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RESUMEN

Entre los principales contaminantes ambientales se encuentran los metales y
metaloides. Si bien, la principal via por la cual se esta en contacto con ellos es
através del aire, la via de exposicion inhalatoria ha sido pobremente estudiada a
pesar de ser una fuente importante de ingreso de estos toxicos al organismo,
tanto para animales como humanos. Por ello, se ha desarrollado un modelo en
ratdn para estudiar las alteraciones que los metales producen en el pulmén, asi
como en otros organos al ser inhalados (Salgado, 1992). Estudios experimentales
han mostrado que tanto el plomo como el cadmio, administrados por esta via
alteran la estructura del bronquiolo (Salgado, 1992; Sanchez, 1994). Asi mismo,
empleando este mismo modelo, es posible identificar biomarcadores de efecto
que pueden revelar un dafo producto de la interaccidn o exposicion a agentes
xenobidticos y que pueden ser utilizados como indicadores tempranos de algun
transtorno mayor como lo seria cualquier enfermedad (Gonsebatt, 1994). Para
evaluar el efecto genotdxico se han utilizado varios biomarcadores de efecto tales
como las aberraciones cromosomicas, los intercambios de cromatidas hermanas,
micronucleos, la sintesis no programada de ADN, las mutaciones génicas
(Brusick, 1987) y recientemente la electroforesis unicelular (Singh, 1988), siendo
ésta Jultima una prueba de alta sensibilidad y aplicable a cualquier tejido
disgregable.

El objetivo de este trabajo es identificar la presencia de marcadores de daro
genotoxico evaluado mediante la electroforesis unicelular por la exposicidén via
inhalatoria a plomo y/o cadmio y los mecanismos de accidon individuales o
combinados (sinergismo y antagonismo), no soélo en el érgano de ingreso al
organismo ( células del epitelio nasal y pulmon), sino en otros drganos que sirven
como filtro, tales como el rindén, higado; en un 6rgano en el que se ha reportado
acumulacion de metales pesados (cerebro), en un tejido en continua proliferaciéon
como lo es la medula osea, también en sangre por ser un tejido en continua
circulacion en el organismo, asi como en testiculo donde podria valorarse un
posible efecto reprotoxico. Los resultados obtenidos mostraron que mediante
dicha via de exposicidn tanto el plomo como el cadmio tienen la capacidad de
inducir dafo genotoxico en todos los 6rganos empleados, asi mismo, se pudo
detectar un mayor potencial genotoxico por parte det cadmio en comparacion al
plomo. También fué posible detectar diferentes drganos blanco para cada uno de
los metales, asi como para la mezcla de ellos, lo cual nos indica especificidad en
la accion de dichos agentes. En cuanto a los cambios ultraestructurales de las
células de Clara ( encargadas de metabolizar agentes xenobidticos) en el pulmodn
se observaron aiteraciones provocadas por cada uno de los metales y su mezcla,
encontrandose ademas, una correlacion con el dafo al ADN evaluado en el
pulmon a traveés de la electroforesis unicelular.



INTRODUCCION

Contaminacion.

La contaminaciéon ambiental es generada principalmente por
antropogénica, las fuentes contaminantes de éste tipo se clasifican en fijas,
moviles y naturales. Dentro de las primeras se encuentran las industrias que
aportan el 20 % de los contaminantes atmosféricos totales y actividades
comerciales tales como la refineria y otras. Las fuentes moviles mas importantes
de emision de gases y particulas suspendidas en la ciudad de Meéxico son los
vehiculos, los cuales producen el 75% de los contaminantes. El 5% restante es
producido por las fuentes naturales, son aquellas que mediante procesos
naturales tales como la erosién y desertificacion aportan contaminantes al
ambiente (Sanchez, 1994), cabe mencionar que los metales forman parte de las
tres fuentes contaminantes antes mencionadas. La forma quimica de las
emisiones antropogénicas depende de la solubilidad de los productos y de la
relacidn area-volumen-radio de las particulas. De este modo, las particulas
menores de 5 um de diametro son relativamente solubies, tal es el caso de los
nitratos, sulfatos y compuestos de amonio frecuentemente presentes en las
emisiones producto de la combustion.La accion toxica de los contaminantes esta
determinada tanto por su accesibilidad al organismo como por la serie de
reacciones bioquimicas y fisioldgicas que provocan y que en Uultima instancia se
manifiestan como signos y sintomas de intoxicacién tal como se ve en el cuadro 1

(Vega, S. 1985).

la actividad

CUADRO 1
MEDIO EXTERNO o R G A N 1 8 M O
EMISION Distnibucion Reaccion Pnmana [Consecuencia para el orgamsmo
1 C: Signos y sintomas

clinicos

oIS
rna S
EXPOSICION ,-——~ membranas, etc. .
xico R1 —» RM1—pX—eY—s2__[NgToxico
< R2 —» RM2_ NG Téxico

reparacion

Toxico R3 —p RMI—B A8 —»C__|Iggico

Excrecron
Fijacion

Nota. La interaccion entre el toxico amblen!al y el organismo esta representada por vanas fases interrelacionagas. En ei cuadro fa R replsema
mempranas, efc . representados por la M. De esta se &

una sustancia que
los cambios X, Y o Z que no tienen consacuencnas toxicas para el orgamsmo. o los cambios A. B o C gue tenen consecuencias laxu:as

Tomado de Vega. S. 1985)
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Contaminacion por metales pesados.

Los metales pesados son bicacumulados en diversas formas (inorganica o como
compuestos organicos y no son degradados ni bioldégica ni quimicamente, como
ocurre en el caso de la contaminacién por compuestos organicos por o cual,
permanecen en el organismo por largos periodos, de ahi que sean una de las
formas mas peligrosas de contaminantes ambientales. Metales pesados como el
cobre (Cu), plomo (Pb), mercurio (Hg), etc., forman complejos con diferentes iones
y moléculas, ejerciendo toxicidad por su alta afinidad con ios grupos amonio y
sulfidrilo (Martell,1981). Al reaccionar los metales con estos grupos se forman
complejos metalicos y como consecuencia de ello algunas enzimas pierden su
efectividad para controlar reacciones metabdlicas. La contaminacidon ambiental
provocada por metales pesados ha ido en aumento debido a la actividad humana.
Utilizando al pulmdén como un indicador de exposicién, se ha detectado la
presencia de concentraciones elevadas de metales como Pb, cadmio (Cd), niguel!
(Ni), cobaito (Co) y Cu en residentes de la Ciudad de Meéxico, estos datos se
muestran en la tabla 1 (Fortoul et al, 1996). Asi como estudios experimentales en
raton con Pb y Cd inhalado en tratamientos agudos han demostrado cambios

morfolégicos en pulmdén (Moncada, 1994).

Tabia 1. Niveles de diferentes metales(X+xSD) en pulmones de individuos que

murieron en la década de los 50’s y 80°'s (Lg/g peso seco).
Metal 50's 80’s
Cd 1.2+0.37 25.6+6.50
Co 3.0+0.97 37.2+8.67
Cu 10.0+2.97 44.8+15.7
Ni 3.0+0.96 57.6+9.3
Pb 12.0+4.97 134.3+26.7

Fortoul, 1996.

Las actividades industriales y urbanas generan metales pesados en forma de
particulas y gases. Los niveles de metales pesados en la atmodsfera, para el
futuro, no solo dependen del control y de la eficiencia del uso de combustibles
fosiles y de las reservas minerales, sino también de la carga residual de metales
en los depositos globales, ésto repercute sobre el ambiente natural y por lo tanto
en el hombre. Estos efectos provienen de dos grandes vias de exposicion, 1)
Transporte de contaminantes en el ambiente por el agua, sueios y comida,
generados por la actividad antropogénica y 2) Alteracion de las formas quimicas o

bioquimicas de los elementos (Goyer, 1991).
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Particulas suspendidas.

Las particulas suspendidas son pequefos nucleos de polvo, agua, metales,
silicatos, oxido de azufre y nitrodgeno que se encuentran suspendidos en la
atmosfera durante horas, dias e incluso meses (Burgos, 1986). Desde el punto de
vista de la salud, el porcentaje de la fraccion respirable mas importante es la de
las particulas de diametro entre 6 y 10 .um que quedan atrapadas en la cavidad
nasofaringea y particulas menores de 5 nm que pueden penetrar hasta el alvéolo
(Wanner, 1993). Las particulas suspendidas mas pequefias son importantes en
relaciéon con la salud, no sélo porque permanecen en la atmoésfera durante mas
tiempo que las particulas grandes, sino también porque algunas son lo
suficientemente pequefias para ser inhaladas y penetrar profundamente en las
vias respiratorias (Loomis, 1996). De acuerdo al tamano las particulas se
clasifican en: particulas de fraccion gruesa, (2.5 a 100 um) y fraccion fina (< 2.5
um), ambos tipos presentan composiciones distintas. Existen dos mecanismos
que determinan el tamano, las de fraccion fina provienen de procesos
fisicoquimicos y las de fraccion gruesa, son el resultado de procesos mecanicos,
de combustion y otros procesos de tipo fisico (Sanchez, 1994). En forma
aproximada, las particulas en el rango de 0.1 a 10 um son producto de la
combustion (gasolina (Pb), cigarro(Cd)) y de aerosoles fotoquimicos (smog).
incluyendo las particulas suspendidas provenientes de suelos, polvos emitidos por
industrias como cementeras, fundidoras, hornos industriales y quema de basura,
entre otros; las particulas mayores de 10 um frecuentemente son el resultado de
procesos como las tolvaneras y polvos de construcciéon, que por su tamarno,
rapidamente se sedimentan permaneciendo poco tiempo suspendidas en el aire
(Sanchez, 1994). Las caracterizacion de las particulas suspendidas en el aire
ambiental puede realizarse con base en la cantidad total de particulas o a la
fraccion respirable, que es de 0-5 pum de diametro. Debido a que el grado de
penetracién y retencion de particulas en el sistema respiratorio es una funcion
directa del tamarno aerodinamico de las mismas (Fig. 1), es necesario conocer la
distribucion del tamafio del total de las particulas suspendidas y la fraccion
respirable ya que pueden tener efectos directos en la saiud. En ia tabia 2 se
muestra el porcentaje de particulas respirables en funcidn de su tamafio.

Tabla 2. Porcentaje respirable de particulas de diferentes tamarnios.

Tamano de particulas en um Porcentaje respirable
10 0
5 25
3.5 50
2.5 75
2 100 -

Sanchez, 1994.
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Mayores de 11 um

7-11 um

4.7-7 um Faringe .

3.3-4.7 um Traquea y ..
Bronquios primarios

.2.1-3.3 ym ivBFoﬁquics sec '//

1.1-21 #m Bronquiolo term. / r )
0.65-1.1 um Alvedlos 1& }-
0.43-0.65 um Alvedlos ‘

Figura 1.- Rangos de penetracion de particulas en el sistema respiratorio.

Esta bien establecido que las particulas suspendidas son un constituyente
importante dentro de los contaminantes ambientales, al respecto Loomis en 1996
reporta que en la ciudad de México, hay un incremento en la mortalidad, asociada
al incremento de los niveles totales de particulas suspendidas.

""'
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Toxicologia de metales (aspectos generales).

El deposito de metales pesados en sistemas bioldgicos, puede ejercer toxicidad a
diferentes niveles, dicha toxicidad puede ser dividida en cuatro fases: absorcién,
distribucion, metabolismo y excrecion (Timbrell, 1995).

Absorcion.

Hay diferentes sitios de primer contacto entre el metal y un sistema biolodgico, la
absorcion necesariamente involucra el paso a través de la membrana celular del
sitio de contacto. La estructura de las membrana bioldgicas determinan su funcién
y caracteristicas. La caracteristica mas importante desde el punto de vista
toxicoldgico es que las membranas son selectivamente permeables. Solo ciertas
sustancias son capaces de pasar a traves de ella dependiendo de caracteristicas

h



fisicoquimicas particulares como: tamafo, solubilidad en lipidos, similitud con

moléculas enddgenas, polaridad y carga eléctrica (Goyer, 1991 y Timbrell, 1995).
Los pasos que una sustancia ajena sigue para atravesar las membranas
‘bioldgicas son los siguientes:

1.- Filtracion a través de los poros. Este movimiento puede ocurrir bajo un
gradiente de concentracion y puede incluir sustancias tales como etanol y urea.

2.- Difusion pasiva a través de la membrana fosfolipidica. Este es el mecanismo
de absorcidn mas importante por el cual se absorben toxicos, para que se pueda
llevar a cabo, se requieren ciertas condiciones (un gradiente a través de la
membrana, que la molécula ajena sea liposoluble y no este ionizada).

3.- Transporte activo. Este proceso tiene algunas caracteristicas importantes., se
requiere de un transportador de membrana especifico, energia metabdlica para
que opere el sistema, el proceso puede ser inhibido por drogas metabdlicas, el
proceso puede ser saturado a altas concentraciones de sustrato, el transporte se
da en contra de un gradiente de concentracion, ademas de que puede haber
competencia por sustratos similares. Este tipo de transporte lo realizan sustancias
y nutrientes enddogenos. pero moléculas similares y iones pueden ser
transportados por el sistema (fluorouracilo) (Timbrell, 1995).

4 - Difusion facilitada. Para que se realice, es necario un transportador de
membrana especifico, se requiere un gradiente de concentracién que cruce la
membrana y ademas el proceso puede ser saturado por altas concentraciones de
sustrato. Este tipo de transporte normalmente es realizado por sustancias y
nutrientes endégenos, aunque también por compuestos ajenos con una similitud

a los enddgenos, un ejemplo al respecto es el transporte de glucosa en células
intestinales.

5.- Fagocitosis y pinocitosis. Involucra ja invaginacion de la membrana para
encerrar una particula o gota respectivamente. Este es el mecanismo por el que

las sustancias insolubles tales como el dioxido de uranio y asbesto son absorbidos
en el pulmon.

Sitios de Absorcidn. Los tres principales sitios de absorcion de metales son la piel,
el puimén y el tracto gastrointestinal. El tracto gastrointestinal es el mas
importante cuando la exposicion fué por via oral, el pulmén lo es en el caso de

exposicion via inhalatoria, mientras que la piel es un sitio raro de absorcién
(Timbrell, 19956).

Piel. Esta se encuentra constantemente en contacto con compuestos ajenos tales
como gases, solventes y sustancias en solucion. La absorcion a través de la piel
esta limitada a compuestos liposolubles tales como los solventes. Un factor

importante que se debe considerar en cuanto a esta ruta de exposicion es el area
que representa (Timbrell, 1995).

Pulmones. Toxicolégicamente esta via es mucho mas importante que la anterior,
de primera instancia es el medio por el cual estamos en contacto con el aire y
como se ha venido mencionando en él estan presentes muchas sustancias
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extrafas; estas pueden ser gases (mondxido de carbono), vapores de solventes
(cloruro de metileno), aeorosoles o particulas de dlferentes clases. Los pulmones
tienen una gran superficie, que es alrededor de 50-100 m? en el hombre, ademas
de estar muy irrigada. Consecuentemente la absorcion de los pulmones es rapida
y eficiente. Dos factores que afectan la absorcidén via pulmonar son el flujo
sanguineo y la velocidad respiratoria. Pequerfos compuestos liposolubles, tales
como solventes pueden ser absorbidos por los alveolos. Compuestos en solucidn
y particulas pueden ser absorbidos por pinocitosis y fagocitosis respectivamente.
Por ejemplo, particulas de didxido de uranio, que son insolubles, son absorbidas
via pulmonar y causan dafno en el rindn. El plomo en forma de particulas es
absorbido por el pulmdén, en este caso el tamarfio de la particula es un factor
determinante para el localizar el sitio donde es depositado y por lo tanto
absorbido, por ejemplo, particulas de plomo de 0.25 um de diametro son
absorbidas pero particulas de dioxido de uranio de mas de 30 um de diametro no
se absorben.

Tracto gastrointestinal. Varios compuestos extrafios son adquiridos via
alimenticia, por lo cual el tracto gastrointestinal es una importante via de
absorcion. El ambiente interno del tracto gastrointestinal varia a través de su
longitud, particularmente en cuanto a las condiciones de pH. Sustancias que son
tomadas oralmente primero entran en contacto con el revestimiento de la boca
(cavidad bucal), donde el pH es normalmente alrededor de 7 en el hombre, pero
un poco mas alcalino en especies como la rata. La siguiente region de importancia
es el estomago, donde el pH es alrededor de 2 en el hombre y algunas otras
especies de mamiferos (Timbrell, 1995). La sustancia puede permanecer en el
estomago por algun tiempo. En el intestino delgado donde el pH es de 6 y que
esta muy irrigado, ademas de tener una gran superficie debido al plegamiento de
su revestimiento y la presencia de bilis es un lugar propicio para la absorcion de
varios compuestos adquiridos por via oral. Debido al cambio de pH en el tracto
gastrointestinal, las diferentes sustancias que se encuentren en él, pueden ser
absorbidas en diferentes regiones en funcidn de las caracteristicas fisicoquimicas
que presenten, lipidos solubles, compuestos no ionizantes, pueden ser absorbidos
a todo lo largo del tracto, pero sustancias ionizables generalmente solo puden ser
absorbidas por difusion pasiva si no son ionizadas en las condiciones de pH del
sitio en el que se encuentren y sean liposolubles. Acidos débiles pueden ser
absorbidos en el intestino delgado debido a la influencia del flujo sanguineo y pH
del plasma. Un factor que puede afectar la absorcidn en el tracto gastrointestinal
es la presencia de alimento (Clarckson, et al 1988). Este puede favorecer la
absorcién si la sustancia en cuestion es disuelta en alguna grasa presente. Otra
variable importante esta representada por las bacterias presentes en el tracto,
puesto que tienen la capacidad de metabolizar algunas de las sustancias
extranas, asi como también por enzimas presentes en la pared del intestino
(Timbreil, 1995).

Distribucion.

Después de que el metal o sustancia extrafna ha sido absorbida, pasa al torrente
sanguineo. La absorcion a traves de la piel lleva a suministrar al compuesto al



torrente sanguineo, mientras que la mayor circulacion pulmonar sera involucrada
si el compuesto es aerotransportado y por 1o tanto absorbido a través del pulmaén.
La mayoria de los compuestos absorbidos oralmente,seran suministrados a la
vena porta del higado mediante la sangre del tracto gastrointestinal. Solamente en
el torrente sanguineo, los compuestos seran distribuidos a todo el cuerpo y
estaran diluidos en la sangre. Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del
compuesto, éste sera distribuido a los diferentes tejidos. De la misma forma que el
proceso de absorcidon y la distribucién del compuesto a un tejido particular
involucra el paso através de membranas bioldgicas (Goyer, 1991; Timbrell, 1995).
Solo los compuestos en formas no ionizadas pasaran del torrente sanguineo a un
tejido por difusidn pasiva. Sistemas de transporte especifico pueden operar por
ciertos compuestos, fagocitosis y pinocitosis pueden transportar moléculas
grandes (particulas o soluciones). La concentracion del compuesto en el plasma y
el nivel del perfil en el plasma sera un reflejo de la distribucidn, por ejemplo,
compuestos que son distribuidos a todos los tejidos, tales como solventes
solubles en lipidos como el tetracloruro de carbon, presentaran una baja
concentracion en plasma, mientras que sustancias que son ionizadas al pH del
plasma y que no necesitan ser distribuidas en tejidos, pueden tener altas
concentraciones en plasma. El volumen de distribucién puede algunas veces
indicar si el compuesto de interés esta en un tejido particular o si permanece en el
plasma. Si una sustancia se distribuye a través del tejido adiposo, Ila
concentracion en el plasma sera muy baja. Otro aspecto de la fase de distribucion
que puede tener una implicacion toxicologica importante es la interaccion del
compuesto de interés con proteinas en el plasma vy varias macromoléculas en
otros tejidos. Muchos compuestos extrafios unidos a proteinas plasmaticas no
covalentemente, alteran su distribucion (Timbrell, 1995). La distribuciéon de la
sangre en los tejidos es reducida por la unidn de tales proteinas, puesto que
ahora el compuesto de interés al estar unido a una molécula grande limita su paso
por las membranas a menos que exista un sistema de transporte especifico. L.as
uniones mencionadas involucran fuerzas idnicas, uniones de hidrogeno, uniones
hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals. Comunmente los compuestos se unen a
la creatinina, pero algunos como el DDT, que son lipofilicos pueden asociarse a
lipoproteinas plasmaticas. La distribucion de estos compuestos a tejidos en los
cuales pueden encontrar su sitio de accidn es de gran importancia para la
toxicologia de ellos. Compuestos lipofilicos localizados particularmente en cuerpos
grasos, permaneceran en el mismo sitio por periddos prolongados, por lo cual
ejerceran su efecto toxico en ese sitio (Timbrell, 1995).

