumergidas en bafio de agua en en ebullicion durante 15 min.
Se determiné la absorbancia a 532 nm y los resultados se expresaron como nmol
MDA/g de proteina plaquetaria.

6.11 Pero6xido de hidrégeno producido en plaquetas

Se utilizé el método de Pick y Keisari (1981) [80], con ajustes para utilizarse en
plaguetas. Plaquetas obtenidas a partir de un tubo de sangre total de trabajadores
expuestos a plomo o de voluntarios clinicamente sanos, fueron resuspendidas en
Triton X-100 y posteriormente se afiadié a cada tubo 1 ml de solucién de rojo de
fenol (NaCl 140 mM, amortiguador de fosfatos de potasio 10 mM, dextrosa 5.5 mM,
rojo de fenol 0.28 mM y 15 U/mL de peroxidasa de rabano, pH 7.0) recién preparada.
Se llevaron los tubos a una incubacion a 37°C/ 15 min y tras una centrifugacion a
2,000xg/5 min, se afiadieron al sobrenadante 10 ul de NaOH 1N y se determiné la
absorbancia a 610 nm. La concentracion de peroxido de hidrégeno en la muestra
se determind por comparaciébn con una curva estandar. Los resultados se

expresaron como nmol de H202/mg de proteina plaquetaria.

6.12 Concentracion de NADPH en plaquetas

Se determin6é de acuerdo al método propuesto por Veskoukis (2018) [81], con
ajustes para usarse en plaquetas. Plaquetas obtenidas a partir de un tubo de sangre
total de trabajadores expuestos a plomo o de voluntarios clinicamente sanos fueron
resuspendidas en 200 pl de amortiguador de extraccién (nicotinamida 20 mM,
NaHCOs 20 mM, Na2CO3 100mM) y tras un ciclo de congelacion con nitrégeno
liguido y descongelacion en bafio de agua a 22°C, los tubos se centrifugaron a
16,000xg/1 min/4°C y se recuperaron 100 pl de sobrenadante que se incubaron

60°C/30 min/oscuridad e inmediatamente se colocaron en hielo antes de afadir 800
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puL de amortiguador (Tris-HCI 200 mM, MTT 0.5 mM, phenazina ethosulfato 2 mM,
Na4sEDTA 5 mM, 1.3 mU/mL G6-PD a pH 8.0) frio, recién preparado. Los tubos se
incubaron a 37°C/5 min, y tras la adicion de 100 ul de G6-P 10 mM el cambio en la
absorbancia a 570 nm fue monitoreado durante 2 min. La concentracion de NADPH
fue calculada utilizando el coeficiente de extincion molar del formazan (13
L/mmol/cm). La concentracion de NADPH se reporté en pmol NADPH/mg de

proteina plaquetaria.

6.13 Determinacion de concentracion de PGE2 en plasma de trabajadores

cronicamente expuestos a plomo

Para cuantificar los niveles de PGE2 en plasma de trabajadores expuestos y no
expuestos a plomo se obtuvieron muestras de sangre utilizando tubos “vacutainer”
gue contienen EDTA como anticoagulante. El plasma se recupero por centrifugacion
de las muestras a 1,160xg/10 min e inmediatamente fue congelado a -20°C hasta
que las determinaciones fueron realizadas (12 h después). Para las
determinaciones se utilizé el Kit Parameter PGE2 Assay de R&D System(Cat.
KGEO04B), basado en un ensayo de ELISA variante sandwich. Todo el
procedimiento se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las

concentraciones de PGE: se reportaron en pg/ml.

6.14 Incubacidn de eritrocitos con sobrenadantes de plaquetas.

Eritrocitos obtenidos de sangre total de donadores voluntarios clinicamente sanos
fueron lavados 3 veces con amortiguador salino de fosfatos, y posteriormente
incubados a un hematocrito de 3% a 37°C durante los tiempos que en cada
experimento se indican con los sobrenadantes obtenidos (por centrifugacion a

25xg/2 min tras activacion) de:

a) Plaguetas de donadores clinicamente sanos, en reposo o activadas con ADP
10uM.
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b) Plaquetas de donadores clinicamente sanos, incubadas con &acido
acetilsalicilico 1 mM 37 °C/30 min, lavadas y resuspendidas en amortiguador
salino de fosfatos para ser activadas o no con ADP 10 pM.

c) Plaguetas de donadores clinicamente sanos previamente incubadas con
nitrato de plomo 40 uM a 37°C/2 h, lavadas y resuspendidas en amortiguador
salino de fosfatos para ser activadas o no con ADP 10uM.

d) Plaquetas de donadores clinicamente sanos, incubadas con &cido
acetilsalicilico 1 mM 37°C/30 min, posteriormente con nitrato de plomo 40 uM

a 37°C/2 h, y luego activadas o no con ADP 10uM.

Al terminar la incubacién, los tubos se centrifugaron (1,160xg/5 min), se desecho el
sobrenadante y los eritrocitos se lavaron con amortiguador salino de fosfatos

(1,160xg/5 min) para ser utilizados para las correspondientes determinaciones.

6.15 Andlisis de externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos

Para medir eriptosis utilizando como marcador el porcentaje de externalizacion de
fosfatidilserina, el paquete celular eritrocitario se diluyé 600 veces (v/v) en
amortiguador salino de fosfatos, 200 ul de la dilucién fueron marcados con 1 uL de
AnexinaV-FITC (concentracion final 100 nM), y tras 5 min de reposo se coloco en
los tubos el amortiguador de union (Hepes 10mM, NaCl 140 mM, CaClz 2.5 mM, pH
7.5). Los eritrocitos se lavaron 3 veces (857xg/1 min) con amortiguador de uniény
las muestras se analizaron mediante citometria de flujo (FACS Calibur; Becton-
Dickinson) para detectar la intensidad de fluorescencia de la anexinaV-FITC con
valores de excitacion a 488 nm y de emisién a 530 nm [17]. Los resultados se

reportaron como porcentaje de externalizacion de fosfatidilserina.

6.16 Incubaciones conjuntas de eritrocitos, plomo y plaquetas.

Plaquetas obtenidas de un tubo de sangre total con citrato de donadores
clinicamente sanos fueron incubadas con eritrocitos y diferentes concentraciones

de Pb(NOs3)2 como se indica en cada figura y descripcion, a 37°C/2 h vy
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posteriormente a 4°C/24h. Terminadas ambas etapas de la incubacién se
recuperaron los eritrocitos por centrifugacion, se lavaron dos veces con
amortiguador salino de fosfatos y se procesaron para determinar niveles de eriptosis

por externalizacion de fosfatidilserina.

6.17 Incubacion de eritrocitos con plasma de trabajadores intoxicados.

Eritrocitos obtenidos de sangre total de voluntarios clinicamente sanos fueron
lavados 3 veces con PBS (1,160xg/5 min), e incubados a 4°C/24 h con el plasma
obtenido por centrifugacién (1,160xg /10 min) de 6 ml de sangre total de
trabajadores expuestos a plomo, a un hematocrito de 1%. Terminada la incubacion,
los eritrocitos se separaron por centrifugacion para determinar la externalizacién de

fosfatidilserina como se indica en el apartado 6.15.

6.18 Ensayos de agregacion plaquetaria en plasma rico en plaquetas.

Muestras de sangre total anticoaguladas con citrato de sodio 0.109M (3.2%) de
trabajadores expuestos a plomo y de voluntarios clinicamente sanos fueron
centrifugadas (1,000 rpm/5 min) para recuperar plasma rico en plaguetas (PRP) y
recentrifugadas (4,000 rpm/20 min) para obtener plasma pobre en plaquetas (PPP).
Se utilizaron 500 ul de PRP ajustado a 2.5x10° plaquetas/pL. Tras una incubacion
de 3 min en un lumiagregémetro (Modelo 560 CA 810 AGGRO/LINK Chronolog,
USA), se indujo la agregacion con ADP10 pM como agente agonista. Los resultados
se reportan en porcentaje de agregacion. Los ensayos de agregacion plaquetaria
fueron realizados en el Laboratorio de Trombosis y Fibrindlisis del Departamento de

Biologia Molecular del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

6.19 Ensayos de agregacion plaquetaria en sangre total.

Una muestra de 500 uL de sangre total, anticoagulada previamente con citrato de
sodio 0.109M (3.2%), de trabajadores expuestos a plomo y de voluntarios

clinicamente sanos, fue diluida (1:1) con solucion salina y analizada utilizando el
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método de agregacion plaguetaria en sangre total o impedancia, que mide la
impedancia eléctrica entre dos electrodos tras la adicidbn de un agente agonista,
ADP 10pM, usando un lumiagregometro (Modelo 560 CA 810 AGGRO/LINK
Chronolog, USA); los resultados se reportaron como amplitud de impedancia

(ohms).
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7. RESULTADOS
7.1 Grupos de estudio

Para desarrollar el proyecto presentado se establecid una colaboracién con el
departamento de Investigacion del Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio

y con industrias que procesan plomo en el estado de Guanajuato, México.

