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I.- Introduccién

la.- Antecedentes histéncos

El plomo (Pb) es un elemento que se encuentra naturalmente en la corteza
terrestre, de donde ha sido extraido por el hombre desde épocas muy remotas con el fin
de aprovechar sus propiedades fisicas y quimicas en la industria.
Se tienen registros que indican que el Pb era utilizado por los egipcios, los hebrec;s y los
fenicios alrededor del 2,000 a.C. En Egipto se encontraron pergaminos en donde se
documentaron las primeras observaciones de Ia toxicidad del Pb. De acuerdo con estos
pergaminos, los compuestos del Pb se ocupaban con fines homicidas. Hipocrates, en el
370 a.C., fue muy probablemente, el pnmero en descnbir un célico ocasionados por Pb,
sin embargo no pudo reconocer la etiologia. En el primer siglo a.C., Dioscondes se dio
cuenta de la relacién entre la exposicion a Pb y las manifestaciones clinicas descrtas
hasta esos tiempos. Los romanos producian un promedio de 4,000 toneladas de Pb al
ano y lo utilizaban en la ceramica de vidno y en forma metalica para utensilios de cocina.
También lo utilizaban para hacer recipientes en donde hervian y condensaban el jugo de
uva, con el fin de preservar y endulzar el vino. En esta civilizacién, la intoxicacién por Pb
provoco mortinatos, efectos teratogénicos y casos de dafio cerebral en recién nacido. Asi
mismo, en las familias de los patnarcas, quienes hacian uso de vanos utensilios con Pb y
contaban con tuberias de Pb las exposiciones al metal ocasionaron problemas de
fertilidad, lo cual entre otros factores, contribuy6 a la decadencia del Imperio Romano
(Hemberg, 2000).

En el siglo 16 d.C., Paracelso retom6 el tema de la toxicidad del Pb mediante un estudio
que lleva por nombre “Las enfermedades de ios minerales”; después, a principios del siglo
18 d.C., Ramazzini describi6 lo que habia observado en artesanos que se dedicaban a la
ceramica con Pb, él relacionaba la paralisis, letargia y pérdida de dientes con la toxicidad
del Pb. La pnmera descnpcion clinica modema de fa toxicidad del Pb fue hecha por
Tanquerel des Planches titulada “ Traité des maladies de plomb ou saturnines’, 1a cual fue
publicada en 1839 y se basé en el estudio de 1,200 casos, descnbiéndose aspectos
clinicos sobre efectos abdominales, neuroldégicos y artriticos relacionados con la

exposiciéon a Pb (Hemberg, 2000).



Ib.- Caracteristicas del plomo

El plomo (Pb) es un elemento metatico, clasificado en la tabla periddica segun la
IUPAC en la familia 4A; su masa atomica es de 207.19. Los elementos del grupo 4A
tienen valencia +2 y +4. Por lo que, en el caso del Plomo, el estado de oxidacion +2 es el
mas estable (Chang, 1999). Los compuestos con Pb (+2) son generalmente i6nicos
(Pb?*S0,%), por otro lado, los compuestos con Pb (+4) tienen enlaces covalentes
(tetraetilo de plomo, Pb(C,Hs)s) (Stanley, 2003).

Ic.- Aplicaciones y fuentes de exposicion ocupacional a plomo

E! Pb se utiliza en una gran vanedad de industrias, pero cada uno de los
compuestos del metal tiene aplicaciones especificas. Por ejemplo, el acetato de Pb se
utiliza en tinciones y estampado de algodén, en bamices, en la manufactura de pesticidas,
pinturas, tintes para cabello y como astrningente; el nitrato de Pb es usado en la
produccion de fésforos y explosivos, como mordente en las tinciones, en procesos de
grabado, sensibilizador fotografico, raticida y para recuperar metales preciosos en
soluciones de cianuro; en cuanto al é6xido de Pb, éste se emplea para producir emplastos
y unglentos, en la manufactura de cnstales incoloros, en acumuladores, pinturas
protectoras para hierro o acero, bamices, colorante de gomas, fasforos, pigmentos, tintes

de imprenta y pinturas (Johnson, 1998).

El Pb organico fue usado ampliamente como aditivo en la gasolina, donde se encontraba
tetraetilado y tetrametilado, esta situacién a cambiado drasticamente en varios paises. En
México la reduccion de Pb en la gasolina se inicié a partir de 1980 y alcanzé en el afo de
1992 una reduccibn del 88%, en la gasolina denominada NOVA

(www.ine.gob.mx/dgicurg/sare/diagplomo.html). Recientemente, Schnaas y colaboradores

(20004), reportan que en México gracias a la eliminacion del Pb en las gasolinas, los

niveles del metal en el aire disminuyeron de 2.8 pg/m® en 1988 a 0.07 pg/m® en el 2002.

Debido a la diversidad de productos que contienen Pb, son vanas las fuentes de
exposicion al metal, éstas pueden ser por el contacto con productos como ceramica
tradicional, pinturas y pigmentos (Carredn ef al, 1995) o de forma indirecta a través de la
contaminacion ambiental, puesto que las emisiones de Pb de la industria contaminan

tanto aire, agua y suelo, de alguna manera, esto también repercute en la contaminacion



de alimentos (Fortoul ef a/, 1999; Rojas ef a/, 1999). Ademas el grado de exposicion a Pb
generado por la industna, ha mostrado tener mayor impacto en las personas que habitan
zonas aledanas a estos focos de exposicion (Calderén-Salinas ef a/, 1996; Leroyer ef al.,
2000).

Id.- Aspectos toxicocinéticos y toxicodinamicos del plomo

Al ser una sustancia extrana al cuerpo humano, el plomo (Pb) cae dentro de la
definicibn de xenobibtico, por lo que, su entrada y manifestacion de efectos en el
organismo va a depender de la exposicion (nesgo, frecuencia y dosis), toxicocinética
(absorcion, distribucion, metabolismo y excresién) y toxicodinamia (interaccién del Pb con

o6rganos y moléculas blanco) (ver figura 1) (Klaassen y Watkins I, 1999).

Las vias pnncipales de absorcion del Pb son el tracto gastrointestinal y el sistema
respiratorio. La absorcion del Pb depende de factores propios del organismo, tales como
la edad, el estado fisiologico y la integridad de los tejidos. En personas adultas, la
absorcion gastrointestinal es de 10 — 15% del plomo ingendo, mientras que en los nifios,
la absorcion por ésta via es de hasta 50%. En el tracto respiratono se ha observado que
las particulas de Pb logran atravesar la membrana basal de los alvéolos. Se ha estimado
gue una concentracion de 1 — 2 ug/cm® de Pb en el aire inhalado determina una

concentracion de 1-2 ng/dL en el torrente sanguineo (Hemandez, 2003)

Después de que el Pb ha sido absorbido por alguna de estas dos vias, es distribuido
mediante el torrente sanguineo a los tejidos blandos, como el higado y los rinones. La
vida media del metal en la sangre es de 1 a 2 meses. Luego el Pb es redistribuido y
finalmente en su mayoria se deposita en los huesos (huesos blandos preferentemente),
dientes, ufias y cabellos, con el tiempo, en el hueso se encuentra el 95% de la carga

corporal del metal (Klaassen y Watkins 11, 1999).
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Figura 1. Efectos sistémicos ocasionados en nifios y adultos por la exposicion a diferentes

concentraciones de plomo. La linea honizontal representa la norma permisible de Pb en sangre
(10pg/dl). H= Aumento; \|1 = Disminucion (Tomado de Gurer y Ercal, 2000).



En el ser humano el plomo se elimina por via renai y la concentracién en orina es
directamente proporcional a la concentraciéon plasmatica. Este metal también se excreta

por la leche matema y sudor (Hemandez, 2003; Klaassen y Watkins Ill, 1999).

Con lo que respecta a los aspectos toxicodinamicos, estos estan favorecidos

principalmente por:

1) Competencia con metales esenciales, especialmente con el Ca® y Zn*".
2) Alta afinidad a grupos sulfhidrilos de las proteinas.

3) Alteraciones en el transporte de iones esenciales.

Los efectos téxicos del Pb se pueden presentar por una exposicién aguda o crénica. La
pnmera es poco frecuente, y cuando se da es producida accidentalmente. Los signos y
sintomas de una intoxicaciéon por Pb reciben el nombre de satumismo. Esta
sintomatologia se manifiesta en seis niveles, a nivel gastrointestinal, neuromuscuiar,
sistema nervioso central, hematolégico, renal y cardiovascular (Hemandez, 2003). Los
sintomas de una exposicion aguda son:1) célicos, localizados o generalizados en el
abdomen, 2) dolor de cabeza, 3) parestesia en extremidades, 4) mialgia en extremidades
(Fernandez-Cabezudo et a/,, 2003), 4) depresién y coma, 5) muerte (Johnson, 1998).