Excrecion.

La eliminacidén de sustancias toxicas por el cuerpo es un aspecto determinante de
su efecto bioldgico, la rapida eliminacion reduce la probabilidad de ejercer un
efecto toxico y por lo tanto reducen la duracion de un efecto biologico (Fishbein,
1987). La eliminacidén de un compuesto extrafio se refleja en el tiempo de vida
media que presenta en el plasma, o en sangre entera. Sin embargo, el tiempo de
vida media en el plasma también refleja metabolismo, distribucidn y excrecion. El
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tiempo de vida media en sangre entera es el tiempo requerido por el compuesto
para ser eliminado del cuerpo y consecuentemente refleja la excrecion del
compuesto(Timbreil,1995). La mas importante ruta de excreciéon de muchos
compuestos es a través del rifidn y la orina. Otras rutas de secrecidon son la bilis,

el aire expirado por los pulmones, secreciones del tracto gastrointestinal, leche,
sudor y otros fluidos (Timbrell, 1995).

Efectos sobre la salud.

Se ha reportado poco sobre los efectos que causan los metales pesados a la
salud. La mayoria de los sintomas que se presentan en las exposiciones agudas a
estos elementos son muy parecidos, pudiendo causar voOmitos, nauseas, irritacion,
mareos, etc. Sin embargo, también se ha reportado que algunos de estos
elementos puede causar desordenes, entre los mas conocidos son: el sindrome
de Wilson, el cual consiste en una alteracidn en ia excreciéon hepatica de cobre,
por lo cual el metal es acumulado en el higado, cerebro y otros dérganos.
Hemocromatosis por la ausencia de fierro, la enfermedad de Menkes, sindrome
ligado al sexo donde la distribucion del cobre se ve afectada (Harrison, 1983).

Mutagenicidad,Genotoxicidad y Carcinogenicidad de metales

Metales y metaloides como el magnesio (Mg), (Cu). zinc (Zn), Co, molibdeno (Mo),
vanadio (V), estano (Sn). Arsénico (As), selenio (Se), Cd, Ni y cromo (Cr) se
requieren nutricionaimente por animales y humanos en cantidades de
microgramos o miligramos diarios para crecer y realizar adecuadamente sus
funciones bioldgicas se denominan elementos traza, o bien, micronutrientes. EI
estudio de los metales traza tiene algunos problemas entre los que se encuentra
el establecimiento de los requerimientos optimos diarios y su biodisponibilidad,
puesto que solo ha sido posible determinar los niveles de toxicidad y los de
deficiencia marginal, a través de estudios realizados en grupos de aito riesgo.
Algunos metales estan considerados dentro del grupo de los agentes
xenobidticos, es decir, aquellos que son ajenos al organismo, entre los mas
estudiados se encuentran el Pb, Cd, berilioc (Be), y Hg. De estos, algunos se han
identificado como agentes genotoxicos, mutagenicos y carcinogénicos (Fishbein,
1987: Ostrosky et al, 1990; Gonsebatt et al, 1994). De ahi la importancia de
estudiarios. La mayoria de los metales ejercen toxicidad en multiples organos
blanco mediante enzimas de membranas celulares y de organelos (Goyer, 1991).
Generalmente el efecto toxico de los metales involucra la interaccidon entre un ion
metalico libre y el blanco toxicologico: aunque es probable que sean varias las
razones involucradas en el efecto toxico. Las células involucradas en el transporte
de metales son las gastrointestinales, las de higado y las de los tubulos renales
principalmente, sin embargo. para muchos metales estas ceélulas presentan
mecanismos protectores que consisten en la formacion de complejos proteinicos
con el metal para desintoxicar (Goyer, 1991).

Numerosos factores infiluyen en la toxicidad a nivel individual: la edad, dieta e
interaccidon metal-metal posiblemente afectan en la relacion dosis-efecto. Por otro



lado la especiacion quimica del metal puede ser un factor importante, en la
absorcion en términos de la distribucidn corporal y efectos toxicos, estas
interacciones pueden ser divididas por tener o no efectos carcinogénicos
(Fishbein, 1987 y Goyer, 1991). La accidon genotoxica de los metales se ha
utilizado para determinar si dichos compuestos son potencialmente
carcinogénicos. E! término genotoxicidad se puede definir como la alteracién
producida en el material genético por ciertos agentes aun a concentraciones
subtoxicas (Brusick, 1987). En las ultimas dos décadas se han tratado de
desarrollar pruebas genotoxicas de corta duracidn, que tengan una alta
probabilidad de predecir cuales agentes quimicos son carcindgenos en animailes,
sin embargo, las correlaciones no son directas.
Flessel y colaboradores (1978) revisaron los efectos de algunos metales
inorganicos en la prueba de Ames en Sa/monel/a, el ensayo Rec, en E. col/i y sus
fagos, asi como observaciones citologicas en organismos superiores, encontraron
que en uno u otro sistema, metales como As, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Pty Se fueron
positivos. Sin embargo no se presentd un patrén uniforme en la correlacion de
estos resultados con carcinogénesis. En una compilacidn realizada por De Flora
(1981), algunos compuestos del cromo tuvieron actividad en la prueba de
Ames/Salmonella; pero disminuyo la actividad en presencia del sistema de
activacion metabdlica, S-9. Posteriormente, Hansen y Sterm (1984) asi como
Furst y Radding (1984) publicaron una revision de la evaluacién de metales a
travées de estos sistemas y una vez mas no pudieron establecer correlacion.
Leonard y colaboradores (1984) revisaron la mutagenicidad y carcinogenicidad de
un determinado numero de metales industriales y listaron en orden decreciente de
mutagenicidad algunos metales como Cr, Be, As, Ni, Hg, Cd. Pb. Tambien
tomaron en cuenta el numero de gente expuesta y listaron a los metales por su
potencial carcinogénico de mayor a menor : As, Cr, Ni, Be, Pb=Cd=Hg, siendo los
ultimos tres practicamente inactivos. Ennever y Rosenkranz (1986) evaluaron los
resuitados de varias pruebas de genotoxicidad de corta duracion. Algunas
pruebas demostraron que pocos iones metalicos eran mutagenicos.

Backer (1985) estudid el problema del porqué las pruebas genotoxicas de metales
no son buenos indicadores de carcinogenicidad potencial y establecio que la falta
de compatibilidad entre ensayos eucariontes y procariontes puede afectar en la
correlacion, debido a que frecuentemente se considera por igual los resuitados
obtenidos de éstos dos tipos de ensayo., sin considerar las diferencias en el
metabolismo, organizacion del material genético, etc, o lo que es lo mismo, a la
compartamentalizacidn que presentan los eucariontes y no asi los procariontes.
Otro factor que puede estar influyendo es la naturaleza de los compuestos
inorganicos, incluyendo el estado fisico y/o quimico de los metales, su solubilidad,
y la interaccidon con fosfatos en el medio. Backer (1985) concluye que las pruebas
que detectan dafio directo al ADN constituyen los mejores indicadores de
carcinogenicidad potencial. Por ello es importante la evaluacion de los metales por
medio de pruebas que detectan darno al ADN como lo seria la prueba de aductos,
la elucion alcalina ¢ la electroforesis de células individuales, asi como también es
importante continuar desarrollando pruebas de genotoxicidad de corta duracion
mas sensibles y precisas. Gebhart y Rossman (1991), reportan que la
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mutagenicidad de metales en humanos solo ha sido demostrada en el caso del
As, cromatos, Ni y platino. Concerniente a la carcinogenicidad por exposicion
ocupacional y su relacidbn con datos epidemiologicos detallados, solo fueron
considerados carcinégenos el As, Be, Cd, Cr y Ni, cabe sefnalar que soio en
ciertos estados de oxidacion. Puesto que hay muchos datos que no han sido
resueltos en cuanto a comutagenicidad y cocarcinogenicidad.

PLOMO
El! plomo es un metal conocido por el hombre desde tiempos remotos; su
descubrimiento y transformacidon han permitido la elaboracion de algunos
utensilios y herramientas desde el siglo XV a la fecha; sin embargo, su uso
también ha significado riesgo por exposicion directa lo cual se ha incrementado en

la actualidad (Skerfving, 1988).

E! Pb es un elemento que forma parte de la familia de los metales IV A, su
numero atémico es 82 y su peso molecular es de 207.19 daltones, su valencia es
+1 o +2; esta considerado dentro del grupo de los metales pesados, tiene color
azul grisaceo y en solucion se comporta como catién divalente. En la naturaleza
se encuentra incorporado a diversos compuestos que son obtenidos de forma
impura y que requieren ser purificados, una vez obtenido se fracciona
principalmente en dos compuestos: minio (mondxido de plomo) y litergirio
(tetroxido de plomo), que son materia prima en la elaboracion de varios productos.
Es sabido que los egipcios usaban al plomo como material para estatuillas,
utensilios de cocina. amuletos y monedas; durante todo el imperio romano se uso
en tuberias para agua, adornos, material de cocina y recipientes para vino
(Skerfving, 1988). En esta época ya se conocian algunos sintomas de intoxicacion
por plomo, pero fué hasta el siglo Xil cuando se integré un listado de procesos
patoldgicos asociados al uso del plomo. debido al uso de barro mal vidriado y al
uso de plomo en la destilacion de ron. A fines del siglo XIX aumentd la
intoxicacion por este metal cuando aparecieron los motores de combustion
interna. En los ultimos 50 anos, el uso del tetraetilo de plomo como antidetonante
en las gasolinas y en la elaboracion de acumuladores generalizd el riesgo de
contaminacion ambiental, con la consecuente dispersion de los gases de motores
que se depositan finalmente en los antidetonantes en las gasolinas, el producto de
la reaccion son el cloruro de plomo, sulfato de plomo, 6xido de plomo y el plomo
metalico que constituyen el polvo de plomo (Skerfving, 1988).

El! plomo es un metal relativamente inerte con bajo punto de fusién y puede
encontrarse naturalmente en toda la biosfera. Esta presente en la atmodsfera y se
origina por procesos naturales y actividad humana. Se ha propuesto que cada arno
los volcanes emiten de 1 a 6,400 toneladas meétricas de Pb. La emision de Pb por
actividad humana ha sido estimada en 450,000 toneladas métricas al ano. El 90%
de emision antropogéeénica en E.U. se debe a la combustion de gasolinas con Pb, y
en menor grado por la combustion de carbon y desechos de aceites. El Pb ha sido
ampliamente usado como un componente de pinturas, asi como de diversos
compuestos organicos presentes en combustibles (Mendoza, 1996).



Exposicion
Las formas de exposicion son la natural y ocupacional a través de la ingestion e
inhalacion, principaimente.

Ingestion. La exposicion a Pb a través de la dieta, puede ser de 30 ng/dia hasta
cientos de ng/dia. El rango de ingesta mediante el agua de bebida es de 1 ug/dia
hasta 3 mg/dia. Con respecto a la exposicon a Pb hay que considerar factores
como el material del cual estan hechos los contenedores tanto para agua como
para alimentos, puesto que la ceramica vidriada implica una exposicén adicional
al Pb, asi también, debe considerarse que el vino puede contener altos niveles del

metal (Skerfving, 1988).

Inhalacion. La exposicion através del aire algunas veces es tan baja como 0.1
ug/m?>, correspondiendo a una cantidad inhalada menor a 2 pg/dia. En algunas
areas puede ser mucho mayor a 10 pg/m:’. lo cual coresponde a una exposicion
de aproximadamente 200 pg/dia. Con respecto a esta via de exposicidn hay
varios factores importantes, uno de ellos es el tamano de la particula, puesto que
de ello depende su distribucidon en las vias aéreas, otro factor importante es la
exposicén via inhalatoria a través del tabaco, puesto que e! contenido de Pb en el
cigarro es de 3 al12 ng y aproximadamente el 2 porciento de éste es inhalado por

el fumador (Skerfving, 1988).

Ocupacional. Esta es una via de exposicidon extra a las antes mencionadas. la
cual afecta a sectores especificos de la poblacion. por ejemplo trabajadores de
minas, fundidoras, fabricas de pilas, acumuladores y vidrio, asi como pintores

(Mendoza, 1996).

Modelo Metabdlico (Farmacocinética).

Absorcion
Ingestion. En promedio se absorbe del 4 al 21 % de Pb ingerido si este se
encuentra en forma de alguna sal soluble, por otro lado se ha reportado que los
nifos tienen una mayor absorcidon gastrointestinal que los adultos, en los cuales la
capacidad de absorcion varia y depende de factores como si la ingesta es
simultanea a calcio y fosfato los cuales disminuyen Ia abosorcion del Pb
(Skerfving, 1988). En animales experimentales la ingesta de leche, hierro y
vitamina D afectan la absorcién. En ratas de alto peso, la absorcidn de Pb es
menos eficiente que en las de menor peso (Skerfving, 1988).

Inhalacion. El patron de depdsito del Pb inhalado en el tracto respiratorio es
afectado por el tamarno de la particula de aerosol inhalado, la velocidad de
dispersion, estabilidad atmosférica y de la ventilacion. Particulas con un diametro
aerodinamico mayores a 5 um son depositadas en vias superiores, donde son
removidas por mecanismos mucociliares y después son ingeridas. Una fraccién
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de este Pb posteriormente es absorbido por el tracto gastrointestinal. Particulas
con un diametro menor a 1 um, son ampliamente distribuidas y depositadas en la
regién alveolar del puimon. Esto significaria que individuos que respiran mas con
la nariz y que por lo tanto tienen una mayor depositacion del Pb en ella, estan
menos expuestos que los que respiran mas a través de la boca. En cuanto a ias

particulas de 0.5 pm, su depositacion es baja, aproximadamente del 20 %

(Skerfving, 1988).

Distribucion.

Sangre. El Pb es absorbido por el plasma de la sangre, aunque se conoce poco al
respecto, se ha asumido que el Pb en plasma consiste en una fraccion mayor
formada por un complejo proteina-Pb y una fraccion difusible. La presencia de Pb
en plasma es el resultado de una absorcidn reciente, puesto que el Pb es
rapidamente equilibrado entre el plasma y fluidos extracelulares. Mas lentamente,
pero en cuestion de minutos, el Pb es transferido a las células sanguineas. Dentro
de la sangre el 99 % del Pb esta contenido en las células rojas, y el 1 % restante
en el plasma (Skerfving, 1988). En las células rojas se encuentra unido a la
membrana celular, hemoglobina y otros componentes. La distribucién relativa
dentro de ias células sanguineas, depende de factores individuales y la intensidad
de la exposicion. El radio del Pb contenido en células rojas y plasma no es
constante sobre los niveles de Pb-sangre. De esta manera, la fraccion en plasma
sube con un incremento en la concentracion de Pb en sangre. Este detalle es de
importancia para la distribucion a otros érganos. Asi, se sabe que no es cierto que
los niveles de Pb en sangre entera tienen una relacion con los niveles en otros

organos (Mendoza, 1996).

Tejidos blandos. El Pb absorbido por el plasma de la sangre es distribuido a
distintos organos. Entre los tejidos blandos, el higado y el rinén alcanzan altas
concentraciones. Por otro lado el Pb tiene la capacidad de atravesar la barrera
cerebral y juzgando por experimentos en animales, el grado del Pb por atravesar
al sistema nervioso es mayor en nifos que en adultos. En animales
experimentales no es constante la relacién entre los niveles de plomo en sangre y
tejidos blandos. De esta manera, la acumulacion de Pb en higado y rifion es
mayor que en sangre, mientras que es baja en el sistema nervioso central. EI
sistema nervioso periférico puede acumular mas Pb que el sistema nervioso

central (Skerfving, 1988).

Esqueleto. Una gran proporcion del Pb absorbido es incorporado al esqueleto. Ei
esqueleto contiene mas de 90 % de la carga corporal del Pb. El Pb contenido en
el esqueleto no es distribuido homogeneamente. Por analogia con el calcio, es
probable un pequefio y rapido intercambio del contenido de Pb en el esqueleto.
Ademas, hay otros dos sitios donde se acumula Pb, uno es el contenido en hueso
trabecular y el otro es el del hueso cortical (Skerfving, 1988). El esqueleto
contiene aproximadamente 20% de hueso trabecular y 80% de hueso cortical,
pero la superficie del area en los dos tipos de hueso es similar. Asi, el cambio del



contenido del Po en hueso trabecular es mucho mas rapido que el del contenido
de Pb en hueso cortical (Skerfving, 1988).

Excrecion. El Pb es excretado a través de la orina y las heces. La excrecién en
orina, es a travées de filtracidon glomerular y secrecion tubular, como se ha indicado
en varios estudios con animales experimentales. La excrecién en orina sube de
manera exponerycial cuando incrementa el nivel de Pb en sangre. Esto puede ser
debido a un incremento en la fraccidén de Pb en plasma con un aumento del nivel
en sangre, aunqQue esta posibilidad necesita ser confirmada. Puesto que hay
variaciones indiwviduales en la excrecion de Pb en orina a concentraciones
similares en sangre (Skerfving, 1988). El Pb también es eliminado por excrecién
fecal endogena. /A baja exposicion, la excrecidon en heces es aproximadamente la
mitad que en orzna. El Pb también puede excretarse por el sudor, ufias, pelo y
leche materna. El Pb tiene la capacidad de cruzar la barrera placentaria y causa
exposicion fetal. Ladistribucion en el feto es igual a la del aduito (Preston, 1980).
La acumulacién de Pb en el cuerpo comienza desde el nacimiento y continia a
través de la vida. Elrango de carga corporal total en adultos es de 60 a 140 mg,
cuando el Pb es adquirido por via gastrointestinal o pulmonar. lnicialmente se
distribuye de la s.a ngre a distintos érganos. Se ha propuesto que la distribucion y
modo de excrecion consisten de tres compartimentos: El compartimento de
transporte a conto plazo (sangre), el compartimento de almacenaje intermediario
(tejidos blandos) y el compartimento de toda la vida (hueso) (Skerfving, 1988). La
concentracién de Pb en sangre y tejidos blandos puede tener un equilibrio
dinamico, posterior a la exposicion, pero en hueso el equilibrio puede nunca ser
alcanzado. El termpo de vida media del Pb en sangre es aproximadamente de 30
dias y cerca de 17 afos en el hueso, se estima que aproximadamente 9 nug de Pb
son almacenados diariamente en hueso en individuos no expuestos
ocupacionalmente. Diversos estudios de monitoreo de los niveles de Pb en sangre
de individuos no expuestos ocupacionalmente reportan un promedio de 9.2 y 14.6
L1g/dL. Se realizaro n estudios con nifos donde se consideraron variables como la
edad, sexo, raza. mnivel socioecondmico y grado de urbanizacion de la zona de
residencia y se enncontr®d que los nifios negros tiene un mayor nivel de Pb (> 30
12g/dL) mientras quelos nifos blancos tuvieron menos nivel de Pb en sangre (> 25
reg/dL) (Skerfving, 1988). En los adultos los hombres presentan mayores niveles
de Pb en sangre con respecto a las mujeres. En tejidos blandos , el rifidn es
generalmente el 6 rgano en el cual se encuentra la mayor cantidad de Pb , seguido
por el higado, corazoén y cerebro. El alto porcentaje de Pb almacenado en rifion es
un reflejo del hecho que se excreta a través de filtracion glomerular. El Pb que no
es absorbido se excreta eéen orina y heces (Skerfving, 1988).