De los 29 trabajadores expuestos a plomo, el 73% fueron hombres y el 27%
mujeres, con edades entre 27-64 afios (media=45 afios) y una antigiedad laboral

en la industria que varia entre 1-25 afios (media=12 afios).

Por otra parte, se establecié una colaboracion con el Banco de Sangre del Hospital
de Ticoman, para obtener muestras de sangre de personas clinicamente sanas 49%
hombres y 51% mujeres con edades de 27-64 afnos, sin antecedentes laborales de
exposicion a metales pesados, y sin manifestaciones clinicas relacionadas con la

intoxicacién por plomo, para integrar el grupo: Trabajadores no expuestos a plomo.

A partir de muestras de sangre total obtenidas de ambos grupos, en tubos con
citrato de sodio 0.109M (3.2%) como anticoagulante, se estandarizaron las
condiciones de separaciéon y manejo de las plaquetas para poder realizar los

experimentos.

7.1.1 Marcadores de intoxicacion por plomo

Para corroborar si la poblacion de trabajadores expuestos a plomo estaba
conformada por personas intoxicadas por el metal, se determiné para cada
trabajador la concentracion de plomo en sangre y la actividad de la enzima 6-ALAD,
una enzima que es utilizada como un biomarcador de dafio bioquimico por
exposicion a plomo. Para la realizacion de la prueba de la actividad de d-ALAD se
contd con el apoyo de la M. en C. Nadia C. Lépez Vanegas. Después de analizar
los resultados se encontré que la concentracibn de plomo en sangre es
significativamente mayor en los trabajadores expuestos (58.3+£32.2 vs 2.5%£1.6

pg/dL); mientras que la actividad de d-ALAD es significativamente menor (1082+305
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vs 264+196 nmol/h/mL eritrocitos) en eritrocitos de los mismos trabajadores, en

comparacion con trabajadores no expuestos (Figura 6 Ay B, respectivamente).

Los trabajadores expuestos tienen concentraciones de plomo en sangre por arriba
de las indicadas por la NOM-047-SSA1-2011, que establece que para personas
ocupacionalmente expuestas el limite superior es de 30 pg/dL de sangre, mientras
que los trabajadores no expuestos a plomo tienen niveles en sangre por debajo de
5 ug/dL, el limite superior para personas no expuestas ocupacionalmente segun la
NOM-199-SSA1-2000 (Figura 6, A). Ademas, se encontrdé una correlacion entre la
concentracion de plomo en sangre y la actividad de -ALAD de ambos grupos de
trabajadores (r°=0.63, p<0.0001) (Figura 6, C).

Estos datos en conjunto con el analisis clinico realizado por el Dr. José Victor
Calderén Salinas (datos no mostrados), indican que los trabajadores expuestos de

manera laboral a plomo son personas intoxicadas por el metal.

36



FERE S dis B 2000
g’ r‘?;
& : . 2
a s
o T £ 150
g 1004 L xa
55 52
ax 3 0
o = 4 g T 10C0 o
23 3E
S 5od a2 =9 b3
@ 2o 50O
Sy - v
= Al o n=13 r=2g
g E
E 3
Q fﬁ- ” —— - ——— 0 T T

1200

Activiozss de s-ALAD
irmol PEGHMimL)
oG
L&

:

I T T T I T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Cencertracén de slems en sangre
agidL)

Figura 6. Boxplot de la concentracion de plomo en sangre y actividad de §-ALAD en trabajadores
expuestos. Se determin6 A) La concentracion de plomo en sangre (con una linea punteada se marca
el valor superior para personas no expuestas ocupacionalmente segun la NOM-199-SSA1-2000 y
con una linea gris el valor superior para personas expuestas ocupacionalmente segun la NOM-047-
SSA1-2011); B) Actividad de §-ALAD (con una linea gris se marca la actividad considerada normal
en una persona clinicamente sana); C) Gréfico de correlacion entre la concentracion de plomo en
sangre y la actividad de S§-ALAD. n=29 y n=19 para trabajadores expuestos y no expuestos,
respectivamente. *** Diferencia estadisticamente significativa, p < 0.001 obtenida por prueba de
Mann-Whitney.
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7.1.2 Conteo plaguetario

Debido a que en este proyecto se realizaron experimentos basados en la funcion
celular plaguetaria, se determind el conteo de plaquetas en los trabajadores
expuestos a plomo, y se encontr6 que el nimero de plaguetas en sangre se
mantiene dentro de los rangos de referencia para personas de edad adulta sin

enfermedades relacionadas con plaquetas [82] (Figura 7) .
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Figura 7. Gréfico de conteos plaquetarios en trabajadores expuestos a plomo. Con lineas
punteadas se marca el rango de referencia para personas adultas. n=22

Con respecto a los trabajadores no expuestos, al tratarse de muestras provenientes
de bancos de sangre con donadores clinicamente sanos, es posible considerar que
tienen conteos plaquetarios dentro del rango de referencia, pues para que una
persona pueda ser candidata a donar sangre, es necesario antes corroborar que
sus conteos de células sanguineas sean normales; sin embargo, no fue posible
tener acceso a los conteos plaquetarios de cada donador individual debido a
controles éticos y de protocolos de trabajo de los laboratorios y bancos de sangre

involucrados.
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7.2Agregacion plaquetaria

Una vez determinados ambos grupos de estudio y bajo el antecedente de que los
trabajadores expuestos a plomo no presentan alteraciones en los conteos
plaquetarios realizados, se decidié analizar si también se mantenia la integridad

funcional de estas células determinando los porcentajes de agregacion plaquetaria.

Los resultados se presentan en dos categorias: experimentos in vitro, que fueron
realizados con diferentes estrategias que involucran plaquetas obtenidas a partir de
muestras de trabajadores no expuestos, y experimentos in vivo en los que se

incluyen determinaciones en ambos grupos de estudio.

7.2.1 Experimentos in vitro

En primer lugar se analiz6 la agregacion en plaquetas de voluntarios clinicamente
sanos que fueron incubadas con Pb(NOs3)2. Se eligi6 como agonista el ADP y
después de al menos 3 ensayos preliminares utilizando concentraciones finales de
2 y 10 uM de ADP, se decidi6 que la concentracion que mejor se ajusto a las
condiciones con mayor ativacion fue 10 uM, por lo que se utilizé esa concentracién

para los siguientes experimentos.

Se determind la agregacién plaquetaria por método 6ptico; éste método permite
determinar la funcién de plaquetas sin la presencia de otras células. Para esto, se
realizé una curva concentracién-respuesta de Pb(NO3)2 (0.4, 4 y 40 uM), y un curso
temporal a temperatura ambiente donde al PRP ajustado se le adiciono la solucion
de plomo e inmediatamente (Tiempo cero de incubacion (T0)) o 30 min después, el
agente agonista (ADP 10uM). Debido al tiempo de viabilidad de las plaquetas no
fue posible realizar incubaciones durante tiempos mas prolongados. De acuerdo
con las recomendaciones de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
para la estandarizacion de la técnica, el intervalo de referencia de porcentajes de
agregacion con ADP 10uM como agonista en muestras de individuos sanos
establecido por el laboratorio es de 80-112% [83]. Los resultados se muestran en la
tabla 5, en la que se observa que no se encontro diferencia estadistica significativa

en las condiciones del estudio mediante método Optico.
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Tabla 5. Resultados obtenidos de la curva concentracidon-respuesta y curso temporal de la
agregacion plaquetaria (%) por método 6ptico, con ADP 10uM como agente agonista.

Medio de incubacién

Agregacion plaquetaria(%)

Tiempo de incubacion (min)

0 30
0 uM 92 +15 106210
0.4 uM 92+17 102+14
Pb (NO3)2
4.0 uM 96+14 10448
40 pM 93+15 10518

Se muestra la media + DE. n=3 para 0 min y n=4 para 30 min de incubacién. NS por prueba de

Friedman. pM-micromolar.

