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RESUMEN

1. RESUMEN

E! uso extenso del plomo por el hombre ha provocado la contaminacion por este
elemento del entorno natural y humano. Este metal penetra en los individuos por via
oral, respiratoria, a través de la piel o por via transplacentaria, produciendo una gran
variedad de efectos adversos a la salud entre los que se encuentran el dafio renal y en
forma menos evidente las alteraciones hepéticas. En México durante los Gitimos siete
afios se han puesto en marcha medidas para reducir la concentracion de plomo en el
ambiente y por ende en el entorno humano. Sin embargo, en el pais fa intoxicacion
crénica por este metal, sigue siendo un problema importante de salud pablica.

El presente estudio tuvo como fin realizar un seguimiento de los dafios histoldgicos
en el higado y el rifién después de una intoxicacion crénica con plomo por la via oral.
Se utilizé como modelo a ratones albinos machos de Ia cepa NIH destetados a los 21
dias de edad, nacidos y mantenidos en el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas (ENCB). Se formaron dos grupos, uno de prueba con 24 organismos y otro
de testigos integrado por 18 individuos. Unicamente el primer grupo recibié una
concentracién de 0.1 % (p/v) de nitrato de plomo en ef agua de beber. La fuente de
intoxicacién fue removida después de 40 dias sacrificandose a cuatro organismos de
prueba y fres del grupo testigo. A partir de ese dia, el resto de fos organismos de
prueba recibieron agua sin el toxico. La operacién de sacrificio se repitié después de 7,
14, 21, 28 y 41 dias de haber suspendido la intoxicacion.

A los ratones sacrificados en cada lapso de tiempo, se les extrajo el higado y los
rifiones. A los cortes se les aplicaron las siguientes técnicas de tincion: rodizonato de
sodio para observar la presencia de plomo in situ; Hematoxilina-eosina para la
descripcion histolégica; Mallory para apreciar cambios en la colagena; y ja del Acido
Pery6dico-Schiff para determinar la presencia de glucdgeno en el higado y de las
membranas basales en el rifidn. Ademas, a excepcion de la técnica de Hematoxilina-
eosina, a las ofras tres técnicas, se les aplicé la prueba estadistica de analisis de
varianza de un solo criterio de clasificacién por rangos de Kruskal-Wallis.

Los resuitados de la técnica de rodizonato de sodio indicaron que la presencia de
plomo en ei rifién fue mayor que en el higado. En ambos 6rganos, la presencia de
plomo fue mayor al término de la intoxicacion y disminuyd conforme transcurrié el
tiempo de recuperacion. Dicha situacion se corrobord por medio de la prueba

estadistica.
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Los resultados de la técnica de Hematoxilina-eosina indicaron que para ef higado, el
area central del lobulillo fue la mas aiterada. La tendencia después de eliminar la fuente
de intoxicacion fue la siguiente: al principio las alteraciones histologicas fueron
reversibles. Entre los 7 y los 28 dias, aument6 la extension de las aiteraciones
reversibles y se observé la presencia de alteraciones irreversibles. Al final del periodo
de estudio nuevamente hubo aiteraciones reversibles. En el caso del rifidn, estos
cambios se presentaron principalmente en la corteza, disminuyendo la severidad de las
alteraciones conforme pasoé el tiempo después de suspender la intoxicacion.

Al término de la intoxicacion, hubo un aumento de colégena leve en los conductos
vasculares y el corpusculo renal y, moderado en la triada hepatica. De acuerdo con el
analisis estadistico, después de eliminar la fuente de intoxicacion, la presencia de
colagena tanto en el higado como en el rifion se mantuvo casi constante durante los
siguientes 41 dias.

Los resultados de la técnica del Acido Peryédico-Schiff para el higado, sefialaron
que la presencia de glucégeno fue escasa al finalizar la intoxicacion y que se
incrementé a medida que pasd el tiempo de post-intoxicacion. Sin embargo, en el lapso
comprendido en este estudio, su distribucion tisular y celutar en los grupos de prueba
nunca fue parecida a la de los grupos testigo. En el caso de la membrana basal en el
fifién, su presencia aumenté en el corpusculo renal y de acuerdo al analisis estadistico
se mantuvo constante a o largo del experimento. Mientras que para los tdbulos, la
pérdida de la membrana basal fue mayor al término de la intoxicacién, aunque luego de
sicte dias se recuperd y asi se mantuvo hasta el final del estudio.

En forma general se concluye que al finalizar la intoxicacién cronica con plomo por
via oral, tanto en el higado como en el rifién del ratdn, hubo una marcada presencia de
plomo in situ y de alteraciones histologicas, aumento la presencia de colagena, ademas
de la disminucion de glucégeno hepatico. Al eliminar la fuente de intoxicacion, conforme
transcurrié el tiempo y hasta los 41 dias, para ambos 6rganos disminuyd
paulatinamente la presencia de plomo in situ y de alteraciones histolégicas sin Hegar a
desaparecer totalmente, la presencia de colagena se mantuvo constante, ademés de
que aumento la presencia de glucégeno hepatico sin llegar a su distribucién nomal

(testigos).
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2. INTRODUCCION

El uso extenso del plomo por el hombre, ha provocado la contaminacion por este
metal del entorno natural y humano (Pérez y Pefia, 1995). Su presencia en e} ambiente,
en concentraciones bajas, sigue siendo un grave problema debido a los efectos nocivos
que produce en los seres vivos. ‘

Cuando el plomo o sus compuestos son ingeridos de manera sistemética en bajas
concentraciones o de forma repentina en grandes cantidades, puede alcanzar
concentraciones internas que alteran el funcionamiento de las células del organismo,
de tal forma que cambian su desempefio metabdlico normal, ocasionande lo que se
llama clinicamente intoxicacion por plomo (Corey y Galvao, 1989).

Lo anterior es especialmente importante para el higado y el rifién, ya que después
del hueso son los érganos donde se deposita la mayor cantidad de piomo absorbido
(Schlick y cols. 1980; Kumar y cols. 1988; Corey y Galvao 1989) . El! buen
funcionamiento del higado y el rifidn es vital para el organismo; se han reportado
importantes alteraciones en su actividad celular producidas por este txico.

Para ambos 6rganos, se han realizado investigaciones histologicas e histoquimicas
enfocadas a valorar los dafios tisulares en el transcurso o al final de una intoxicacion
crénica con plomo (Fowler y cols. 1980; Karmakar y cols. 1986; Rana y cols. 1986;
Russo y cols. 1988; Dessi y cols. 1989). Sin embargo, no se ha llevado a cabo el
seguimiento de los dafos tisulares y de la presencia in sifu del metal después de
finalizar una intoxicacion crénica, con el fin de saber el comportamiento de las
alteraciones histoldgicas y como varia la presencia del metal en el tejido; bajo este
contexto, Unicamente se ha cuantificado el contenido total del metal en el higado y el
rfon.

En Mexico la exposicion cronica a este metal sigue siendo un problema importante
de salud pablica (Hernandez, 1995). Ademas la principal fuente de intoxicaciéon en el
pais es la ingestion de alimentos manejados en loza vidriada.

Por lo anterior, en el presente estudio se pretende aplicar en forma simuitanea cuatro
técnicas histoldgicas en cortes de higado y rifidn de ratones, a diferentes intervalos
después de una intoxicacién via oral con el fin de observar el comportamiento de las
alteraciones histoldgicas al eliminar la fuente de intoxicacion.




ANTECEDENTES

3. ANTECEDENTES

3.1 Estado actual de 1a contaminacién con plomo en México

El plomo es un metal blando, dictil, maleable, resistente a ta corrosion y de bajo
costo. Tiene un sin numero de aplicaciones en materiales, objetos y utensilios de uso
cotidiano, asi como en la industria metallrgica y eléctrica. Sus pigmentos son muy
apreciados por su colorido y bajo costo. En la industria del transporte se le usa como
proveedor de octanaje para la gasolina y lubricador de valvulas de motores vehiculares
(CMPCCAVM, 1993a; Pérez y Pefia, 1995).

México es uno de los principales productores de plomo en América Latina. De 1983
a 1987 fue el sexto lugar del mundo con una produccién de 180,000 toneladas al afio
(CMPCCAVM, 1993a; Pérez y Pefia, 1995). Actuaimente, casi las dos terceras partes
del plomo refinado nacional se destinan a la produccién de oxidos de plomo. Estos
compuestos sirven como materias primas en la industria del hierro y el acero, asi como
en la fabricacién de textiles, celulosa, papel y la metalurgia. El resto se emplea para la
manufactura de acumuladores, tetraetilo de plomo (usado como aditivo antidetonante
de las gasolinas), cables, pigmentos, ceramicas, bamices y aleaciones entre otros
(CMPCCAVM, 1993a).

Debido al uso tan extenso del plomo, la industria en general y algunas en lo
particular como la metalica, la de pinturas y la de ceramica, lo vierten a la atmosfera.
Adicionalmente por su utilizacion como aditivo en ias gasolinas, las fuentes moviles
también proveen al aire una buena cantidad del toxico (Pérez y Pefia, 1995). Su
vertimiento es en forma de material particulado que puede mantenerse en ¢l aire,
depositarse en el agua, el suelo, los alimentos y todo tipo de superficie.