Con base en las alteraciones ocasionadas a nivel de sistema nervioso en nifos, tales
como la disminucién del coeficiente intelectual, es que se establece la norma permisible
en sangre para humanos como 10 ug/dL (www.cie.iarc.fr). Los efectos del Pb descritos a

nivel organico en diferentes sistemas se resumen en la tabla 1.

w



Tabla 1. Efectos sistémicos ocasionados por la exposicién cronica a Pb.

Sistema Efecto Referencia
afectado

Epilepsia, retrazo mental, neuropatia 6ptica, | Klaassen y Watkins
Nervioso ceguera, decremento en los niveles del 1Q. 111, 1999.

Hematologico

Anemia, incremento de reticulocitos, basofilia

difusa, deficiencia de Fe.

Klaassen y Watkins
i, 1999.

Renal

Los efectos sobre el rindn pueden clasificarse

como agudos (reversibles) o crénicos

(irreversibles), pnncipalmente a nivel del tabulo

proximal.

Klaassen y Watkins
1, 1999.

Cardiovascular

Elevacion de la presién sanguinea.

Nordberg et al.,
2000.

Disminucién en anticuerpos IgA, IgG, igMy C3

Feméandez-

Inmunolégico det complemento. Disminucidn en ef porcentaje | Cabezudo et al.,
de células TCD4 e incremento de TCDS. 2003.
Basaran y
Onderger, 2000.
Decremento de la cuenta espermatica, | Apostoli et al., 2000.
Reproductor volumen de esperma, alteraciones en la | Quintanilla-Vega et

motilidad y estructura de los espermatozoides.

al., 2000.

le.- Biomarcadores de exposicién a plomo

Con base en algunos de los mecanismos de accidn mostrados por el Pb, han sido
establecidos algunos biomarcadores de exposicion al metal. Los estudios realizados en
poblaciones humanas en los cuales se han determinado estos biomarcadores han servido
para regular y establecer los limites de exposicion a Pb en el ambiente. Tal es el caso de

la norma mexicana de exposicibn a Pb en el aire establecida como 1.5 pgim®

(www cie.iarc.fr).



Entre los mecanismos de accién del Pb que se han tomado en cuenta para el
establecimiento de biomarcadores, se encuentran los ya descritos en la toxicodinamia del
plomo. La capacidad del Pb por reemplazar iones endégenos y la gran afinidad a grupos
sulfhidrilo que se encuentren formando parte de algunas macromoléculas, puede
ocasionar cambios en la estructura de las mismas, por ejemplo, en el caso de las
enzimas, la union puede darse en el sitio activo, 1o que alterar su funcién y por ende el
proceso biolégico en el que tenga participacion la enzima (Ariza ef a/, 1999). Ademas, el
Pb al igual que muchos metales (As, Cd, Co, Fe, Cu, Hg, Ni y Zn), es capaz de genera
radicales libres, lo que altera el equilibrio antioxidantes/oxidantes. Es por ello qué estos
efectos se consideran indicadores de exposicion a metales (Anza ef a/, 1999). En la
figura 2, se muestran algunos de los efectos ocasionados por la exposicién a plomo que

reflejan mecanismos de accion del metal que son considerados como biomarcadores de

exposicion.

le1.- Induccion de estrés oxidativo desencadenado por la exposicion a plomo

Cada vez son mas comunes los reportes que confitman que los metales,
contaminantes del medio ambiente son capaces de producir radicales libres, en particular
especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales producen dano principaimente en el
ADN, ARN, lipidos y proteinas (Ariza ef al, 1999; Gurer y Ercal, 2000; Slobozhanina ef a/,
2005). Skoczynska, 1997 resalta que el primer reporte que contemplaba al Pb como
inductor de estrés oxidativo lo publicé Wills en 1965, y postenormente se demostré que el
metal generaba peroxidacion de lipidos de membrana, y por ende incrementos en los
niveles de malondialdehido (MDA) (Gurer et al., 1999). Actualmente se tienen
documentados los efectos del Pb sobre la estructura y funcion de la membrana,
principaimente en la membrana de los eritrocitos, debido a la alta afinidad del Pb por las
células rojas, lo que las hace ser mas vulnerables al dano oxidativo que otros tipos

celulares (ver figura 2).

Dentro de los biomarcadores de exposicion a Pb, la disminucion de los niveles
intracelulares de glutation reducido (GSH) y la inhibicién de la biosintesis del hemo son de

nuestra particular importancia, es por ello que a continuacién se detallan.
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Figura 2. Efectos inducidos por la exposicién a plomo. (Modificado de Gurer y Ercal, 2000).



le2.- Disminucion de los niveles de Glutation
El glutation (y—glutamil cisteinglicina; (GSH)) es un tripéptido que juega un papel
muy importante en la proteccién contra del dafo ocasionado por estrés oxidativo. La
proteccion que puede ofrecer se da de dos formas: directamente actuando como
atrapador de especies reactivas de oxigeno (ERO) e indirectamente siendo sustrato en la
biosintesis de las enzimas glutation peroxidasa (GPX) y glutation-S-transferasa (GST). Es
un protector frente a ERO generados a partir de contaminantes presentes en el medio
ambiente o producidos fisiolégicamente durante procesos metabdlicos celulares. El
glutation representa una fuente importante de equivalentes reductores que son necesarios
para minimizar el dafio que provocan las ERO (Kasperczyk et al, 2004). /n vivo, el
glutation se encuentra en forma de %o/ cuando esta reducido (GSH) y de forma de
disuffuro cuando se encuentra oxidado (GSSG). En el organismo podemos considerar un
estado de proteccion mediado por giutatiéon cuando las concentraciones de GSH son altas
y las de GSSG son bajas. Para mantener el estado de proteccion, el organismo debe de
mantener niveles altos de GSH, para lo cual existe la enzima glutation reductasa, que a su
vez debe contar con la presencia de NADPH, esta molécula es la encargada de proveer
equivalentes reductores (Gurer-Orhan et a/, 2004). Ademas, la presencia de glutation es
- esencial para que la enzima glutatién peroxidasa actie eficientemente ante la presencia
del peroxido de hidrogeno (Voet y Voet; 1992).

Los efectos en la disminucion del GSH intracelular como biomarcador de exposicién a Pb
han sido evidenciados tanto en modelos animales, como en estudios realizados en
poblaciones humanas expuestas al metal (Gurer ef a/, 1999; Gurer y Ercal, 2000; Gurer-
Orhan et al, 2004; Saxena y Flora, 2004) (ver figura 2). En este sentido, Sugawara et a/,
1991, determin6é tanto la lipoperoxidacion como la concentracion de glutation en
trabajadores expuestos a plomo, reportando que los niveles de glutation en eritrocitos de
estos individuos se encontraron reducidos en un 69% con respecto a personas controles.
Unos afos mas tarde, Ercal et a/, 1996, reportd un decremento en la concentracion de
glutation reducido (GSH), un incremento en las concentraciones de glutation oxidado
(GSSG) y malondialdehido en ratones tratados con acetato de plomo. En este estudio,
Ercal et a/, 1996, mostro que los efectos observados en los animales fueron disminuidos
cuando se les tratd con N-acetilcisteina (precursor del glutatién), lo cual ha sido
considerado como una terapias alternativa de desintoxicacion para personas expuestas a

plomo (Costa et al, 1997). Gurer et al, 1998, reporta que el plomo induce reacciones de



lipoperoxidacion /i vivo, teniendo como resultado la formacién de productos aldehidicos,
los cuales provocan un decremento en la concentracion de glutation reducido (Villeda-

Hemandez, ef a/,, 2001).

le3.- Inhibicion de la biosintesis del grupo hemo

En 1960, Haeger-Aronsen publicd en su tesis la excrecion de . Acido &-
aminolevulinico (ALA), en la orina de trabajadores expuestos a Pb. Algunos afos mas
tarde, Bonsignore y colaboradores (1965) demostraron que éste metal inhibe la enzima
Acido &-aminolevulinico deshidrogenasa (ALAD), lo que explicaba el incremento de la
excrecion de ALA en onna de trabajadores expuestos a plomo y la generacion de anemia.
Estos hallazgos evidenciaron el papel téxico del Pb en la biosintesis del grupo hemo, en el
primer paso de ésta biosintesis, la enzima ALA sintetasa (ALAS) cataliza la formacién de
ALA a partir de la glicina y succinil coenzima A, dicha reaccién se lleva a cabo en la matriz
mitocondrial. Se ha demostrado en expernmentos realizados en animales, que el Pb no
tiene gran influencia sobre la ALAS (ver figura 3). En el segundo paso de la biosintesis del
grupo hemo, la enzima ALAD cataliza la formacion de porfobilinogeno a partir de dos
moléculas de ALA, en este paso la ALAD si es sensible a la presencia de Pb. El metal se
une a los grupos SH de la enzima, los cuales normalmente se unen al zinc, evitando la
union de ALA. Debido a esta alta afinidad del Pb por la ALAD, es que los niveles de esta
enzima se utilizan como marcadores de intoxicacién debida al Pb. Por ejemplo, una
concentraciéon de piomo en sangre de 15 ng/dl tiene como efecto la inhibicion de 50% de
la actividad de ALAD (Onalaja y Claudio, 2000).