Posteriormente se realizaron experimentos de agregacion mediante la técnica de

impedancia, en la que ademas de las plaguetas se involucran los leucocitos y

eritrocitos que también participan en el proceso de agregacion. Para los

experimentos con esta variante experimental se utilizan muestras de sangre total,

por lo que fue posible realizar una curva concentraciéon respuesta de Pb(NOs3)2) (0.4,

4.0 y 40uM) y un curso temporal (tiempo 0, 30 y 360 min de incubacion) a

temperatura ambiente; con ADP 10uM como agente agonista. Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 6, donde se observa que no se obtuvo diferencia

significativa en los valores de agregaciéon plaguetaria en muestras incubadas con

plomo con respecto a los valores obtenidos de muestras sin Pb(NO3)2.
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Tabla 6. Resultados obtenidos de la curva concentracién-respuesta y curso temporal de la agregacién
plaguetaria (chms) por método de impedancia, con ADP 10uM como agente agonista.

: _ _ Agregacion (Q)
Medio de incubacion _ _ - _
Tiempo de incubacion (min)
0 30 360
ouM 6.6 £1 6.0+2 5.6x1
0.4 uM 3.411 434 | -
Pb (NO3)2
4.0 uM 5.0£2 4343 | -
40 uM 4.6+1 6.6+4 4.0£2

Se muestra la media + DE de los valores de agregacion plaquetaria (Q). Agonista: ADP 10 pM.
n=5 para 0 min, n=3 para 30 min y n=6 para 360 min de incubacién. NS por prueba de Friedman
para 0 y 30 min de incubacion. NS por prueba de Wilcoxon para 360 min de incubacion. pM-
micromolar

7.2.2 Agregacion plaqueria en muestras de trabajadores expuestos a
plomo

Ademas de los experimentos in vitro, se analizé el efecto que la exposicidén cronica
a plomo tiene sobre los niveles de agregacion plaquetaria en trabajadores
expuestos a plomo. Para ello se utilizé la técnica de agregometria por método 6ptico
y ADP 10 uM como agente agonista, y se encontrd que los trabajadores expuestos
presentan valores de agregacion 30% menores que los trabajadores no expuestos
a plomo, diferencia estadisticamente significativa (Figura 8). ElI grupo de
trabajadores expuestos también presentd mayor dispersion en los valores
individuales de agregacion y el 75% de los trabajadores expuestos tuvo menor

agregacion plaquetaria que la totalidad de los trabajadores no expuestos.
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Figura 8. Boxplot de la agregacion plaquetaria en trabajadores expuestos a plomo evaluada por
agregometria. Método d6ptico, ADP 10uM como agonista. n=21 y n=29 para trabajadores expuestos
y no expuestos, respectivamente. *** Diferencia estadisticamente significativa. p < 0.001 obtenida
por prueba de Wilcoxon.

7.3Estatus antioxidante plaquetario

Una vez establecido el efecto de la exposicion a plomo sobre la agregacion
plaguetaria, se explord del estatus antioxidante plaquetario, ya que se ha reportado
que la generacion de estrés oxidativo es uno de los mecanismos mediante los
cuales el plomo dafa a las células. Se eligieron tres marcadores para determinar si
las plaquetas expuestas a plomo se encontraban bajo estrés oxidativo: 1) actividad
de catalasa, una enzima que forma parte del sistema de defensa antioxidante
celular, 2) lipoperoxidacion, un parametro que indica oxidacion por especies
reactivas o radicales libres a nivel de membrana celular y 3) liberacion de
superéxido, una especie reactiva de oxigeno que se involucra en procesos de
oxidacion intra y extracelular y en plaquetas favorece la agregacién. Los
experimentos fueron in vitro con plaquetas incubadas con diferentes

concentraciones de Pb(NO3s)2 0 in vivo con plaquetas obtenidas a partir de muestras
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de sangre de trabajadores cronicamente expuestos a plomo y trabajadores

clinicamente sanos sin antecedentes de exposicion.

7.3.1 Ensayos in vitro

Se abordd en primer lugar la fase in vitro. Para estos experimentos se utilizaron
plaguetas no activadas aisladas de muestras de sangre de trabajadores
clinicamente sanos sin antecedentes de exposicién a plomo, algunas muestras
fueron tomadas en el laboratorio de Bioquimica Médica, del Departamento de
Bioquimica, CINVESTAYV, y otras fueron proporcionadas por el banco de sangre del

Hospital General Ticoman, CDMX.

7.31.1 Actividad de catalasa

Para determinar la actividad de la enzima catalasa, las plaquetas se incubaron bajo
las condiciones descritas en el apartado 6.8, con dos concentraciones de Pb(NO3)2.
Las concentraciones de ensayo fueron definidas con base en su equivalencia a
concentraciones de plomo en sangre correspondientes a: intoxicacion leve, para lo
cual se eligié 0.4 uM (equivalente a 10 pg/dL de plomo en sangre), e intoxicaciéon
grave, para lo que se seleccion6 4 pM (equivalente 80 pg/dL de plomo en sangre).
Concentraciones equivalentes a las seleccionadas fueron encontradas en muestras

de trabajadores expuestos.

Una vez realizadas las determinaciones de actividad enzimatica se encontr6 una
gran variabilidad en los resultados obtenidos para cada condicion, sin una diferencia
estadistica significativa entre la actividad de catalasa de las plaquetas incubadas y

las no incubadas con plomo (Figura 9).
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Figura 9. Boxplot de la actividad de catalasa en plaquetas incubadas con plomo. Plaquetas obtenidas
de donadores no expuestos fueron incubadas con o sin solucion de Pb(NO,), (0.4 o 4 pM) en

amortiguador de Tyrode durante 60 min/ 37°C. Resultados de 13 determinaciones realizadas en “pool”
de plaguetas de 3 donadores por cada repeticion. NS por Prueba de Friedman .

7.3.1.2 Lipoperoxidacion

Como marcador de estrés oxidativo se determind la lipoperoxidacion en plaguetas
incubadas con Pb(NOz3)2. Para tratar de entender el efecto de una exposicion aguda
a plomo, en estos experimentos se usé una condicion adicional: se afiadié 40 uM
de PDb(NOs3)2 al conjunto de concentraciones elegidas para la incubacién de
plaguetas.

No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre la lipoperoxidacion en
plaquetas incubadas sin plomo y plaquetas incubadas a cualquiera de las tres
concentraciones elegidas. En todas las condiciones, se observo una variacion

importante en los valores de lipoperoxidacion (Figura 10).
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Figura 10. Boxplot de la lipoperoxidacion en plaquetas incubadas con plomo. Plaquetas obtenidas de
donadores no expuestos fueron incubadas con o sin solucién de Pb(NO,), (0.4, 4 o 40 uM) en

amortiguador de Tyrode durante 60 min/37°C. Resultados de 10 determinaciones realizadas en "pool”
de plaguetas de 4 donadores por cada repeticion. NS por Prueba de Friedman.

7.3.1.3 Liberacién de superoxido

Otro marcador de estrés oxidativo evaluado in vitro fue la liberacion de superéxido.
Debido a que la liberacién de superoéxido esta relacionada con el tiempo, se realizé
inicialmente una curva representativa de tiempo (n=4) con plaguetas incubadas con
4 puM de PDb(NOs)2, la concentracidn equivalente a intoxicacion aguda en
trabajadores expuestos (Figura 11, A). Con base en los resultados del curso
temporal se eligi6 60 min como el tiempo de incubacion para los siguientes
experimentos en los que se utilizaron plaquetas incubadas con 0.4, 4 y 40 uM
Pb(NO3)a.

Tras el analisis de resultados de 10 experimentos independientes se encontré que
las plaquetas que son incubadas con Pb(NO3)2 liberan mayores cantidades de

superéxido que aquellas que no se exponen al metal. En la figura 11 se observa
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que el 75% de las cantidades de superoéxido liberadas por las plaquetas incubadas
con plomo son mayores que el 50% de los valores encontrados en plaguetas
incubadas sin plomo. El efecto se observa para todas las concentraciones de plomo

utilizadas, desde la equivalente a intoxicacion leve en trabajadores expuestos
(Figura 11, B).
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Figura 11. Boxplot de la liberacién de superéxido por plaquetas incubadas con plomo. A- Curso
temporal; B-Curva concentracion-respuesta; C-Gréafico de diferencias del efecto observado entre
concentraciones. Plaquetas obtenidas de donadores no expuestos fueron incubadas en
amortiguador de Tyrode con: A- 4 uM de Pb(NO,),a 5, 30 y 60 minutos, se presenta la media + DE

de determinaciones realizadas en “pool” de plaquetas de 3 donadores por cada repeticion. *
Diferencia significativa con respecto al control sin Pb(NO,), . P < 0.05 obtenida por prueba de t; B-

0.4, 4 0 40 pM de Pb(NO,), durante 60 minutos. Resultados de 10 determinaciones realizadas en

“pool” de plaquetas de 4 donadores por cada repeticion * Diferencia significativa con respecto al
control sin Pb(NO,),, p< 0.05 obtenida por prueba de Friedman.
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7.3.2 Estatus antioxidante de plaguetas de trabajadores expuestos a

plomo

También se determind el estatus antioxidante de plaquetas obtenidas a partir de
muestras de sangre de trabajadores expuestos y no expuestos a plomo, para
analizar si la respuesta antioxidante varia entre una incubacion (experimentos in

vitro) y una exposicion cronica al metal (experimentos in vivo).