Rangos de inhalacicon de compuestos de Pb alquilado, tales como el tetraetilplomo
(TEL) y el tetrametilplomo (TML) fueron estudiados en individuos voluntarios. Esta
investigacion encontrd un deposito inicial en pulmon, con rangos del 31 al 51% y
de esta cantidad 40% de TEL fué exhalado después de 48 horas y 20% del TML.
Compuestos alquil ados de Pb son rapidamente absorbidos por la piel y es posible
alcanzar dosis letaales por esta via. TEL y TML son oxidativamente alquildos en
microsomas de higado a trietil trimetil metabolitos que son conocidos como formas




toxicas de estos compuestos. Después de una exposicion a niveles altos de Pb
alquilado se ha determinado la presencia del metal en higado, rifién y cerebro
(Goyer, 1991). La ruta de eliminacién del Pb inorganico es la via renal. En la
poblacion general, el depdsito en pulmoéon de Pb ambiental es aproximadamente
del 30 | 50 %, dependiendo de los factores antes mencionados, por otro lado se
calcula que mas del 90% de! Pb ambiental depositado en tracto respiratorio es
absorbido por la sangre. Por analisis de tejidos de autopsias no se ha encontrado
deposito de Pb en tracto respiratorio de trabajadores ocupacionalmente y no
ocupacionalmente expuestos (Skerfving, 1988). Utilizando al pulmon de autopsias
como un indicador de exposicidon, se ha detectado I|a presencia de
concentraciones elevadas de metales como Pb, Cd, Ni, cobalto (Co) y cobre (Cu)
en residentes de la Ciudad de Meéxico, éstos datos se muestran en la tabla 2
(Fortoul, 1993). En cuanto a la absorcidon gastrointestinal en ratas adultas se ha

determinado que la absorcion es del 1 % o menos.

Toxicidad del plomo.
Actualmente se dice que no hay tejido u organo que no sea afectado por el metal,
su similitud con el calcio (ambos son iones divalentes en solucién), hace que el
organismo no sea capaz de distinguirlos facilmente y de esta manera el plomo
toma el lugar del calcio en varias funciones celulares como la contaccidén
muscular, excitabilidad neuromuscular, desarrollo del hueso, permeabilidad de
membranas, coagulacidén sanguinea. etc. (Mendoza, 1996).

Debido a su presencia en varios organos, el plomo es uno de los metales mas
importantes en toxicologia. La intoxicacion por este elemento puede ser de origen
laboral, accidental, alimentario o por contaminacion ambiental; su absorcion,
distribucion y eliminacidon se llevan a cabo de la siguiente manera: Las dos vias
mas importantes de intoxicacién son el aparato digestivo y los pulmones, el paso
por la piel es minimo y en el aparato digestivo la absorciédn es baja. La via
respiratoria es la fuente principal de intoxicacion (Skerfving, 1988). Por otra parte
el tamano de las particulas es fundamental, si el diametro es de 0.01 um todo el
metal se absorbe, cuando el tamafo es mayor queda atrapado de diferentes
formas en los diversos tejidos, siendo el tejido 0seo donde se almacena el 90% de
lo absorbido por el cuerpo, le siguen en orden descendente de absorcion el
higado, rifidn, musculo, arterias y cerebro (Goyer, 1991).

Las intoxicaciones por plomo se dan principalmente en personas que estan
laboralmente expuestas al metal, aunque el saturnismo por ingestion accidental
plomo o

ocurre con cierta frecuencia. Los sintomas de intoxicacion por el

saturnismo son: constipacion severa, anorexia, encefalopatia aguda, dolor
abdominal y vémito; en adultos hay hiperirritabilidad, constipacidn y dolor
abdominal agudo; en nifios se ha observado vomito intermitente y varios grados
de anemia. Se ha reportado que la intoxicacion por plomo puede provocar edema

cerebral, ataxia, estupor y debilidad generalizada, coma y convuisiones; atn como
terapia de quelantes Ilos cambios en el sistema nervioso central son
hay hiperactividad y pérdida de la capacidad

frecuentemente permanentes,
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motora fina, deficit en la inteligencia y las habilidades de asociacion y coordinacién
visual y motora (Browder, et al 1973). En fetos de rata se ha encontado que el
cerebelo esta severamente afectado: el crecimiento cerebral es retardado, se
reduce la produccion de ADN y se pierde peso cerebral al nacimiento; en
humanos se reporta la influencia del plomo en la capacidad intelectual y en el
comportamiento en los nirios ( Mahaffey, 1977 y Skerfving, 1988). Otros estudios
llevados a cabo en rata hicieron evidente el bajo peso en 6rganos como el higado
y rifnon en fetos, en el rindn se encontraron los tubulos renales dafados por el
plomo que condujeron a aminoaciduria y glicosuria en las ratas, asi como cambios
renales créonicos (Timbrell, 1994).

En el aire de la Ciudad de Meéxico el Pb es el unico metal que se mide en algunas
de las estaciones de la red de monitoreo ambiental de dicha ciudad. Se refiere
que en ciertas zonas, la norma Mexicana para este metal que es de 1 .Spg/m:". es
rebasada con regularidad. Estudios en escolares de esta ciudad indican que a
pesar de las acciones tomadas para controlar los niveles de Pb en el aire, la
concentracion de este metal en sangre adn esta por arriba de los 10 ng/di y la

fuente de ingreso mas importante la representa el aire (Romieu et al, 1993 y Olaiz
et al, 1995).

En cuanto a la reproduccion, en humanos se ha observado disminucion en la
fertiidad, abortos y mortinatos; los experimentos en rata han mostrado la
presencia de adenomas y carcinomas renales asociados a malformaciones
congénitas y mutagenicidad, ademas de una evidente disminucion en la fertilidad
(Rrowder, 1973). A nivel enzimatico, el plomo ataca principaimente a las
metaloenzimas como la deshidratasa o ferroquelatasa y provoca una disminucion
en la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en eritrocitos, aunque el
monoéxido de carbono también la inhibe y de éste modo pueden actuar de manera
sinérgica (Zuniiga,1981). En la sintesis del grupo hemo se alteran algunos pasos
para ta uniodn con hierro, aumentando los niveles de acido delta aminolevulinico
(ALA) y de protoporfirinas eritociticas libres (PELs), por inhibicion de la
deshidratasa del ALA y ferroquelatasa de la protoporfirina lll, respectivamente, lo
que conduce a anemia hemolitica; por ultimo, el plomo cataliza la hidrolisis no
enzimatica de trifosfato de adenosina (ATP) e inhibe la incorporacién de adenina

al ARN (Martin, 1984). Todo esto ilustra la amplia gama de toxicidad que genera
este metal en el organismo.

Tanto en adulitos como en nifios se pueden encontrar valores elevados de plomo
en sangre (mayores de 10 ng/dL), PEL (mayores de 30 ng/dL) o de ALA en sangre
u orina. El aumento en los niveles de absorcion de plomo generalmente se refleja
como un aumento en la concentracion de este elemento en sangre, pero esta
relacion no siempre se observa. Los sintomas de la intoxicacion por plomo
siempre son los mismos y son resultado del dafo metabdlico que produce el metal
en cada érgano o tejido, en algunos de ellos se conoce su accidn especificay en
otros se continda investigando(Binder, 18992).

Protoporfirinas eritrociticas libres (PEL). Son compuestos ciclicos formados
por la unidn de 4 anillos pirrdlicos enlazados por puentes metileno; forman
complejos con iones metalicos unidos a los atomos de nitrogeno de los anillos
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pirrdlicos, como las metaloporfirinas compuestas del hemo em la hemoglobina y
en la clorofila, se encuentran conjugados a las proteinas y pueden formar muchos
compuestos importantes en procesos bildgicos. Precisamente el sistema
hemosintético es el blanco de accidn toxica del plomo, que inhibe la formacion del
hemo durante los ultimos dos pasos, asi como a las enzimas delta aminolevulinico
deshidratasa y ferroquelatasa de la protoporfirina ili, la intoxicacion leve o severa
por plomo resulita en una acumulacion de la protoporfirina IX, aunque también se
pueden encontrar niveles altos de PELs en enfermedades como la anemia por
deficiencia de hierro y por protoporfiria, pero estas enfermedades se pueden
descartar si no hay datos clinicos. La concentracion de PEL en sangre aumenta
exponencialmente cuando hay darfio por plomo. Por esta razon, la determinacion
de la concentracion de PEL en sangre se ha utilizado como un indicador de
intoxicacion por plomo de tal forma que se puede medir su concentracion en una
muestra de sangre y si se encuentra elevada, indica de manera directa los efectos
metabdlicos producidos por la absorcion del metal. La protoprfirina IX es la que se
detecta en mayor proporcion (mas del 96%) por medio de una prueba que se
realiza en unos cuantos minutos y su reproducibilidad es casi el 100%, la prueba
es considerada positiva cuando se encuentran valores de PELs mayores a 8
ng/dL en sangre, pero soélo cuando rebasan los 30 ng/dL se reconoce una franca
intoxicacién por plomo; la deficiencia de hierro también puede provocar aumento
en PELs, pero valores de mas de 190 ng/dL. en sangre, se encuentran
exclusivamente en intoxicacion por plomo o en la enfermedad genética de porfiria
eritopoyética. Se ha reportado que los niveles elevados de PELs y ALA, que son
precursores del grupo hemo, cuando hay dafio por plomo y estos niveles
preceden a la anemia en adultos. En nifios, cuando hay intoxicacién por plomo, se
encuentra que si hay de § a 10 ug/dl. en sangre se inhibe mas del 40 % de la
deshidratasa del acido delta aminolevulinico, si los niveles son de 20 a 25 ng/L y
si los valores son de 40 a 50 ng/dL, entonces hay disminucion en los niveles de
hemoglobina. El mecanismo de toxicidad descrito es una de las principales bases
para pensar que el plomo actué no unicamente en una ruta biosintética
especificamente, sino que hace suponer que muchos procesos celulares se
encuentran afectados. El método desarrollado para poner en evidencia estas
lesiones bioquimicas ha sido ampliamente estudiado para la ruta biosintética del
hemo, hace 10 afios se empezo a contar con mas tipos de pruebas quimicas
para demostrar las lesiones en otras vias metabdlicas, como la determinacion
urinaria de ALA y acido vanilimandélico para hacer evidente la toxicidad a nivel de

sistema nervioso central (Binder, 1992).

La ruta biosintética del grupo prostético hemo es muy sensible a los efectos del
plomo. Dicha via metabdlica se inicia con la formacion del ALA a partir de la
succinil coenzima A y glicina, esta reaccion es catalizada por la enzima delta
aminolevulinico sintetasa, 2 moléculas de ALA se unen por acciéon de
deshidratasa y forman una molécula de porfobilinogeno. primera estructura ciclica
de la via metabodlica. El porfobilinédgeno es un anillo tetrapirrélico sustituido y
cuando 4 moléculas de éste se unen por accion de las enzimas porfobilindbgeno
desaminasa y uroporforinégeno isomerasa, se forma el complejo conocido como
porfobilinegeno lil, el primero de una larga serie de anillos porfirinicos a que da



origen (Martin, 1984). La descarboxilacién del uroporrindgeno Il por la enzima
urogenasa da lugar al coproporfirindgeno ill y éste, en varias reacciones de
oxidacion y descarboxilacion origina a la protoprfirina IX, la que con adicién de
hierro por la hemosintetasa, produce finalmente al grupo hemo. Estas reacciones
son llevadas a cabo en la mitocondria y en el citoplasma, dentro de la ruta del
hemo, el paso de succinil coenzima A hacia ALA y de coproporfirinégeno lil a
protoporfirina I1X son reacciones de posible inhibicién por plomo, el paso de ALA a
porfobilindgeno y de protoporfirina IX a hemo son reacciones de segura inhibicion

del metal (Mendoza, 1996).

E! tratamiento para una persona intoxicada o con niveles elevados de plomo en
sangre,, es administrar agentes quelantes como el acido etilendiamino tetra
acético (EDTA), dimercaptol 2,3 dimercaptol 1-propanol British Anti-Lewisite (BAL)
y la penicilamida. BAL se administra de manera secuencial con EDTA, la
pencilamida se administra sola y recientemente se ha probado un farmaco
lamado acido 2,3-dimercaptosuccinico (DMS) que también es un quelante
utilizado por via oral, mas potente y de mayor seguridad (Carbajal, 1984).

Mutagenicidad genotoxicidad y carcinogenicidad

El nitrato de Pb mostré ser mutagénico en V79. Los compuestos de Pb han
mostrado mutagenicidad en bacterias (Skerfving, 1988). Resultados positivos y
negativos se han reportado en aberraciones cromosdémicas de organismos
superiores por exposicion a Pb (Skerfving, 1988). Se han reportado aberraciones
(principalmente gaps y fragmentos) en ratones que se alimentaban con altas
concentraciones de Acet-Pb por dos semanas, en cambio ratones expuestos a
Acet-Pb en agua de bebida 1800 mg/L no mostraron incrementar la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas. La actividad clastogénica in vivo del Pb es afectada
por la dieta, estudios al respecto muestran que animales expuestos a Pb
manteniendo niveles deficientes de calcio en la dieta, exhiben una alta incidencia
de aberraciones cromosomicas que los expuestos a Pb con dietas estandares.
Los compuestos de Pb son capaces de estimular la proliferacidon en epitelio y en
tubulos renales y son considerados como mitdgenos potentes. Asi, como hay
otros trabajos que sustentan que el Pb incrementa el indice mitédtico (Skerfving,
1988). Se han reportado 280 trabajos en los que se se asegura que el plomo
afecta a los cromosomas. en 200 estudios se encontro que no, estas diferencias
se debieron principalmente a la forma y tiempo de exposicion, numero de
muestras analizadas, naumero de metafases observadas y el tiempo del cultivo de
linfocitos, ademas de una posible influencia adicional de otros metales como el
cadmio y zinc o metaloides como el arsénico, que también intervienen en los
individuos expuestos (Gebhart, 1984). Wise, 1992 encontré un aumento en la
producciéon de fracturas cromatidicas, cromosomas dicéntricos y figuras radiales
cuando se aplicoé una solucion de cromato de plomo con particulas de 0.5 um a
fibroblastos humanos y ceélulas de ovario de hamster chino (CHO), el tamano de
las particulas encontradas en en el tracto respiratorio bajo y los pulmones

coinciden con el utilizado en este estudio.
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Un ‘estudio' con Acet-Pb induce transformacion neoplasica en ceélulas SHE.
Compuestos de Pb han mostrado inducir la transformacion celular en BALB/C 373
y en células Fischer 344 (linea embrionaria de rata) infectadas con el virus de
leucemia murina de Rauscher, en cuanto a las células SHE se han mostrado
resulitados tanto positivos como negativos. El Acet-Pb aumenta la incidencia de
transformacion inducida por adenovirus de simio.

La interferencia de otros metales con Pb induce carcinogenicidad en animales de
laboratorio. Mas de 20 inyecciones ip. de hidroxi-acetato de Pb Hl en ratones de la
cepa A combinado con un aumento proporcional de la concentracién de Mg-Acet
o Ca-Acet, incrementaron la frecuencia de adenoma pulmonar y en otras
combinaciones no afectaron la frecuencia de otros tumores (Skerfving, 1988). Se
ha demostrado que tratmientos via alimenticia de 15 de Acet-Pb y de 0-6% Acet-
Ca por 18 meses, después de 79 semanas de terminada la exposicion se
desarrollaron tumores de rifion en 45% de las ratas tratadas unicamente con Acet-
Pb y 71% en ratas con tratamiento de Acet-Pb y Acet-Ca y 0% en ratas que soélo
ingirieron Acet-Ca. De lo cual se concluye que el Acet-Ca incrementa la
carcinogenicidad del Acet-Pb. Muchos de los resultados reportados en la
bibliografia son inconsistentes en cuanto a la carcinogenicidad del Pb potenciada
o inhibida por otros metales o iones como el Mg y Ca. Cuando se da tratamiento
via intramuscular, generalmente se producen tumores sdlidos; con la
administracion intraperitoneal produce sarcomas y mesoteliomas en roedores.
Mientras que la inhalacion que es una via mas relevante no lo hace (Skerfving,
1988). La inyeccion intramuscular de cromato de Pb produce tumores. También
se ha visto la carcinogenicidad del Acet-Pb, subAcet-Pb y fosfato de Pb en
animales. Sin embargo los resulatdos no son convincentes debido a la falta de
correlacién con estudios epidemioldgicos con humanos, donde incrementa la
incidencia de tumores. Evidencias epidemioclégicas no concluyentes proponen al
Pb como un posible carcinogeno (Clarkson, 1988). Estudios con trabajadores de
fundidoras y fabricas de baterias muestran un incremento significativo de
mortalidad por cancer de pulimén. Muchos de éstos datos son confundentes por el
hecho de que hay individuos fumadores y no fumadores; asi como el hecho de
estar expuestos simultaneamente a otros metales tales como arsénico y cromo,
ambos conocidos como carcinégenos de pulmén, Otro dato obtenido de
trabajadores de fabricas de baterias fue la alta incidencia de cancer renal
(Skerfving, 1988). En contraste, con los estudios epidemiolédgicos, hay evidencias
sustanciales de que e! Pb induce carcinogenicidad en animales experimentales.
Acet-Pb es carcinogeno en rata y ratéon. Incrementa la incidencia de tumores
principalmente en rifidn, sin embargo se han visto también tumores en testiculo,
pulmon, pituitaria, prostata y glandula adrenal, asi como también se han
presentado gliomas cerebrales. Estudios con perros, hamster, conejo, mono no
han tenido resultados positivos confiables; pero muchos de éstos estudios al ser
de corta duracion, no permiten la formacién de tumores (Skerfving, 1988). Otros
compuestos como el fosfato de Pb y el subacetato de Pb muestran una alta
incidencia de tumores en animales, mientras que el nitrato de Pb no lo hace. EI
oxido de Pb fué clasificado como co-carcinogeno con el benzo (a)pireno en la
induccion de tumores de pulmdén de hamster sirio. Estudiando la direccidon de
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mecanismos de accion en la carcinogenicidad del Pb, los datos son inciertos. Hay
hipotesis de que el Pb involucra la induccidon de la proteina cinasa C. El Pb tiene
alta afinidad por grupos tales como el imidazol, cisteina, sulfidrilos y el grupo
amino de la lisina. ElI Pb puede interferir con procesos bioquimicos a traves de
alteraciones estructurales con la integridad de enzimas por disrupcion de la unién
enzima-sustrato (Skerfving, 1988). Numerosos estudios tienen descrita la
interacccion del Pb con enzimas intermediarias del metabolismo y muchos de los
efectos toxicos del Pb *in vivo" se atribuyen a modificaciones de procesos
celulares. Alteraciones en la energia del metabolismo, en sintesis de proteinas y
acidos nucléicos pueden ocurrir por exposicion a Pb, todo lo cual contribuye a Ia
alteracion del crecimiento celular y jugar un papel importante en la carcinogénesis
(Skerfving, 1988). Estudios de rastreo de la distribucion del Pb “in vivo” sugieren
relativamente libre acceso y una distribucion preferencial del Pb a mitocondria de
varios tejidos. Una variedad de funciones mitocondriales son muy sensibles al Pb,
incluyendo el desacople de la fosforilacién oxidativa, inhibicidn de la oxidacion del
sustrato y modificacion en la permeabilidad de la membrana mitocondrial y
transporte idnico, particularmente de calcio. El transporte activo del Pb en
mitocondrias parece estar asociado con el sistema de transporte de calcio y
puede interferir con la regulacién mitocondrial de caicio (Skerfving, 1988). El calcio
afecta la absorcidén y la distribucién del Pb en tejidos, el Acet-Ca ha mostrado
potenciar la capacidad carcinogénica del Acet-Pb. En otro tipo de estudios se
indica que los iones Pb desestabilizan la doble hélice del ADN, sugiriendo una
unidn con las bases nucleotidicas (Skerfving, 1988). La union preferencial del Pb
con grupos fosfato se ha visto que ocurre principalmente con nucletsidos y
nucleodtidos particularmente ATP. El Pb se une al N7 de la guanina y también
interactua con pares A-T. Estudios “in vitro” sugieren que el Pb tiene efectos
sobre la replicacion y transcripcidon de ADN (Hartwig, 1994). El Acet-Pb inhibe la
o°® metilguanina-ADN transferasa humana, que es una enzima responsable de la
reparacion por remocién de aductos del ADN promutagénicos. Esta inhibicion
puede revertirse por ditiotreitol pero no por EDTA, sugiriendo que el Pb reacciona
covalentemente con grupos nucleofilicos en las proteinas, principaimente en sitios
de cisteina (Skerfving, 1988). La inhibicién “in vivo” de la reparaciéon de O°
alguilguanina en ADN puede proveer una amplificacion de los efectos
mutagénicos/carcinogénicos inducidos por agentes alquilantes; esto puede
explicar el papel de promotor o carcinégeno que se le atribuye al Pb. En células
Hetla no inhibe la sintesis de ADN y ARN cuando se emplea como Acet-Pb. Pero
en nucleos aislados si ha mostrado inhibir la sintesis de ADN y ARN (Skerfving,
1988). El Pb es capaz de potenciar la incorporaciéon de timidina *H en ADN
pulmonar, renal y hepatico. Se ha reportado que el Pb es capaz de formar
complejos con fosfatos de nucledtidos y acidos nucléicos, asi como de catalizar |la
hidrolisis no enzimatica de nucledsidos trifosfatados.