Al estar inhibida la actividad de ALAD, se presenta una acumulacién de ALA en sangre y
en orina, la ALA presente en orina también se ha considerado como biomarcador de
exposicion a Pb. Se ha demostrado que la acumulacion de ALA trae como consecuencia
la formacion del radical superéxido, H,O, y el radical ALA (ALA") (Monteiro ef a/., 1989), lo
cual sugiere que la acumulacion de ALA contribuye al dafio oxidativo inducido por el Pb
(Gurer ef al, 2004) (ver figura 2).

En el ultimo paso de la biosintesis del grupo hemo, la enzima ferroquelatasa introduce
una molécula de fierro en la molécula de protoporfirina. Sin embargo el Pb inhibe la
actividad de la ferroquelatasa por lo que impide la incorporaciéon de fierro en la molécula

de protoporfirina I1X. Este efecto del Pb tiene como consecuencia secundaria la formacion
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de enlaces entre la protoporfirina y el zinc, produciendo la zinc protoporfirina (ZPP), esto
es facilitado porque la protoporfiina actta como un quelante, de tal forma que la
presencia de ZPP ha sido considerado como un indicador de exposicion temprana a

plomo (Onalaja y Claudio, 2000).

Citoplasma Mitocondria

Ferroquelatasa + Fe

. Succinit CoA Péb\xop_cs"'rﬁﬁna XY o

Glicina

Protopérfobilinégeno 111

A

Co;;r,ppo_rf,iirin()geno
oxidasa

Porfobilinégeno _» Uroporfobilindgeno _> Coprofobilinégeno 111

Figura 3. Biosintesis del grupo Hemo. a) Pnmer paso de la biosintesis, b) segundo paso de la
biosintesis, ¢} ultimo paso de la biosinteis. ALAS: Acido 8-aminolevulinico sintetasa, ALAD: Acido

S-aminolevulinico deshidrogenasa. (Tomado de Onalaja y Claudio, 2000).

if.- Biomarcadores de efecto del Plomo.
If1.- Genotoxicidad del plorno

Considerando como efectos genotoxicos del Pb, aquellas interacciones entre el
metal y la molécula del ADN que causen efectos sobre su estructura y funcién, son

muchos los trabajos realizados al respecto, sin embargo, hay contradiccién entre ellos, es



por tanto que el metal es considerado como un agente genotoxico débil (Roy y Rossman,

1992; Johnson, 1998).

Eichhorn y Shin, 1968, realizaron los pnmeros estudios para demostrar los efectos
directos del Pb sobre el ADN, ellos propusieron que los iones de Pb son capaces de
desestabilizar la estructura de la doble hélice del ADN, debido a uniones del metal con
nucledtidos. Posteriormente se hicieron estudios de dicroismo circular y polarografia que
demostraron un efecto estabilizante de los iones de Pb hacia la estructura helical, en
donde las uniones del Pb se evidenciaron tanto con los grupos fosfato, como con
nucleétidos, nucleosidos y particularmente con ATP (Foulkes, 1990). En contraste, Tajmir-
Riahi y colaboradores (1998), encontraron que el Pb interactia muy poco con nucleétidos,
pero demostrando que el metal se unia a las bases nitrogenadas del ADN,
especificamente a la posicién N7 de la guanina y a los sitios A-T. Por otro lado, mediante
las técnicas de elusion alcalina y sedimentacion de nucleétidos, no se ha detectado la
induccién de rompimientos de cadena sencilla en el ADN o entrecruzamientos ADN-
proteina. Con el fin de evidenciar los rompimientos en la cadena de ADN de células
tratadas con Pb, se ha utilizado la técnica nick tras/ation, de la cual se han obtenido
resultados sugerentes de que altas concentraciones de Pb pueden inducir cortes dentro

del ADN cromosoémico (Roy y Rossman, 1992).

Para estudiar la influencia del Pb sobre la replicacién y la transcnpcion /in vivo, se han
utilizado sistemas con enzimas purificadas. Foulkes, 1990 reporta que en 1976, Sirover
examind el efecto de los compuestos de Pb y otros metales sobre la fidelidad de la
replicaciéon del ADN llevada a cabo por una ADN polimerasa viral, y encontré que a una

concentracion de Pb 4 mM la fidelidad se ve disminuida.

Con respecto a la capacidad del Pb por desencadenar aberraciones cromosomicas,
existen resultados contradictorios. En un principio cuando se comenzaron a estudiar
poblaciones expuestas, no se encontraron inducciones significativas, sin embargo, Fomi y
colaboradores (1976), encontraron un incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosémicas en personas con exposiciones recientes a Pb, no asi en trabajadores que
tenian mas de 18 meses de haber estado expuestos a Pb. En lineas celulares tratadas /7
vitro con Pb, los resultados no han sido concluyentes con respecto a la induccién de

aberraciones cromosémicas (Foulkes, 1990; Minozzo et a/,, 2004).



Si bien los resultados gue describen la capacidad genotoxica -del plomo son
controversiales, trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que el Pb a
concentraciones no citotoxicas (0.01, 0.1 y 1 uM) equivalentes a las circulantes en sangre
de trabajadores expuestos laboralmente, induce rompimientos de cadena sencilla en ADN
de diferentes 6rganos de ratén, sin embargo fue posible sugerir un papet de agente
entrecruzador para el Pb, debido a que al eliminar las proteinas asociadas al ADN
mediante tratamientos con proteinasa K y exponiendo el ADN libre de histonas a las
mismas concentraciones no citotoxicas de Pb fue incapaz de inducir rompimientos en el
ADN, ademas de demostrarse que la exposicion a bajas concentraciones de Pb /n vivo
generaba la presencia de ERO (Valverde et a/, 2001). Por otro lado, la exposicidén via
inhalatoria a Pb en bajas concentraciones (0.0068 ug/c’) indujo rompimientos de cadena
sencilla en el ADN de diferentes 6rganos de ratén (Valverde ef a/, 2002). Estos hallazgos
en conjunto con trabajos realizados en poblaciones expuestas laboralmente, plantean la
induccién de genotoxicidad a traves de la generacion de ERO o algin otro mecanismo de
accion indirecto (Gurer ef a/, 1999; Ye ef 3/, 1999; Groot de Restrepo et a/, 2000; Devi et
al, 2000; Palus, ef a/, 2003; Wozniak and Blasiak, 2003).

If2.- Efectos del Plomo sobre la Reparacion del ADN
Las alteraciones sobre los mecanismos de reparacién del ADN es otro proceso
mediante el cual puede inducir genotoxicidad, planteandose que el Pb tiene la capacidad
de inhibir a las DNA polimerasas que participan en el proceso de reparacion del ADN
-——— —(Hadwig. ef a/, 1994; Hartwig., et a/ 1997; Hartwig, 1998). El acetato de plomo inhibe la
enzima humana Q% metilguanina ADN metiltransferasa, la cual es responsable de remover
un aducto promutagénico en el ADN llamado O8-alquilguanina. Esta inhibicion se revierte
en presencia de EDTA, sin embargo se sugiere que el Pb reacciona covalentemente con
grupos nucleofilicos de la O°f-metilguanina ADN metiltransferasa, proceso que es
dependiente de la cantidad de cisteinas en el sitio activo de la enzima (Sciccitano y Pegg,
1987; Hartwig ef a/, 1995, Hartwig et a/, 1997).