Otras fuentes de contaminacion al ambiente por plomo que afectan a la poblacion en
general son:

a) La ceramica vidriada. El barniz utilizado en su decoracién esta hecho a base de
éxidos de plomo. Durante su cocimiento no recibe el calentamiento necesario
(temperaturas mayores de 800 °C) para la correcta adhesion del bamiz. Al ser
utilizada para cocinar, servir o almacenar alimentos, como comunmente ocurre en
México, puede liberar plomo a ia comida o la bebida (CMPCCAVM, 1993a;

CMPCCAVM, 1993D).

b) La pintura y los pigmentos elaborados con cromato de plomo, muy comunes por su
uso en México (CMPCCAVM, 1993b).

c) Los alimentos procesados y envasados en latas soldadas con plomo (Romieu y cols.
1995).
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d) La contaminacion por plomo del agua para consumo humano que puede ocurrir
desde su origen, tratamiento o distribucion (Romieu y cols. 1995).

La presencia de plomo en el ambiente humano y su alta peligrosidad a la salud,
hicieron de este metal el contaminante mas ampliamente estudiado en México. Las
investigaciones incluyen principalmente estudios epidemioldgicos sobre su contenido
en la sangre de mujeres y nifios, asi como su relacion con las distintas fuentes
ambientales del metal. En 1992, fue publicada una bibliografia mexicana sobre plomo y
salud, recopilada por la SEDUE (ahora SEDESOL), et Programa de Salud Ambiental, ei
Centro Panamericano de Ecologia Humana y Salud, la Organizacién Mundial de la
Salud v la Organizacién Panamericana de Salud (CMPCCAVM, 1993a).

E| reconocimiento de los efectos nocivos del plomo por parte de las instituciones de
investigacién y gubernamentales mexicanas, ha dado origen a una serie de medidas
para reducir su concentracién en el ambiente. Por ejemplo, la produccién de gasolinas
con un minimo contenido de plomo iniciada en 1990; la puesta en marcha del programa
de control de emisiones contaminantes al aire provenientes de la industria (marzo de
1992); el acuerdo de la eliminacion del plomo de la soldadura de latas de diversos
alimentos en diciembre de 1992; y la elaboracion de normas que establecen niveles
bajos de plomo en pigmentos (CMPCCAVM, 1993a).

A pesar de estas acciones, de acuerdo con la informacion de diferentes encuestas e
investigaciones, la intoxicacion crénica (ver anexo 2) con piomo es aln un problema
importante de salud publica en México. Se ha estimado que en la Ciudad de México se
registran anualmente cerca de 11,000 nacimientos que presentan concentraciones
mayores a 20 microgramos de plomo por degilitro de sangre (ug/dl) y, que actualmente
exisien mas de 250 mil nifios menores de 5 afios que tienen concentraciones iguales ¢
superiores a 20 pg/dl (Hernandez, 1995). Esta concentracion, de acuerdo con fa
informacion del anexo 2, altera la sintesis del grupo hemo a diferentes niveles y afecta
al Sistema Nervioso Central en nifios y bebes (Grant y Davis, 1989 citado por Goyer en
1993). Ademas, alin existen fuentes que no han sido controladas.

Hoy en dia, el manejo de bebidas o alimentos en loza vidriada cocida a baja
temperatura se considera la principal fuente de intoxicacion en el pais (CMPCCAVM,
1993b). En un estudio realizado en dos poblaciones rurales aisladas de México, se
observd que el uso de utensilios de ceramica vidriada con plomo para el manejo de
alimentos y el contenido de éste en ellos, guardan una relacion estrecha con su
concentracion en la sangre de la poblacion (Rojas y cols. 1994). Las autoridades estan
tomando medidas para controlar este fendmeno.

Debido a lo antes mencionado, es necesario incrementar los conocimientos scbre las
consecuencias de la intoxicacién cronica con plomo por via oral, asi como de la
reversibilidad de sus danos. ~
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3.2 Toxicocinética del plomo en el organismo

Las vias que sigue el piomo en el organismo son similares a los movimientos del
calcio y estan representadas en la Figura 1.

Figura 1. Vias de absorcion, distribucion y eliminacién del plomo en el organismo humano {Tomado de
Corey y Galvao, 1989).

INGRESO DISTRIBUCION ELIMINACION
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* Puede deglutirse hasta un 40 % def plomo inhalado como particulas de didmetro mayor.
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La concentracion y la posibilidad de difusion del metal hacia el organismo son
determinados por factores externos como: el tiempo de exposicion, la concentracion del
metal o sus compuestos en el ambiente, el tamafio de la particula, la via de ingreso y el
tipo de compuesto. Ademas, también intervienen factores intrinsecos al individuo como:
la edad, el sexo Yy, el estado fisiolégico e integridad de sus tejidos (Corey y Galvao,
1989; CMPCCAVM, 1993b).

Como se aprecia en la Figura 1, la penetracién y absorcién del plomo al organismo
puede ser a través del sistema respiratorio, gastrointestinal y por la piel. Bajo las
circunstancias actuales, la principal via de entrada para ia poblacion general es la
gastrointestinal (Corey y Galvao, 1989; Goyer, 1996; Gerhardson y Skerfving, 1996).
Del plomo que ha penetrado por estas vias, una parte se elimina en forma primaria a
través de las heces y el aire exhalado. Mientras que el restante es absorbido por el
intestino delgado hacia la sangre, fijandose en un 90 % a las proteinas de los glébulos
rojos, un 8 % al plasma y solo una porcién permanece libre ionizada y difusible
(Badillo,1988; Riera y cols. 1993). El porcentaje de plomo ligado al plasma no esta bien
definido, pero se ha sugerido que el plasma y el fluido extracelular contienen ia fraccion
difusible del metal en equilibrio con los tejidos blancos o sitios de enlace final al érgano
(Goyer, 1996; Gerhardson y Skeriving, 1996). ‘

El plomo de la sangre en un principio se distribuye uniformemente a varios 6rganos y
sistemas, posteriormente hay una redistribucion de acuerdo con la afinidad de cada
tejido por el elemento. Los resultados de varios autores indican que después del hueso,
los drganos donde se deposita la mayor cantidad de plomo son ei higado y el rifidn
(Schiick y cols. 1980; Kumar y cols. 1988; Corey y Galvao, 1989). Ademas, estos dos
érganos llevan a cabo la eliminacién secundaria def metal (Figura 1).

El higado tiene un papel importante en la eliminacion temporal y en el
almacenamiento del metal (Badillo, 1988). Es el primer organo que recibe el flujo de
sangre venosa proveniente del tracto gastrointestinal (ver anexo 1), conteniendo todas
las sustancias absorbidas desde el intestino, lo que le permite captar guimicos, toxicos,
drogas y contaminantes ambientales, faciimente difundibles en fos hepatocitos por el
epitelio fenestrado del sinusoide que facilita el contacto cercano entre las moléculas
circundantes y la membrana del hepatocito.

Nolan y Shaikh (1992), plantearon el siguiente mecanismo de acumulacion de este
toxico en el rifion. La acumulacion inicial del plomo absorbido ocurre primeramente en
los rifiones. Esto toma lugar principalmente a través de la filtracion giomerular, [a
reabsorcion subsecuente y una pequefia cantidad por la absorcion directa de la sangre.
Las células del epitelio tubular del rifidn pueden absorber plomo como i6n libre por
transporte activo. Pequefias cantidades pueden ademdas transportarse junto con
aniones organicos de bajo peso molecular. La entrada de plomo a través del borde de
cepillo no parece ocurrir via alguna carga especifica. El proceso puede involucrar
enlace de plomo a sitios superficiales no especificos en la membrana de borde de
cepillo, seguido de internalizacién por endocitocis.
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El trabajo realizado por Kumar y sus colaboradores en 1988, proporciona
informacion sobre el porcentaje de captacion y tiempo de eliminacion del metal para el
higado vy el rifidn de ratones. Los resuitados (Cuadro 1) indican que tanto el porcentaje
de captacion como la eliminacion répida y lenta dependen de la naturaleza de cada
érgano. Dichos autores comentan que ja limpieza de plomo es limitada para todos los
dérganos y una vez que se almacena en el hueso, es menos viable para su eliminacion.

Cuadro 1. Porcentaje de Absorcion, eliminacion répida y lenta de plomo en el higado, el rifidn y las células
sanguineas de ratones inyectados con 219pp,

Componente rapido Componente lento
Organo Captacion Efiminacion Tismpo promedio Eliminacién Tiempo promedio
% % {horas) % {dias)
Higado 9.0 90.0 16.1 10.0 5.6
Rifion 12.0 62.0 18.0 38.0 8.2
Células sanguineas 10.0 95.0 10.6 5.0 11.7

Los datos anteriores son para una dosis tinica del toxico; bajo estas condiciones, el
porcentaje de captacion y el tiempo de eliminacion para el higado y el rinén deben ser
considerados como altos.

La alta capacidad de captacion, retencién y-acumulacion de plomo para el higado y
el rifién, es de gran importancia debido a las caracteristicas toxicologicas del plomo y la
gran variedad de acciones que ambos érganos llevan a cabo para el buen
funcionamiento del organismo. El plomo y sus compuestos son venenas acumulativos,
cuando se ingieren de manera sistematica a bajas concentraciones o de forma
repentina en grandes cantidades, la parte absorbida por el organismo puede alcanzar
concentraciones internas que aiteran el funcionamiento y producen lesiones en las
células del organismo (Corey y Galvao, 1989; Cotran y cols. 1990). De acuerdo con
Paglia (1977) y Angle (1978), ambos citados por Reyes y Deleon en 1988 v,
Gerhardson y Skerfving (1996), la alteracion esta dada por tres mecanismos:

a) compitiendo con los metales esenciales—especiaimente el calcio y el zinc—-en sus
sitios de insercion (por la semejanza de sus propiedades con los metales
alcalinotérreos).

b) Mediante su afinidad por los grupos sulfhidrilos (-SH) de las proteinas, lo que
significa alteracion de la forma y la funcion de éstas.

c) Finaimente actua aiterando el transporte a ia célula de los iones esenciales.