Toda la informacion anterior indica que el plomo de alguna manera tiene |Ila
capacidad de interactuar con el material geneético, pero hasta ahora, los estudios
efectuados en animales de laboratorio y en el hombre tanto in vivo como in vitro,
han dado lugar a resultados contradictorios (Formi 1980, Maki-paakkanen, 1981 y

Hartwig, 1994).



CADMIO
El cadmio es un metal que forma parte de la familia {l A, con numero atéomico de

48 y un peso molecular de 112.41 g. En la naturaleza se encuentra a una
concentracion de 0.15 a 0.2 ppm como greenockite (CdS), pero es producido
comercialmente como subproducto en la produccion de otros metales. El cadmio
es metal ductil, maleable de color blanco plateado, con mucho lustre y resistente a
la corrosion, su densidad es de 8.65-20° con un punto de fusion de 321° C. Su
valencia usualmente es de +2, y caracteristicas quimicas muy similares a las del
zZinc. Pocos compuestos tienen cadmio univalente (Clarkson, 1988).

Al hablar de fuentes de contaminacion en el ambiente ocupacional es importante
sefalar que en el caso de! cadmio éstas también son responsables de la
contaminacion ambiental general. Las actividades mineras, tanto para el cadmio
como para otros metales, son la fuente mas evidente y las que pueden causar las
concentraciones mas altas del cadmio, ya que este metal se encuentra
frecuentemente incorporado en diversos minerales. La exposicion no sélo es
importante para los mineros, sino también para otros individuos no mineros que
trabajen en las mismas instalaciones o cerca de ellas (Sanchez, 1994).

El cadmio esta presente en las actividades industriales ya sea como componente
de |la materia prima, como es el caso de las industrias de baterias y colorantes, o
como parte de los sub-productos del proceso, como es el caso de la obtencion del
zinc (Nordberg, 1988). En los casos en los que esta presente como materia prima,
el cadmio puede generar concentraciones ambientales muy elevadas. Las
industrias que han presentado mayor riesgo, por la presencia del cadmio, segun
su rama o tipo, son las siguientes: baterias, acumuladores, cables eléctricos,
celdas fotoeléctricas, cloruro de polivinilo, colorantes de cadmio, equipos para
llantas, equipos nucleares. fusibles, joyeria, laminados a vapor, soldadura,
tapones de extinguidores zinc (Galvao, 1987). Otras fuentes importantes de
contaminacion de! ambiente general son son la incineracion de materiales de
residuos, la combustion de carburantes fésiles y el uso de fertilizantes fosfatados.
El cadmio y sus compuestos emitidos por las fuentes sefaladas se distribuyen y
se presentan de modo diferente seglin las caracteristicas de los medios como el

aire, agua, alimento, suelo (Nordberg, 1988).

Exposicion.

En zonas urbanas el, promedio de Cd en el aire es de 5 a 40 ng/m:’. Los niveles
recomendados por la conferencia gubernamental americana de higiene industrial
es de 50 .ug/ms (6xido de cadmio). La exposicion a Cd es através de aire, agua,

alimento. suelo y tabaco (Carson, 1986).

Aijre. La forma quimica mas importante en que el cadmio se presenta en el aire es
como oOxido de cadmio. En las grandes ciudades en donde hay actividades
industriales importantes, se han encontrado concentraciones elevadas del cadmio
en el aire de 0.05 a 30;xg/m3 en oposicion a otras areas no contaminadas en
donde existen niveles de 0.001 a 0.005 ng/m3 (rurales) y 0.005 hasta 0.05 ,ug/m:’



(urbanas). La presencia de cadmio en el aire adquiere interés cuando se piensa
en los efectos de este contaminante para la salud humana, ya que puede penetrar
al organismo por via respiratoria y ser absorbido. En areas contaminadas un
individuo puede llegar a inhalar hasta 3.5 ug de cadmio al dia (Galvao, 1987).

En el ambiente de trabajo la exposicién via aérea a Cd depende en gran medida
de los procesos industriales. En éste tipo de ambiente la principal exposicion es
mediante la via inhalatoria, aunque la exposicion oral también esta presente a
través de comida y bebida que se contamina por el ambiente de trabajo

(Nordberg, 1988).

Agua. El agua en areas no contaminadas presenta concentraciones muy bajas de
cadmio 0.001 hasta 0.115 ug/L en 6ceanos y alrededor de 1 ng/L en rios. En las
regiones donde hay contaminacidn por cadmio estas concentraciones se pueden
elevar mucho; asi se han encontrado niveles de 0.004-0.3 ng/L. La importancia de
estas concentraciones en el agua varia segun la dtilizaciéon que a esta el hombre

le dé (Sanchez, 1994).

Alimento. Los alimentos representan la fuente de exposicidbn mas importante para
los individuos de la poblacion general no ocupacionalmente expuestos. La
cantidad de cadmio ingerida diariamente varia mucho. El promedio de ingesta
diario es de 10 a 25 ug/dia en europa y sobre 50 ng/dia en Japoén. El higado y
rindn de adultos mamiferos contienen Cd en grandes cantidades. Se ha reportado
que algunos mariscos como las ostras tienen alto contenido de Cd. El rango de
ingesta diaria de Cd a través de la comida es de 10 a 400 g, y la dosis
recomendada por la FAQ es de 70 ug/dia (Galvao, 1987).

Suelo. Si bién la exposicidn por este medio es de forma indirecta es importante
consideraria aunque en general sea baja; puesto que hay regiones donde
incrementa la concentracion del metal en el suelo por el uso de fertilizantes y lluvia
acida. El arroz y el trigo pueden acumular ailtas cantidades de cadmio con
dependencia estacional (Nordberg, 1988).

Tabaco. El cigarro contiene de 1 a 2 ug de Cd, el fumar 20 cigarros al dia implica
una ingesta de 2-4 . g. Parte de éste se elimina con la combustion, pero se inhala
de 0.1 a 0.2 ng/cigarrillo, lo que puede causar acumulacion de 12 mg de cadmio
en el organismo al cabo de 20 arfios de haber fumado 20 cigarrillos diarios. El
cadmio es un metal toxico para el ser humano aun en concentraciones bajas

(Galvao, 1987).

La exposicion al cadmio en los humanos es generalmente mediante dos fuentes
de contaminacion , en la poblacion no fumadora y ocupacionalmente no expuesta.
La primera via es la oral por agua e ingestion de alimentos, representando el 5 al
10% del total del cadmio absorbido por el cuerpo (Nordberg, 1988). Estas
concentraciones dependen de la ingestion de proteinas y la presencia de vitamina
D, incluso se relaciona con la concentracion de algunos elementos en el
organismo tales como Zn, Se y Ca con los cuales el cadmio compite. La segunda
via poer la cual el ser humano esta expuesto al cadmio es a través de la inhalacidn
(Nordberg, 1988). La cantidad de cadmio inhalado depende de la concentracion



del metal en el aire, de la retenciédn de particulas en los pulmones, del
componente quimico inhalado, de las condiciones fisioldgicas del sistema
respiratorio y, en el caso de los fumadores la severidad del habito. Por esta ruta
del 15 al 20% del cadmio es absorbido hacia la sangre (Fortoul, 1984). Uno de los
muchos efectos adversos al fumar tabaco es un incremento en la exposicion de
cadmio, y las concentraciones varian desde 1.56 a 1.96 por cigarro y 0.93 a 1.86
g en puros; para estas concentraciones del 7 al 10 % corresponden
principalmente al humo inhalado en los fumadores, y el 38 al 50 % restante
corresponden al humo no inhalado de los fumadores. Alteraciones importantes
tales como el asma, la otitis y el cancer pulmonar se ha reportado en personas,
en su mayoria niflos que viven en contacto directo con fumadores. Los fumadores
pueden absorber cantidades comparables a un consumo de 0.1ug de cadmio por
cigarro con 50% de absorcion (Saldivar, 1990).

Modelo Metabdlico (Farmacocinética)
Absorcion, distribucion y excrecion.

La absorcidn de aerosoles de cadmio por el tracto respiratorio, depende del

tamano de la particula y de la solubilidad del compuesto en sistemas in vivo, como
se ve en la tabla 3.

Tabla 3.- Absorcidn después de la inhalacion de compuestos de cadmio. Calculo
de absorcion respiratoria y total, en funcion de dos rangos de absorcion alveolar y
diferentes tamanos de particulas.

Tamano de Deposito Deposito Porcentaje de Absorcion en relacién al
la particula alveolar (ra:a\.::obfra?'?:gueiaol Y porcentaje de absorcidn alveolar

(nm) (%) (%) respiratoria respiratoria

100% 0%

0.2 28 3 [

0.6 20 2

2.0 35 SR - 1

4.0 24 - 74

6.0 10 89

10 0.2 - 99.8

(Nordberg, 1988)

Estas caracteristicas de las particulas determinan la concentracion y la posibilidad
de difusidn del cadmio de los pulmones hacia el torrente sanguineo. Después del
depodsito del cadmio en la cavidad nasofaringea, la traquea. los bronquios y los
alveolos, parte de las particulas inhaladas ascienden por accion de los cilios,
pasan al esdfago y se absorben parcialmente en el tracto gastrointestinal
(Nordberg, 1988). Las particulas restantes que llegan hasta los alveolos, son
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absorbidas y pasan al torrente sanguineo. La absorcion tiene que ver con la
solubilidad del compuesto inhalado: las variaciones fisioldgicas y anatémicas de
los individuos también influyen en éste proceso. Se estima que se absorbe del 10
al 40 % de las particulas inhaladas. Las particulas que no son absorbidas,
digeridas o eliminadas en las secresiones van a constituir los depdsitos de cadmio
en el arbol respiratorio (Nordberg, 1988).

La ingesta via respiratoria varia entre 0.1 a 35 % de la cantidad inhalada y la
ingesta total considerando también ia translocacion del tracto gastrointestinal,es
de 5.1 a 37 %. En humanos, del 25 al 50 % del Cd contenido en el cigarro es
absorbido, la absorcion puede ser tan alta como se ha indicado por
determinaciones de los niveles de Cd en sangre de fumadores. Datos obtenidos
en animales experimentales muestran que del 1 al 6 % de Cd es absorbido por
una sola dosis oral, aunque depende de factores como la concentracion y la dieta
(Nordberg, 1988). Se ha reportado que la absorcidén en humanos varia entre 46 y
6 %, observandose gue individuos con bajas reservas de hierro muestran una
mejor absorcion de Cd (4 veces), comparado con individuos que tienen una dieta
normal. Cuando las cantidades ingeridas con los alimentos o el agua son
elevadas, puede causar intoxicacidon a mediano o largo plazo (Nordberg, 1988).
Practicamente, nada se conoce sobre las formas quimicas del cadmio presentes
en los alimentos, lo que impide conocer los mecanismos de absorcidn intestinal
(Galvao, 1987).

Distribucion.

El cadmio absorbido es transportado en la sangre, tanto por proteinas plasmaticas
como por eritrocitos, posteriormente se deposita en diversos drganos y tejidos,
principalmente a rifndn e higado. En el organismo, 50% de! cadmio absorbido se
encuentra en éstos érganos (Nordberg, 1988). Una parte es retenida en la pared
intestinal, dependiendo de la ruta de exposiciéon y absorcion. L.a depositacion de
cadmio en higado y una menor cantidad en rinén induce la sintesis de una
proteina de bajo peso molecular, la metalotioneina, la cual tiene la capacidad de
unirse a metales. Por observaciones en roedores, mucho del cadmio en el higado
es ligado a la metalotioneina 8 horas después de su absorcion. Con el tiempo éste
cadmio es redistribuido por higado, rifdn y otros tejidos en forma de complejo
enzima-metal, es decir, metalotioneina-cadmio. Este complejo es filtrado por el
glomeérulo y es reabsorbido en el tubulo proximal para ser depositado en el epitelio
tubular (Nordberg, 1988). Subsecuentemente, el cadmio es liberado y vuelve a
estimular la sAintesis de metalotioneina renal, la cual es ligada al metal y retenida.
De esta manera el cadmio se acumula en el cuerpo, principalmente en el rifion;
con un tiempo de vida media que difiere dependiendo del tejido. Otros érganos
que acumulan cadmio son los musculos y el pancreas, las glandulas salivales y en
menor cantidad el sistema nervioso central (Clarkson, 1988). E! cadmio atraviesa
la barrera placentaria. pero en mucho menor grado que otro tipo de metales como
el plomo y mercurio. La placenta hace también la funcion de depdsito de cadmio,
la cual al ser saturada por el metal permite el paso transplacentario (Sanchez,
1994).



Excrecion.

La eliminacion de! cadmio acumulado en el organismo se hace principalmente a
traves de la orina y las heces, se estima alredeor del 0.01 al 0.10 % de la carga
corporal total. La vida media del cadmio en el organismo es muy larga y se estima

entre 10 y 30 afios, peridodo en el cual permanece almacenado en varios érganos
(Clarkson, 1988).

La concentracion media de cadmio en sangre entera esta en el orden de 0.4 a 10
1g/L en no fumadores y 1.4 a 45 ng/L en fumadores. En general los niveles de
cadmio en sangre son indicativos de una exposicion reciente en términos de
semanas o meses. Al nacer hay bajas cantidades de Cd en los tejidos, puesto que
la placenta actua como barrera (Clarkson, 1988). El cadmio en los tejidos
aumenta progresivamente con la edad, la carga corporal total comienza en el
orden de 10 a 30 mg para europeos, siendo mayor en japoneses. Aparentemente
la mitad de la carga corporal esta en rindn, y aproximadamente de un 15 a 29 %
en higado, habiendo una cantidad semejante en el musculo (Nordberg, 1988).
Quienes tienen una exposicidon inhalatoria de larga duracidn a humo o vapores de
cadmio, asi como a polvo o cenizas de 6xido de cadmio pueden padecer cambios
enfisematosos en pulmoén e incrementar la mortalidad por enfermedades de

obstruccidn crénica de vias respiratorias. categorizada como bronquitis cronica
(Nordberg, 1988).

Interaccion del cadmio con otras sustancias.

Las deficiencias de hierro, zinc, calcio y proteinas en el organismo facilitan una
mayor absorcidon intestinal del cadmio (Carson, 1987, Clarkson, 1988).

En animales experimentales, se ha verificado que la administracidon simuitanea de
otros metales con cadmio tiene efectos preventivos de las lesiones causadas por
éste. El zinc, el cobalto y el selenio han prevenido la necrosis tisular en ratones. El

zinc ha demostrado un papel protector en los cuadros de hipertension arterial en
ratones (Galvao, 1987).

Efectos sobre la salud.

Las manifestaciones clinicas de intoxicacién con este metal pueden ser agudas o
cronicas, y generalmente de caracter sistémico. Las intoxicaciones que se pueden
presentar en la poblacion general. salvo situaciones accidentales o
contaminaciones masivas, por ejemplo de alimentos, suelen en general ser de
caracter cronico. En la poblaciéon ocupacionalmente expuesta, es frecuente
encontar tanto intoxicaciones agudas como cronicas muy caracteristicas.La clinica
de las intoxicaciones por cadmio es variable, segun la via de penetracion, la
cantidad absorbida, el tiempo de exposicidon y las caracteristiucas propias del
individuo expuesto (Nordberg, 1988).
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Manifestaciones agudas a la inhalacion,

La inhalacion de altas cantidades de este metal puede determinar la aparicién de
sintomas no muy bien definidos al principio, pero luego se presenta fiebre,
alteraciones digestivas, dolor toracico, disnea y edema agudo de pilmoén, mismo
que puede determinar la muerte por insuficiencia respiratoria. También puede
aparecer anemia, albuminuria, hepatitis y anuria, todas estas pueden determinar
la muerte por necrosis hepatica (Galvao, 1987).

Manifestaciones crénicas a la inhalacion.

La inhalacién prolongada de cadmio por trabajadores expuestos puede determinar
la aparicion de un sindrome que incluye enfisema pulmonar y lesion de los tabulos
renales con proteinuria. En estos casos se han observado también otros efectos
como anemia, ailteraciones hepaticas y cambios en el metabolismo de minerales

(Carson, 1987).

Mutagenicidad, genotoxicidad y carcinogenicidad.