Para los experimentos in vivo se determinaron marcadores adicionales a los
establecidos en la etapa anterior: la concentracion de peréxido de hidrégeno, una
especie reactiva de oxigeno que esta relacionada tanto con otras ROS como con la
actividad de enzimas antioxidantes y la concentracion de NADPH + H* (en adelante,
NADPH), una de las principales moléculas del poder reductor de la célula, y que es

utilizada como cofactor por enzimas antioxidantes.

Debido a que los marcadores de estatus antioxidante seleccionados estan
relacionados con procesos que ocurren tras la activacion plaquetaria, éstos fueron
determinados en plaquetas en reposo y también en plaquetas previamente
activadas. Los resultados para cada marcador y estado plaguetario se detallan a

continuacion:

7.3.21 Actividad de la enzima catalasa

7.3.2.1.1 Actividad de catalasa en plaquetas en reposo

Para las plaquetas en reposo se encontr6 que el 75% de los trabajadores expuestos
a plomo tienen una menor actividad de la enzima catalasa plaquetaria que el 75%
de los trabajadores no expuestos. (Figura 12). Esta diferencia resultd

estadisticamente significativa.
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7.3.2.1.2 Actividad de catalasa en plaquetas activadas

Las determinaciones realizadas en plaquetas estimuladas con ADP 10 pM muestran
que la actividad de la enzima catalasa se incrementa significativamente (p<0.05,
p<0.0001 por Mann-Whitney) en las plaquetas de los trabajadores de ambos grupos
después de que las células son activadas. Al realizar el analisis estadistico entre
actividad de catalasa de plaquetas activadas de ambos grupos, no se encontré una
diferencia significativa entre la actividad de la enzima en plaguetas activadas de

trabajadores expuestos y no expuestos a plomo (Figura 12).
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Figura 12. Boxplot de la actividad de catalasa en plaquetas activadas y en reposo de trabajadores
expuestos y no expuestos a plomo. n=21 para cada grupo de trabajadores en ambas condiciones.
**n<0.01, ***p<0.001 con respecto a plaquetas en reposo; $ p<0.05 comparado con plaquetas en
reposo de trabajadores no expuestos obtenidas por Prueba de Mann-Whitney.
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7.3.2.2  Lipoperoxidacién

7.3.2.2.1 Lipoperoxidacion en plaquetas en reposo

Lo datos obtenidos de plaguetas en reposo muestran que las plaquetas de los
trabajadores expuestos a plomo tienen menores niveles de lipoperoxidacion
(p<0.05) que las plaquetas de los trabajadores no expuestos al metal, un

comportamiento que no ha sido reportado para otros tipos celulares (Figura 13).

7.3.2.2.2 Lipoperoxidacion en plaguetas activadas

En plaquetas activadas con ADP existe un incremento en la lipoperoxidacion que
es estadisticamente significativo (p<0.0001 por prueba de Mann Whitney) cuando
se compara con los niveles de lipoperoxidacion de plaquetas en reposo del mismo
grupo (Figura 13).

Por otra parte, los niveles de lipoperoxidacion que presentan las plaguetas activadas

no fueron diferentes entre los dos grupos de trabajadores (Figura 13).
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Figura 13. Boxplot de la lipoperoxidacion en plaquetas activadas y en reposo de trabajadores
expuestos y no expuestos a plomo. n=21 para cada grupo de trabajadores en ambas condiciones.
***n<0.001 con respecto a plaquetas en reposo; $ p<0.05 comparado con plaquetas en reposo de
trabajadores no expuestos obtenidas por Prueba de Mann-Whitney
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7.3.2.3 Liberacion de anién superoxido

El anidén superdxido es la especie reactiva de oxigeno que participa en la mayor
cantidad de procesos relacionados con la regulacion del sistema de respuesta
antioxidante plaquetario, especialmente frente a estimulos o moléculas que activan
a las plaquetas. Por ello, los niveles de liberacion de anién superoxido fueron

determinados también en plaquetas de trabajadores de ambos grupos.

7.3.2.3.1 Liberaciéon de anion superéxido por plaquetas en reposo

En las plaguetas en reposo no hay diferencia estadisticamente significativa entre la
cantidad de anion superoxido liberado por las plaquetas de ambos grupos de

trabajadores en estudio (Figura 14).

7.3.2.3.2 Liberacion de anion superoxido por plaquetas activadas

No obstante, al realizar la cuantificacién del anién superéxido liberado por plaquetas
activadas se encontré6 que mientras en las plaquetas de los trabajadores no
expuestos se incrementa significativamente, en las plaguetas de los trabajadores
expuestos no se estimula la liberacibn de anién superdxido, y las plaquetas
activadas liberan cantidades similares de anion superéxido que las plaquetas en
reposo(Figura 14). Este resultado podria estar relacionado con los bajos
porcentajes de agregacion plaquetaria en los trabajadores expuestos, pues la
liberacion de anion superéxido es un mecanismo clave para neutralizar a los

inhibidores de la agregacion.
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Figura 14. Boxplot de la liberacion de superoxido por plaquetas activadas y en reposo de
trabajadores expuestos y no expuestos a plomo. n=21 para cada grupo de trabajadores en ambas
condiciones. ***p<0.001 con respecto a plaquetas en reposo; # p<0.001 comparado con plaguetas
activadas de trabaiadores no exouestos obtenidas por Prueba de Mann-Whitnev

7.3.2.4  Concentracién de peréxido de hidréogeno

7.3.2.4.1 Concentracion de peréxido de hidrégeno en plaguetas en reposo

Para el caso de las plaquetas en reposo, las determinaciones muestran que no hay
diferencia significativa entre la concentracion de peréxido de hidrégeno de

plaquetas de trabajadores expuestos y no expuestos (Figura 15).

7.3.2.4.2 Concentracion de peroxido de hidrégeno en plaquetas activadas

Aun cuando en plaguetas en reposo de ambos grupos no existen cambios
significativos en la concentracion de peréxido de hidrégeno, en plaquetas activadas
se encontré que las plaquetas de trabajadores expuestos a plomo tienen mayores
concentraciones de peroxido de hidrégeno que las de trabajadores no expuestos al
metal (Figura 15), un comportamiento contrario al observado para el anion

superéxido. En la figura 15 se muestra la distribucion de la concentracion de
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peréxido de hidrogeno en ambos grupos, y se observa que las plaquetas activadas
de la mitad de los trabajadores expuestos a plomo participantes en el estudio tienen
mayores concentraciones de peroxido de hidrogeno que las plaquetas activadas del

total de trabajadores no expuestos.

Al analizar las diferencias entre plaquetas en reposo y plaquetas activadas, se
encontré que ademas las plaguetas activadas contienen mas peroxido de hidrégeno
que las plaquetas en reposo del mismo grupo (p<0.0001 por prueba de Mann-

Whitney para trabajadores expuestos y no expuestos).
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Figura 15. Boxplot de la concentraciéon de perdxido de hidrogeno (H202) en plaquetas activadas y
en reposo de trabajadores expuestos y no expuestos a plomo. n=21 para cada grupo de trabajadores
en ambas condiciones. ***p<0.001 con respecto a plaquetas en reposo; # p<0.001 comparado con
plaquetas activadas de trabajadores no expuestos obtenidas por Prueba de Mann-Whitney
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7.3.2.5 Concentracion de NADPH

7.3.2.5.1 Concentracion de NADPH en plaquetas en reposo

En plaguetas en reposo no se encontré diferencia estadisticamente significativa

entre la concentracion de NADPH en plaquetas de trabajadores expuestos y no

expuestos (Figura 16).