Por otra parte, el higado y el rifion, cuya histologia se presenta en el anexo 1, son
drganos que por sus funciones y constitucion celular estan constantemente expuestos
a sufrir lesiones (Anderson, 1979; Cotran y cols. 1990). En el Cuadro 2 se presenta la
secuencia de dafios generales a nivel histolégico para cualquier tejido corporal
(incluyendo al higado y el riién) de acuerdo con el tiempo de permanencia del agente
causal.
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Cuadro 2. Principales camblos que sufren las células bajo condiciones de estrés. (La via y Hill, 1977;
Anderson y Scott, 1980; Plaa, 1991; Wheater y cols. 1992; Golstein y Schneliman, 1998).

Adaptacion. Estado alterado, pero estable mientras la célula conserva su salud a pesar del esirés

continuo.

Atrofia. Disminucion del tamano celular

Hipertrofia. Aumento de! tamafio celutar

ClasHicacién de acuerdo con e} drea afectada:
Focal. Afecta éreas muy localizadas del tejido

Zonal. Se refiere a dreas definidas de acuerdo con el érgano. Por

Hiperpiasia. Proliferacién celular ejemplo en el caso del parénquima hepitico (ver anexo 1) es central,

medio o periportal.

Difusa. Afecta a la gran méyorfa del tejido.

Lesién celular. Si no es posible una respuesta adaptativa o se excede la capacidad de adaptacion de la

célula, se desarrolla una lesion celular.

Reversible:
Tumefaccion nebulosa, Acumulacién en ia célula de electrolitos y Pueden ser focales,
agua. onales o difusas.
Cambios grasos. Acumulacion celular de triglicéridos.

Irreversible:

Necrosis. — NUCLEO: Pueden ser focales,

Caridlisis. Desaparicidén del material cromatinico teftible.
Picnosis. Arrugamiento de los grumos de cromatina.

Cariorrexis. Fragmentacién de los grumos de cromatina o de los nicleos.

CITOPLASMA:
Eosinofilla. Captacién incrementada de colorantes bésicos
debido a la desnaturalizacién de proteinas
Apoptosis. Muerte celular programada que consta de encogimiento celutar, fragmentacién
nuclear, formacién de cuerpo apoptético y carencia de células inflamatorias.

zonales o difusas.

inflamacién. Respuesta protectora, cuyo objetivo final es eliminar del organismo el origen de la lesién

celular y las consecuencias de tal lesién, células y tejidos necréticos.

Intracelular. Células aumentadas de volumen, nicleo borroso
\ y citoplasma pélido con granulaciones gruesas rojizas.

Edema.
Bordes celulares mal definidos.

Intersticial. Acumulacién de fluido extracelular.
Leucocitos. Infiltrado inflamatorio
Acumulos

Pueden ser focales,
zonales o difusas.
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A continuacién se describen las alteraciones histoldgicas provocadas por el plomo a
nivel hepatico y renal.

3.3 Efectos del piomo en el higado

Hay pocos estudios del efecto del plomo en el higado, mismos que se han realizado
en organismos de laboratorio como se cita a continuacion.

3.3.1 Cambios histologicos

Rana y Prakash (1986), encontraron que la administracion oral de plomo (Pb*) en
ratas macho, por espacio de tres dias en dosis de 0.005 g/Kg de peso corporal,
provocd el aumento de colagena en el higado. Ese mismo afio, Karmakar y sus
colaboradores, describieron la dilatacién de la vena central y congestion en higados de
ratas Wistar intoxicadas durante 30 dias por via oral con una solucién de acetato de
plomo cuya concentracion fue de 44 mg de plomo/Kg de peso/dia. Dos afos mas tarde,
Russo y su grupo de investigadores observaron que ratas expuestas a acetato de
plomo (600 ppm de Pb*) en el agua de beber por 6 meses, sufrieron cambios
ultraestructurales en el higado, confinados a la region central del lobulillo hepatico
siendo las células endoteliales v de Kupffer las mas afectadas. En 1990, Hacker y sus
colaboradores aplicando una inyeccién de 10 umoles de nitrato de plomo por cada 100
g de peso corporal en ratas, observaron que se estimulaba la proliferacion de los
hepatocitos.

3.3.2 Contenido de plomo

Schlick y sus colaboradores (1980), dieron agua de beber con 10, 100 y 1,000 ug de
acetato de plomo/Kg de peso/dia a ratones (raza NRMI) durante diferentes lapsos de
tiempo, observando los siguientes resultados:

a) Una sola administracion oral de plomo. Después de 24 horas, el contenido del metal en el higado fue
ligeramente mas alto en el grupe de rafones que recibieron la dosis mayor.

b) Agua de beber durante 10 dias. Después de un dia de finalizar }a intoxicacién, los organismos que
recibieron la dosis mas alta mostraron una concentracion de plomo considerablemente mayor en el
higado que en los de! grupo control.

c) Agua de beber durante 30 dias. Un dia después de finalizada la intoxicacion, el contenido de plomo en
el higado de animales que recibieron 100 y 1,000 ug de acetato de plomo fueron significativamente
diferentes de los organismos del grupo control. Pasada una semana, ¢l contenide de plomo hepatico
en el primer grupo retornd a la normafidad, mientras que én el segundo, confinué siendo
significativamente mayor con respecto al testigo.
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3.3.3 Cambios en el contenido de giucégeno

En 1976, Stevenson y sus colaboradores reportaron la movilizacién de acumulos de
glucogeno hepatico vy la actividad alterada de las enzimas gluconeogénicas renales,
después de una exposicion al plomo (citado por Nolan y Shaikh en 1992). Kacew y
Singhal (1980), observaron una reduccion en el glucégeno hepatico de ratas a las que
se les dio 40 ppm de plomo en el agua de beber durante 56 dias. Ellos concluyeron que
el i6n plomo indujo al higado a liberar grandes cantidades de glucosa por degradacién
del glucdgeno. En 1990, Hacker y sus colaboradores notaron que en ratas una simple
inyeccion de plomo (10 umoles de nitrato de plomo por cada 100 g de peso corporal},
inducfa cambios considerables en e! metabolismo de los carbohidratos del higado
(pérdida de glucogeno) parecidos parcialmente a lesiones hepaticas preneoplasicas y
neoplasicas pero reversibles. Estos cambios se dieron especialmente entre las 24y 72
horas después de la administracion. A los 20 dias se recupero todo el glucogeno
superando ia cantidad presente en ei control.

3.3.4 Datos de proliferacion cetular

Columbano y sus colaboradores (1983), observaron que una sola dosis de nitrato de
piomo (10 umol/100 g de peso corporal) en ratas Wistar, estimula ta sintesis de ADN
hepatico, que podria deberse a un mecanismo adapfativo y tener implicaciones
significativas en la carcinogénesis hepatica. En ese mismo afio, Ledda-Columbano y su
.grupo, aplicaron 1, 4 y 9 inyecciones intravenosas de nitrato de plomo (5 umol/100 g de
peso corporal) a ratas Wistar en intervalos de 10 dias; no hubo variacién de peso
corporal ni muerte celular, pero aumenté el peso hepatico y la actividad del ADN.
Roomi y su grupo (1986), reportaron que en ratas macho, una simple dosis de 5y 10
umoles de nitrato de plomo por 100 g de peso corporal aumentaban la proliferacion
celular, no asi con 2.5 pmol/100 g. En forma independiente, Dessi y sus colaboradores
(1989), observaron un incremento doble en el peso relativo del higado en ratas, 48
horas después de una inyeccion intravenosa de nitrato de plomo (10 pmoles/100 g de

peso corporal).
3.3.5 Recapitulacion para el higado

De acuerdo con lo antes mencionado, el plomo provoca alteraciones tanto de los
hepatocitos como en las células de Kupffer y endoteliales que pueden ser mas notorias
en su regién centrolobulillar (anexo 1), cuando se inyecta el nitrato de plomo, los
hepatocitos incrementan su sintesis de ADN y experimentan proliferacion celular. Bajo
intoxicacion oral prolongada los hepatocitos sufren cambios en el contenido de
glucégeno, mientras que los otros dos tipos de células presentan cambios a nivel
ultraestructural y hay induccion para la formacion de colagena. Cuando se
administraron concentraciones de 1,000 ug de acetato de plomo en el agua de beber
por 30 dias, después de una semana de haber finalizado la intoxicacion, adn el
contenido de plomo era mayor que el de los crganismos testigo.
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3.4 Efectos del ptomo en el rifidn

La nefropatia por plomo es unc de los mas antiguos efectos a la salud humana.
Ademas, este metal ha sido uno de los principales riesgos en la industria desde hace
tiempo. Por lo anterior, el estudio de sus efectos en tejidos de rifion se ha Hlevado a
cabo tanto en humanos como en animales. Esto ha servido para saber que los cambios
patolégicos son similares en el humano y animales experimentales como el raton y la
rata (Choie y Richfer, 1980).