Tradicionalmente, los efectos de los metales sobre la reparacién han sido determinados
indirectamente (Danizeau y Marion, 1989; Hengstler et a/, 2003). Estudios realizados en
extractos celulares, han demostrado que el As, Cd, Co, Fe, Cu, Hg, Ni, Pb y Zn son
capaces de inhibir diferentes pasos de la via de la reparacién por escision de nucleétidos

(REN), uno de los mecanismos de reparacion mas comunes en células eucariontes



(Hartwig et a/, 1996, Calsou et al, 1996, Kasten ef al, 1997; Lynn et al, 1997, Dally y
Hartwig, 1997, Hartman y Hartwig, 1998). Estos trabajos apoyan el concepto de que los
metales inhiben el proceso de reparacién del ADN. La inhibicién de la REN por metales
puede explicar porqué estos agentes actian como comutagenos, puesto que los metales
potencian la mutagenicidad de agentes que causan alteraciones en la estructura de la
doble hélice de ADN. En experimentos /in vitro, se ha observado que el Pb incrementa la
genotoxicidad en células expuestas a radiacion UV (Hartwig, 1994), perdxido de
hidrogeno (Yang, 1999), radiacion X (Snyder et al, 1989; Fischer y Skreb, 2001) o a
mutagenos (Columbano, 1983; Columbano, 1990; Roy y Rossman, 1992). Lo cual sugiere
una relacion entre la presencia del Pb y la sensibilidad frente a agentes genotdxicos
(Groot de Restrepo ef al, 2000). Se ha planteado la posibilidad de que estos efectos sean
debidos a la capacidad del Pb para inhibir los mecanismos de reparacién del ADN o de
incrementar los errores durante el proceso de reparacién, en dicha situacién, los blancos
de ataque involucrados serian la ADN polimerasa y la sintesis de ARN (Hartwig y
Schwerdtle, 2002). Zelikoff et a/, 1988, a reportado que en células V79 de hamster sirio
tratadas con Pb se ve disminuida a fidelidad en la sintesis de ADN. Hartwig et a/, 1990,
en un trabajo /n vitro, observé que el acetato de plomo interfiere con la reparacion de el
dafio inducido por radiaciéon UV, dicho trabajo también se realizd en células V79
(Silbergeld et a/, 2000; Silbergeld, 2003).



Justificacion

Con base en los antecedentes antes mencionados, el interés del presente trabajo de tesis
es evidenciar los efectos inhibitorios del plomo sobre la capacidad de reparacion del ADN
como mecanismo de genotoxicidad y correlacionario con marcadores bioquimicos de
toxicidad en personas ocupacionalmente expuestas al metal, quienes laboran en una
fabrica dedicada a la produccion y reciclamiento de acumuladores en la ciudad de Leén,
Guanajuato; con el fin de contribuir al estudio de los efectos biolégicos tempranos en

poblaciones humanas expuestas a xenobidticos.

Hipétesis

Los individuos expuestos laboralmente cuyos niveles de plomo en sangre sean superiores
a 10ug/dL seran incapaces de remover el daino en el ADN ocasionado por un reto

genotdxico (radiacién y).



Objetivo general

Evaluar la capacidad de reparacion del ADN en personas ocupacionalmente
expuestas a plomo (POE a Pb) y su cormrelacién con biomarcadores de exposicion

a plomo.

Objetivos particulares

- Detemminar la citotoxicidad asociada a la exposicidon a plomo en muestras de
sangre periférica.

- Determinar la genotoxicidad mediante el ensayo cometa o electroforesis unicelular
presente en PCE a plomo.

- Evaluar la capacidad de reparacion del ADN en muestras de sangre periférica de
POE a plomo.

- Determinar los niveles de glutation intracelular de POE a plomo.

- Correlacionar la genotoxicidad con los niveles intracelulares de glutation en POE a
Pb.
Correlacionar la genotoxicidad y la capacidad de reparacién del ADN con
diferentes biomarcadores de exposicién a plomo (Pb en sangre, niveles de la
Acido & amino-levulinico deshidrogenasa (ALAD), lipoperoxidacién, actividad de

superéxido dismutasa (SOD) y catalasa), en individuos laboralmente expuestos.
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Metodologia

El estudio fue realizado en muestras de 20 personas controles (empleados de oficina) y
16 personas ocupacionalmente expuestas a plomo, quienes laboran en una fabrica
dedicada a la produccién y reciclamiento de acumuladores en la ciudad de Ledn,
Guanajuato. A todos los individuos se les tom6é muestras sanguineas para llevar acabo el
presente estudio. Antes de la toma de muestra sanguinea, las personas que colaboraron

en este estudio firmaron una carta de consentimiento informado.
Vlla.- Obtencion de muestras de sangre

Mediante el procedimiento de puncién venosa se colectaron aproximadamente 5
mL de sangre en tubos Vacutainer™ con heparina las cuales fueron debidamente
etiquetados. Las muestras se transportaron a temperatura ambiente y protegidas de la

luz.
Vlib.- Método dual por fluorocromos para la cuantificacién de la viabilidad celular

La técnica evalia la actividad metabdlica de los lisosomas, como también la
integridad de la membrana nuclear (Strauss, 1991). Para esta metodologia se utilizaron
dos fluorocromos; el bromuro de etidio (Br-Et) 2.0 pg/ul, el cual es un indicador de la
integridad de 1a envoltura nuclear y el 5,6 carboxiacetato de fluoresceina (FDA) 5.9ug/ul,
que evalla la actividad metabdlica de los lisosomas. Esta técnica se empleé como lo han

descrito Hartman y Speit (1995) para determinar la viabilidad celular.

Se tomaron 3 pl de la sangre entera y se les adicionaron 3 L de la mezcla de FDA y Br-
Et; inmediatamente después éstos fueron observados en un microscopio de fluorescencia
Olimpos BX-60, empleando un filtro de excitaciéon de 494 a 510 nm y un filtro de barrera

de 590 nm, usando un objetivo de 20X.



Se evaluaron 100 células por condicion y los resultados se expresan en porcentajes. Las
células fueron evaluadas al arribar al laboratorio e inmediatamente después de cada uno

de los puntos de la cinética de reparacion.

Vlic.- Electroforesis unicelular alcalina a pH > 13

Esta técnica se realiz6 conforme a la version propuesta por Singh et al (1988) y
descrita por Rojas et a/ (1999). En un portaobjetos lavado, se le adicionan 150 plL de
agarosa regular al 0.5%; estas laminillas son colocadas en un horno hasta qué dicha

agarosa forma una capa uniforme solidificada.

Se tomaron alicuotas de 5 ul de sangre entera a las cuales se le adicionaron 75 ulL de
agarosa de bajo punto de fusion al 0.5%, se mezcldé gentiimente y dicha mezcla se
distribuyé sobre la laminilla previamente preparada con agarosa regular. Se colocé un
cubreobjetos sobre la muestra y asi las laminillas se refrigeraron a 4°C por un minuto para
su solidificacion. Se removi6 el cubreobjetos y se le adiciono otra capa de agarosa de bajo
punto de fusion 0.5%, colocandose de nuevo en refrigeracion. Postenormente las
Jlaminillas se introdujeron en un vaso kdplin inmersos en solucién de lisis pH 10 preparada
recienteme.nte, la cual contiene NaCl 2.5 M, EDTA, Tris-base, 10% de DMSO y 1% de

Tritén X-100 por al menos una hora.

Transcurrido el periodo de lisis, las laminillas fueron colocadas en una camara de
electroforesis sobre hielo inmersas en un amortiguador alcalino compuesto de NaOH y
EDTA a un pH > 13. Estas laminillas estuvieron inmersas durante 20 min, en este
amortiguador con el fin de permitir que las hebras del DNA se pudieran desenrollar, y al
cabo de este tiempo se realizé una electroforesis durante 20 min a 0.8V/cm ( Todo este
procedimientos se realizé bajo condiciones de luz amarilla, para no permitir que los
fotones dafien al DNA), después de la electroforesis, las laminillas fueron lavadas con una
solucién amortiguadora de neutralizacion (Tris al 0.4 M pH 7.5) por 15 min y fueron fijadas

cor etanol absoluto para después ser secadas al aire.
Para observar las laminillas al microscopio se les adicioné 20 ulL de una solucion de 2.0
pg/mL. de bromuro de etidio (Br-Et); fueron analizadas en un microscopio de

epifluorescencia Olympus BX60 con un filtro de excitaciéon de 515 a 560 nm y un filtro de
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barrera de 590 nm, usando un objetivo de 20X y adaptada a un digitalizador de imagenes
Kinetic Image se evaluaron 50 células por laminillas (2 laminillas por condicién
experimental) utilizando el programa Komet 3.0 ( Kinetic Imaging) de donde se obtuvieron

los datos de Longitud de la Cola del Cometa (LCC) en unidades dadas en micrémetros.
VIid.- Ensayo Reto (Modificacion del Ensayo Cometa)

A partir de una alicuota de 10 plL se prepararon 2 laminillas de ensayo cometa
para determinar el dafo basal. Del resto de la muestra, se utilizaron 100 pL a las cuales
se les agreg6 900 pL de medio RPMI-1640. Fueron expuestas a radiacion y (3 Gy) para
después de un lavado con RPMI-1640, darles 30 y 60 minutos de incubacion a
temperatura ambiente (tiempo de reparacion). Mediante el Ensayo Cometa, se determiné
el daio al ADN de las muestras inmediatamente después de la radiacion (Dafo inducido
por la radiacion), a los 30 minutos (Dafo remanente 30 minutos después de la radiacion)
y 60 minutos (Dafno remanente 60 minutos después de la radiacion) de incubacion. Se
trabajé con los datos de Longitud de la Cola del Cometa (LCC) y los datos fueron tratados

bajo el razonamiento mostrado en el capitulo de resultados.
Vile.- Determinacion de giutation