Se han reportado resultados contradictorios en estudios tanto in vitro como in vivo
en relacién a la actividad mutagénica del cadmio (Nordberg, 1988). Se han
descrito alteraciones cromosomicas en estudios experimentales y en personas
expuestas por largos periodos a cadmio. Hay reportes tanto positivos como
negativos, con respecto a la induccion de aberraciones cromosomicas en
Drosophila, plantas y sistemas mamiferos. En cuanto al ensayo de mutaciones en
Salmonella y E. coli los reportes son negativos. Hay resultados positivos obtenidos
con el ensayo Rec en B.subtilis, en el cual se evalua la capacidad reparativa de
dano inducido al ADN por cloruro, sulfato y nitrarto de cadmio (Nordberg, 1988).
Se han encontrado rompimientos cromatidicos en células de hamster chino in vitro
y en leucocitos humanos a dosis altas, aunque también hay resultados negativos
en los mismos sistemas. A bajas dosis de cloruro de cadmio en células CHO se
induce un efecto protector a una exposicidbn a dosis mayores. esta posible
resistencia fue atribuida a la sintesis de metalotioneina a exposiciones de baja
concentracion. Estudios in vivo tanto en animales como en humanos muestran
resultados contradictorios, pero predominan los resultados negativos. Ratones con
dieta conteniendo cloruro de cadmio durante 1 mes, mostraron un incremento en
la frecuencia de gaps,fragmentos e intercambios de cromatidas hermanas en
células de meédula dsea y se encontraron resultados negativos en cuanto a la
induccion de micronucleos (Nordberg, 1988). La inyeccién intraperitoneal de
cloruro de cadmio no incrementd las mutaciones letales dominantes en ratones y
y disminuyd la induccién de translocaciones. Se encontré un aumento en las
aneuplodias de oocitos de raton y hamster tratados con cloruro de cadmio a dosis
altas. E| cloruro de cadmio esta considerado como un débil inductor de
intercambios de cromatidas hermanas. Anormalidades cromosdmocas se
observaron en pacientes japoneses con enfermedad de itai-itai. Por otro lado se
reportaron resuitados negativos en ratas a las que se les aplicod una suspensidon
intratraqueal de oxido de cadmio, las cuales fueron seguidas durante toda su vida
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(Nordberg, 1988). Alta incidencia de cancer pulmonar se reporté en ratas
expuestas a aerosoles de cioruro de cadmio. Se ha atribuido al cadmio un
incremento en la incidencia de cancer de préostata y del aparato respiratorio en
trabajadores expuestos crénicamente al metal en forma de 6éxido de cadmio
principalmente (Galvao, 1987). Se ha demostrado una disminucion en la fidelidad
de la sintesis de DNA por efecto del acetato y cloruro de cadmio (Hartwig, 1994).

Via de exposicion aérea.

Esta via ha sido poco estudiada debido al dificii manejo experimental
(determinacién de concentraciones, la presencia de mezclas complejas,
sinergismo y antagonismo entre contaminantes).

Sistema repiratorio.

Todos los animales superiores necesitan oxigeno para mantener sus procesos
metabodlicos. El sistema respiratorio sirve para captar el oxigeno del aire inspirado
y para la eliminacion del didoxido de carbono producido en el metabolismo ceiular
del organismo. El oxigeno es llevado hacia las células y el didxido de carbono es
transportado de ellas por el sistema circulatorio a otros odorganos. Puede
imaginarse al sistema respiratorio constituido por wuna porcidn conductora
proximal. que conecta con el exterior al cuerpo, y por una porciéon respiratoria
distal donde tiene lugar el intercambio entre sangre y el aire (Fawcett, 1988). En
mammiferos la porcion conductora incluye las vias existentes en la nariz, la faringe,
la laringe, traquea y un sistema ramificado de bronquios de calibre cada vez mas
pequefio. Las ramas mas pequerias, los bronquilos, se contintan con la porcion
respiratoria de los pulmones. Esta formada por los bronquiolos respiratorios, los
conductos alveolares y los alveolos, que juntos constituyen la mayor parte del
volumen pulmonar (Fawcett, 1988). Los pulmones se encuentran bien protegidos
dentro de la caja toracica, una estructura expandible semejante a una caja. cuyas
paredes estan formadas por las costillas, los cartilagos costales, el esterndn y el
diafragma en forma de cupula forma el piso. Cada pulmon esta invaginado en su
propia cavidad pleural, la cual se reduce a un espacio virtual. Esta cavidad esta
revestida por una membrana serosa con epitelio escamoso simple, la cual aunada
a su capa subserosa subyacente de tejido conectivo fibroelastico denso
constituyen una capa de revestimiento conocida como la pleura (Fawcett, 1988).
En el hilio del pulmoén, el cual es el sitio donde entran o salen los vasos
sanguineos mayores, los conductos respiratorios,los linfaticos y los nervios, la
pleura parietal que reviste las paredes de la cavidad se continia con la pleura
visceral que cubre el pulmdén. La friccidn entre las dos membranas serosas
adosadas se reduce al minimo durante los movimientos de la respiracion
mediante la presencia de una pelicula delgada de liguido tisular en el estrecho
espacio entre elllas. Durante la inspiracion, la contraccion del diafragma,
acompanada de un movimiento expansivo de las costillas, aumenta la capacidad
de la caja toracica lo suficiente como para introducir un nuevo aporte de aire hacia
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los pulmones. Al mismo tiempo esta accidn imprime tensién elastica creciente
sobre la pleura visceral y dilata completamente e! arbol traqueobronquial y los
componentes finos del tejido respiratorio pulmonar, todos los cuales estan
provistos con abundante elastina. El retroceso pasivo subsecuente de esta
elastina estirada es el factor principal para la expulsién de! aire al regresar la caja
toracica a sus dimensiones anteriores durante la espiracion (Cormack, 1986). EI
aparato respiratorio esta formado por las siguientes porciones:

Porcion Conductora. La cual esta formada por la cavidad nasal (cornetes nasales,
areas olfatorias), nasofaringe (amigdala faringea), laringe (epiglotis), traquea,
bronquios (extrapulmonares o primarios e intrapulmonares que son los
secundarios y terciarios) y cubierta puimonar.

Porcién Respiratoria. Esta la constituyen los bronquiolos respiratorios, conductos

alveolares, sacos alveolares, alveolos y pleura visceral.

La via aerea conductora del aparato respiratorio es un sistema ramificado que
comienza en Jla traquea y continia a lo largo de 16 generaciones de
ramificaciones dicotémicas, para terminar en los bronquijolos terminales (Fawcett,
1988). Este patron de ramificacion redunda en una disminucién progresiva del
diametro de los canales, y un aumento concomitante de su numero y del area
transversal total del sistema. Es habitual referirse a las ramas distales a la traquea
con los nombres de bronquios, bronquiolos terminales, pero habria que recordar
que hay varias generaciones de ramificaciones dentro de las dos primeras
categorias, de tal manera que a nivel de los bronquiolos terminales el numero de
ramas ha alcanzado la cifra de 65000, cada una con un diametro de
aproximadamente 0.2 mm (Fawcett, 1988). Los conductos de todo el
arbolbronquial sirven simplemente para conducir el aire inspirado y espirado hacia
y desde la porcidén respiratoria del pulmoén, donde tiene lugar el intercambio

gaseoso con la sangre (Fawcett, 1988).

Bronquiolos.
epitelio simple en vez de

Los bronquiolos estan revestidos por un
pseudoestratificado. En los de mayor calibre, el epitelio es cilindrico simple ciliado,
los mas finos, es epitelio cubico simple no ciliado. Otras

en tanto que en

caracteristicas que definen a los bronquiolos, son que no poseen cartilago ni
glandulas en su pared (Barile, 1994). El epitelio de los bronquiolos no es tan
grueso como el de los bronquios. En los bronquiolos de mayor calibre predominan
las ceélulas cilindricas no ciliadas llamadas de Clara (Ham, 1988). La poblacion de
ceélulas de Clara en el revestimiento epitelial de los bronquiolos, es uno de los
tipos decélulas mas heterogéneas y muiltifuncionales en el puimoén de los
mamiferos. En cuanto a la poblacidén del epitelio bronquiolar esta constituido en un
65% por ceélulas ciliadas y un 35 % por no ciliadas. De estas ultimas se han
descrito algunas como células serosas, intermedias, en cepillo y la célula de Clara

(Fortoul, 1984).
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Céluas de Clara.
El revestimiento de las vias aéreas distales del pulmodn estan formadas por células

ciliadas y no ciliadas. Las células de Clara son un ejemplo de células epiteliales no

ciliadas, las cuales se identifican por tener capacidad secretora. La naturaleza de
y el mecanismo de secrecidon no ha sido

los productos secretores putativos
Estas células han sido reportadas por

completamente establecido (Barile, 1994).
tenir fosfolipidos, aunque son diatinguidas de las células epiteliales tipoll, porque

las células de Clara pierden su reactividad ante la tincion de Papanicolaou (Barile,

1994).
La ceélua de Clara fué decrita por primera vez en 1853 por Kolliker, en el
bronquiolo de perro. En 1937, Max Clara realizd una descripcion detallada de
estas células, de ahi que lleven su nombre. La primera decripciéon ultraestructural
de células de Clara en bronquiolo de raton se hizé en 1956 por Karrer. A nivel
ultraestructural se ha encontrado gran variabilidad entre especies de mamiferos.
Las caracteristicas morfologicas mas notables de éstas ceélulas se aprecia a nivel
de microscopia de transmision (Fortoul, 1984).
En fa mayoria de las especies de mamifero la célula de Clara se caracteriza por
prestar una proyeccion apical hacia la luz del bronquiolo. La célula de Clara se
localiza en los bronquiolos terminales y se extiende desde la {amina basal hasta la
luz del bronquiolo, es decir, en la porcion proximal o central del acino pulmonar
(Barile, 1894). Esta es la zona de transicion entre las vias de conduccion y el area
del intercambioc gaseoso. La composicién del espacio peribronquiolar asociado
con las ceélulas de Clara incluye la presencia de musculo liso adyacente a la
lamina basal, colagena entremezclada con elastina y pocos capilares.
La celula de Clara se define como cuboidea o columnar, con pocas proyecciones
apicales, libre de microvellosidades apicales largas con acUmulos de
microfilamentos densos. Presenta granulos ovoideos en la parte apical de la
ceélula, estos granulos estan rodeados de una membrana electrodensa y gran
liso. En relacidn a sus granulos, se han

cantidad de reticulo endoplasmico
la especie estudiada, diferentes componentes

detectado, dependiendo de
predominando lipidos y mucopolisacaridos (Charies, et al. 1991).

La presencia de fosfolipidos en la célula de Clara hizo,.postuiar a Niden en 1967 la
posibilidad de que esta fuera la productora del surfactante y no el neumocito tipo
I, este aspecto actualmente se encuentra totalmente aclarado, ya que es el
neumocito tipo i el que lo produce. Body en 1974 detectd en la célula de Clara
una alta concentracion de las enzimas del grupo conocido como “oxidasas de
citocromo P-450. Este sistema

la

funcion mixta” asociadas © dependientes del
enzimatico se encarga de eliminar los compuestos no polares, aumentan

solubilidad en agua y proporciona grupos funcionales para conjugar esos
compuestos con glucronidos o sulfatos, facilitando la eliminacion de las mismas,
estas enzimas se localizan en la fraccion microsomal de la célula (Barile, 1994).

Estudios realizados con esta célula han demostrado que puede ser la precursora
directa de la célula ciliada ante agresiones como inhalacion de NO;, inyeccion de
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polonio, inhalacion de ozono y tratamiento con uretano. En el cuadro 2 se listan
las funciones de la célula de Clara.

Cuadro 2. Funciones atribuidas a la célula de Clara.

rFunciones de la célula de Clara
Productora del material que cubre a los cilios del epitelio bronquiolar

Sitio de metabolismo de productos o agentes xenobidticos

L ]
Reguladora del metabolismo del surfactante
Reparadora del epitelio bronquiolar al dar origen a la célula ciliada J

Fortoul, 1984.

La célula de Clara tiene su nucleo en la zona media, el cual es alargado y
bilobulado hacia la base de la célula. La zona apical de la célula de Clara se
caracteriza por contener gran cantidad de reticulo endoplasmico liso, el cual
consiste de vesiculas y largos tubulos comunmente ramificados. El espacio
cubierto por las membranas del reticulo endoplasmico liso contienen un material
amorfo poco denso y por otro lado el reticulo endoplasmico rugoso es abundante
en la zona media, frecuentemente se encuientra rodeando a la mitocondria
dandole la apariencia de contener gran cantidad de capas (Smith, 1974). La
mitocondria en la zona apical es tipicamente esférica, la matriz mitocondrial
elecrodensa con bordes alargados, curvos y ramificados (Young, 1986).

La célula de Clara posee granulos que con base en su forma y electrodensidad se
dividen en tres tipos., como se senala en el cuadro 3.

es

Cuadro 3. Definiciones de los granulos de la ceélula de Clara.
GRANULO DEFINICION
Obscuro Granulo electrodenso comunmente
ovoide cuyo diametro aproximado es de
0.5 um.
Claro Granulo alargado, electroliucido con su
centro electrodenso y con un diametro

aproximado de 0.8 um.
Alargado Granulo electrodenso con forma
) aplanada ( no presente en todas las
céluilas) con un diametro aproximado de
0.2a1 um.

Stephen et al, 1986.



Por todas las caracteristicas uitraestructurales antes mencionadas, se ha sugerido
una alta actividad metabdlica en ellas. Se han detectado altos niveles de
citocromo P450 isozima monooxigenasa en estudios inmunohistologicos y
preparaciones autoradiograficas. Con respecto a que estas ceélulas respondan
metabolicamente al efecto de diversos quimicos, puede estar relacichado a la
presencia de enzimas que metabolizan xenobidticos. Las célula de Clara y los
neumocitos tipo || han mostrado tener un papel impoortante en la detoxificacion de
xenobidticos, como un resultado de su capacidad enzimatica. Devereux en 1981
demostré que la toxina pulmonar 4-ipomeanol, es activada por la célula de Claray
y ce€lulas alveolares tipo Il (Barile 1994).




Biomarcadores.

E! conocer, detectar e identificar todos aquellos cambios bioldégicos tempranos que
son generados por la exposicion a alguna(s) sustancia(s) xenobidtica(s)., son
puntos indispensables para la prevencidén y el establecimiento de sistemas de
vigilancia epidemioidgica desde un punto de vista celular (Gonsebatt, 1994). Si la
exposicidon a sustancias toxicas produce cambios o alteraciones tempranas o
iniciales en los individuos, antes del desarrollo del impedimento o la enfermedad,
estos cambios podrian convertirse en sefales o " marcadores", los que pueden
ser evaluados mediante estrategias adecuadas, y correlacionarse con los efectos
observados a largo plazo en modelos experimentales o en grupos humanos
expuestos (NRC, 1989). La magnitud de la alteracién que produce la exposicion a
sustancias toxicas dependera de la naturaleza del compuesto, de la dosis y la via
de exposicion asi como de la funcion que desempene en el organismo el (los)
tejido (s) afectado (s) (NCR, 1989: 1992 Klaasen y Eaton, 1991). Se llaman
indicadores o marcadores bioldgicos a aquellos elementos relacionados con la
actividad de los seres vivos, que permiten determinar eventos relacionados con su
fisiologia de manera cuali o cuantitativa. Los biomarcadores se pueden clasificar
en: biomarcadores de exposicion, de susceptibilidad y de efecto. Los de
exposicidn son aquellos que miden la concentraciéon de agentes quimicos o de sus
metabolitos en los fluidos bioldgicos, o en los tejidos; los de susceptibilidad son
indicadores de una limitaciéon heredada o adquirida de la capacidad de un
organismo para responder al reto de la exposicidn a un agente xenobidtico
especifico. Finalmente, los marcadores o indicadores biolégicos de efecto son las
alteraciones bioquimicas, fisioldgicas, genéticas o de otro tipo que, dependiendo
de su magnitud, pueden ser reconocidas como un darfio potencial o efectivo sobre
la salud y son producto de la exposicién a un agente determinado (NCR, 1989).

Para la investigacion en salud ambiental, los marcadores bioldgicos de efecto a un
agente toxico son considerados en el contexto de su relacion con la salud del
individuo (NRC, 1989; 1992), por lo que un efecto se define como: una alteracién
en un tejido u drgano, un evento temprano en un proceso biologico predictivo del
desarrollo de un padecimiento, un padecimiento o una enfermedad clinicamente
identificable, una respuesta periférica o paralela al desarrollo de una enfermedad.
pero para predecir la evolucion de un padecimiento (Gonsebatt, 1994).

Los marcadores de efectos biologicos tempranos inciuyen alteraciones en las
funciones de los tejidos blanco después de la exposicion. Como senales de
alarma, estos marcadores pueden ser dosimetros para guiar la intervencion en
cuanto a reducir o prevenir la exposicidon. Estas sefales tempranas pueden
también observarse en érganos o tejidos diferentes de los sitios que son criticos
para la accién de la sustancia toxica (NRC, 1989). Un tejido afectado por una
sustancia toxica puede exhibir una funciéon alterada aun si el individuo afectado no
presenta manifestaciones de ello. Estas funciones alteradas pueden en algunos
casos determinarse en pruebas, particularmente con meétodos bioquimicos o
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biologicos (NRC, 1989; Ostrosky et al, 1991; Gonsebatt et al, 1992; Burns y

Munson, 1993).

Varias pruebas han sido propuestas como marcadores de efecto genotéxico, por
ejemplo, las aberraciones cromosdmicas, intercambios de cromatidas hermanas,
microntcleos, la sintesis de ADN no programada, las mutaciones génicas y mas
recientemente se ha propuesto al ensayo cometa o electroforesis unicelular, como
un meétodo muy sensible para detectar la presencia de dafo en el ADN por
agentes xenobioticos (Singh et al, 1988 y Tice et al 1991).

Electroforesis unicelular o ensayo cometa.

Los ensayos o pruebas de genotoxicidad, se han clasificado segun las
caracteristicas de los eventos que pueden detectar, de tal forma que hay cuatro
grupos: el gue detecta mutaciones genicas, aberraciones cromosomicas, dario al
ADN y transformacion morfologica, tal como se ve en el siguiente cuadro (BrusicK,
1987).

Cuadro 4.- Clasificacion de ensayos de corta duracion.

Caracteristicas de los

Grupo
eventos detectables

Cambio de nucledtidos por
conducto de sustitucidén o

Mutacion genica
adicion/delecion.

Cambios estructurales y/o

Aberraciones
numericos en cariotipos normales.

cromosomicas

Interacciones del ADN con grupos
heterogéneos, incluyendo aductos en
ADN, rompimientos sencillos,
estimulacion de la reparaciéon del
ADN, ICH (intercambio de cromatidas

hermanas).

Dario al ADN

Cambios morfologicos en ceélulas
blanco asociadas con

tumorogenicidad.

Transformacion morfologica

Tomado de Brusick, 1987.
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A su vez, las pruebas que detectan darfio al ADN se dividen en dos categorias
una de ellas es la de las macrolesiones, en esta, el dario al ADN tiene efectos

detectables a través de analisis citoldgico o cromosdmico. La otra categoria es la
los cambios ocurridos en el ADN pueden ser

de las microlesiones, en esta,
adiciones, deleciones o sustituciones a nivel de nucledtidos (Brusick, 1987).

En los Ultimos arfios se ha propuesto una técnica que cuantifica el dario en el ADN
de células individuales, a la cual se le conoce como "Ensayo Cometa" o bien,
electroforesis de ceélulas individuales (Singh et al 1988).