3.4.1 Humanos

El informe de la Environmental Protection Agency (EPA, 1986b), sobre el criterio de
calidad del aire para el plomo, presenta una recopilacion de los estudios en personas
intoxicadas con este metal, donde se reportan las siguientes alteraciones:

a) Histolégica (microscopia 6ptica). Dafio en los tabulos proximales y en el intersticio
renal, que tienden hacia una atrofia tubular y fibrosis intersticial.

b) Ultraestructural {microscopia electronica). Presencia de cuerpos de inclusion en el
nicleo y el citoplasma, asi como hinchamiento mitocondrial en fas células de los
tubulos proximales.

c) Funcional. La concentracion del plomo en la sangre marca la pauta para que se
presente la alteracién fisiolégica. A niveles de 150 g de plomo por decilitro de
sangre se presenta el Sindrome de Fanconi. Es manifestado clinicamente por
disminucién de las funciones de fransporte dependientes de la energia como la
glucosuria, aminoaciduria, fosfaturia {con hipofosfatemia) y raquitismo. A niveles
menores, pueden presentarse, en forma aisiada o conjunta, algunas de las
alteraciones que forman el Sindrome de Fanconi. Otras alteraciones fisioldgicas
provocadas por la intoxicacién con este metal son la reduccion de la filtracion
glomerular, la hipertensién y fa gota.

No obstante, la evidencia de que el plomo produce nefritis intersticial en adultos, los
efectos de nefropatia cronica por este elemento en la poblacion general son
desconocidos. Lo anterior es debido a la complejidad de la exposicion humana al plomo
y otros agentes nefrotoxicos, ya que, la falla renal avanzada es usualmente encontrada
anicamente muchos afios después de una exposicién excesiva al metal; por lo que a
niveles bajos la absorcién puede no causar efectos evidentes de una enfermedad renal
(EPA, 1986b).

De acuerdo con Govyer (1989), la exposicion a plomo da como resultado su
acumulacién en las células epiteliales de los tibulos proximales en forma de cuerpos
de inclusion, los cuales son complejos plomo-proteina. Ademas, comenta que [a
nefrotoxicidad cronica por plomo consiste en fibrosis intersticial, pérdida progresiva del
nefron, azotemia y falla renal.
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3.4.2 Organismos de laboratorio

tos estudios realizados con animales de laboratorio han ayudado a aclarar un
namero de mecanismos de accion en la nefropatia humana (EPA, 1986b).

3.4.2.1 Cambios histologicos

Hass y su grupo (1964), encontraron inclusiones nucleares y fibrosis intersticial en
conejos expuestos a 0.5 % de acetato de plomo en la dieta durante 55 semanas (citado
por EPA en 1986b). Cinco afios mas tarde, G. J. Van Esch y R. Kroes, reportaron la
presencia de tumores renales en 7 de 50 ratones que recibieron diariamente alimento
con 0.1 % de acetato de plomo durante 2 afios. Por otra parte, Goyer (1971), observé
inclusiones nucleares, fibrosis intersticial e hinchamiento mitocondrial en ratas
intoxicadas con 1 % de plomo en el agua de beber durante 9 semanas. :

En 1980, Fowler y su grupo de investigadores estudiaron la histologia renal de ratas
hembra y macho expuestos en Gtero, posnatalmente y después del destete durante
seis y nueve meses a 0, 5, 25, 50 y 250 ppm de acetato de plomo en e} agua de beber.
La primera alteracién renal apreciable a nivel histoldgico fue la citomegalia escasa,
detectada a las 5 ppm en machos y a las 25 ppm en hembras. A mayores niveles de
exposicion hubo una citomegalia severa y generalizada, presencia de cuerpos de
inclusién intranuciear y granuios positivos de hierro fino. Ademas, mencionan que la
nefrotoxicidad por plomo esta correlacionada con la inhibicién de la funcion respiratoria
mitocondrial. En 1985, Oskarsson y Fowler observaron que la exposicion de ratas a
concentraciones de 500 y 1,000 ppm de plomo en el agua de beber durante 3 y 6
meses, dio como resultado la formacion de cuerpos de inclusién intranuclear en el
rifién, sin ganancia de peso corporal o de este drgano.

Un afo después, Karmakar y sus colaboradores notaron una respuesta histologica
irregular de ratas intoxicadas con plomo por via oral (solucion de 44 mg de plomo/Kg de
peso/dia) durante 30 dias; mientras que aigunos organismos no tuvieron cambios
histologicos importantes en los rifiones, otros individuos tenian areas focales de tubulos
con degeneracion vacuolar severa. Por ofra parte, Russo y su grupo de investigadores
(1988), observaron que ratas expuestas a acetato de plomo (600 ppm de Pb*) en el
agua de beber por 6 meses, sufrieron cambios ultraestructurales en el fifién, los cuales
fueron ampliamente confinados al glomérulo (hinchazén de las células endoteliales,
adelgazamiento de la membrana basal) y los tibulos proximales {cambios subletales a
desorganizacién necrética). En cortes no tefiidos, dichos autores observaron pequenas
particulas (2 a 5 nm de didmetro) de alta densidad electrénica que parecen representar
depositos de plomo. En tanto que Goyer (1993), menciond que el efecto agudo del
plomo en el rifion humano y de animales experimentales, particuiarmente la rata y
ratén, consiste en la formacién de cuerpos de inclusion nuclear o complejos plomo-
proteina y cambios estructurales en organelos, particularmente la mitocondria. La
progresion de la nefropatia aguda a nefropatia crénica irreversible, puede ocurrir poco a
poco, luego de meses o afios, Unicamente después de una fuerte exposicion.
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3.4.2.2 Contenido de plomo

Schlick y sus colaboradores (1980), dieron agua de beber con 10, 100 y 1,000 ug de
acetato de plomo/Kg de peso/dia a ratones de la raza NRMI durante diferentes lapsos
de tiempo con los siguientes resultados:

a) Una sola administracién oral de plomo. Un dia despusds de la intoxicacién, el contenido de plomo en el
rifién fue ligeramente més alto en el grupo que recibié la dosis de 1,000 yg acetato de plomo/Kg de
peso/dia.

b) Agua de beber durante 30 dias. Veinticuatro horas después de finalizar fa infoxicacion, la concentracion
de plomo en los rifiones fue claramente superior en los grupos donde se aplicaron las dosis de 100 y
1,000 pg acetato de plomo/Kg de pesoldia, ya que los controles estuvieron abajo del limite de
deteccién del método.

Wigfield (1986) y Victery (1987), con sus respectivos colaboradores, midieron la
concentracién de plomo en el rifidn de ratas intoxicadas con diferentes dosis de plomo
(0, 50, 100 y 1,000 ppm; 200, 500 y 1,000 ppm de plomo en el agua, respectivamente)
y por distintos periodos (3, 7, 21 y 35 dias; 4, 8 y 12 semanas, respectivamente). Ellos
observaron que un dia después de finalizar el tratamiento, el contenido del toxico en
este drgano depende mas de la dosis que del tiempo de exposicion.

3.4.2.3 Datos de proliferacion celular

Choie y Richter realizaron varios estudios en ratas (1972a, 1872by 1973}, en los que
observaron mediante autoradiografia que la aplicacién de una o varias inyeccicnes
intraperitoneales de acetato de plomo provocan un incremento en la incorporacion de
*H-timidina (tritio-timidina), asi como la aparicién de tdbulos hiperplasicos. En 1974, los
mismos autores al aplicar a ratones una simple inyeccion intracardiaca (con
concentracion de 5 ug de plomo por gramo de peso corporal}, demostraron que hay un
incremento maximo de 45 veces en la sintesis de ADN en las células del tabulo
proximal después de 33 horas. En 1976, Cihak y Seifertora encontraron un incremento
en la incorporacion de H-timidina de 13 veces en los nicleos de riiidén de ratén, 4 horas
después de una inyeccion intracardiaca de 5 pg de acetato de plomo per gramo de
peso (citado por EPA en 1986b).

Stevenson y su grupo (1977), reportaron un incremento en la incorporacion de “C-
timidina y "“C-acido uritico de 2 veces en el ADN y ARN, respectivamente, en los
rifiones de ratas a las que se les dio tres dias antes una inyeccion intraperitonial de 10
mg de cloruro de plomo por kilogramo de peso corporal.
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3.4.2.4 Recapitulacion para el rindn

De acuerdo con lo anterior, las alteraciones del plomo en el rifién se pueden apreciar
en dos niveles morfoldgicos que son:

a) Intoxicacion via oral prolongada.

Histolégico (microscopia Gptica). Hay dafio en el tabulo proximal, que puede pasar
por un periodo de adaptacién (atrofia tubular o citomegalia) y continuar con cambios
celulares subletales y necroticos. El drea tubular presenta dafio focal. El intersticio
celular también se ve afectado, llegando en casos extremos a presentarse fibrosis
intersticial. Cuando las concentraciones son altas y el tiempo de intoxicacion muy
prolongado se pueden formar tumores. :

Utltraestructural (microscopia electronica). Presencia de cuerpos de inclusién nuclear
y citopldsmatica e hinchamiento mitocondrial: el glomérulo puede presentar
hinchazén de las células endoteliales y adelgazamiento de la membrana basal.

b) Inyeccién del téxico. Esta via de administracién produce un incremento en la
sintesis de ADN y la proliferacion celular.
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4. JUSTIFICACION

La intoxicaciéon por plomo se presenta a nivel clinico como inhibicién en la sintesis
del grupo hemo, dafio renal, encefalopatia con ataxia, coma y convulsiones, asi como
diarrea, dolor epigdstrico, nausea, indigestion, pérdida del apetito y cdlico. También ha
sido asociada con esterilidad y muerte neonatal. Con lo anterior es evidente que este
metal causa efectos a varios sistemas organicos, entre ellos el higado y el rifién.