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 2 500x 10 min. Se elimin6 el
sobrenadante (plasma) y el paquete eritrocitano se resuspendié en 4 volimenes de AMF.
Se centnfugé a 3 000x 10 min. Del sobrenadante se tomaron 100 pulL y se llevaron a 900
pL con la solucion amortiguadora. Se adicionaron 50 pl del agente croméforo y 50 ul de
NaHO 30% mezclando cada adicion. La mezcla se incubd a 25°C durante 10 min en la
oscundad, para después evaluarlas espectrofotmétricamente a 400 nm. A la par se realiz6
una curva estandar de glutation reducido utilizando acido metafosférico (AMF) como
medio de disolucion para interpolar los resultados obtenidos de las muestras

experimentales.
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VIIf.- Pruebas estadisticas utilizadas

- Se utilizé la prueba U de Mann Withney para determinar la diferencia estdistica
entre la genotoxicidad de personas controles y personas ocupacionalmente
expuestas a Pb.

- Mediante la prueba de f de Student se determiné la diferencia entre los valores de
los biomarcadores de exposiciéon a plomo presentes entra personas controies y
POE a Pb.

- Para determinar la significancia estadistica de las correlaciones simples entre

biomarcadores de exposicion y efecto del plomo se aplicé la Prieba de Pearson.
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Resultados

Villa.- Citofoxicidad

La citotoxicidad se determiné mediante el uso de la tincién dual por
fluorocromos (FDA/Bromuro de Efidio) para evaluar la actividad metabélica de las
células mononucleares tanto de personas control como de POE a Pb. La viabilidad y la
citotoxicidad se expresan en porcentajes + el error estandar (EE) en la Tabla- 2,
mientras que la representacion gréafica de los resultados de viabilidad se muestra en la
grafica 1. Para determinar las diferencias estadisticas entre los grupos se aplico una *t"
de Student de dos colas con p< 0.05.

Tabla 2. Porcentajes de viabilidad y citotoxicidad en muestras de sangre periférica de personas
controles y ocupacionalmente expuestas.

Personas Coatrol Personas Ocupacionalmente
Controles Promedio + EE expuestas
Promedio + EE
%Viabilidad 94 55+ 1,22 96,44 + 0,65
%Citotoxicidad 545+ 1,22 3,56 £ 0,65
N 20 16
“1” Student Ns ns
ns: no diferencias significativas
0 Personas Control B POE a Pb
120
100
- 80
o
=
2 60
5
£ 40
20
0

Gréfica 1. Promedio del porcentaje de viabilidad +tEE determinado en sangre periférica de los

grupos estudiados.
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VIb.-Genoloxicidad

El dafo al ADN, manifestado como rompimientos de cadena sencilla, se
determiné mediante el “Ensayo Cometa™ y los valores individuales se muestran en la
tabla 3. Los resultados se expresan como la Longitud de la Cola de los Cometas
(LCC), valor que refleja la migraciéon de los fragmentos de ADN rotos en um + EE de

100 nucleos evaluados por individuo.

Tabla 3. Daflo genotdxico en células de sangre periférica de personas control y personas
ocupacionalmente expuestas a plomo (POE a Pb).

Personas Control LCC (um)* EE Personas LCC (pm) £ EE
Ocupacionalmente
Expuestas

Cl 20,55 + 3,21 POE1 2553 £3,98
C2 26,82+ 3,65 POE2 25,56 +530
C3 30,31+£4,19 POE3 21,073,337
C4 19,48 + 3,57 POE4 16,64 + 2,45
C5 26,04 + 4,62 POES 15,39 +2,50
C6 23,73 +£4,51 POE6 18,01+ 4,64
C7 12,78 £ 2,34 POE7 28,38 +4,30
C8 16,84 + 2,60 POE8 21,85+4,27
Cc9 14,22 +2.19 POES 25,12 + 5,00
C10 31,63 + 5,89 POE10 28,87 +4.27
Ctl 33,56 +4,84 POE11 24,78 +4,92
C12 31,97 + 4,47 POE12 23,99 + 5,41
C13 28,14 + 3,44 POE13 32,01 +4,16
Cta 41,00+ 4,71 POE14 29,92 + 5,16
Cl15 36,53 + 5,68 POE15 24,66 +4,74
Cté 26,44 £3,84 POE16 27,72+483
C17 26,45+3,72
C18 23,68 £3,26
C19 26,02 + 3,06
C20 18,94 + 534

Promedio 2578 + 1,63 Promedio 24,34 + 1,88

Para determinar si la diferencia en la genotoxicidad entre los grupos de individuos
monitorizados era significativa estadisticamente, se aplicé una prueba estadistica no
paramétrica (U de MannWithney, p<0.05), puesto que los datos de migracion de la
cola de los cometas no describen una distribucién normal o Gausiana, el resultado de
este analisis nos indica que la genotoxicidad es estadisticamente igual en ambas
poblaciones, tal como se refleja en el valor de "p” obtenido, p= 0.51 al igual que se
muestra en la grafica 2, donde cada punto representa a cada uno de los individuos de
las poblaciones estudiadas, este analisis pemmite visualizar la distribucién intra e

intergrupos.
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Grafica 2. Distibucion de la genoctoxicidad individual determinada mediante el “Ensayo
Coimeta™ en células de sangre periférica de personas control y persornas ocupacionalmente
expuestas a Pb (POE a Pb).

Vlllc.-Capacidad de reparacion del ADN

A la par de la cinética de reparacién de ADN, se evalué la viabilidad después

del reto genotoxico inducido por la rad’acién, estos datos se resumen en la tabla 4,

presentandose el promedio del comportamiento de las dos poblaciones estudiadas.

Tabla 4. Porcentajes de Viabilidad y Citotoxicddad x EE en muestras de sangre periférica de las
poblaciones estudiadas, inducidas por la radiacion y (3 Gy) y después de 80 minutos de

recuperacion.
Personas Controles ‘ Personas Ocupacionalmente Expuestas a
plomo

Después de Después de 60 Después de Después de 60 minutos

Variable radiaci6n v (3Gy) minutos de radiacion ¥ (3Gy) de recuperacion
recuperacion
%Viabilidad 86.55+2,83 62,45+ 3,33 80,06 + 2,29 76,68 x 3,04
%Citotoxicidad 13,45 2,83 37,55+ 333 19,93 + 2,29 2331 +3,04
N 20 20 16 18
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La inhibicion de la capacidad de reparacion del ADN como mecanismo indirecto de
genotoxicidad se determiné a través de una modificacién del Ensayo Cometa, el cual
se denomina como “Ensayo del Reto”, el cual se explico en la metodologia. Esta
consiste en retar a las células sanguineas con un nuevo agente genotoxico, el cual fue
en este caso particular, la exposicion a radiacion y (3 Gy), posteriormente las células
son lavadas e incubadas en medio de cultivo por diferentes periodos de recuperacién
(30 y 60 minutos), al término de los cuales se realizan preparaciones celulares en las
cuales se determina el dafio remanente en el ADN, mediante la metodologia

convencional del “Ensayo Cometa”.

Para expresar la capacidad de reparacion del ADN de las muestras de sangre
pernférica a manera de porcentajes, fue necesario hacer algunos calculos a partir de
los valores de migracion de la LCC obtenidos en cada uno de los puntos de la cinética
muestreados (dafio basal, dafo inducido por la radiacién, daiio a 30 minutos y dafio a

60 minutos), siguiendo el siguiente razonamiento:

DB = Dano al ADN presente al momento de tomar la
muestra (generado por la exposicion laboral de las
POE a Pb o el dafio basal de las personas controles).

D/ = Dafo inducido por la radiacion y (3 Gy). Dario Datos de longitud de la
al tiempo 0 minutos cola del cometa (LCC)

. . . ] medidos en micras (um)
Dsp= Daino remanente determinado 30 minutos después

de la radiacién y (3 Gy).

Dgp= Daio remanente determinado 60 minutos después
de la radiacién v (3 Gy).