Las tecnicas que permiten detectar dario en el ADN, tienen gran utilidad en
estudios de toxicologia ambiental, carcinogénesis y envejecimiento celular. Estas
técnicas generalmente detectan el dafio en tejidos y tipos celulares especificos.
Sin embargo, el ensayo cometa tiene la ventaja de poder aplicarse a cualquier
tejido, ceélulas aisladas vy cultivos, pudiendo ser las muestras frescas o
congeladas, ademas, la evaluacion del dafo se hace en células individuales
(Singh et al 1988). Otra ventaja de la técnica es que se requiere de un volumen de
muestra muy pequeno debido a que basta con tener de 10,000 a 50,000 células
por laminilla, es decir, si se utiliza sangre entera es suficiente con 5 o 10 ul de
muestra. Por otro lado, a diferencia de otras técnicas como la elucion alcalina, el
ensayo cometa se realiza en poco tiempo (5§ horas aproximadamente), y en
general su costo es mucho mas bajo (McKelvey-Martin et al 1993). E! ensayo
cometa o SCGE (single cell gel electrophoresis) al ser un sistema potencialmente
sensible para medir la induccidon de dano genotdoxico ha sido utilizado tanto en
estudios /in vivo como /n vitro, para detectar darfio en el ADN y reparacion
inducidos por varios agentes en una gran variedad de células de mamifero (Tabla
4), asi mismo puede aplicarse a cultivo de células, cultivo de tejidos, o bien, en
cultivos de células primarias en suspension. Su particular atributo, es que tiene un
amplio campo de aplicaciones en estudios de dafio al ADN, reparacion,
biomonitoreo, analisis de productos biotecnologicos, etc., (McKelvey-Martin et al

1993).
El ensayo cometa presenta ciertas ventajas: a) Es posible investigar la extensién
del ADN roto en virtud del tejido del animal experimental 6 de los especimenes de
biopsias en humanos, puesto que se necesita de una pequefa cantidad de cé&lulas
(< 2 x 105). En comparacion con la elucién alcalina, que requiere de 2 - 5 x 106
células por filtro. b) El procedimiento puede llevarse a cabo en pocas horas y si se
cuenta con un analizador de imagenes los resultados se pueden evaluar
inmediatamente. c) Los resultados indican que el SCGE es igualmente sensijble
que el ensayo de elucidn alcalina (Mckelvey-Martin et al 1993). Con respecto a la
sensibilidad que tiene la técnica de SCGE, esta es capaz de detectar desde 0.1
rompimientos de ADN por cada 109 daltones, lo cual significa que puede detectar
desde un sitio alcali labil, hasta rompimientos de ADN de doble cadena; pero
ademas, la deteccion del dafo es a nivel de células individuales, lo cual permite
evaluar el nivel del dario en subpoblaciones celulares a nivel individual.

El ensayo cometa se ha aplicado en el monitoreo de poblaciones susceptibles a
dafno oxidativo, radiacion ionizante y U.V., utilizando muestras de linfocitos
humanos, asi como en el biomonitoreo de trabajadores expuestos a sustancias
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peligrosas. Sin embargo el monitoreo a través del ensayo cometa no sdlo se limita
a poblaciones humanas, por ejemplo se ha empleado en el monitoreo de peces y
gusanos de tierra expuestos a contaminacion ambiental. La capacidad de detectar
dano en células individuales, hace posible identificar subpoblaciones resistentes o
sensibles a un determinado agente. Otra ventaja del ensayo en el monitoreo, es
que permite analizar un numero de células estadisticamente adecuado. La
deteccion de subpoblaciones de céluias con ADN danado con drogas o radiacion
depende minimamente de la heterogeneidad en el dafio detectado en poblaciones
de ceélulas homogéneas. La heterogeneidad del dafo al ADN en las poblaciones
es bastante pequerio (coeficiente de variacidn menor al 20 %) cuando las
condiciones de lisis y electroforesis son optimas (McKeivey-Martin et al 1993)

Una contribucién importante de la técnica, en el campo de la toxicologia es la
posibilidad de aplicaria en estudios in vivo, puesto que se requiere de un peguefio
numero de células y puede emplearse en practicamente cualquier drgano o tejido,
incluyendo sangre, meédula, cerebro, mucosa gastrointestinal, rifion, higado,
pulmoén, mucosa nasal, ovarios, piel, bazo y testiculo, tal como se puede ver en la

tabla 4 (Tice, 1995).

Tabla 4. Agentes evaluados mediante el ensayo cometa, en estudios in vivo

l Agente Tejdo Referencia I
medula cerebro ’ tracto gt. Irmnn l higago lpuvmon "e nasal I::vano el bazo J testicul ,
o
- Tice et al
1950.1991
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Croom et at 1991

Frieng et al

1993
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t

i
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[

|
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et al
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|
!
|
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Kennelly
1993

Croom et al 1991
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dimenl

-

i
!
!
[
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|
]
[
|
|
f

Andrews et

Croom et al 1991 J
1994 ’

etlimetano 1
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|

f

il
|
I
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|
1
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]
l
n

ceniza
} +CS -CS 1 [
l’ iindano "{ ' ] J’ Pool-Zovel et al
1993
cloruro ge [ [ T B T Betu et al 1993
metimecufig
metinitroso Bett: et al 1993.
guamadina T l 1 ; Pootl-Zobel et al
] 1993
[ nitrosoaimetl l , - J’ L ’ Pooil-Zobel et al,
amina 1992
metinitroso ‘l J " , l Poc!-Zobel et al
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arsenito ge -CD I-CD L - ’ 3 | -CO T-CD 1 Tice et al 1994
soaro +CS -CS i L leCS :CS Yager et al 1994
streptozotacina _’ L J . ’ PR ’ - , - T J l Schmezer et a!
B 1994
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Se han hecho estudios para determinar si la edad es un factor que influye en el
dafo basal de hepatocitos de rata, asi como la inducciéon y la persistencia del
dafio inducido en ceélulas germinales de roedores tratadas con quimicos. Las
diferencias en la magnitud del dario en el ADN inducido en tejidos especificos es
un indicador importante de ila distribucion y cantidad de células dafadas, lo cual
provee informacion relativa a la heterogeneidad de la respuesta en el érgano o
tejido de interés (Tice, 1995).




JUSTIFICACION

Si bien, no se ha precisado la correlacion entre la concentracion de Pb y Cd en el
aire y un efecto especifico; en el caso particular de la entrada al organismo de
estos metales por inhalacion (via poco estudiada) es muy importante poder definir
los efectos en la morfologia vy fisiologia de las células, a largo plazo tales como
procesos alérgicos, enfisema pulmonar, bronquitis, fibrosis pulmonar y cancer
(Fortoul, 1996). En un estudio en fase inicial, es indispensable el uso de modelos
experimentales para tener un buen control de las variables y poder identificar
adecuadamente la relacion dosis-respuesta (Brusick, 1987; Fishbein, 1987).
Mientras no se definan los efectos reales de los contaminantes presentes en
nuestro ambiente, no es posible hablar de patologias producto de Ila
contaminacion (Fortoul, 1996).

Con la finalidad de identificar biomarcadores de exposicion a Pb y Cd en un
modelo experimental via inhalacion se evaluaran los efectos genotoxicos,
mediante la técnica de electroforesis unicelular en diferentes &rganos (Células
nasales, pulmén, riion, higado, cerebro, médula 6sea, sangre y testiculo). La
identificacion de alteraciones con este sistema daria un sustento para entender
los posibles mecanismos de genotoxicidad metalica por inhalacion, via que como
ya se menciond ha sido poco estudiada y resulta ser una de las principales vias
de acceso a xenobidticos a nivel individual y por tanto a nivel de poblaciones
expuestas.

HIPOTESIS:

La inhalacion de Pb y Cd y su mezcla inducira dafo genotdxico tanto en el érgano
con el que tienen el primer contacto (células nasales y pulmén), asi como en otros
organos a los que pueda(n) distribuirse posteriormente.

OBJETIVO GENERAL.:

Conocer la magnitud del darfo genotoxico producido por la inhalacién de Pb, Cd y
por la interaccion de ambos, asi como identificar los mecanismos de accion
individuales y/o combinados (sinergismo).

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Cuantificar el dano al ADN, tanto en el 6rgano de exposicion inicial -células
nasales y pulmén -, asi como en sangre el cual es un tejido que se distribuye
através del organismo, también en érganos filtro, tales como: rifidn, higado; en un
organo en el que se ha observado acumulacion de metales pesados -cerebro-, en
meédula osea (tejido en continua proliferacion), asi como evaluar el posible dafo
reprotoxico en testiculo mediante la técnica de electroforesis unicelular.

- Evaluar el posible efecto sinérgico entre el plomo y el cadmio en la producciéon
de dario al ADN.

o
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MATERIAL Y METODOS.

Animales

Se utilizarédn 24 ratones adultos macho CD-1 de 35 g, los cuales se sometieron a
la inhalacién de cloruro de cadmio y/o acetato de plomo por 60 minutos, 2 veces
por semana durante 4 semanas. Los animales inhalaron una concentracién de
cloruro de cadmio 0.006 M, y/o 0.001 M de acetato de plomo. Un grupo de 8
ratones sirvierén como controles, inhalando unicamente el vehiculo que se empled
para hacer la soluciéon (agua bidestilada y desionizada).
La inhalacion se realizd en una caja de acrilico transparente de 31.47 cm® a la
que se conectara un ultranebulizador (Ultra Neb 99 DeVilbis), con un fiujo de
10 I/min. En la conexidon del ultranebulizador y ia camara de inhalacién se colocara
un filtro durante la exposicion, posteriormente se retirara y se determinara en &l la

concentracion del metal

mediante espectrofotometria de absorcién atomica.

Después de cada inhalacion los animales se colocaron en sus respectivas cajas,

dandoles libre acceso al agua y alimento.
Semanaimente se sacrificaron 6 ratones de los cuales un control y un expuesto se

utilizaron para el
determinar Ia concentracion de

analisis de ultraestructura de
los metales en

las células de Clara y para
los diferentes organos. Los

restantes cuatro animales se emplearon para determinar la genotoxicidad, uno de
ellos fueé el control y los demas fueron expuestos, de acuerdo al esquema.

ESQUEMA DE INHALACIONES PARA CADA TRATAMIENTO (Pb, Cd y Pb-Cd).

—r—l 1 inhalacion * ]

y————‘.- - AGUDO l
ificio

1° semana
- 2 inhalaciones*

l3 inhalaciénes']

1sacri

[fsuscroNICO]

6 ratones macho
[

f —

D-1

4 inhalaciones*

l5 inhalaciones=*

3% semana

I |

I pTIry
—|sacrificio

I SUBCRONICO '

35g

l7 inhalaciénes"

Y
@

semana

Py T
{sacrificio

I SUBCRONICOI

~{sacrificio |-

E‘Acetato de plomo (0.001M)
60 minutos

Cloruro de cadmio (0.006M)
60 minutos

Acetato de plomo (0.001M)
Yy
Cloruro de cadmio (0.006M)
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Para la obtencion de las suspensiones celulares empleadas en la evaluacion de
genotoxicidad se empled el siguiente disefio experimental.

Disefio experimental a seguir en todos los ensayos.

4 ratones machos CD-1(35g)

14

Sacrificio (dislocaciéon cervical)

\4

Extraccion de sangre via cardiaca
(jga. 1Tm! heparinizada)

\4

Obtencion de érganos en § ml NaCl frio (Tubos inmersos en hielo)
Cerebro Rifén Higado Pulmoén Pata anterior (médula)** Testiculo
Tabique(cels.nasales)

14

Aislamiento de células
(ver nota)

V=4

Viabilidad Azul Tripano 2 laminillas SCG

Nota: Poner el érgano en 5mi de NacCl frio. Hacer 2 lavados con la misma solucion
y pasarios a 5§ ml de medio RPMI-1640 frio, seccionar el érgano en dos porciones
y hacer 2 lavados con RPMI-1640. Cortar en piezas finas con tijeras frias,
resuspender con pipeta de 5 ml, esperar a que sedimente y remover 30 ul de la
suspension celular, mezclar con 75 nl de LMP.** Perfundir el fémur con 1 ml de
NaCi frio, colectar en eppendorf y mezclar 30 ul de esta suspensidon con la

agarosa LMP.
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Evaluacion del efecto genotéxico mediante Electroforesis Unicelular.

Esta técnica que evalua el dario sobre el ADN de células individuales, esta basada
en técnicas electroforéticas descritas por Ostling y Johanson en 1984 y modificada
por Singh et al en 1988. Brevemente la técnica consiste en lo siguiente:

Las células obtenidas en éste caso particular por maceracion de érganos, son
embebidas en agarosa sobre un portaobjetos (entre 2 capas de agarosa).
Posteriormente se colocan en una solucion de lisis por lo menos una hora en
dicha soiucion se romperan tanto las membranas celulares como las nucleares.
Enseguida se ponen en el amortiguador de electroforésis y se dejan un tiempo
para que el ADN se desenrrolie, posteriormente son sujetas a un campo eléctrico
(electroforesis), al cabo del cual se realiza una neutralizacion y son tenidas con
un fluorocromo que se une al ADN (en este caso bromuro de etidio). E! ADN roto
migra mayor distancia bajo el efecto del campo eléctrico, de esta manera la
imagen que se observa de las células asemeja a un cometa con una cabeza
altamente fluorescente y una cola, la cual aumenta con la magnitud del dario. De
esta forma, el parametro a evaluar es la longitud de la migracion de los
fragmentos de ADN de una cadena roto, dicho de otra forma, el tamario de la cola
del cometa. Esto se evalua con la ayuda de un ocular graduado adaptado a un
microscopio de fluoresencia Olympus BX60, con un filtro de 240 nm, empleando

un aumento de 20X.

Viabilidad.
La viabilidad se determind mediante la tincidon por exclusion de azul tripano. Para

ello, se tomaron 20 ul de la suspension celular obtenida y se mezclaron con 900 ul
de medio RPMI-1640 y 100 ul de azul tripano. Posteriormente se observaron las
muestras en un microscopio de luz. Olympus BX60 a ur aumento de 10X. al

microscopio.

Procesamiento para evaluacion morfolégica.

Los sacrificios de los animales se realizaron previa anestesia con pentobarbital
sodico intraperitoneal, y se perfundiran por via intracardiaca lavando con solucion
isotonica de NaCl y fijando con Karnovsky. Posteriormente se seccionaron los
organos y se colocaron en inmersion de glutaraldehido al 2 %. Una vez instilado el

pulmoén

pulmon con fijador de glutaraldehido, se separd la parte media del
se secciond en tres porciones y se fijaron durante tres horas.

izquierdo,
Posteriormente se postfijaron, en tetroxido de osmio al 1% durante dos horas y se
prosigui® a la deshidratacion gradual con alcoholes del 20 hasta el 100%. La
muestra de tejido se desecd a punto critico en un desecador Samdry-780A por
cinco minutos utilizando COz. Los fragmentos de tejido se colocarén en
plataformas de aluminio, evaporados con carbon durante dos minutos se ionizaron
con oro por seis minutos, utilizando un ionizador JEOL. Por uitimo se obesrvd en
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un microscopio electronico de barrido Zeiss DSM-950 y se fotografiaron las
muestras a un voltaje de 25 kv y un aumento de 2000X.

Meétodo Estadistico.
Para determinar ias diferencias estadisticas del efecto genotdoxico en los érganos

muestreados (Células nasales, pulmon, rifién, higadc, meéduia osea, sangre,
testiculo y cerebro) se empled una "t" de Student (p<0.05) (Zar, 1989).
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RESULTADOS

Viabilidad

Una vez obtenidas las suspensiones celulares, se evalud la viabilidad, los datos
correspondientes a éste parametro no se muestran, puesto que en cada uno de
los ensayos y para todos los drganos se obtuvieron valores superiores al 80%, lo
cual significa que se trabajo con dosis que no reflejaron citotoxicidad.

Determinacion de metales

Las concentraciones de plomo y/o cadmio en los filtros de la camara de inhalacion
fueron determinados por espectrofotometria de absorcién atdmica y el resultado
de expresa en ng, tal como se muestra en la Tabla 5. Las determinaciones de
metales hechas a los filtros controles no se incluyen en la tabla debido a que las
cantidades no fueron detectables.

Tabla 5.- Concentracion de plomo y/o cadmio en los filtros que conectan el
ultranebulizador y la caja de exposicion.

Semana de Plomo (ng) Cadmio (ng) Plomo (pg) y Cadmio (rg)
Exposicion

1 3.0 53 1.0 6.5

2 4.4 60 1.4 9.0

3 5.0 47 2.0 8.2

Asi mismo, se determind la concentracion de éstos metales en los organos de
mayor importancia para evaluar algun efecto toxicolagico. El pulmén debido a que
la exposicidn fué a través de la via inhalatoria y en los 6rganos filtro involucrados

en la excrecidon tales como el higado y el rinon, estos resulitados se resumen en la
Tabla 6.




Tabla 6.- Concentraciéon de plomo y/o cadmio en pulmén, hlgado y rlﬁon de raton
CD-1 determinadas en ilas diferentes semanas de exposicion. B ;

PILLOMO
Semana de Pulmén (ng/g) Higado (ug/g) " .
exposicion e
1a 2.4
2a 0.3
3a 0.5
43 0.4
Control ND

S CADMIO
Pulmon (rng/g)

Semana de .
exposicion :
1a :

2a
3a
4a
Control

" Semana de T Pulmén’(ug/g) T * Higado*®
exposicion A i : S
o ~'Pb Ccd Pb C
1a ND 3.0 0.16 13
2a 0.06 3.1 0.12 =17
3a —~.{.- 0.26 4.4 ND 2 1.3:
da 0.09 4.5 0.24 1.6 1
Controli 0.17 0.006 ND 0.0 ]

ND No detectado, - No determinado.

Genotoxicidad

El dario genotdxico evaluado a manera de rompimientos de una cadena de ADN
mediante el ensayo cometa o electroforesis unicelular se presenta en las graficas
1,2,3 y 4. En ellas se muestra el comportamiento seguido por los diferentes
drganos durante todo el esquema de inhalaciones, donde es posible observar que
durante la exposicion a plomo los dérganos afectados (pulmon, higado, rifion,
sangre y cerebro) muestran dafno después de la primera semana de tratamiento y
en menor magnitud que el causado por la inhalacion de cadmio, donde los ocho
organos estudiados mostraron dafio a lo largo de las cuatro semanas de
seguimiento. Con respecto al tratamiento conjunto hay érganos donde el efecto
sinérgico es muy claro, como es el caso de! rifion, higado, meédula osea y

leucocitos.




Los datos se analizaron separando en tratamiento agudo (1 inhalacién) y
subcronicos (3 a 7 inhalaciones). Los resultados obtenidos de la inhalacién aguda
se muestran en la grafica 5, en donde se puede apreciar que el metai que tiene
menor efecto genotdxico es el plomo en comparacion con el cadmio, por otro lado
se aprecia un claro efecto sinérgico por la exposicion conjunta de plomo y cadmio,
asi mismo hay que notar que el érgano blanco por efecto de una exposicion aguda
a los diferentes metales y su mezcla es diferente. En la grafica 6 se hace un
analisis de la induccién de darfo por efecto del tratamiento agudo con respecto al
control en los diferentes drganos de raton, en ella se aprecia que hay un efecto
sineérgico en el riidn, asi como también se observa que el drgano con mas dano
ocasionado por la exposicidn aguda a plomo es el puimodn, mientras que para el
cadmio es la méduia.

Los resultados de genotoxicidad por el tratamiento después de la primera semana
de exposicion (subcrénico), se muestran en las graficas 1,2,3 y 4, el resumen de
estos datos se muestra en la grafica 7, la cual muestra la induccién de darfio con
respecto al control en los diferentes érganos pudiendose ver que el 6rgano con
mayor dafo por el tratamiento subcronico de plomo es el cerebro. mientras que
para el cadmio los leucocitos son los que presentan mas genotoxicidad; en cuanto
al tratamiento conjunto el érgano mas afectado fue el higado.