De acuerdo con la literatura, el plomo provoca alteraciones histologicas en el higado
(proliferacion celular, formacién anormal de coldgena y cambios metabdlicos del
glucégeno) vy el rifidn (proliferacion celular, presencia de cuerpos de inclusién nuclear,
alteraciones mitocondriales, fibrosis intersticial, alteraciones de los ttbulos proximales y
los glomérulos) que van desde la adaptacién hasta la lesién celular irreversible.

En México, la intoxicacién crénica por plomo es todavia un problema importante de
salud, es decir, existe una acumulacién progresiva del metal en el organismo. El higado
y el rifién, son los 6rganos blancos donde se deposita la mayor cantidad del toxico.

El higado v el rifién llevan a cabo una gran variedad de funciones vitales, por lo que
su buen funcionamiento es de gran importancia para el desempeiio del organismo. No
obstante que se han realizado estudios sobre las alteraciones histoldgicas en el higado
y el rifién provocados por el plomo, debido a las propiedades acumulativas de este
metal, a la importancia de ambos érganos para el organismo, y al escaso conocimiento
de la evolucion de las alteraciones histolégicas y la presencia de plomo in situ
posteriores a una intoxicacion crénica, seria recomendable conocer: ;Cuanto tiempo se
mantiene el plomo /in situ después de una intoxicacién crénica?. ;Qué relacién existe
entre la presencia de plomo in situ y las aiteraciones histol6gicas?. ¢Persiste el dafio
aln después de que el plomo ha desaparecido del sitio donde se encontr6?. ;Por
cuanto tiempo?. Cuando no se presentan alteraciones irreversibles, jhay una
recuperacion a corto plazo de la morfologia histoldgica inciuyendo contenido de
glucégeno?. ¢ Cual es la frecuencia de sefiales de dafio irreversible (colédgeno)?.

Lo anterior fue el motivo para realizar el presente estudio en el que se pretendio
observar por medio de cuatro técnicas histoquimicas de tipo cualitativo, los sitios de
deposicién de plomo, las alteraciones histoldgicas y los cambios en glucégeno,
glucoproteinas y colagena del higado y el rifion a diferentes tiempos después de una
intoxicacién crénica con plomo.
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5. HIPOTESIS

Se sabe por cuantificacion total que al final de una intoxicacion oral prolongada con
plomo, el contenido del metal en el higado y el rifidn de los organismos de prueba es
mayor que el de los testigos, y que hay una induccidn a la formacion de colagena para
et higado. Mientras que las técnicas histoquimicas de naturaleza cualitativa revelan
alteraciones histologicas, y disminucion en la presencia de glucégeno, principaimente
en la regién centrilobulillar del tejido hepatico, asi como alteraciones histologicas y
fibrosis intersticial principalmente en la corteza renal.

Por otra parte, en estudios realizados después de una intoxicacién oral, se observd
que por cuantificacion total de plomo tanto en el higado como en el rifion disminuye el
contenido de este metal conforme se incrementa el tiempo. En el higado el glucégeno
va apareciendo de nuevo. No se conocen estudios sobre ia tendencia de las
alteraciones histologicas en higado, pero por su naturaleza se esperaria una
recuperacion cuando son subletales y, una sustitucion o una cicatrizacién cuando son
irreversibles. Para rifién se conoce un estudio donde se evaluaron el contenido total de
plomo y las alteraciones histologicas, al final y después de una intoxicacién oral con
este metal. La tendencia fue hacia la disminucion del contenido total del toxico y de las
alteraciones histologicas.

En este trabajo que se realizara cualitativamente se plantea que:

Al finalizar una intoxicacion crénica con plomo, tanto en el higado como en el rifién
se observaré una fuerte presencia de este melal in situ, alferaciones histolégicas y un
aumento en la presencia de coldgena, asi como una pérdida de glucégeno en el
higado. Para ambos Organos se espera que las alteraciones antes mencionadas y la
presencia de plomo in_situ disminuyan conforme pase el tiempo después de la
intoxicacién hasta alcanzar la normalidad.
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6. OBJETIVOS
General:

Realizar un seguimiento histopatolégico en el higado y en el rifién de ratones después
de una intoxicacion crénica con plomo, por medio de cuatro técnicas histoquimicas y la
observacion con microscopio 6ptico.

Particulares:

1) Evaluar cualitativamente fa presencia de plomo in situ en cortes histologicos de
higado y rifidn de ratones, a diferentes intervalos después de una intoxicacion
crénica con nitrato de plomo, por medio de ia técnica de rodizonato de sodio y la
observacion al microscopio éptico.

2) Describir las posibles alteraciones histoldgicas del higado y el rifion de ratones, a
diferentes intervalos después de una intoxicacién crénica con nitrato de plomo,
mediante !a técnica de Hematoxilina-eosina y la observacién al microscopio optico.

3) Evaluar cualitativamente fa presencia de colagena en el higado y el rifién de ratones,
a diferentes intervalos después de una intoxicacion cronica con nitrato de plomo, por
medio de la técnica de Mallory y la observacion al microscopio optico.

4) Evaluar cualitativamente la presencia de glucégeno en el higado y de glucoproteinas
en el rifidn de ratones, a diferentes intervalos después de una intoxicacion crénica
con nitrato de plomo, mediante la técnica de Acido Peryadico-Schiff y la abservacién
al microscopio optico.

5) Relacionar en forma descriptiva los datos histologicos, de contenido de glucoégeno y
de colagena, con la presencia de plomo in situ en cortes histologicos de higado y
rivén de ratones sacrificados a diferentes tiempos después de una intoxicacion
crénica con nitrato de plomo.
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7. MATERIALES Y METODOS

En este apartado, se mencionan los materiales utilizados durante el experimento
junto con una breve descripcidn del método. Finalmente se comentan la aplicacion, el
fundamento y Ia forma de evaluacion de las técnicas de tincion.

7.1 Reactivos.

La mayoria de los reactivos utilizados en este estudio fueron de la marca Merck,
salvo excepciones donde se especifica otra marca. El agua destilada* utilizada para la
preparacion de todas las soluciones fue de la marca non plus uftra.

La Intoxicacion y el sacrificio se realizaron con:

« Nitrato de plomo. Este compuesto es altamente soluble en agua, con una solubilidad
de 37.65 g/100 mi a 0 °C. (ATSDR, 1990)

e Agua destilada*

+ Eter etilico

La fijacion se realizé con.

Formol comercial ai 40 % (Monterrey)
Bifosfato de sodio hidratado
Metafosfato de sodio hidratado

Agua destilada*

Los reactivos empleados para la deshidratacion, desparafinacién e hidratacion
fueron:
+ Xilol
Alcohol absoluto (Backer)
Alcohol 96° (Backer)
Alcohol 70° (Backer)
Agua destilada™

En cuanto a la fransparentacion e inclusion se emplearon:
+ Tolueno
« Parafinas de diferente grado de fusion

Para el montaje de cortes histologicos en portaobjetos se utilizd:
¢ Gelatina (DIFCO)-

Para la técnica de rodizonato de sodio se utilizaron:

¢ Rodizonato de sodio
s Agua acética: acido acético, agua destilada*
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En cuanto a la téchica de Hematoxilina-eosina fos reactivos empleados fueron:
Hematoxilina de Harris: Hematoxilina cristalizada, alcohol etilico, alumbre de potasio,
6xido mercurico, agua destilada

« Alcohol acido. Alcohol del porcentaje requerido con acido clorhidrico al 1 %
« Agua amoniacal. Unas gotas de amoniaco, alcohol al 80 %
e Eosina “Y". Eosina “Y", alcohol

e & & @

Para la técnica de Mallory se utilizaron:

Bouin: Acido picrico, formol, acido acético, agua destilada

Fucsina acida. Fucsina &cida y acido clorhidrico

Acido fosfomolibdico : '

Reactivo de Mallory: azul de metilo, orange G, 4cido oxalico, agua destilada

En la técnica de Acido Peryodico-Schiff se empled:
Acido perybdico _
Reactivo de Schiff: fucsina basica (Carlo Erba), 4cido clorhidrico, agua destilada®,

bisulfito de sodio anhidro
Agua sulfurosa: metasulfito de sodio, &cido clorhidrico, agua destilada*

» Agua acética: acido acético, agua destilada*
» Amarifllo de metaniio: amarillo de metanilo, agua acética

El montaje final se realizé en resina sintética.

7.2 Equipo

Ef equipo empleado en términos generales fue:

Bafio de flotacion marca Chicago Surgical and Electrical Co.

Crondmetro digital de reloj

Estufa de laboratorio marca Chicago Surgical and Electrical Co.

Microscopio binocular Carl Zeiss con ocuiares de X10 y, objetivos de X10, X40 y

X100
Micr6tomo rotatorio para parafina marca American Optical Co.