DI - DB = Daio Inducido neto = Din

D3 — DB = Daro neto a 30 minutos = Dnsp

Dgg — DB = Daito neto a 60 minutos = Dng,y

Asumiendo que el daio inducido al término de la radiacién es el maximo, se le asocia
el valor de 100% de dafio remanente al tiempo 0, mientras que el porcentaje de daiio a

30 minutos y 60 minutos representan el dano remanente a 30 y 60 minutos de

incubacién (tiempo de recuperacién, para que se lleve a cabo la reparacion del ADN).
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% Dano 30 minutos =

Dngs™ 100 %

Din

Dng* 100 %

% Daio 60 minufos =

Din

% Reparacion 30 minutos = 100% - % Dario 30 minutos

% Reparacion 60 minutos = 100% - % Darfo 60 minutos

Los resultados de la “Cindtica de Reparacié” de las personas controles se muestran
en la Tabla 5 y los de las POE a Pb se muestran la Tabla 6. Cabe senalar que las

concentraciones de plomo en sangre fueron de 3.84 + 0.38 ug/dL y 69.3 + 5.9 pug/dL

respectivamente. La comparacién de la “Cinéfica de Reparaciér” entre ambas

poblaciones se presenta en la Grafica 3.

Tabla 5. Porcentaje de dafio remanente y porcentaje de reparacién de ADN en la poblacion
control determinados en los diferentes puntos de la “Cinédtica de Reparacion”.

Tiempo % Dano Remanente + EE % Reparzacién de ADN + EE
(min)
0 100 +2.70 0+270
30 24.74 +14.77 75251477
60 4402 11.78 95.59+11.78
N 20 20

Tabla 6. Porcentaje de dao remanente y porcentaje de reparacién de ADN en la poblacion

ocupacionalmente expuesta a plomo en los diferentes puntos de |a “Cinética de Reparacion”.

Tiempo % Dafio Remanente + EE % Reparacién de ADN £ EE
(min)

0 100 + 1.08 0+ 1.08

30 140.t6 + 16.30 40.15* 16.30

60 71.20 + 14,27 28.80+ 14.27

N 16 T Is ]
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Gréafico 3. "Cindtica de Reparacion” en las poblaciones muestreadas. Cada punto representa el
promedio del porcentaje de reparacién de cada poblacién +/- EE.

Los valores individuales del porcentaje de reparacién de la poblaciéon control y la
ocupacionalmente expuesta a Pb se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de reparacion det ADN de cada individuo que participd en el estudio
después de 80 minutos de recuperacion.

Personas %Reparacién | (Pb](ng/dL) | POEaPb | %Reparacién | [Pb] (pg/dL)
Controles 60 min 60 min
C1 61,788 1,5 POE1 9,974 98,5
Cc2 71,598 8,5 POE2 56,832 99,1
C3 74,469 2.3 POE3 -3,173 94,7
C4 44,342 1.6 POE4 38,919 64.6
C5 99,518 27 POES5 -58,663 68.8
Cé 91,968 3,8 POES -79,598 437
C7 57,980 2,9 POE7 2,081 67,3
C8 14,874 14 POES8 117,332 441
c9 41,086 59 POE9 1,797 796
c10 64,552 3,1 POE10 17,851 56.5
c11 47,126 2,9 POE11 48,975 118,9
C12 139,262 6.1 POE12 69,480 436
C13 146,748 43 POE13 136,807 76.6
C14 206,170 25 POE14 10,764 59,8
C15 96,270 4,1 POE15 5,873 437
c16 90,895 37 POE16 85,612 433 |
C17 94,785 7.2
C18 205,056 51
Cc19 166,184 5.1
C20 96,496 4.1
Promedio 95,598 + 3.84+038 Promedio | 28,804 + 142 | 69,3+ 5.88
11,77 |
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VIHd.- Biomarcadores de exposicion a plomo

Debido a la capacidad del plomo por generar ERO en el organismo, se han
utilizado moléculas asociadas al estrés oxidativo como biomarcadores de exposicion a
plomo. De la defensa antioxidante, se han asociado al glutatién, la superéxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (Gurer et al.,, 1999). Con respecto a las especies
prooxidantes, el malondialdehido (MDA) se considera un indicador de toxicidad, debido
a que el plomo puede desencadenar reacciones de lipoperoxidacion (Skoczynska,
1997). Ademas, la inhibicion de la enzima Acido & aminolevulinico deshidrogenasa
(ALAD) en la biosintesis del grupo hemo, ha sido considerada como un biomarca;dor
de exposicion a plomo. En el presente estudio se determinaron los anterores
indicadores bioquimicos, ademas de determinarse los niveles de plomo én sangre

perifénca a todos los individuos participantes.

VItid1.- Determinacion de Glutation (GSH)

La determinacion del glutation reducido (GSH) es un indicativo de la proteccion
antioxidante frente a ERO, por lo que los niveles de ésta molécula antioxidante reflejan

el estado de estrés oxidativo en el que se encuentran las células.

Los niveles en sangre perifética de glutation determinados mediante
espectrofotometria para cada individuo de la poblacién control y la ocupacionalmente
expuesta se muestran en la tabla 8. Los resultados promedio de este biomarcador
para la poblacién control son mayores (169.71 +14.12 mM) que los presentados por
las personas expuestas a Pb (62.98 + 8.15), estas diferencias son significativas
(p>0.05) (Ver Gréfica 4).
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Grafica 4. Distribucion de las concentraciones de glutatién en sangre de personas control y
personas ocupacionalmente expuestas a Pb. Los retablos negros representan el valor
promedio + EE de las concentraciones de glutatibn, mientras que las lineas verticales
representan el valor maximo y minimo de cada grupo. “~p = 1,63E-7 (*t" student) (Personas
control vs POE a Pb)

Tabla 8. Concentraciones (mM) de glutation en la sangre de personas control y personas
ocupacionalmente expuestas a Pb.

individuo | [Glutatién] (mM) | Individuo | [Glutaién] (mM)
c1 225,879 POE1 17,948
c2 215,017 POE2 38,121
C3 275,017 POE3 85,707
c4 182,431 POE4 91,914
c5 224,845 POE5 66,569
C6 140,534 POE6 69,672
c7 208,810 POE7 52,603
cs 146,741 POE8 142603 |
c9 133,810 POE9 57,776
Cc10 186,052 POE10 81,569
c11 64,500 POE11 69,155
c12 230,017 POE12 84,155
c13 174,155 POE13 | _ 71224 |
C14 217,086 F’OEH‘1 43,293
c15 212,431 POE15 15,362
c16 147,776 POE16 20,017
c17 164,328
c18 159,156
c19 32,431
Cc20 53,121
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VId2.- Deterrninacion de Pb sangre, ALAD, SOD, Catalasa y MDA

El presente trabajo formé parte de un proyecto en colaboracion con el grupo del
Dr. Calderén en el CINVESTAV, IPN, es por ello que a continuacion se incluyen los
datos determinados por el mencionado grupo. Los biomarcadores que se reportan son
concentracion de Pb en sangre, actividad de ALAD, concentracion de SOD, Catalasa y
MDA, cuyos valores promedio de la poblacion control y la expuesta ocupacionalimente
se muestran en la Tabla 9 y en las Graficas 5 a 9.

Tabia 9. Bioindicadores de exposicion a Pb (Promedio y EE).

Biomarcador Poblacién Control Personas ocupacionalmente
Pb (ug/dL) 384+ 038 sttsjéiff
ALAD (pmol/hr/mL) 864.95 + 58.25 99.94 + 8,32 ¥**
SOD (U/g Hb) 229.80 +18.84 464.56 + 18.69 ***
Catalasa (U/106cel) 6.12 1 0.51 34.28 £ 2.62 ***
MDA (nmol/mL) 1.05 £0.07 1.13+0.04
N 20 B | 16

" Student, *** p<0.0001 (Personas control vs POE a Pb)

Concentracién de Plomo en sangre

Pb sangre [p gidL)
o 8 883838

upm@g{mlnéium{] ol @P
Gréfico 5. Concentracién de plomo en  Grifico 6. Actividad de ALAD.

sangre. Promedio + EE

ALAD (1 molthiimL)

-8 888883888

Actividad de ALAD

|DPersonas Control @POE aPb |

Promedio +tEE
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Gréfico 9. Niveles de MDA. Promedio i EE

Ville.- Correlacion entre biomarcadores de efecto y exposicion a Pb

Con la finalidad de determinar la correlacion entre los indicadores de toxicidad
a Plomo, genotoxicidad determinada mediante el “Ensayo Cometa” y la capacidad de
reparacion determinado por el "Ensayo Reto” en personas control y POE a Pb, se
realizaron analisis de correlaciones simples de Pearson y se determinaron los
coeficientes de correlacion (r). Los resultados se resumen en la tabla 10 para la
poblacion control, al igual que en los graficos 10 al 13.
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Tabla 10. Resultados del andlisis de correlacién simple de Pearson entre los biomarcadores de
exposicion a Pb y la Genotoxicidad presentes en personas control.