A manera de resumen en la grafica 8 se muestra el porcentaje de {a induccion de
dafno con respecto al control en los diferentes drganos a lo largo de las cuatro
semanas de exposicion, en donde es importante hacer notar que el efecto por los
tratamientos de los metales, plomo y cadmio por separado tienen mayor dario en
las ultimas semanas de exposicion, mientras que en el tratamiento conjunto, el
mayor dafo se presenta en las primeras semanas de exposicidon.

Haciendo una descripcion del dano inducido en cada organo, se puede observar

que la magnitud del daino varia en cada uno de ellos.

RifioN

El efecto del acetato de plomo sobre el rifidn es alcanzado desde la primera
inhalaciéon, permaneciendo constante durante las siguientes dos semanas, puesto
que en la cuarta se observa una mayor induccion de darfo genotoxico. El cloruro
de cadmio mostré mayor efecto en éste oérgano si bien, no hay efecto significativo
en la primera semana, si hay una marcada respuesta a partir de la segunda, hasta
la cuarta semana de tratamiento, observandose claramente una dosis respuesta.
El efecto de la inhalacion conjunta de ilos metales en el rifon produjo mayor dario
genotoxico en la primera semana de tratamiento, el cual se mantuvo igual hasta la
tercera semana, mostrando una ligera disminucién en la cuarta semana. En todos
los casos se aprecian diferencias estadisticamente significativas. Los datos

descritos anteriormente se ejemplifican en la grafica 1.
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Higado

En este organo se observa que a partir de la primera inhalacién de acetato de
plomo se induce un dafio genotdxico significativo que permanece constante hasta
la cuarta semana; con respecto a la inhalacién de cioruro de cadmio se observa
que una vez inducido e! darfio con la primera inhalacién el efecto tiende a
aumentar con los tratamientos, de tal forma que en la cuarta semana se observa
un incremento considerable con respecto a las semanas anteriores. Por otro lado
se observa que en este drgano, el efecto de la inhalacion conjunta de los metales
induce un mayor dafo que el producido por los metales de forma individual en la
primera inhalacion, aunque en las inhalaciones posteriores disminuye sin perder la

significancia estadistica.

Cerebro

En el cerebro, el acetato de plomo indujo dafio genotéxico de manera dosis
respuesta durante las dos primeras semanas de tratamiento, en la tercera hay una
disminucion en el dario, incrementandose hacia la dltima semana, donde el efecto
tuvo significancia estadistica. En cambio, el cloruro de cadmio indujo darfo de
manera notoria desde la primera inhalacion, y se mantuvo constante durante todo
el seguimiento. Asi mismo, el efecto observado por el tratamiento con ambos
metales es similar al mostrado unicamente con el cadmio, aunque en el caso del
tratamiento conjunto, la significancia estadistica tuvo un valor menor de “p”,
debido a que las desviaciones estandar fueron menores.

Médula Osea

Con respecto a la meédula osea, se puede decir que el acetato de plomo no indujo
dafo genotoxico significativo en ninguna de ias semanas de exposicidén, pero es
importante destacar que éstos datos muestran una amplia variabilidad reflejada
en las desviaciones estandar. En éste organo, el cloruro de cadmio indujo un
considerable dafio genotdxico a partir de la primera semana de inhalacidén y se
mantuvo constante hasta la cuarta semana, en este caso la significancia
estadistica tuvo una p < 0.001 y p< 0.0001. E! tratamiento conjunto tambien
produjo un efecto considerable desde la primera inhalaciédn permaneciendo igual
hasta la segunda inhalacion, disminuyendo durante el tercer tratamiento y
permaneciendo constante hasta la ultima, aunque en ningun caso se perdio la
significancia estadistica. Los datos referentes al cerebro y meédula o6sea se

muestran en la grafica 2.
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Epitelio Nasal

En las células nasales, no se aprecio darfio genotéxico inducido por la inhalaciéon
de acetato de plomo despues de cuatro semanas de tratamiento, sin embargo, el
cloruro de cadmio si indujo dafio genotoxico significativo desde la primera semana
de tratamiento, mismo que se mantuvo hasta la cuarta semana, si bien, en esta
ultima semana no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas, fue
debido a una gran variabilidad en la respuesta, lo cual se explica con los altos
valores en la desviacion estandar. La inhalacion conjunta , mostré un significativo
efecto en la primera, segunda y cuarta semana de exposicion, sin haberse
apreciado un resultado estadisticamente significativo en la tercera semana,
debido quiza a la gran heterogeneidad de la respuesta mostrada por éstas ceélulas.

Testiculo

En el testiculo, al igual que en las células nasales, el acetato de plomo no fue
capaz de inducir rompimientos de una cadena de ADN en ninguna de ias cuatro
semanas de exposicion; sin embargo, el cloruro de cadmio y el tratamiento con
ambos metales si mostrd una ligera dosis respuesta, la cual tuvo una buena
significancia estadistica (p < 0.0001), debido a que los datos fueron muy
homogeéneos. En la grafica 3 se observan los datos correspondientes a las células

nasales y al testiculo.

Leucocitos

El efecto causado por la inhalacion de acetato de plomo en leucocitos, mostro
gran variabilidad en todas las semanas de tratamiento, lo cual dio como resultado
el que Unicamente en la segunda semana se apreciaran diferencias estadisticas
significativas. En cambio, el dafo inducido por el cloruro de cadmio se aprecia
claramente como una dosis respuesta, donde en todos los casos la significancia
estadistica es de una p <0.0001. En este tejido, el tratamiento conjunto indujo
dafio genotdxico importante desde la primera inhalacion, que si bien, en este
punto la respuesta mostré heterogeneidad, esta se redujo después de Ias
siguientes inhalaciones. En la segunda semana se aprecia el mayor dafio, en la
tercera y cuarta semana tiende a disminuir el efecto, sin perder fuerza estadistica

(ver grafica 4).

46




Genotoxicidad y alteraciones ultraestructurales

Pulmadn

Los datos obtenidos de la genotoxicidad producida por el acetato de plomo y el
cloruro de cadmio en pulmoén, por correlacionar con las alteraciones en la
ultraestructura de la célula de Clara o bronquiolar no ciliada se presentan
simultaneamente. De primera instancia, en la fotografia 1 se muestra la
ultraestructura normal, donde es posible observar el aspecto de las células de

Clara correspondientes a un control.

Acetato de Plomo

Con respecto al dano inducido por una inhalacion de acetato de plomo, se aprecia
que hubo dano genotoxico significativo (ver grafica 4), el cual correlaciona con las
alteraciones ultraestructurales del bronquiolo mostradas en la fotografia 2, donde
se puede ver la disminucion en nudmero de las células de Clara, por lo cual es
posible observar ceélulas ciliadas que en el bronquiolo control no se pueden
apreciar; para la segunda semana de tratamiento, no se observa dafio genotoxico,
aunque hay una gran variabilidad en la respuesta. Los cambios ultraestructurales
en éste caso reflejan lo mismo, puesto que hay una recuperaciéon en numero de
las celulas de Clara, puesto que éstas predominan scobre las células ciliadas; por
otro lado, la variabilidad detectada en cuanto a la genotoxicidad también se
aprecia en la ultraestructura del bronquiolo, puesto que se observan ceélulas de
Clara con morfoiogia cilindrica normal, las cuales tienen actividad secretora.
también es posible ver células que sugieren mitosis y células muertas (fotografia
3). Con respecto al efecto causado después de cinco inhalaciones, nuevamente
se observa un incremento en la genotoxicidad causada por el plomo, la cual es
estadisticamente significativa, Ilo cual correlaciona con Ias alteraciones
presentadas en bronquiolo (fotografia 4), donde es posible observar que las
células ciliadas vuelven a predominar sobre las de Clara, las cuales se
encuentran en diferentes condiciones, la mayoria de aspecto normal, pero
también se observa hiperplasia en las células ciliadas. En cuanto a las céiulas
ciliadas, es importante mencionar que hay un acortamiento de los cilios. Con
respecto a la cuarta semana, se aprecia una recuperacién en cuanto a la
genotoxicidad, aunque cabe mencionar que hay una respuesta heterogénea por
parte del! pulmon, lo cual se explica con los amplios rangos de la desviaciéon
estandar, el mismo comportamiento se ve en la ultraestructura del bronquiolo
(fotografia 5), donde es posible observar que vuelve a haber predominio de las
células de Clara sobre las ciliadas, las cuales muestran ya una morfologia normal.
Por otro lado las células de Clara tienden a presentar su morfologia normal, es
decir, de cuboide a cilindrica y a mostrar actividad secretora, aunque también se
ven ceélulas dafnadas y restos celulares, lo cual explica la heterogeneidad
encontrada en la respuesta genotoxica( grafica 4).
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Cloruro de Cadmio

Con respecto al efecto de la inhalacion de este metal, se aprecia un efecto
genotoxico significativo desde la primera semana de exposicidn, aunque con
variabilidad en la respuesta; en la ultraestructura del bronquiolo es posibie
observar una disminucion det niumero de las ceélulas de Clara, las cuales
muestran una gran actividad proliferativa, puesto que hay muchas células en
proceso de mitosis, con respecto a las células ciliadas es posible apreciar que en
algunas zonas los cilios estan acortados, lo cual se ve en la fotografia 6. Con
respecto a la segunda semana, el dafio genotéoxico permanece constante, aunque
hay una mejor significancia estadistica, debido a que se presenta mayor
homogeneidad en la respuesta; referente a la ultraestructura de esta semana de
tratamiento, es posible apreciar en la fotografia 7 que hay una severa aliteracion
en la ultraestructura del bronquioclo, puesto que hay un aplanamiento en las
células de Clara y las ciliadas, sin que se observen células muertas; en este caso
es importante sefialar la presencia de bacterias, lo cual sugiere un proceso de
inmunosupresion, o bien, que debido a la faita de cilios las bacterias se acumulan,
puesto que ellos son los encargados de transportar por accién mecanica tanto a
particulas como a bacterias. En la tercera semana de exposicidn a cloruro de
cadmio, tampoco hay cambio en la respuesta genotoxica como se ve en la grafica
4, en cuanto al analisis de la ultraestructura es posible observar, que si bien, las
células de Clara muestran una mejor apariencia en general, éstas se encuentran
recuperando su capacidad secretora, la morfologia que presentan no es la
caracteristica, ademas de ser muy escasas. En cuanto a las células ciliadas es
posible ver que son estas las que predominan y que algunas se encuentran
recuperadas de la cilioforésis (fotografia 8). Si bien en la cuarta semana de
tratamiento con cloruro de cadmio el dafio genotoxico permanece sin cambios y
conservando la significancia estadistica (grafica 4), hay que mencionar que se
presenta mayor heterogeneidad en la respuesta genotoxica. La ultraestructura del
bronquioclo muestra una recuperacion reflejada en el predominio total a nivel
superficial de las células de Clara cuya morfologia es de cuboide a cilindrica y con
gran actividad secretora, esto se aprecia mejor en la fotografia 9.

Acetato de plomo y Cloruro de cadmio

En la primera semana de exposicion, el dafio genotéxico causado por la
inhalacién conjunta produjo un considerable efecto que no mostré gran
significancia estadistica debido a la variabilidad (grafica 4), en cuanto a la
ultraestructura del bronquiolo, de primera instancia se observa la presencia de
bacterias que sugieren inmunosupresién, aunque también existe la posibilidad de
que a pesar de estar presentes los cilios, éstos no sean funcionales, puesto que
como se ha visto en algunos trabajos, los metales tienen la capacidad de actuar a
nivel de la tubulina, la cual esta presente en los cilios. Asi mismo, hay igual
numero de células de Clara y ciliadas, pudiendo observar una disminucion en el
tamarno de los cilios. Las células de Clara perdieron su capacidad secretora,
algunas se encuentran en mitosis y también hay células hipertroficas (fotografia
10). Para la segunda semana de exposicion, el dafio genotdxico presenta la
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misma magnitud pero ahora la respuesta es mas homogénea; ilos cambios
ultraestructurales correspondientes a esta semana se aprecian en la fotografia 11,
en donde se ve una aparente dominancia por parte de las células de Clara, pero
en realidad no es que estén ausentes las ceélulas ciliadas, sino que presentan
cilioforésis. lLas células de Clara muestran una pérdida de la morfologia
caracteristica y se aprecian células que aparentan estar en proceso de division.
En cuanto a la actividad secretora sdélo se aprecian algunas vesiculas. Después
de cinco inhalaciones, el dafio al ADN muestra una ligera disminucion, aunque no
pierde su significancia estadistica tal como se ve en la grafica 4; la ultraestructura
que presenta el bronquiolo en éste punto se observa en la fotografia 12, dona=
es posible apreciar que las células ciliadas comienzan a recuperarse, asi como
también las ceéluias de Clara que ya adquirieron su morfologia cuboide
caracteristica, asi como su capacidad secretora. En numero tienden a predominar
las ceélulas de Clara. En la ultima semana de tratamiento, continua habiendo un
decremento en la genotoxicidad, aunque sigue habiendo diferencias estadisticas
significativas. En éste caso es posible apreciar que el bronquiolo no esta
totalmente recuperado puesto que aun hay células ciliadas y las células de Clara
aunque muestran actividad secretora no adquieren su morfologia cuboide,
ademas de que se encuentran algunas celulas con invaginaciones, tal como se

aprecia en la fotografia 13.

En cuanto al analisis estadistico aplicado a los datos, se empleo la prueba de "t" y
los resultados obtenidos se muestran en las grafica 9A, 9B, 9C y en la tabla 7.
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Tabla 7.- Significancia estadistica determinada mediante la prueba de “t",
efecto de la inhalacion de cloruro de cadmio (0.006M)

por

y/o acetato de plomo

(0.0001M) durante varias semanas en distintos érganos de ratén CD-1.

ACETATO DE PLOMO

ORGANO 1a semana 2a semana 3a semana 4a semana
Pulmaon b+ - ey -
Cerebro - - - -
Meéduia - - - -
Rifnon - - +
Higado ++ ++ ++4 ++
Sangre - + - -
Testiculo - - - -
Nasales - - - -

CLORURO DE CADMIO

ORGANO 1a semana 2a semana 3a semana r 4a semana
Pulmaon ++ e e ++
Cerebro + + 4 ++ +
Meédula +++ ++ Fee +++
Rifidn - 4 +++ ++
Higado -+ + + ++
Sangre - ++ +4++ +++
Testiculo + 4+ +4+ +++ ++
Nasales ++ ++ Jrarry _

ACETATO DE PLOMO ¥ CLORURO DE CADMIO

ORGANO 1a semana 2a semana 3a semana 4a semana
Pulmon + 4 s +
Cerebro +++ b ++ +++
Meédula e + ++ b
RifoN ’ +4 - - +4
Higado e b ++ >
Sangre -+~ + 4+ 4 ++
Testiculo ++ > ++ + 4

{Nasales +4++ +4+ - +++

- no hay diferencias (p>0.05), +diferencias significativas (p<0.05), ++diferencias
+++ diferencias extremadamente significativas

muy significativas (p<0.001),

(p<0.0001)
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DISCUSION

Como se menciond en los antecedentes de genotoxicidad tanto del piomo, como
del cadmio, no hay datos contundentes en cuanto a su potencialidad mutagénica,
genotoxica y carcinogénica, puesto que estos varian mucho de un sistema a otro,
asi como también dependen de la via de exposicién. Tal es el caso de animales
tratados con plomo por diferentes vias de exposicion, por via intramuscular
produce tumores sdlidos, por via intraperitoneal induce sarcomas y mesoteliomas,
mientras que la via de inhalacién que es mas importante no lo hace (Skerfving,
1987). Por otro lado es importante considerar que aun emplieando la misma via de
exposicion el organismo empleado responde de diferente manera, Oberdo&ster
(1994), reporta que la inhalacidn de cloruro de cadmio tiene diferente efecto en
cuanto a la respuesta inflamatoria y proliferativa asi como también la induccion de
metalotioneina pulmonar en rata y raton. Por tal motivo en este trabajo una de las
pretensiones fue, determinar si a través de la via de exposicion inhalatoria el
efecto genotoxico es el mismo que el reportado en otros trabajos donde la via de
exposicion fue intraperitoneal, o bien, a través del alimento y de esta forma
determinar si la distribucion del dafo varia dependiendo de la ruta de exposicion.
En las grafica 9A, 9B y 9C, se muestra de manera resumida que tipo de
tratamiento (SA acetato de plomo , 9B cloruro de cadmio y 9C la mezcia de
ambos), indujo mayor dafio genotdxico a manera de rompimientos de una cadena
de ADN en cada uno de los érganos empleados (células nasales, puimdn,
sangre, higado, rifion, cerebro, médula dsea y testiculo).

Acetato de plomo. El tratamiento agudo produjo dafio genotdxico unicamente en
dos organos, el pulmoéon y el higado (grafica 9A), el efecto encontrado en pulmoén
era de esperarse ya que por el tamafo de la particula (S5um) esta se deposita a
nivel de las vias respiratorias inferiores como se ve en el esquema 1 (Nordberg,
1987). Con respecto al tratamiento subcrénico (grafica 9A), en el pulmdn el dano
disminuye en la segunda semana y en la tercera vuelve a incrementar,
desapareciendo en la cuarta semana. Estos resultados correlacionan con las
alteraciones ultraestructurales del bronquiolo, lo cual nos indica un posible
proceso de adaptacion al dafio causado en las primeras semanas. Probablemente
el dano genotdoxico detectado muestre dicho comportamiento porque al trabajar
con el érgano completo se manejan mas de 60 tipos celulares simultaneamente,
por lo cual se obtienen respuestas heterogéneas debidas a la presencia de
subpoblaciones con sensibilidad diferencial al plomo.