7.3.2.5.2 Concentracion de NADPH en plaquetas activadas

Por otra parte, se encontr6 que la concentracién de NADPH en las plaquetas de los

trabajadores de ambos grupos es significativamente menor cuando éstas son

activadas con ADP, y las plaquetas de trabajadores expuestos contienen cantidades

significativamente menores de NADPH que las plaquetas activadas de trabajadores

no expuestos (Figura 16), en general, las plaquetas activadas del 50% de los

trabajadores expuestos tienen menores concentraciones de NADPH que las

plaquetas de todos los trabajadores no expuestos (Figura 16).
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Figura 16. Boxplot de la concentracion de NADPH en plaquetas activadas y en reposo de
trabajadores expuestos y no expuestos a plomo. n=21 para cada grupo de trabajadores en ambas
condiciones. *p<0.05, **p<0.001 con respecto a plaquetas en reposo; # p<0.001 comparado con
plaquetas activadas de trabajadores no expuestos obtenidas por Prueba de Mann-Whitney
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7.4Eriptosis en muestras incubadas con plasma de trabajadores intoxicados

Se exploré la posibilidad de que un factor secretado por plaquetas participe
estimulando la muerte celular de eritrocitos que previamente ha sido reportada en
trabajadores expuestos a plomo [17]. Este factor o molécula podria provenir de las
plaguetas, y al ser secreta por ellas, encontrarse en el plasma de los trabajadores
expuestos a plomo. Para investigar esta posibilidad, se disefi6 una estrategia
metodoldgica que incluye incubaciones de eritrocitos de voluntarios clinicamente

sanos con plasma de trabajadores expuestos.

Tras incubar a los eritrocitos con plasma de trabajadores expuestos y no expuestos
y determinar la externalizacion de fosfatidilserina como marcador de células en
eriptosis se encontrdé que los eritrocitos que fueron incubados en plasma de los
trabajadores expuestos a plomo tienen un porcentaje significativamente mayor de
eriptosis que los incubados en plasma de trabajadores no expuestos (Figura 17), lo
que propone la presencia de una molécula o moléculas en el plasma de trabajadores

expuestos a plomo que favorece la eriptosis.

Buscando definir si la PGE2 pudiera ser la molécula responsable del efecto aqui
observado que tiene el plasma de trabajadores intoxicados sobre la muerte celular
programada eritrocitaria, se realizaron experimentos in vivo e in vitro, cuyos

resultados se describen a continuacion.
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Figura 17. Boxplot de la externalizacion de fosfatidilserina (FS) en eritrocitos de donadores no
expuestos incubados con plasma de trabajadores expuestos a plomo. Eritrocitos de donadores
clinicamente sanos fueron incubados durante 24 h con plasma de trabajadores no expuestos, o
plasma de trabajadores expuestos a plomo. n=21 y n=16 para muestras incubadas con plasma de
trabajadores expuestos y no expuestos, respectivamente. *Diferencia estadisticamente significativa,
p < 0.05 por Mann-Whitney.

7.5Concentracion de PGE:z en plasma de trabajadores intoxicados

En un experimento in vivo, se determind la concentracion de PGE:z en el plasma de
los trabajadores expuestos a plomo y se encontré como resultado que a pesar de la
gran dispersion en los datos, el plasma de los trabajadores expuestos a plomo tiene
una mayor concentracion de PGE2 que el plasma de los trabajadores no expuestos,
y en el grafico es posible observar que mas del 50% de los trabajadores expuestos
tiene mas PGE:2 en plasma que la totalidad de los trabajadores no expuestos (Figura
18).
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Figura 18. Boxplot de la concentracion de prostaglandina E> (PGEz) en plasma de trabajadores
intoxicados. n=25 para cada grupo de trabajadores. ** Diferencia estadisticamente significativa
p<0.01 obtenida por prueba de Mann Whitney.

7.6 Eriptosis en eritrocitos de donadores clinicamente sanos incubados con
plaquetas en presencia de plomo.

En el sentido de identificar el origen de la molécula responsable del efecto del

plasma de trabajadores sobre la eriptosis, se realizaron experimentos in vitro, en los

que se incubaron eritrocitos de donadores clinicamente sanos con plaquetas en

presencia de plomo, para analizar si la presencia de plaquetas en condiciones de

exposicidén a plomo favorece la eriptosis.

Se utilizaron en las incubaciones las tres concentraciones de plomo que fueron
usadas en experimentos previos: 0.4 uM que corresponde a una concentracién de
plomo en sangre de una persona con intoxicacion leve, 4 UM que es equivalente a
una concentracion de plomo en sangre de una persona con intoxicacion severa, que
ha sido encontrada en trabajadores que participan en el estudio, y 40 uM, una
concentracion alta para observar si se presenta un mayor efecto sobre las
plaguetas, ademas, el uso de esta Ultima concentracion permite conservar

progresion geométrica en las concentraciones experimentales (razon=10).
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Bajo estas condiciones experimentales se encontré que solamente los eritrocitos
incubados con plaqguetas y la concentracion mas alta de plomo utilizada (40uM)
tuvieron un incremento significativo en el porcentaje de eriptosis (Figura 19), por lo
que se decidi6é utilizar esa concentracion de plomo para los experimentos

posteriores.
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Figura 19. Externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos incubados con plomo en presencia de
plaguetas. Eritrocitos de donadores clinicamente sanos fueron incubados con Pb(NOz)2 (0.4, 4 y 40
uM) en presencia o ausencia de plaquetas (PRP), durante 2 h a 37 °C y posteriormente 24 h a 4 °C.
Se presenta la media £+ EE. n=6 para eritrocitos control y eritrocitos incubados con 40 yM de
Pb(NOs)2; n=7 para eritrocitos incubados con 0.4 yM de Pb(NOs)2; n=8 para eritrocitos incubados con
plaquetas y 0.4 uM de Pb(NOs)2, para eritrocitos incubados con 4 uM de Pb(NO3)2 y para eritrocitos
incubados con plaquetas y 40 uM de Pb(NOs3)2; n=9 para eritrocitos incubados sélo con plaquetas y
para eritrocitos incubados con plaquetas y 4 uM de Pb(NQOz)2 *Diferencia significativa con respecto
a incubacion sin plaquetas, p<0.05. # Diferencia significativa con respecto a todas las condiciones
evaluadas, p<0.05 obtenidas por prueba de Kruskal-Wallis.

7.7Eriptosis en eritrocitos incubados con sobrenadantes de plaquetas

Para corroborar que las plaquetas son capaces de liberar una molécula que estimula
la eriptosis observada en el resultado mostrado en el inciso anterior, se elabor6 un
disefio experimental utilizando sobrenadantes de plaquetas en reposo y también de
plaquetas activadas con ADP, esto ultimo con la finalidad de observar si se trata de
una molécula que es preferentemente liberada tras la activacion plaquetaria. Los
experimentos y resultados descritos en este apartado fueron obtenidos en un

sistema libre de plomo.
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Inicialmente se determin6 un tiempo de 3 h de incubacion para los eritrocitos con
base en un curso temporal realizado para este fin (Figura 20). El tiempo de
incubacion mas largo ensayado fue de 3 h para mantener la viabilidad de las células.
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Figura 20. Externalizacién de fosfatidilserina en eritrocitos incubados con sobrenadantes de
plaquetas. Eritrocitos de donadores clinicamente sanos fueron incubados con sobrenadantes de
plaquetas, a diferentes tiempos, a 37 °C. Se presentan la media +EE. n=3 * Diferencia significativa
vs plaguetas en reposo p< 0.05 obtenida por prueba de Friedman.

Los experimentos realizados muestran que los eritrocitos incubados con
sobrenadantes de plaguetas activadas tienen un mayor porcentaje de
externalizacién de fosfatidilserina que los incubados en sobrenadantes de plaquetas
en reposo (Figura 21), lo que indica que moléculas liberadas por la activacion

plaguetaria estarian implicadas en el proceso de eriptosis.