+ Termometro de -10 a +50 °C
« Balanza granataria con capacidad de 2610 gramos, marca Ohaus

7.3 Organismos

Se emplearon ratones albinos machos de la cepa N:NIH(S), nacidos en el bioterio de

la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (IPN). Tanto los ratones utilizados en el
estudio, como sus progenitores permanecieron en este fugar bajo las siguientes
condiciones: temperatura ambiente 23-26 °C; humedad relativa 60-70 %; ciclos alternos
de luz/oscuridad de 12 horas; acceso ai agua y el alimento ad libitum (Figuras 2y3).
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Figura 2. Procedimiento de intoxicacién en organismos de prueba.

. Veinticuatro ratones de la cepa NiH, con 21 dias de
edad y 13 1 2 g de peso. -
+ Condiciones del bioterio:
Temperatura ambiental = 23-26 °C
Humedad relatlva =60-70 %
Ciclos Alternos de luz/oscuridad de 12 horas
Acceso al agua y alimento ad libitum

Tiempo de intoxicacion: 40 dias
Agua de beber con 0.1 % de nitrato de plomo

Sacrificio
v h 4
4 organismos.
Edad: 61 dias 20 organismos
A térming dg la intoxtcacidn

Agua de beber sin
sales de plomo

Sacrificio

v h 4

4 organismos.
Edad: 68 dias . 16 arganismos
7 dias despuds de la intoxicacién

Agua de baber sin
sales de plomo

Sacﬁﬁc[o

b

4 organismos.
Edad: 75 dlas 12 organismos
14 dias después de la intoxicacidn

Agua de beber sin
sales de plomo

Sacrificio E——————j

4 organismios.
Edad: 82 dias 8 organismos
21 dias despuds de ia infaxicecidn
Agua de beber sin
sales de plomo
Sacrificio | ]
h 4
4 organismos,
Edad: 89 dias 4 organismos
28 dlas despuls d6 13 inloxicacin
Sacrificio
4 organismos.
Edad: 102 dias
4% dias despuds de s infoxicacidn
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Figura 3. Procedimiento de tratamiento en organismos testigo

» Dieciccho ratones de (a cepa NIH, con 21 dias de edad
y 13 £ 2 g de peso.
» Condiciones de bioterio:
Temperatura ambiental = 23-26 °C
Humedad relativa =60-70 %
Ciclos Alternos de luz/foscuridad de 12 horas
Acceso al agua y alimento ad Nbitum

Agua de beber sin sates de plomo

1 Sagcrificio

3 organismos.
Edad: 61 dias 15 organismos

Agua de beber sin sales de plomo

Sacrificio .
3 organismos.
Edad: 68 dias 12 organismos
Agua de beber sin sales de piomo
Sacrificio i I
3 organismos.
Edad: 75 dias 9 organisnios

Agua de beber sin sales de plomo

Sagcrificio |
v

3 organismos.
Edad: 82 dias 6 organismos
Agua de beber sin
sales de plomo
Sacrificio ] I
3 organismos.
Edad: 89 dias 3 organismos

Edad: 102 dias’
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Se formaron dos grupos, uno de organismos de prueba y otro de testigos, fos cuales
fueron destetados a los 21 dias de edad considerando el dia de nacimiento como dia
cero, su peso aproximado fue de 13 2 gramos.

7.3.1 Organismos de prueba

Después de destetar a los 24 ratones de prueba, se les dio una soiucion de nitrato
de plomo al 0.1 %, como agua de beber durante 40 dias (Figura 2). Esta concentracion
de plomo (0.06 % = 600 ppm de p/v = 600 mgf), puede ser considerada como
moderada y es equivalente a la utilizada por varios autores (Karmakar y cols. 1986;
Russo y cols. 1988).

Esta es una forma de intoxicacion pasiva, en la cual no hay un control estricto de la
dosis (Chengelis y Cox, 1992); sin embargo sabiendo que este organismo consume 15
mililitros de agua/100 gramos de peso/dia (Harkness y Wagner, 1989), la entrada
aproximada de plomo en los organismos fue de 107 miligramos de plomo/kilogramo de
peso/dia.

7.3.2 Organismos testigo

A los 18 ratones testigo se les dio agua sin agregarie ninguna sal a base de plomo
(Figura 3).

7.4 Sacrificio de organismos

Pasados los 40 dias, se sacrificaron cuatro organismos de prueba y tres del grupo
testigo por la mafiana (09:00 A.M.) por saturacion de las vias respiratorias con éter; a
partir de ese dia, al resto de los organismos de prueba se les dio agua sin el toxico. La
operacién de sacrificio se volvié a repetir con cuatro organismos de prueba y tres del
grupo testigo después de 7, 14, 21, 28 y 41 dias de haber suspendido la intoxicacion

{(Figuras 2 y 3).

7.5 Fijacion de érganos (Linch y cols. 1987)

A los ratones sacrificados en cada lapso de tiempo, se les extrajo el higado y los
riiones. Para su fijacion, los 6rganos fueron colocados en formo! neutro at 10 % donde
pueden permanecer por tiempo indefinido sin que se alteren los tejidos.

Posteriormente se corté un fragmento de 0.5 cm de espesor de cada 6rgano; para el
tejido renal se tomd indistintamente aiguno de los dos rifiones haciendo el corte a la
altura de su didmetro mayor; en el caso del higado, el fragmento se obtuvo del idbulo

mayor.
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Los fragmentos se etiquetaron, envolvieron con gasa, y se lavaron abundantemente
durante una hora con agua corriente para eliminar el fijador (Figura 4).

7.6 Deshidratacion, transparentacion e inclusion de organos (Defeon, 1970; Linch y
cols. 1987)

Los fragmentos se deshidrataron gradualmente ai colocarlos en las siguientes
soluciones de alcohol etilico:

¢ 70 % por una hora

96 %, tres cambios cada uno de media hora

Alcohol absoluto, tres cambios cada uno de media hora
¢ Alcohol absoluto-tolueno (1:1) por 15 minutos

Después se transparentaron en tolueno, esta sustancia elimina el alcohol y tiene la
propiedad de volver transparente al tejido. El tiempo de transparentacion varié de
acuerdo con el grosor y el tipo de drgano siendo aproximadamente de dos a tres
minutos. Los fragmentos se pasaron a una solucion de tolueno-parafina (1:1) por diez
minutos. Luego, se colocaron en parafina previamente fundida (562-54 °C, 54-56 °C) y
en parafina de inclusién (56-58 °C), cada cambio de una hora. Para la inclusion
definitiva se utilizaron las escuadras de Leuckart de Ia siguiente forma: el tejido se sacd
de la parafina liquida con unas pinzas de diseccion ligeramente calentadas en un
mechero y se paso al bloque que forman las escuadras, previamente impregnadas con
parafina de inclusién; la parte del tejido donde se hicieron los cortes se coloco hacia

abajo (Figura 4).

Figura 4. Preparacion de érganos

Efiquetado, envoltura

Obtencién del en gasas y lavado Solucién de tolueno-
. . una hora en agua parafina 1:1 por diez
higado y los rifiongs corriente de los )
e minutos
fragmentos
Deshidrataciénen |
aleohol etilico: TesTon
il 70 % por una hora - =
96 % por media Parafina con punto de

Fijacion en formol al
10%

hora. Tres cambios

v

Absoluto por media
hora. Tres cambios
de media hora

fusién de 52-54 °C.
Una hara

Absoluto-tolueno
{1:1) por 15 minulos

Parafina con punto de
fusién de 54-56 °C.
Una hora

Corte de un
fragmento de 0.5 cm
de grosor del higado

y del rifién

)

Transparentacion en
tolueno.
Tiempo variable

Parafina de inclusion
(punio de fusidn de 56-
58 °C ). Una hora

Inclusion definitiva
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7.7 Cortes del tejido (Linch y cols. 1987)

El bloque se rebaj6 con un cuchillo en forma manual hasta dejar visibles los tejidos,
entonces se inicié el corte del bloque en un micrétomo rotatorio para parafina hasta
lograr que e! tejido saliera compieto. Se obtuvieron cinco cortes de 7 pm de grueso,
procurando que estos fueran consecutivos y de la parte mas extena del fragmento; se
extendierori en una soiucién coloidal (0.3 ¢ de gelatina por cada litro de agua)
contenida en un bafio de flotacion eléctrico a una temperatura de 50 °C. Luego, los
cortes se colocaron en portaobjetos previamente rotulados, se dejaron escurrir e
introdujeron a la estufa de laboratoric a una temperatura de 60 °C durante 15 6 30
minutos para eliminar el exceso de parafina (Figura 5).

Figura 5. Obtencién de corltes histolégicos

Rebajar blogue con

navaja. Iniciar cortes Colocar an unbafio
con micrétomo de flotacidn eléctrico 3 Escurir o excedents de
mantenido a 50 °C stender los cortes agua en el portacbjetos e
con una solucién de sobre portaohjelos introducirlos a la estufa
¥ 0.3 g de gslatina por previamente de laboratorio @ una
Obtencién de cinco o litro de agua rotulados temperatura de 60 °C
cortes de 7 ym de durante 15 6 30 minutos

grueso con un
micrétomo rotatorio
para parafina

7.8 Desparafinacién e hidratacion de los cortes de tejido (Deleon, 1970; Linch y
cols. 1987)

L os cortes se desparafinaron e hidrataron de acuerdo ‘con los siguientes pasos:

Xilol, diez minutos;

Alcohol absoluto-xilol, diez minutos;
Alcochol absoluto, cinco minutos;
Alcohol de 96°, cinco minutos;
Alcohot de 70°, cinco minutos;
Agua destilada, cinco minutos.