Es importante destacar que el dafo en higado fue considerable en las cuatro
semanas de tratamiento lo cual nos indica que los mecanismos de detoxificacion
propios del érgano, no son capaces de eliminarlo, es decir, que la metalotioneina
hepatica no tiene mucha afinidad por el plomo, tal como se ha reportado por
Goyer,18991. Como una consecuencia de este posible proceso se ve en el rifidn
una induccion del dafo en las udltimas dos semanas, lo cual esta de acuerdo con
lo reportado en la bibliografia en cuanto a que el higado y el rifidn son los drganos
en los que hay una mayor acumulacion de plomo (Skerfving 1988), por lo tanto en
ellos hay mas posibilidad de ejercer un efecto genotéxico puesto que el tiempo de
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exposicion al que se encuentran sujetos es mayor, ademas de gque estos son
organos con ailta actividad metabdlica. A este respecto hay que considerar que
numerosos estudios tienen descrita la interaccidon del plomo con enzimas
intermediarias del metabolismo y muchos de los efectos toxicos del plomo “in vivo”
se atribuyen a modificaciones de este tipo de procesos celulares.
Alteraciones en la energia del metabolismo y en la sintesis de proteinas y acidos
nucléicos pueden ocurrir por exposicidn a plomo. Por otro lado, estudios de
rastreo de la distribucion de plomo “in vivo” sugieren relativamente libre acceso y
una distribucion preferencial del metal a mitocondria de varios tejidos, entre ellos
higado y rinon , en ella altera funciones como el desacople de la fosforilacion
oxidativa, inhibicion de la oxidacion de! sustrato y modificacion en la permeabilidad
de la membrana mitocondrial y transporte idnico, particularmente de calcio. El
trasporte activo de plomo en mitocondria parece estar asociado con el sistema de
transporte de calcio y por lo tanto puede inferir en la regulacion mitocondrial de
calcio, todo lo mencionado anteriormente puede jugar un papel importante en la
carciongénesis a largo plazo (Skerfving, 1988).
La sangre y la meédula sélo son dafnadas de manera considerable en la segunda y
tercera semana respectivamente, lo cual puede deberse a que para presentarse
dafio en estos tejidos debe haber la acumulacidn del metal en ellos por periodos
prolongados, ademas, una vez que el plomo pasa al torrente sanguineo es
mediante €l que se distribuye a los diferentes 6rganos, por lo cual se encuentra en
recambio constante. El darfio genotéoxico evaluado en leucocitos de sangre entera
no fue de gran magnitud y mostré un comportamiento inestable lo que puede
deberse a que el 2% del plomo absorbido en sangre se encuentra asociado a
proteinas plasmaticas y el 98% restante a eritrocitos y el método empleado para
evaluar genotoxicidad es aplicable a células nucleadas y los eritrocitos no lo son,
por este motivo es muy probable que el dafio en este tejido esté subvaluado.
Referente al efecto positivo detectado en la médula ésea, se puede explicar por el
papel del plomo en la inhibicidn de la ferroquelatasa, enzima irvolucrada en la
incorporacion de grupos Fe a las protoporfirinas tanto en sangre como en médula
osea (Harrison, 1983). Otra posibilidad, es que tal como propone Hartwig (1995),
el plomo interviene en la reparacion postreplicativa del ADN y como sabemos, la
tejido en constante proliferacion donde las ceélulas

meédula odsea es un
constantemente estan sujetas a dicho mecanismo.
El cerebro es un érgano blanco para el plomo. el cual por mimetizar al ion calcio le

facilita el paso a través de las membranas y especificamente en este érgano las
meninges, y una vez dentro se transporta como un neurotrasmisor y altera
procesos fisiologicos normales y de manera indirecta causar un dafio genotoxico,
esta podria ser una posibilidad aunque hay reportes de efectos mas especificos
como el reportado por Rajanna-B y colaboradores (1995), donde se plantea que
el plomo a concentraciones rmicromolares inhibe a la proteina cinasa C (PKC), Ia
cual regula una variedad de sefiales extra e intracelulares para atravesar las
membranas neuronales, puesto que la PKC al requerir calcio y fosfatidilserina
para su activacién toma al plomo en lugar del calcio y de esta manera puede
ejercer un dafio al ADN de forma indirecta. Si consideramos que el efecto fue
incrementando con el tiempo, esto nos indica que primero debe de haber una
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acumulacion del metal y por otro lado como el efecto se produce de manera
indirecta requiere mas tiempo para poder ser detectado a nivel genotoxico.

El no haber encontrado un efecto genotoxico de importancia en las células del
epitelio nasal puede explicarse por el tamario de las particulas, las cuales por sus
dimensiones tienen acceso a las vias respiratorias inferiores y probablemente el
efecto que se detectd sea el reflejo de una respuesta inflamatoria leve, en la cual
se produce poco estrés oxidativo que causa rompimientos al ADN.

En cuanto al efecto detectado en testiculo no es posible plantear un efecto
reprotéxico por la inhalacion de acetato de plomo, ademas de que los efectos
reportados en cuanto a reproduccion se han evaluado en la progenie y no tanto en
los organismos o individuos expuestos, lo cual nos indica que el plomo no tiene

una funcidén especifica en éste érgano.

Cloruro de _cadmio. En relacién a la genotoxicidad causada por la inhalacién del
cloruro de cadmio, hay que destacar que tiene mayor efecto que el tratamiento
con acetato de plomo, lo cual es evidente al comparar las graficas 9A y 9B, donde
unicamente hay dos resultados negativos, los cuales corresponden al efecto
causado en el rifdn durante la primera semana y en las células nasales en la
cuarta semana. En cuanto a lo observado en las células nasales es posible
plantear Ique haya un proceso de adaptacidn después de las primeras semanas
de exposicion, puesto que al presentarse heterogeneidad en los datos esto nos
sugiere que hay células con mucho mayor darfio que otras, lo cual nos habla de
diferentes susceptibilidades a nivel de subpoblaciones celulares. Referente a este
mismo tipo celular un factor importante por el cual, a pesar de ser estas las
células con las que el metal tiene el primer contacto y no haber detectado un dario
genotdxico de gran magnitud puede explicarse por el hecho de que en epitelios de
mucosas hay una aita concentracion de metalotioneina, lo cual es un mecanismo
de proteccién que va a depender de la afinidad del metal y la metaloenzima, pero
como ya se ha reportado el cadmio es el metal que tiene mayor afinidad por dicha
enzima (Foulkes, 1994). Con respecto al efecto del cadmio en la inducciéon de
rompimientos de ADN en pulmdn, se aprecia una dosis respuesta (grafica 4),
donde se determinan diferencias estadisticas significativas en las cuatro semanas
de tratamiento, tal como se observa en la grafica 9B. Estos resultados pueden
sustentarse con lo reportado por Oberddster (1994), él concluye que si bien la
inhalacién de cloruro de cadmio tiene efecto diferencial entre especies (rata y
raton), el raton muestra una mayor respuesta inflamatoria y proliferativa, asi como
una mayor expresion de metalotioneina en células bronquiales y epiteliales del
alveolo. Al respecto también se menciona que citocinas proinflamatorias tales
como el TNF-a y la IL-1, inducen a la metalotioneina, esto indica que para que
comience a darse un proceso de detoxificacion por parte de las metaloenzimas
primero debe de presentarse un proceso inflamatorio; en el cual se producen
radicales libres y ser estos los que causen rompimientos en el ADN, por este
motivo empleando el ensayo cometa se puede detectar el dafio inmediatamente
después del proceso inflamatorio y antes de que pudiera presentase un proceso
de detoxificacion por parte de la metalotioneina pulmonar.

Por otro lado es importante mencionar que si bien el efecto detectado en sangre
presenta heterogeneidad en algunos casos, este es muy significativo en todas las

[
9]



semanas de exposicion, lo cual nos indica que el metal se encuentra en constante
distribucion, puesto que lo hace formando complejos con proteinas plasmaticas,
mas aun cuando se administra en forma de sal clorada, es decir, cloruro de

cadmio (Foulkes, 1994).

En el rinén el darfio se presentd a partir de la segunda semana, este
comportamiento va de acuerdo a lo reportado por Foulkes (1991), &l propone que
la accion nefrotoxica de metales pesados como el cadmio comienza después de
haber una disminucion de la concentracidn del metal, posterior a la
administracion, es decir, después de una administracién inicial de cadmio con una
acumulacién intracelular de 25 ng/g en la corteza, se presenta una inhibicion del
transporte de aminoacidos sdlo después de 6 horas. En contraste la
panaaminoaciduria se ha visto a lo largo de 36 horas de seguimiento intravenoso
de cadmio cuando la concentracion es de 12 1g/g. Lo anterior explica el porqué se
detecto dafio después de la primera inhalacién. Por otro lado, el mismo autor en
1994, propone que al administrar cloruro de cadmio, el metal se une
inmediatamente a proteinas plasmaticas y subsecuentemente se une a otros
tejidos, pero no en rifidn. Estos mecanismos no excluyen la posibilidad de que el
metal se acumule en el érgano donde puede ejercer algun dafio, puesto que se
conocen algunas formas de secuestro y consecuentemente posibles caminos de
detoxificacion, como por ejemplo el hecho de que quelantes de bajo peso
molecular como la metalotioneina, mercaptoetano! y glutation se hayan
encontrado asociadas al metal en el rindn, basicamente en el espacio vascular

(Foulkes, 1994).

El comportamiento que presentan las células del higado es muy interesante,
puesto que el dafo se va incrementando de manera dosis respuesta, quiza con la
primera exposicion se indujeron las metaloenzimas, asi como también los
mecanismos de reparacion, permaneciendo en el mismo estado durante una
semana, pero debido a la continua exposicion el depositd del cadmio superd la
capacidad reparativa de las células asi como también produjo una saturacién de
la metalotioneina, por lo cual el dafo fue mayor en la cuarta semana de
exposicion. Esta suposicidon se puede sustentar con lo reportado por Bucio y
colaboradores (1995), quienes encontraron alteraciones ultraestructurales por ia
exposicion a cadmio en el reticulo endoplasmico rugoso y mitocondrias de células
VWRL-68, las cuales son una linea celular hepatica fetal, asi mismo detectaron una
considerable induccidén de metalotioneina.

Con respecto al efecto observado en testiculo, es importante mencionar, que
Blazina,.(en prensa) reporta que la inyeccién intraperitoneal de cloruro de cadmio
induce una disminucion en el numero de espermatocitos y espermatidas, asi
como también induce la muerte de las células de Leydig y un efecto sobre la
vascularizacién temprana testicular en ratones CD-1, esto podria explicar el
porqué se determind un efecto genotdxico evaluado como rompimientos de una
cadena de ADN, el cual, presentd gran significancia estadistica, debido a la
homogeneidad de los datos, pero cuya magnitud no fue muy elevada, lo cual
sugiere que la magnitud del dafo clastogénico en testiculo si depende de la ruta

de exposicion.
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Un comportamiento semejante lo presenta la médula dsea, lo cual muestra un
potencial clastégeno del cloruro de cadmio en dicho 6rgano, a diferencia de Io que
menciona Blazina(en prensa), puesto que propone que el cloruro de cadmio
administrado via intraperitoneal en ratones CD-1 es un débil coclastégeno con
ciclofosfamida evaluando la induccion de micronticleos. Esto nos indica que ia
ruta de exposicion puede ser una variable importante para causar rompimientos
en el ADN, asi como también sugerir que la evaluacidon con el ensayo cometa es
mas sensible que la evaluacion realizada mediante la prueba de micronticleos per
se. Por otro lado el que la magnitud del dafio no haya sido muy alto, puede
explicarse por el hecho de que las células al estar en continua proliferacion
siempre tienen inducidos sus mecanismos de reparacion en mayor grado que otro
tipo celular. Otra posibilidad es Ia posible presencia de una proteina de bajo peso
molecular similar a la metalotioneina que se ha detectado en meédula osea
posterior a la inyeccidon subcutanea de cloruro de cadmio (Tamura, 1995), lo cual

significaria un mecanismo detoxificador.

Cloruro de cadmio y acetato de plomo. Analizando el efecto de la inhalacion
conjunta de acetato de plomo y cloruro de cadmio es posible indicar que en
general si hay un efecto sinérgico, el cual se muestra en la grafica 9C, donde es
posible apreciar que el unico dato negativo en cuanto a significancia lo presenta
las células nasales en la tercera semana de exposicion, debido a la presencia de
una respuesta heterogenea.

Con respecto al efecto causado en pulmoén por ambos metales, se puede apreciar
que si bien es significativo en todas las semanas hay una tendencia hacia la
recuperacion, lo cual se puede explicar si las metalotioneinas pulmonares se
inducen en respuesta a la sintesis de citocinas de la respuesta inflamatoria.

En la primera semana de tratamiento la sangre es uno de los tejidos que presenta
menor darfio si se considera la significancia estadistica, probablemente porque los
metales se estan asociando rapidamente a las diferentes proteinas plasmaticas
con las que tienen afinidad y por tal motivo la susceptibilidad a nivel de
subpoblaciones celulares se refleja en l|a heterogeneidad de la respuesta
genotoxica.

Un dato que resalta sobre ios demas es la alta respuesta sinérgica apreciada en el
rifidn por efecto de la exposicion aguda, es decir en la primera semana, el dano
en este organo nos indican que a diferencia de lo visto en los tratamientos
individuales, el efecto de la mezcla no puede ser detoxificado por las
metaloenzimas. Lo cual da pauta para realizar investigaciones en cuanto a los
efectos toxicologicos y genotdxicos de mezcias.

Lo mismo sucede con el higado, pero éste presenta un dafio de gran significancia
a partir de la primera y segunda semana, y en las siguientes tiende a disminuir,
quiza porque se inducen metaloenzimas suficientes como para transportar y
quelar el efecto de los metales.

El efecto en la médula osea presenta un mayor efecto que los tratamientos
individuales lo cual sugiere que al ser un tejido en constante proliferacion, el
efecto se ejerce en los mecanismos de reparacion, puesto que ambos metales
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pueden ejercer efecto sobre ellos de manera simultanea tal como lo sugiere
Hartwig (1995).

E! testiculo presenta un mayor efecto en el caso de la inhalacién conjunta que con
los tratamientos individuales. esto indica que si bien se obtienen resultados de
mayor magnitud cuando el tratamiento se da por via intraperitoneal, la exposicion
inhalatoria tiene la capacidad de afectar cualquier tejido.

Con objeto de plantear un mecanismo de accién probable por parte de ambos
metales en base a los datos obtenidos y a los mencionados en la bibliografia,
Marteli en 1981 propone que el dafio al ADN puede ocasionarse de manera
directa o indirecta, en éste caso es a través de la influencia de los metales sobre
eventos metabdlicos que llevan a la induccidon de dafo. Si se trata de un metal
pesado puede unirse al ADN por interaccionar de manera directa con grupos
fosfato de la desoxiribosa, y para otro tipo de metales, la unidn se da con una
variedad de grupos donadores de electrones en las bases, de tal forma que si se
trata de pirimidinas la unién es en el N(3) o en el O (2) y para las purinas es en ¢!}
N (7) o en el N (1) (Martell, 1981). EI efecto genotoxico puede ser causado de
manera indirecta, tal como lo plantea Hartwig, 1994, €&l propone que la
genotoxicidad esta dada por la interaccion del plomo con los procesos de
prolimerizacion y ligacioén, lo cual se traduce en una acumulacion de rompimientos
de ADN, especificamente menciona que el efecto del plomo puede ser la
inhibicion de la polimerasa 3. Por otro lado reporta que el cadmio actua a nivel de
esta misma enzima, por lo cual también causa una acumulacion de rompimientos,
ademas plantea que el cadmio inactiva a la Os-metilguanina—DNA metil
transferasa (MGTasa). Por otro lado tanto el plomo como el cadmio tienen la
capacidad de intervenir en procesos reguladores de calcio, involucrados en la
regulacion de la replicacion y reparacion del ADN. Por lo cual, si se retoman los
resultados obtenidos de la genotoxicidad ocasionada en los diferentes érganos, se
puede ver que ambos metales tienen efecto, en mayor o menor grado, por 1o cual
es posible pensar que debido a que cada tipo celular tiene capacidades
diferentes en cuanto a actividad proliferativa y reparativa, segin sus necesidades,
es probable que por ello, el efecto sea diferencial. Aunque no hay que dejar de
considerar que la via de exposicidon es importante y que los datos que se tienen
para dilucidar el posible mecanismo de accién se basan en pruebas "“in vitro”, por
lo cual resultaria interesante evaluar parametros a nivel molecular a partir del
empleo de un modelo in vivo, lo cual nos responderia la incégnita de que los
mecanismos de reparacién y proliferacion dependen basicamente de Ias
interacciones intracelulares mas que de las intercelulares. En este trabajo se
trabajé con oérganos completos para detectar dafio a dicho nivel, pero es
importante considerar que el ensayo cometa, es una técnica lo suficientemente
versatil para detectar dafio a nivel de subpoblaciones celiulares. lo cual es
aplicable para detectar efectos a nivel muy especifico y responder preguntas en
cuanto a posibles mecanismos de acccion, ademas, cuando se trabaja con tipos
celulares especificos, la interpretacion de los datos se facilita, puesto que de ésta
manera no se presenta heterogeneidad en la respuesta genotoxica evaluada.
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CONCLUSONES

- La inhalacion es una via de acceso importante para xenobidticos que pueden
ocasionar efecto a nivel sistémico.

- La inhalacion de acetato de plomo 0.001M, cloruro de cadmio 0.006M y acetato
de plomo-cloruro de cadmio, producen dafio al ADN en diferentes organos de
raton CD-1.

- El cloruro de cadmio presentd mayor potencial genotoxico que el acetato de
plomo.

- Se observa un efecto sinérgico principalmente en el rifién en la fase aguda de la
exposicidn.

- De acuerdo con la exposicion los drganos afectados varian.

- El é6rgano que presentd mas rompimientos de una cadena de ADN por la
inhalacidn aguda de los diferentes metales fue:

médula - cloruro de cadmio

pulmoén - acetato de plomo
rifion - acetato de plomo y cloruro de cadmio

- El dérgano que presentd mayor darfio genotdxico a manera de rompimientos de
una cadena de ADN por la inhalacidon subcrénica de los diferentes metales fue:

leucocitos - cloruro de cadmio
cerebro - acetato de plomo
higado - acetato de plomo y cloruro de cadmio

- En el caso del pulmén, érgano con el que se tiene el primer contacto hay una
alta correlacion entre la evaluacion de dafio genotoxico y las alteraciones

morfologicas en el puimon.
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Grafica 1.- Genotoxicidad inducida en rinén e higado.
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Grafica 2.- Genotoxicidad inducida en cerebro y médula.
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Grafica 3.- Genotoxicidad inducida en células nasales y testiculo.
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Grafica 4.- Genotoxicidad inducida en leucocitos y puimon.
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Grafica 5.- Migraciéon de ADN debida a la inhalacion aguda de cadmio, plomo y plomo-cadmio.
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Grafica 6.- Induccion de dafio al ADN en diferentes érganos de ratén por la inhalacion de plomo,

cadmio y plomo-cadmio (Tratamiento Agudo).
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Grafica 7.- Inducciéon de darfio al ADN en diferentes érganos de ratéon por la inhalacion de plomo,

cadmio y plomo-cadmio (Tratamiento subcrénico).
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Grafica 8.- Porcentaje de dafio ai ADN en diferentes érganos de raton por la inhalacion de plomo,

cadmio y plomo-cadmio.
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Grado de significancia estadistica

Grafica 9A.- Grado de significancia estadistica de la induccion de dafio ai ADN.
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Grado de significancia estadistica

Grafica 98B.- Grado de significancia estadi
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Grado de significancia estadistica

Grafica 9C.- Grado de significancia estadistica de 1a induccion de dano al ADN.
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Fotografia 1.- Micrografia de barrido (2000X) correspondiente a brongquilo
({Ceéluias de Clara) de raton CD-1 control.

Fotografia 2.- Microscopia de barndo (2000x) correspondiente a bronquiclo
(Celulas de Clara) de raton CD-1 despues de una semana de tratamiento con
acetato de plomo.



Fotografia 3.- Microscopia de barrido (2000x) correspondienie a bronquiolo
(Células de Ciara) de ratén CD-1 después de dos semanas de tratamiento con

acetato de plomo.

Fotografia 4.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de raton CD-1 después de tres semanas de tratamiento con

acetato de plomo.
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Fotografia 5.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de ratén CD-1 después de cuatro semanas de tratamiento

con acetato de piomo.

Fotografia 6.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Céilulas de Clara) de raton CD-1 después de una semana de tratamiento con

cloruro de cadmio.




Fotografia 7.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de raton CD-1 después de dos semanas de tratamiento con
cloruro de cadmio.

Fotografia 8.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de raton CD-1 después de tres semanas de tratamiento con
cloruro de cadmio.



Fotografia 9.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de ratén CD-1 después de cuatro semanas de tratamiento
con cloruro de cadmio.

Fotografia 10.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Celulas de Clara) de ratéon CD-1 después de una semana de tratamiento con
acetato de plomo y cloruro de cadmio.



Fotografia 11.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronguiolo
(Cétulas de Clara) de raton CD-1 despueés de dos semanas de tratamiento con
acetato de plomo y cloruro de cadmio.

Fotografia 12.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
{Células de Clara) de ratén CD-1 después de tres semanas de tratamiento con
acetato de plomo y cloruro de cadmio.



Fotografia 13.- Microscopia de barrido (2000x) correspondiente a bronquiolo
(Células de Clara) de ratén CD-1 después de cuatro semanas de tratamiento
con acetato de plomo y cloruro de cadmio.
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