Para definir si el efecto observado sobre la eriptosis se relaciona con la presencia
de PGE: en los sobrenadantes plaquetarios, se realizaron experimentos utilizando
acido acetilsalicilico, un inhibidor de la enzima ciclooxigenasa (COX) , a una
concentracion (1mM) capaz de inhibir por completo la agregacion plaquetaria in vitro
y que se ha propuesto como efectiva para evitar de manera irreversible la formacion
de los productos de la COX [35, 84, 85]. La enzima COX es una enzima clave en la
via de sintesis de la PGE2, por lo que su inhibicidbn en plaquetas resulta en la

incapacidad de éstas de producir y liberar PGE2 aun después de ser activadas, se
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encontré que las plaguetas tratadas con acido acetilsalicilico no son capaces de
estimular la eriptosis en eritrocitos de individuos clinicamente sanos (Figura 21), lo

qgue sugiere que la PGE2 proveniente de las plaquetas participa en el proceso de

eriptosis.
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Figura 21. Externalizacién de fosfatidilserina en eritrocitos incubados con sobrenadantes de
plaqguetas preincubadas con AAS. Plaguetas de donadores clinicamente sanos se incubaron con
acido acetilsalicilico (AAS, 1 mM, 30 min/37°C), y se recuperd el sobrenadante después de retirar el
AAS y activar (ADP 10 pM) o no las plaguetas segun se indica. Eritrocitos de donadores clinicamente
sanos fueron incubados en los sobrenadantes recuperados durante 3 h /37 °C. Se presenta la media
+ EE. n=4 para eritrocitos control; n=5 para eritrocitos incubados con sobrenadantes de plaquetas
preincubadas con AAS y n=9 para eritrocitos incubados con sobrenadantes de plaquetas en reposo
y activadas. **Diferencia significativa con respecto al efecto de sobrenadantes de plaquetas en
reposo y sobrenadantes de plaquetas preincubadas con AAS. p <0.01 obtenida por prueba de
Kruskal-Wallis

A continuacién se procedié a analizar el nivel de eriptosis cuando las plaguetas

involucradas en el proceso fueron expuestas a plomo.

7.8Eriptosis en eritrocitos incubados con sobrenadantes de plaquetas

expuestas a plomo

El disefio experimental utilizado en esta seccidn se describe a detalle en el apartado
6.14. Los resultados muestran que cuando los experimentos se realizaron utilizando
plaguetas que fueron incubadas con plomo antes de la activacion con ADP 10uM el
efecto de los sobrenadantes sobre el porcentaje de eriptosis es mayor (Figura 22),

con independencia de si las plaquetas estaban en reposo o activadas. La diferencia
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en estos niveles de eriptosis comparados con los estimulados por plaquetas que no
tuvieron contacto con plomo fue estadisticamente significativa, y sugiere que el
plomo al que las plaquetas estuvieron expuestas genera alteraciones en el sistema
intraplaquetario relacionadas con algun mecanismo que facilita que cuando los
sobrenadantes de estas plaquetas tienen contacto con eritrocitos de donadores

clinicamente sanos estimulen en mayor medida el proceso de eriptosis.

Para explorar si de manera similar a lo que ocurre en el sistema libre de plomo la
via de produccion de PGE: (via del metabolismo del acido araquidonico) participa
en el efecto mediado por los sobrenadantes de plaquetas incubadas con plomo, se
incubaron las plaguetas durante 30 min con &cido acetilsalicilico antes de
exponerlas a plomo, en buscar de inhibir la actividad de la enzima ciclooxigenasa,

y con ello la produccién, entre otras moléculas, de la PGE:.

Tras el analisis de los resultados se encontrd que los sobrenadantes de plaguetas
en las que se inhibe la via de produccion de PGE: antes de exponerlas a plomo
producen porcentajes significativamente menores de eriptosis que los sobrenantes
de plaguetas que mantienen integra esta via y se incuban con plomo(Figura 22).
Este efecto es mas evidente en las plaguetas activadas con ADP, que son las
células en las que se espera esta via tenga una mayor actividad. Aungue inhibir la
via de produccion de PGE:z en las plaguetas no evita por completo el efecto de sus
sobrenadantes sobre la eriptosis, los resultados descritos en este apartado
soportarian la hipétesis de que la eriptosis desencadenada por intoxicacién por
plomo esta al menos parcialmente influenciada por interacciones entre eritrocitos y

plaguetas, probablemente mediadas por la liberacion de PGE-.
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Figura 22. Externalizacion de fosfatidilserina en eritrocitos incubados con sobrenadantes de plaquetas
preincubadas con plomo y/o acido acetilsalicilico. Plaquetas de donadores clinicamente sanos se
incubaron con acido acetilsalicilico (1mM/30 min/ 37 °C) y/o con plomo (40 uM, 2h/37°C) y se recupero
el sobrenadante después de activar (ADP 10 uM) o no las plaquetas. Eritrocitos de donadores
clinicamente sanos fueron incubados en los sobrenadantes recuperados durante 3 h /37 °C. Se
presenta la media + EE. n=9 para eritrocitos incubados sélo con 40 pM de plomo; n= 11 para eritrocitos
incubados s6lo con ac. Acetilsalicilico y n=13 para el resto de las condicones presentadas. ** Diferencia
significativa con respecto a las condiciones sin plomo (p< 0.01) obtenida por prueba de Friedman.
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8. DISCUSION

Las plaquetas son células sanguineas multifuncionales. La funcion mas estudiada
es su participacion en la hemostasia; otras funciones estan relacionadas con su
capacidad inmune-inflamatoria mediante la liberacién de factores de crecimiento,
interleucinas y prostaglandinas, y la activacion de integrinas y glicoproteinas
membranales. Las plaquetas tienen interaccion y modulan la actividad de células
del sistema inmune, endoteliales y tumorales [53, 55, 86-93], por lo que se
consideran importantes en condiciones que involucran la generacion de estados
pro-inflamatorios cronicos en pacientes [94-101]. La intoxicacién por plomo es una
condicion con fisiopatologia prooxidativa y proinflamatoria que ha sido estudiada en
eritrocitos [17, 65, 66, 102] y en leucocitos [103-106], también se han realizado
algunos analisis sobre variaciones en parametros denominados indices
plaguetarios [107-111], pero no estudios a nivel intraplaquetario ni de interacciones
entre células sanguineas. En este proyecto se estudi6 el estado del sistema
antioxidante plaguetario en respuesta a exposicion a plomo y como podria impactar
en procesos fisiopatoldgicos de otros tipos de células, especificamente en la muerte
celular programada eritrocitaria, un fendmeno previamente caracterizado en

pacientes intoxicados por plomo [17].

El conteo plaquetario de trabajadores expuestos a plomo se encontré en el rango
considerado normal para adultos sin enfermedades relacionadas con plaquetas [82]
y no tuvo correlacién con la concentracién de plomo en sangre de los trabajadores;
un resultado similar al reportado por Kianoush 2013, Dobradowsky 2016 y Chwalva
en 2018 [108-110], quienes no encontraron correlacién entre el nivel de plomo en
sangre y los conteos plaquetarios en trabajadores expuestos a plomo (r=0.05,
p=0.29 en nuestro estudio). Ya que el numero de plaguetas no refleja la funcion
plaquetaria, que los trabajadores expuestos a plomo tengan conteos plaquetarios
dentro de los rangos de referencia no descarta la posibilidad de funciones anémalas

en las plaquetas.
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Una de las pruebas mas utilizadas para analizar la funcion de las plaquetas es la
determinacion de la agregacién plaquetaria. En este trabajo realizamos
aproximaciones in vitro incubando plasma rico en plaquetas (PRP) con diferentes
concentraciones de plomo a diferentes tiempos, y analizamos la agregacion
plaguetaria por agregometria Optica y por impedancia. Ninguna de las condiciones
experimentales tuvo efectos significativos sobre la agregacion plaquetaria. Trabajos
analogos en los que se incubaron plaguetas con plomo son el presentado por
Nesaratnam et al., en una carta al editor de la revista Thrombosis and Haemostasis
en 1992 [112], en la que se presentan experimentos incubando plaguetas humanas
lavadas (a diferencia del presente trabajo en el que se utilizé PRP) con plomo a
concentraciones entre 1-5 uM sin encontrar efecto sobre la agregacién plaquetaria;
por otro lado, Lépez et al.[113]; reportaron un 50% de inhibicién de la agregacion
plaguetaria utilizando PRP humano al que se afiadieron concentraciones de plomo
en el rango 15-17.5 mM, un orden de magnitud por arriba de las utilizadas en este

trabajo.

Por otra parte, en las plaguetas obtenidas de trabajadores expuestos y estimuladas
con ADP 10 pM (experimentos in vivo) se encontré que agregan un 30% menos que
las plaguetas de trabajadores no expuestos a plomo, y una correlacién negativa
entre la concentracién de plomo en sangre de los trabajadores y el porcentaje de
agregacion plaquetaria (r°=0.44, p<0.001), que podria, sin embargo, estar influida
por la heterogeneidad entre los grupos de trabajadores. Resultados similares fueron
reportados por Sharp et al., [114] que encontré una débil, aunque significativa
correlacion entre el plomo en sangre de pacientes masculinos y una menor
agregacion plaguetaria (r?=0.012) en respuesta a ADP. Aunque en este trabajo en
los resultados de los experimentos con plomo in vitro no se encontraron
afectaciones a la agregacion plaquetaria, si observamos una menor agregacion en
las plaquetas de trabajadores expuestos que tienen altas concentraciones de plomo
en sangre (exposicién cronica), lo que pone en evidencia que aunque las
aproximaciones in vitro son utiles para entender una variedad de fenOmenos y en

ocasiones aportan ventajas experimentales, no son siempre el mejor reflejo del
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comportamiento de la agregacion plaquetaria en el organismo, especialmente
cuando se involucran efectos a largo plazo o crénicos, que podrian relacionarse con
el desarrollo de procesos adaptativos como se mostré en un reporte con plaquetas
en condiciones de exposicion a vanadio, en el que los autores observaron mas del
50% de inhibicion de la agregacion plaquetaria en experimentos in vitro con
incubaciones de hasta 30 minutos; sin embargo, aunque la inhibicion de la
agregacion se observo en ratas expuestas durante 4 semanas, el efecto se pierde
a largo plazo (8 semanas de exposicion), lo que podria implicar un proceso

adaptativo que no puede ocurrir en el modelo in vitro [115].