LCC | [Glutation] % [Pbj ALAD SOD | Catalasa | MDA
(pm) (M) Reparacién | (ug/dL) | (mmolhrinL) | (Uig Hb) | (U/106 cel) | (amol/ml)
LCC
(
[Glutatién] r=0.32663
m p=0.15984
%Reparacién y 055067 y 0021393
I p=o11864 | p=0.92866

(Pb] 010308 | 018368 | 032035
(ugdl) | 0665 | p=04382 p=0.1685
o — A e po ]

ALAD | 02043 041087 022105 | 021388
(wmothrmt) | p=0.3875_| p=007192__ | p=034897 p=0.3652

sop 023863 | 014339 | =0.00294 =000458 | =005937

(Urg 1) p0.31094 | p0 54642 p=0.99017 0984 | p0.80364

Catalasa | 029629 | 020507 | 007695 | 003014 | =0.0779 13033
(Un6cety | p=020464 | p=038574 | p=074712 | p=08996 | p=07434 p=0.58389

MDA 0665 | 019175 [ 052064 | 042027 | 021699 | 001824 | 02553
mmovmL) | p=0048 | 041800 Jp-001359 | p-006 | p-03582 p=93914 | p=027715

LCC: longitud de la cola del cometa. Los recuadros punteados representan los valores de
comrelacién marginal, mientras que los recuadros completos muestran los valores de
correlacion significativos estadisticamente.

De las variables evaluadas, se eligieron las correlaciones significativas
estadisticamente para las personas controles y se presentan en las graficas 10y 11, lo
anterior tiene como proposito facilitar la interpretacion de los mismos.
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LCC (mm) [MDA] (nmelimL)
Grafico 10. Correlacion entre la Grafico 11. Comelacién entre los niveles de
genotoxicidad y el % de Reparacion en MDA y la genotoxicidad en Personas
Personas Control Control
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Las variables que mostraron correlaciones marginalmente significativos se muestran

en las graficas 12y 13

[Glutatién] {mM)

=0 Ll - L " T L] 1xD

ALAD (pmol/hrimL)

Grafico 12. Correlacion entre la actividad de
ALAD y los niveles de Glutalion en Personas

Control

250

200

%FAeparacion
2

05 1 L] 2 5
[MDA] (nmoNmL)

Grafico 13. Correlacion entre los niveles de

MDA y el % de Reparacién en Personas
Control

En la tabla 11 se muestran los resuitados de los resultados d=l andlisis de
corelaciones simples de las POE a Pb y la representacion grafica de los resultados
significativos en los graficos 14 - 19

Tabla 11. Resultados del andlisis de correlacion simple de Pearson entre los biomarcadores de
exposicién a Pb y la Genotoxicidad presentes en POE a Pb.

m)

[Glutatién] r=035623
(mM) p=0.17565

%% Reparacion | =049551

p=0.0509

ety
|Pb) 009161 | 017202
(pg/dL) =0.7357 | p=052408

|Glutation]

=0.01464
p=0957

(mmolhr/mL) (/106 cel)

r=0 0685

ALAD 02131 | 011776 | 047704
mmolhr/mL) | p=04274 | p=066404 p=0.0636 p=0 80096
m— — —
SOD 0074 | 015756 | r000897 | 045662 | r=0.11901
(Urg Hb) p=09474 | p=056004 p=0 71536 p=007541  p=0.66067 R
1 —
Catalasa =025617 | r=079408 =0.03267 r=0 17454 | r=005974 =0.17028
(L4106 cel) p=0.33822 p-0.0EiQ] 0 90438 p=0.5179 p=0 82604 p=0 52837 ;
et
MDA =0.15059 | r=0.33062 0 50391 012535 [ r=0,58574 =0 398% | r=0.40997 |
(nmoUmL) | p05777 | p=021102 p=0.04657 p=0.64366 | p=0.01711 p=0.12582 | p=0.11476 |

LCC: longitud de la cola del cometa. Los recuadros punteados representan los valores de
correlacibn marginal, mientras que los recuadros completos muestran los valores de
correlacién significativos estadisticamente.
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Las correlaciones significativas estadisticamente para las personas ocupacionalmente

expuestas se presentan a continuacion en forma gréfica, lo cual tiene como propdsito

facilitar la interpretacion de las mismas.
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Gréfico 14. Correlacién entre la Gréafico 15. Correlacion entre los niveles
genotoxicidad y el % de Reparacién en de MDAy el % de Reparacién en POE a
POE a Pb Pb
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Grafico 16. Correlacion entre la actividad Grafico 17. Corelacion entre la {Pb] en
de ALAD y el % de Reparacion en POE a sangre y los niveles de SOD en POE a Pb
Pb
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Discusion

El presente trabajo se dio a la tarea de monitorizar un grupo de trabajadores expuestos
laboraimente a plomo con la finalidad de evaluar dafio al ADN y evidenciar alteraciones
sobre el funcionamiento de los mecanismos de reparacién del ADN. El grupo de POE a
Pb se encuentra créonicamente en contacto con el metal, a pesar de ello los efectos
citotoxicos son nulos, tal como se muestra en la tabla 2, el mismo resuitado lo mdstraron
los individuos control al determinarse la actividad metabdlica del lisosoma. Estos
resultados también son indicativos de la buena preservacion de las muestras hasta su
analisis en el laboratorio y, por ende, la confiabilidad en las determinaciones de

genotoxicidad realizadas.

En cuanto al efecto genotdxico determinado por la exposicion laboral a Pb, cabe sefialar
que éste fue inesperado puesto que en trabajos previos realizados en el laboratorio
habiamos determinado la induccién de rompimientos en el ADN por la exposicién in vitro
al metal (Valverde ef a/, 2000 y Valverde et a/, 2001), sin embargo, en el presente
proyecto no se detectd la induccién de rompimientos de cadena sencilla del ADN en
individuos expuestos faboraimente a Pb. Este resultado ademas de no coincidir con los
hallazgos previos Hlama la atencién puesto que los individuos expuestos presentan niveles
de Pb en sangre que rebasan los limites permisibles en mas de 12 veces, tal como se
muestra en la tabla 9. Nuestros resultados indican que la exposicién laboral a plomo no
genera clastogenicidad en células mononucleares, esto puede deberse a la capacidad del
metal para generar entrecruzamientos DNA-proteina (Valverde ef a/, 2001; Sitbergeld,
2003; Wozniak y Blasiak, 2003) el cual es un evento molecular que en el ensayo de
electroforesis unicelular se evidencia como una reduccién de la migracion de las colas de

los cometas (Tice ef a/, 2000); esta tendencia se muestra en la tabla 3 y la grafica 2.

Si bien no se determinaron efectos sobre la integridad del ADN de las POE a Pb si fue
posible evidenciar alteraciones genotoxicas en la funcionalidad de los mecanismos de
reparacion del ADN, encargados de mantener la integridad del mismo. Antecedentes
previos (Hartwig, 1994; 1995, 1998; Hartwig y Schwertle 2002), proponen como
mecanismo de accion indirecto del Pb, inducir alteraciones en los mecanismos de
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reparacion del ADN, al igual que Ariza et al/, 1999 lo propone como mecanismo

indispensable para explicar la carcinogenicidad debida a la exposicién a este metai.

Los resultados de la capacidad de reparacion del ADN de los individuos monitorizados se
muestran en la tabla 7, donde es posible apreciar que los individuos expuestos tienen una
capacidad de reparacion del 29%, mientras que los controles reparan en un 95 % el dafo
inducido, esto nos indica que el estar en contacto con el Pb, es un factor de riesgo para
acumular daros en el matenal genético que pudieran traducirse a la formacién de
mutaciones y con ello desencadenar un proceso de transformacioén. Debido a que se
empleo radiacibn gamma como reto genotoxico, sabemos que el mecanismo
principalmente involucrado en la remocién de este dano es la reparacién por escision de
bases (REB), es por ello que nosotros proponemos que un mecanismo indirecto de
genotoxicidad del Pb es la alteracion sobre este mecanismo de reparacion de ADN.
Retomando los resultados tanto de genotoxicidad como de evaluacién de la capacidad
reparativa del ADN, podemos proponer que la exposicion crénica al metal es un factor de

susceptibilidad a ta acumulacion de dafos deletéreos sobre el matenal genético.