De esta manera, los cortes quedaron listos para llevar a cabo fas técnicas de
coloracion comprendidas en este estudio (Figura 6).
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Figura 6. Desparafinacion e hidratacién de los cortes

Corle histoldgico en el
portaobjetos

Xilol, digz minutos

¥

Alcohol absoluto-xilol,
diez minutos

Aleohol absoluto, cinco
minutos

|

-
Alcohol de 96°, cinco
minutos

l

Alcohol de 70°, cinco
minutos

Agua destilada, cinco
minutos

w
Corles listos para la
tincion

7.9 Técnica de rodizonato de sodio (Pearse, 1972)

Los cortes ya desparafinados e hidratados fueron colocados en una solucion recién
preparada de rodizonato de sodio al 0.2 % en agua acética al 1 %, durante una hora;
posteriormente se deshidrataron en soluciones de alcohol de 96°, alcohol absoluto,
alcohol absoluto-xilol y xiloi, cada cambio de 5 minutos y, por Gitimo, se montaron en
resina sintética. Las preparaciones se observaron en un microscopio dptico a un
aumento de X10 (Figura 7).

Figura 7. Técnica de rodizonato de sodio

Colocar los cortes en una solucidn fresca de rodizonato de
sodio al 0.2 % en agua acética al 1 % durante upa hora

Deshidratar en soluciones de:
alcohot de 96°, cinco minutos.
Absolute, cinco minutos.
Absoluto-xilof, cinco minutos.
¥ xilol, cinca minuios

»

Montar en resina sintética. Observar en un microscoplo
éptico a un aumento de X10
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7.9.1 Fundamento. Esta es una técnica cualitativa especifica, en la que el plomo
presente en el tejido al reaccionar con el rodizonato de sodic forma un quelato de
rodizonato de plomo (Figura 8), produciendo una coloracion de amarilia a café rojiza; la
gama de colores se debe a la intensidad de la reaccion, la cual varia en forma directa
con ia concentracién de plomo en el tejido.

7.9.2 Interpretacion de !a técnica. En este estudio, la intensidad de la reaccion fue
expresada en cruces como se expresa en Reyes (1992), la cual puede i desde
negativa (-}, una cruz (+), dos cruces (2+), tres cruces (3+) y hasta cuatro cruces (4+)
cuando la coloracion es muy fuerte.

Figura 8. Reaccién de rodizonato de sodio con el plomo (Tomado de Pearse, 1972)

0 ' 0
O ONa
+ PH? —— Pb
o *—(Na
I |
0] O
Rodizonato de sodio + Piomo —8F—u—t Rodizonato de plomo

7.10 Técnica de Hematoxilina-eosina {Deleon, 1970; Linch y cols. 1987)

Las preparaciones desparafinadas e hidratadas, se tiieron con Hematoxilina de
Harris durante un minuto; después fueron lavadas en agua corriente; siguié la
diferenciacion en alcohol acido, con tres lavados de 3 a 10 segundos; posteriormente
se favaron con agua destilada, se viraron en agua amoniacal hasta que tomaron un
aspecto azulado (aproximadamente 30 segundos). A continuacién se lavaron fres
veces con agua destilada y se colorearon con eosina “Y" durante un minuto, luego se
Javaron rapidamente con alcohol para eliminar el excedente del colorante. Por ultimo,
los cortes se deshidrataron y montaron en resina sintética como se menciond en la

27




MATERIALES Y METODOS

técnica anterior. Las preparaciones se observaron en un microscopio optico a un
aumento de X10 (Figura 9).

Figura 9. Técnica de Hematoxilina-eosina

Teflir el tejido con una solucién de Hematoxilina de Harris durante un minuto

Lavar rapidamente en agua corrienta

Diferenclar sumargiendo tres o cuatro veces la preparacidn en alcohol dcido
{de tres a diez segundos cada vez)

Lavar en agua destilada
Virar en agua amoniacal hasta que [os cortes tengan aspecio azulado
{aproximadamente 30 segundos}
Lavar en agua destilada (3 veces)
Teiiir con una solucién de eosina *Y* por un minuto, Lavar répidamente con
alcoho! para eliminar e} excedente de! colorante

Dashidratar en solucicnes de: alcohol de 96°, absoluto, absoiuto-xilo! y ol
cada cambio de cinto minutos

Montar en resina sintética. Observar en un microscopin 6ptico a un aumento de
X10

7.10.1 Fundamento. La Hematoxilina (Figura 10) es un colorante natural, obtenido del
palo de Campeche. En el comercio se presenta en forma de cristales incoloros o
ligeramente amarillos, solubles en agua, glicerina y alcohol.

Figura 10. Férmula quimica de la Hematoxilina (Tomado de Linch y cols. 1987)

OH
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H
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Para que la Hematoxiiina adquiera propiedades colorantes debe, por oxidacién,
transformarse en hemateina (Figura 11). Este proceso ocurre espontaneamente en las
soluciones acuosas o alcohdlicas que se dejan madurar de seis meses a un afio, o
puede acelerarse agregando sustancias oxidantes como el perdxido de hidrogeno,
permanganato de sodio, 6xido mercurico, etc. L.a hemateina sola tampoco es capaz de
colorear, para hacerlo, necesita la intervencion de un mordente (sustancia cuya
estructura fisicoquimica facilita la fijacién del colorante sobre los tejidos), como por
ejemplo, el alumbre de potasio. El mordente probablemente se combina con el
colorante bajo !a forma de hidréxido ocupando el lugar de un atomo de hidrégeno, y el
resto de sus valencias permite unir o fijar el complejo colorante-mordente sobre la
estructura tisular, principalmente los grupos fosfato de los acidos nucléicos. Cuando se
combina el colorante con el mordente se forma una laca.

Figura 11. Férmula quimica de la hemateina (Tomado de Linch y cols. 1987)

OH

OH

o

OH

En este caso, la coloracion con Hematoxilina fue regresiva, es decir, se realizé una
sobrecoloracién y posteriormente se eiiminé el exceso de colorante mediante un
procedimiento denominado diferenciacion con alcohol &cido.

Las preparaciones después de ser tratadas como se menciond anteriormente,
adquieren un color rojizo. Esta tonalidad se debe a que bajo ambiente acido, no se
forma AI{OH), ni el complejo colorante-mordente por falta de iones OH". Entonces, los
cortes se colocan en agua amoniacal para neutralizar el exceso de acido y liberar los
grupos OH" que permiten la formacion de la laca insoluble azul de aluminio-hemateina-

tejido.
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La eosina “Y", colorante acido (Figura 12), se utilizé6 como colorante de fondo o
contraste citoplasmatico de la hematoxilina (colorante de nicleos).

Figura 12. Formula quimica de la eosina “Y” (Tomado de Linch y cols. 1987}

Br Br
I
O
o (2 NO—Z N
/ C = ) —Br
iy
_——CQOONa

7.10.2 Interpretacién de la técnica. La interpretacion de esta técnica se realizé
considerando las respuestas celulares al estrés que se mencionan en el Cuadro 2,
complementadas con los dafios especificos para cada érgano reportados en la revision
bibliografica.

Para el higado, ademas, se consideré la extension del daiio (focal, zonal o difuso)} y
su ubicacién de acuerdo con el concepto de iobulillo hepatico (central, media, portal).
En el rifién se utilizé también ia extensién del dafio (focal, zonal o difuso) y su ubicacion
(cortical o medular) para los tibulos, mientras que en el caso de los glomérulos la
nomenclatura utilizada fue: difusa, que afecta a todos los glomérulos del rifion; y focal,
que afecta solamente algunos glomérutos.

7.11 Técnica de Mallory (Deleon, 1970; Sheehan y Hrapchak, 1980}

La colagena es una proteina fibrosa que forma parte del tejido conjuntivo y sirve de
material estructural. En el higado, la coldgena nomalmente es parte integral de las
fibras reticulares las cuales forman una malla fina que rodea a los cordones hepaticos y
a los sinusoides (Boya, 1996).

La aplicacion de técnicas de tincién selectiva como la de Mallory han permitido
diferenciar las fibras de colagena de otros componentes tisulares y observar posibles
aumentos anormales de la cantidad de este tipo de fibras. Tal situacion puede ocurrir
en varias enfermedades renales y en la cirrosis hepatica.
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Las preparaciones se mordentaron en una solucién Bouin a 60 °C durante 15
minutos. Posteriormente se lavaron dos veces en agua destilada. Los cortes se tifieron
con fucsina acida al 1 % durante dos minutos, se lavaron en agua destilada y se
cubrieron con acido fosfomolibdico al 1 % por cinco minutos. Nuevamente se lavaron
en agua destilada, fueron cubierios con una mezcla de Maliory por tres minutos; se
deshidrataron y montaron en resina sintética. Las preparaciones fueron observadas en
un microscopio dptico a un aumento de X10 (Figura 13).