Los trabajadores expuestos tienen menor agregacion plaquetaria pero no presentan
manifestaciones clinicas relacionadas con problemas hemostaticos que se
esperaria encontrar en pacientes con bajos porcentajes de agregacion; lo que
podria relacionarse con el desarrollo de mecanismos compensatorios para

mantener la hemostasia en el organismo de los trabajadores expuestos.

Ya que la funcién plaquetaria esta fuertemente relacionada con la regulacion
(plaquetas en reposo) y la produccién de ROS (en plaguetas activadas), analizamos
el estatus antioxidante de las plaquetas de los trabajadores para saber si cambios
en el sistema oxidante/antioxidante participan en el efecto de la exposicion a plomo
sobre la funcién plaguetaria, como ha sido observado en leucocitos, hepatocitos,

eritrocitos y espermatozoides [11, 16, 59, 61, 64, 67].

Los experimentos in vitro incubando plaquetas de donadores clinicamente sanos
con plomo muestran que a una hora de incubacion, aun en reposo, las plaquetas
liberan mas superéoxido al medio (5.69, 5.69 y 5.8 nmol/mg de prot para plaquetas
incubadas con 0.4, 4 y 40 pM de Pb(NO3s)2, respectivamente), incluso a niveles
mayores a los reportados por Wachowicz y Olas, (2003) (3 y 2.5 nmol/mg de prot,
respectivamente) para plaquetas activadas con trombina [79]. Por otra parte, las
plaguetas no manifiestan cambios en la lipoperoxidacion ni en la actividad de la
catalasa después de ser incubadas con plomo, a diferencia de lo reportado en
osteoblastos, eritrocitos, células beta pancreaticas y linfocitos, que al ser incubados

con plomo incrementan sus niveles de lipoperoxidacién [64, 67, 116-118]; las
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diferencias entre los resultados de este trabajo y los anteriormente mencionados
sugeririan que la mayor produccion de superoxido por las plaquetas no se relaciona
directamente con la generacion de estrés oxidativo y podria ser el reflejo de la
respuesta celular especifica, ademas, el tiempo de incubacién utilizado también es
un factor a considerar, ya que en las otras células (osteoblastos, eritrocitos, células
beta pancreéticas y linfocitos) se reportaron dafios al sistema antioxidante utilizando
incubaciones con plomo durante 24, 48 y hasta 120 h [67, 116-118], tiempos que no

es posible ensayar en plaquetas por el compromiso con la viabilidad celular.

Respecto al estatus antioxidante de plaquetas de trabajadores crénicamente
expuestos (experimentos in vivo), se observan caracteristicas particulares con
diferencias entre las plaguetas en reposo y las plaquetas activadas con ADP. En las
plaguetas en reposo encontramos bajos niveles de lipoperoxidacion y baja actividad
de catalasa en comparacion con plaguetas de trabajadores no expuestos. Los
niveles de lipoperoxidacién encontrados podrian deberse al reflejo de altas tasas de
recambio plaquetario que no se midid en este estudio y que podria determinarse
mediante el conteo de plaguetas reticuladas, lo que respaldaria la propuesta de una
respuesta adaptativa para mantener la estabilidad membranal plaquetaria y evitar
la activacion que podria ser estimulada por el ambiente pro-oxidativo provocado por
la exposicién a plomo en la circulacién sanguinea, como ocurre en pacientes con
diabetes y enfermedades cardiovasculares [119-127]. Por otra parte, bajos niveles
de actividad de catalasa en células sanguineas han sido asociados con altos niveles
de homocisteina en plasma [128, 129], una condicion que se manifiesta en personas
con niveles elevados de plomo en sangre [130]; los niveles de expresion de la
enzima catalasa (no explorados en este proyecto) podrian también estar implicados,
de forma anéloga a lo observado en plaquetas en reposo de pacientes con diabetes
[131], una condicion patoldgica que al igual que la intoxicacion por plomo, promueve

un ambiente de tipo pro-oxidativo y pro-inflamatorio.

Tanto la lipoperoxidacion como la actividad de catalasa se incrementaron al activar
a las plaquetas con ADP, posiblemente como respuesta a la producion de ROS al

interior de las plaquetas [47, 132]. Ademas, se detectd que las plaquetas activadas
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de trabajadores expuestos no incrementan la liberacion de anion superoxido, tienen
una mayor concentracion de peréxido de hidrégeno y una menor concentracion de
NADPH que plaquetas de trabajadores no expuestos. La activacion plaquetaria
estimula la produccion de ROS mayoritariamente a través del complejo enzimatico
NOX como un mecanismo para favorecer la agregacion plaquetaria y la formacion
del trombo [133], por lo que en condiciones no patoldgicas la liberacién de anién
superoxido se incrementa al activarse la plaqueta; lo que ocurrid solo en las
plaguetas de trabajadores no expuestos, mientras que las plaquetas de
trabajadores expuestos no incrementaron la liberacion de este radical libre,
probablemente por la menor disponibilidad de NADPH como sustrato de NOX, lo
que podria actuar como mecanismo compensatorio o deberse a una menor
restitucion de la molécula por un efecto toxico de la exposicion a plomo sobre el
metabolismo de carbohidratos [134]; aunque la disponibilidad de superdxido
también se relaciona con la actividad de la SOD, que utiliza este radical como

sustrato.

En las plaquetas se expresan dos isoformas de la SOD que convierten anion
superoxido a peréxido de hidrogeno y se ha demostrado que solo la isoforma
citosolica (SOD1) es indispensable para regular la actividad plaquetaria relacionada
con las ROS, mientras que la SOD2 tiene un papel local dentro de la mitocondria
[135, 136]. En condiciones fisioldgicas la actividad de la SOD1 participa en la
formacién y resolucién del trombo [132] pero una sobreactivacion de vias de
sefalizacion intracelular que se saben sobrereguladas por plomo en células de
trabajadores expuestos [137, 138] podria incrementar la actividad de esta enzima
en las plaquetas, como ocurre en eritrocitos de trabajadores expuestos [9, 139], lo
que explicaria que las plaguetas activadas de los trabajadores tengan una mayor
concentracion de peroxido de hidrogeno, desencadenando una mayor actividad de

catalasa.

Por otra parte, ya que la liberacion de superdxido es un mecanismo que favorece la
agregacion plaquetaria [140-142], su disminucién estaria relacionada con los bajos

porcentajes de agregacion encontrados en los trabajadores expuestos.
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Ademas de las ROS, otras moléculas participan en la regulacion e inhibicién de la
agregacion plaquetaria; entre ellas la PGE2[143-147]. En este trabajo encontramos
que los trabajadores expuestos a plomo tienen concentraciones significativamente
elevadas de PGE: en plasma, a niveles que se ha reportado podrian regular
negativamente la agregacion por dos mecanismos principales: desencadenando
sefializacion intracelular a través del receptor EP4 para incrementar la
concentracion de cAMP, inhibidor de la agregacién, dentro de las plaquetas [143,
148, 149]; y a través de la inhibicion de la actividad de NOX, disminuyendo la

produccion de superéxido, como se ha visto en neutréfilos activados [150].

Adicionalmente la PGE:2 puede alterar procesos de otras células circulantes, como
los eritrocitos, en los que se ha documentado la participacién de la PGE2 como

desencadenante de eriptosis [20, 151].

Anteriormente se planted en este trabajo la probabilidad de una molécula liberada
por plaquetas de trabajadores expuestos participando en el incremento de la
eriptosis que se ha encontrado en trabajadores expuestos a plomo y que podria ser
la PGE2 [17]. Nuestros resultados muestran que el plasma de los trabajadores
expuestos que tiene altas concentraciones de PGE: estimula la eriptosis en
eritrocitos de donadores clinicamente sanos. El mismo fenémeno podria tener lugar
en el organismo de los trabajadores expuestos, en los que la PGE:z, de probable
origen mayormente plaquetario, mediaria el incremento en la eriptosis. Sin
embargo, no existen, en nuestro conocimiento, reportes que establezcan la relacién

entre la eriptosis y las plaguetas en pacientes ni en aproximaciones in vitro.