En cuanto a los marcadores de exposicién, en el presente trabajo se determinaron los
niveles intracelulares de GSH, encontrandose una disminucién significativa de ellos en las
POE a Pb (tabla 8 y grafica 4), lo cual era de esperarse puesto se ha reportado que el Pb
tiene la capacidad de inhibir proteinas con grupos SH funcionales como los presentes en
el GSH (Valle et al, 1972, Gurer et al, 1999; Gurer y Ercal, 2000). Con base en los niveles
de GSH intracelular que fueron 3 veces menores con respecto a los niveles presentes en
los individuos control se puede infenr que los trabajadores se encuentran expuestos
crénicamente, ademas de confirmar que los niveles de GSH son un buen biomarcador de
exposicion a Pb y se comporta tal como lo reportan otros trabajos (Costa et a/; 1997;
Gurer et al; 1999; Gurer et al;; 2004). Este resultado ademas nos indica la presencia de
estrés oxidativo puesto que indirectamente se refleja una perdida del balance GSH/GSSG
(Ariza et al,, 1999; Gurer et al., 2004).

El estado de estrés oxidativo también fue reflejado a nivel de otros antioxidantes de suma
importancia para mantener la homeostasis celular los cuales fueron catalasa y superéxido
dismutasa (SOD). Estos resultados se muestran en la tabla 9 y las graficas 7y 8. A

diferencia de los niveles de GSH, los niveles de catalasa incrementaron 6 veces y los de
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SOD 2 veces en los individuos expuestos a Pb con respecto a las personas control. Estos
resultados indican la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales
inducen la actividad de estas enzimas antioxidantes, pudiendo inferir que una de ellas con
certeza es el H,O,, puesto que es el sustrato que induce a la catalasa, siendo esta ultima
quién lo hidroliza. En el caso de la SOD, el incremento de sus niveles indirectamente
refleja que el ion superdxido esta presente en menor cantidad que el H,O,, pero es
suficiente para inducir la actividad de la enzima que cataliza esta reaccion. En conjunto
estos resultados indican que la exposicion a Pb es un factor que desencadena la
produccion intracelular de ERO las cuales tienen como blancos moleculares tanto al ADN,
como proteinas y lipidos (Gurer y Ercal, 2000) , sin embargo, los efectos evaluados a nivel
de lipidos de membrana no reflejan que estas ERO hubieran ejercido efectos a este nivel
tal como se muestra en la tabla 9 y en la grafica 9 donde los niveles intracelulares de
MDA son iguales entre las POE a Pb y los controles. Ademas, estos resultados indican
que muy probablemente los ERO no alcanzaron estos efectos debido a que fueron

inducidos los antioxidantes catalasa y SOD.

Con el fin de responder el objetivo de correlacionar los efectos genotéxicos determinados
por la exposicién laboral a Pb con los biomarcadores de exposicion se elaboraron
correlaciones simples de Pearson las cuales se muestran en las tablas 10 y 11. Los
resultados de la correlacion entre la genotoxicidad (LCC) vs el % Reparacion (graficas 10
y 14) apoyan en parte la hipétesis de que una alteracién en los mecanismos reparativos
del ADN influyen sobre ia estabilidad e integndad del matenal genético planteada en el
presente frabajo, ya que muestra como significativa la correlacién entre ambos
parametros. Ademas sugiere que los rompimientos de ADN pueden deberse a ciclos de

reparacion inconclusos.

Sin embargo los mecanismos por los cuales un xenobiético como el Pb, logra causar dafio
al ADN son diversos (Gurer y Ercal, 2000, Silbergeld, 2003). La alteracion de la
homeostasis celular es una de ellas, y esta dada por alteraciones en diferentes procesos
bioquimicos intracelulares. Uno de los factores involucrados en la perdida de éste
equilibno se refleja en reacciones de lipoperoxidacion, en donde se generan productos
altamente téxicos, siendo el mas abundante el malondialdehido (MDA), este es capaz de
generar genotoxicidad por si mismo, lo cual se refleja Unicamente en los individuos controt

(grafica 11). Sin embargo, otro efecto que muestra la capacidad de interaccion entre el
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MDA y el DNA de manera indirecta se deduce de la correlacion entre los niveles de este
aldehido y los efectos sobre la capacidad reparativa del DNA. Dicha correlacion muestra
que a mayores niveles de MDA hay incremento en la capacidad de reparacion (graficas
13 y 15), lo cual puede interpretarse como que al generarse dafo oxidativo por parte del
aldehido toxico se activan los mecanismos de reparaciéon que contrarrestan este efecto

que indirectamente se produce por la presencia del Pb.

Oftro evento que altera la homeostasis es la acumulacion de acido & aminolevulinico (ALA)
tal y como lo describe Monteiro ef a/,, 1989 y Oteiza ef a/, 1995. La inhibicioén de la acido
5 aminolevulinico deshidrogenasa (ALAD) por el Pb provoca que el ALA se acumule, lo
cual, seguido de una autooxidacion, generacion al radical ALA". La presencia del radical
ALA" puede causar dafios por si mismo o desencadenar la formacién de especies
prooxidantes, en ambos casos, el ADN es un blanco de dichos radicales libres, por lo que
se favorecen eventos genotoxicos. En nuestros resultados dichos eventos a causa de la
inhibicion de ALAD (grafica 6) fueron contrarrestados por la eficiente actividad
antioxidante (grafica 4, 7 y 8) por lo que la correlacién entre los niveles de MDA con la
actividad de ALAD descrbe una pendiente positiva tal como se muestra en el grafico 18.
Esta mismo argumento podria explicar lo descrito en la grafica 16, ya que se esperaba
una pendiente negativa entre la actividad de ALAD vs % Reparacion, sin empargo, lo que
si podemos afirmar es que la presencia del radical ALA  no logra tener influencia directa
sobre la capacidad reparativa. Por otro lado, la importancia de la proteccion antioxidante
mediada por el glutatiéon para que la ALAD cumpla sus funciones dentro de la sintesis del

grupo hemo se demuestra en la grafica 12.

Finalmente, nuestros resultados indican que altas concentraciones de Pb en sangre
generan mediante algin mecanismo de accion indirecto la presencia del i6n superoxido y
por ende se induce a la SOD (grafica 5), sin embargo al describirse una pendiente
negativa en la grafica 17, se deduce que esta enzima disminuye su participacion conforme
incrementa los niveles de Pb en sangre, lo cual sugiere que esta por alcanzarse su nivel
de saturacion en términos de cinética enzimatica. Mas aun es de resaltar que en POE a
Pb la mayor defensa antioxidante esta dada por la catalasa y el tripéptido glutation
(grafica 6 y 7) y es por ello que al determinarse altos niveles intracelulares de ambos en
las POE a Pb se esperaba encontrar una correlacion positiva entre estos antioxidantes tal

cual se describe en la grafica 19, en donde indirectamente los resultados evidencian que

39



el H,O, es una especie reactiva de oxigeno que se genera considerablemente y esta
involucrado como mecanismo indirecto de la toxicidad del Pb. Ademas considerando los
antecedentes publicados sobre la inhibicion de la enzima ferroquelatasa por Pb (Onalaja
et al, 2000), se puede pensar que el i6n Fe?' libre en el torrente sanguineo y el H,0,
presente, generen radicales OH mediante la reaccion de Fenton, pudiendo ser

extremadamente darinos para blancos moleculares como el ADN.

En conjunto de este trabajo puede concluirse que la exposicién laboral a Pb, rebasando
los niveles permisibles propuestos (www.cie.iarcfr) desencadena una serie de
mecanismos indirectos de genotoxicidad como lo son alteraciones en el balance
antioxidante, y alteraciones en los mecanismos de reparacién del DNA, reflejando que la
cronicidad en la exposicién puede abatir los mecanismos que mantienen la integridad del
material genético pudiendo a largo plazo desencadenar un proceso de transformacion

celular.
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Conclusiones

- Los niveles de exposicion a Pb en individuos que laboran en una planta de
reciclamiento de acumuladores rebasa 12 veces los niveles permisibles del metal
en sangre.

- El efecto genotéxico del plomo evaluado como rompimientos de cadena sencilla
en el ADN es poco descriptivo del dano causado por el metal.

- En personas ocupacionalmente expuestas a plomo, la inhibicién de la capacidad
reparativa del ADN fue de alrededor de un 70%.

- La defensa antioxidante (SOD, catalasa y glutation) se encuentra incrementada en
personas ocupacionalmente expuestas a plomo.

- La catalasa, el glutation y la superoxido dismutasa son moléculas antioxidantes
que pueden considerarse indicadores bioquimicos de exposicién laboral a plomo.

- La correlacion entre genotoxicidad e indicadores bioquimicos de exposicion fue
positiva entre porcentaje de reparacion y niveles de MDA, asi como también con la
actividad de ALAD en POE a Pb.

- Hubo correlaciéon entre algunos bioindicadores de exposiciéon como [Pb] vs niveles
de SOD; [MDA] vs actividad de ALAD y entre los niveles de catalasa vs glutation
en POE a Pb.

- Los efectos genotoxicos producidos por la exposiciéon a plomo son generados por

mecanismos de accién indirectos.
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