En ese sentido, en experimentos in vitro para explorar la participacion plaguetaria
en el proceso de eriptosis, encontramos que las plaquetas de donadores
clinicamente sanos que fueron incubadas con una alta concentracion de plomo
antes de ser activadas, liberan una molécula o moléculas que incrementan la
eriptosis en eritrocitos de donadores clinicamente sanos. Los resultados de estos
experimentos también sugirieron la participacion de la enzima ciclooxigenasa
plaquetaria, que participa en la via del metabolismo del acido araquiddnico, lo que

sustenta el planteamiento de que en condiciones de intoxicacion por plomo, la
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eriptosis esta influenciada por las plaguetas, al menos parcialmente, a través de la
liberacion de moléculas como el tromboxano Az, la PGDz2, la PGF2, la PGl o la
PGE2, siendo esta Ultima la Unica con reportes de participacion en el proceso
eriptético y que se encontré6 en concentraciones elevadas en el plasma de

trabajadores expuestos.

Los sobrenadantes de plaquetas activadas no incubadas con plomo también
estimularon la eriptosis (aunque en menor proporcion que las plaquetas incubadas
con plomo), a través de una molécula producida por la via del metabolismo del acido
araquiddnico, probablemente la PGE2. Ya que las plaquetas activadas son las
células que generan PGE2 en mayor cantidad, estos resultados apoyarian que la
hipétesis planteada por Lang (2005) [20] acerca de la participacion de la PGE:2
plaquetaria en la eriptosis ocurre fisioldgicamente en individuos clinicamente sanos,
en los que la produccién y liberacion de PGE: por parte de las plaquetas activadas
podria constituir un mecanismo colaborativo para la eliminacién no patolégica de
remantes de coagulos en los que se incluyen tanto eritrocitos como leucocitos y

plaguetas.

Los resultados obtenidos con plaquetas incubadas con plomo se observaron
especialmente con plaquetas activadas. Una elevada produccion de PGE:2 que
permita alcanzar los niveles observados en el plasma de los trabajadores expuestos
requeriria, para el caso de las plaquetas, de un incremento en la degranulacion, que
podria estar favorecido por el contexto pro-oxidativo y pro-inflamatorio en la sangre
de los trabajadores, caracterizado por baja actividad de &-ALAD y enzimas
antioxidantes, bajos niveles de grupos tiol, niveles incrementados de
lipoperoxidacion, niveles elevados de proteina C reactiva e interleucinas (IL-1pB, IL-
6, IL-8, IL-10, TNF-a) conteos elevados de glébulos blancos y bajos niveles de
anticuerpos (IgG and IgM) y moléculas del complemento (C3 and C4) [102, 105,
139, 152-159]. En pacientes con otras patologias se ha demostrado que ambientes
pro-oxidativos y pro-inflamatorios estimulan incrementos en la activacion, la
degranulacion y la agregacion plaquetarias [119, 120, 122-124, 126, 127] que

favorecen la generacion de problemas trombéticos que no se manifiestan en los
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trabajadores expuestos a plomo. Podria entonces proponerse que los trabajadores
expuestos manifiestan las condiciones para estimular una mayor activacion y
degranulacion plaquetaria (haciendo posible asi una mayor produccion y liberacién
de PGE-2), que no resultan en problemas tromboticos gracias al desarrollo de un
mecanismo adaptativo para disminuir la agregacion en el que se involucran las
alteraciones en la respuesta redox intracelular, una probable interaccion directa del
plomo con las integrinas de la membrana plaquetaria [160, 161]; la actividad
antiagregante de la MMP-9, que se ha encontrado correlaciona positivamente con
la concentracidn de plomo en sangre de individuos expuestos [162, 163], y la accidn
antiagregante, por los mecanismos antes mencionados, de las altas
concentraciones de PGE2. Ese mecanismo adaptativo resultaria, por una parte,
funcional para evitar eventos tromboticos en los trabajadores, pero el incremento en
la disponibilidad de PGE:z implicado, generaria por otra parte, un ambiente pro-

eriptético en estos pacientes.

Es necesario considerar que ademas de la PGEz, las plaquetas al activarse liberan
otras moléculas entre las que se encuentra el factor activador plaquetario (PAF),
una molécula proinflamatoria que también puede participar en el incremento de la
eriptosis al estimular la produccion de ceramidas por una esfingomielinasa [164] y
la actividad de la escramblasa de fosfatidilserina. Aunque los eritrocitos producen
PAF al iniciar el proceso eriptotico, también expresan un receptor para PAF a nivel
de membrana, que al ser activado produce el mismo efecto sobre la célula. Asi
mismo, la via de produccion de PGE: (que estd en concentraciones elevadas en
plasma de trabajadores expuestos a plomo) se encuentra altamente relacionada
con la via de produccion de PAF, especialmente en células de tipo inflamatorio
[165], por lo que la produccion de PGE:z podria implicar también una mayor
produccion de PAF en los trabajadores expuestos; de hecho, en el afio 2019 se
reporté que los eritrocitos de trabajadores expuestos a plomo participantes en este
proyecto mantienen la via de produccion de ceramidas (que puede activarse por
PAF) altamente activa como un mecanismo para favorecer la eriptosis [102], por lo
que se puede proponer que ambas moléculas la PGE2, y el PAF mediarian, en
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diferente porcentaje, la interaccion entre la plaqueta y el eritrocito, que resulte en la

estimulacion de la eriptosis en los trabajadores expuestos a plomo.
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9. CONCLUSIONES

-Los trabajadores cronicamente expuestos a plomo participantes en el proyecto
cumplen con los criterios para ser considerados pacientes con intoxicacion por
plomo y presentan menor porcentaje de agregacion plaquetaria inducida con ADP

como agente agonista, en PRP ajustado.

- Las plaquetas responden de manera distinta a los estimulos de agregacién cuando
estan bajo exposicion cronica (plaquetas de trabajadores expuestos) que cuando

se les incuba con plomo in vitro.

-En incubaciones in vitro, el plomo incrementa la liberacidén de anion superoxido por
plaguetas tratadas desde concentraciones equivalentes a intoxicacién leve en

trabajadores.

-Las plaquetas en reposo de los trabajadores expuestos presentan un eficiente
sistema de defensa antioxidante, con bajos niveles de lipoperoxidacion y ROS en
equilibrio.

-Las plaquetas de trabajadores intoxicados por plomo activadas con ADP presentan
alteraciones en la respuesta del sistema oxidante/antioxidante, con incrementos en
la lipoperoxidacion y una deficiente produccion y liberaciéon de superdxido, lo que se

relacionaria con la menor agregacion plaquetaria observada en los trabajadores.

-Una molécula(s) contenida en el plasma de trabajadores intoxicados produce un

incremento en la apoptosis de eritrocitos de voluntarios clinicamente sanos.

-Los trabajadores intoxicados por plomo tienen concentraciones elevadas de PGE:z
en plasma, a niveles que podrian inhibir la agregacion plaquetaria, ademas de

favorecer la eriptosis.

- Los sobrenadantes de plaquetas activadas favorecen la eriptosis, efecto que se

revierte al inhibir la actividad de la enzima ciclooxigenasa.

-Los sobrenadantes de plaguetas incubadas con plomo contienen una molécula(s)

que inducen la eriptosis.
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-La via del metabolismo del acido araquidonico por la enzima ciclooxigenasa en
plaquetas participa en la estimulacion de la eriptosis en condiciones de intoxicacion

por plomo.
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10. PERSPECTIVAS

-Analizar el comportamiento del sistema antioxidante plaquetario en respuesta a

otros agentes agonistas: colagena, epinefrina, etc.

-Estudiar la actividad del componente enzimatico del sistema antioxidante
plaguetario (superdxido dismutasa, peroxirredoxinas, tiorredoxinas, etc) en

trabajadores expuestos a plomo en plaquetas en reposo y plaquetas activadas.
-Analizar la degranulacion plaquetaria en trabajadores expuestos a plomo.
-Analizar los niveles de activacion plaquetaria en trabajadores expuestos a plomo.

-Determinar las concentraciones de PAF en plasma de los trabajadores expuestos

a plomo.

-Estudiar el papel de PAF de origen plaquetario sobre la eriptosis en trabajadores

expuestos a plomo.
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