Figura 13. Técnica de Mallory

Mordentar en Bouin a 60 °C durante 15 minutos

Lavar en agua destilada, dos cambios
Tefiir con fucsina 4cida al 1 % durante dos minutos
Lavar en agua destifada

Cubrir con acido fosfamotibdico at 1 % por cinco
minutos

 Lavar en agua destilada
Cubrir con una mezcla de Mallory por tres minutos

Deshidratar en soluciones de alcohot de 96°,
absoluto, absolute-xilol y xilol, cada cambio de cinco
minul
Montar en resina sintética. Observar en un
microscopio 6ptico a un aumento de X10

7.11.1 Fundamento. Técnica fricrémica basada en un procedimiento secuencial donde
primero se emplea un colorante del plasma, seguido por una mezcla de acido
fosfomolibdico y, por Gltimo, un colorante de fibras de coladgena. La coloracion es hecha
a un pH acido que incrementa la selectividad de las fibras de colagena. Sin embargo el
mecanismo de como trabajan los colorantes es desconocido, algunas teorias son
viables.

a) Colorantes 4acidos son usados para tefir el citoplasma acidéfilo y las fibras
musculares. Las fibras de colagena también son aciddfilas pero, presentan diferencia
de color con respecto al musculo y las céluias citoplasmdticas por la accion del acido
fosfomolibdico. Una teoria para explicar esta situacion, es que el acido
fosfomolibdico es captado sobre e tejido conectivo y después reemplazado por la
anilina azul o colorantes similares que acttan como colorantes acidos. De acuerdo
con esta teoria, el mecanismo seria una reaccién de sustitucion de un acido por otro

acido.
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b) Varios trabajos han mostrado que ias sales usadas en los métodos tricromicos para
tefir después de usar el acido fosfornolibdico no son estrictamente sales acidas,
pero si anfoteras. Al unirse el acido fosfomolibdico al tejido quedan fibres varios de
sus grupos &cidos, en los cuales pueden enlazarse colorantes ricos en grupos
basicos Es decir, el acido fosfomolibdico actia como un enlace, conectando los
grupos basicos de las fibras tisulares conectivas con los grupos bdsicos def
colorante. El tratamiento con éacido fosfomolibdico tiene como ultimo efecto hacer
que un colorante anfotero, que ordinariamente actia como colorante acido, cambie y
acttie como un colorante basico.

¢) Otro factor que debe considerarse es la permeabitidad diferencial de la colagena
contra la de otros constituyentes acidéfilos del tejido. A la colagena facilmente entra
el colorante debido a su textura laxa. El citoplasma tiene menor permeabitidad y es
mas selectivo al colorante.

7.11.2 Interpretacién de la técnica. Se utilizé una escala de tipo ordinal, donde se
asignan categorias cualitativas a las observaciones, estableciendo una relacién de
orden entre las mismas. Para ambos 6rganos, con base en ia apreciacion visual sobre
la presencia de colagena, se establecieron las siguientes categorias: normal, escaso,
moderado o abundante.

7 12 Técnica del Acido Peryédico-Schiff (Deleon, 1970 y Padykula, 1977)

Con el objeto de evaluar cualitativamente el contenido de giucégenc en el higado de
ratones después de una intoxicacién cronica con nitrato de plomo, se aplico la técnica
del Acido Peryadico-Schiff. La aplicacion de esta técnica en el rifién, fue para valorar el
estado de las membranas basales que estan formadas por la proteina reticulina en
cuya composicion hay carbohidratos.

Los cortes se oxidaron con Acido Peryodico durante diez minutos, se lavaron en
agua destilada y fueron colocados en el reactivo de Schiff durante dos 6 tres minutos;
se lavaron en agua suifurosa y agua destilada, ambos por cinco minutos. A
continuacion se tifieron con Hematoxilina de Harris por un minuto, se lavaron con agua
corriente por cinco minutos y después se tifieron dos minutos con amarillo de metanilo.
Enseguida se lavaron con agua acética, se deshidrataron y montaron en resina
sintética. Las preparaciones se observaron en un microscopio dptico a un aumento de
X10 (Figura 14).
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Figura 14. Técnica de Acido Peryédico-Schiff

Oxidar los cortes con Acido Peryddico durante diez minutos

Lavar en agua deslilada

Colocar en ei reactivo de Schiff durante dos o tres minutos

Lavar en agua sulfurosa y agua destilada, ambos por cinco minutes

Tefir con Hematoxilina de Harris por un minuta

Lavar con agua corrients por cinco minulos

Tefiir con amariflo de metanilo por dos minutos

Lavar ¢on agua acélica

Deshidratar en soluciones de alcohol de 96° , absoluto, absoluto-xilol
y xilol, cada cambio de cinco minutos

Montar en resina sintética. Observar en un microscopio dpiico a un
aumento de X10

7.12.4 Fundamento. Esta técnica permite la localizacion de macromoléculas ricas en
carbohidratos. Su especificidad es debida al uso secuencial de 2 reactivos selectivos: el
acido peryodico (HIO,) y el reactivo de Schiff. El acido peryodico oxida los grupos
hidroxil libres en dos atomos de carbono adyacentes, tales como el enlace 1, 2-glicol en
hexosas 0 los grupos amino e hidroxil en hexosaminas (Figura 15).

Figura 15. Oxidacion de hexosamina residual de un polisacérido o glucoproteina por ef Acido Peryédico
para formar dialdehidos. El punto de ataque es sefialado con una flecha (Tomado de Padikuta, 1977)

CH,OH CH,OH

|
H\C/c——o\ o HIO, H\C/é___o\ o
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Los grupos hidroxil son convertidos en aldehidos, el enlace carbono-carbono es roto.
El aldehido resultante reacciona facilmente con el reactivo de Schiff para producir un
complejo estable de color magenta (Figura 16). La propiedad del 4cido peryédico que
lo hace superior a otros oxidantes es que no oxida después a los aldehidos resuitantes.
El reactivo de Schiff usual es la leukofucsina o acido fucsin-sulfuroso, un compuesto
bisulfitc cromogénico.

Figura 16. Reaccién de leucofucsina incolora con un dialdehido para formar un complejo color magenta
(Tomado de Padikula, 1977)

‘ + 2R---C=0

@ @ H

| | L L
NH NH

| l
| l O—rr-8§—0 00— —0
SOH $ ”_"‘— __‘—
o Hcl OH HC{_OH

R

7.12.2 Interpretacion de la técnica. Se utilizé una escala de tipo ordinal, donde se
asignan categorias a las observaciones, estableciendo una relacion de orden entre fas
mismas. Para ¢l higado la reaccién se clasifico con base en la apreciacion visual de
glucdgeno (ausente, escaso, moderado y abundante) y su ubicacién en las tres dreas
que componen el lobulillo hepatico: central, media y portal. En el rifion, esto se hizo por
la apreciacién visual de la pérdida de ia membrana basal compuesta por
glucoproteinas. Tanto en tibulos como en el glomérulo la clasificacion fue la siguiente:

normal, focal, zonal o difusa.
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Los resultados de la téchica de hematoxilina-eosina, de Acido Peryédico-Schiff y de
Mallory se relacionaron en forma descriptiva con la presencia de plomo in situ
detectada a partir de la técnica de rodizonato de sodio.

7.13 Tratamiento estadistico (Duran.y cols. 1986)

Los resultados de las técnicas del rodizonato de sodio, Mailory y Acido Pery6dico-
Schiff fueron sometidos a un analisis estadistico. Debido a que sus datos son del tipo
ordinal, se analizaron por medio de una prueba no paramétrica.

De acuerdo con el disefio experimental, el analisis de varianza de un solo criterio de
clasificacion por rangos de Kruskal-Wallis fue la prueba indicada. Es de naturaleza no
paramétrica y extremadamente Util para decidir si “K” grupos independientes provienen
o no de la misma poblacién. En este caso sirvié para determinar si hubo diferencias
significativas a diferentes tiempos después de una intoxicacion.

Es importante mencionar que:

a) Los grupos de término de la intoxicacion (0), 7, 14, 21, 28 y 41 dias transcurridos
después de la intoxicacion estuvieron formados por cuatro casos, mientras que los
grupos testigo correspondientes se conformaron por tres casos.

b) Se utilizé la técnica en su variante para tres grupos con menos de 5 casos cada uno.
Bajo estas circunstancias el valor critico del estadistico de contraste (H,), se obtiene
de una tabla calculada especialmente para esta prusba. El valor calculado se
representa por H*.

¢) La hipétesis de nulidad (Ho) es: la frecuencia de aparicién de {plomo o colageno o
carbohidratos) es la misma en los tres grupos comparados. La hipétesis altemativa
(Ha) es: al menos un par de grupos es diferente. En este caso la regla de decision es
rechazar la hipdtesis nula (Ho), si H > H .. El nivel de significancia utilizado fue de

p < 0.05.

Ademas, debido a que los datos son ordinales, se presentaron varios casos de
empates (ligas), por lo que se aplico el factor de correccion por efecto de las ligas. La
correccion resulta en un incremento del valor de H* y de este modo el resuitado es aGn
mas significativo de lo que habria sido sin la correlacion.
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8. RESULTADOS

Los resultados de este estudio se presentan en dos secciones, una para el higado y
otra para el rifion. En ellas se reportan los resuitados de las técnicas en el siguiente
orden: rodizonato de sodio, Hematoxilina-eosina, Mallory y del Acido Peryé6dico-Schiff,

8.1 Técnica de rodizonato de sodio en el higado

Los resultados obtenidos por esta técnica para detectar la presencia de plomo in situ
en el higado de ratones se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Infensidad de la reaccién al plomo en ef higado de ralén. Técnica de rodizonato de sodio.

Altérming de fa Nimero de dias transcurmidos despuds de Ia intoxicacion

Infoxicacisn (0) 7 i4 21 28 7 41
Orga- Tejidoo123412341234123412341234
nismo células
P | Parsnquima [ 2+ 2+ 2¢ 2¢|26 2+ 26 2¢f 4+ w 2el4 o+ 4 e 4+ H]- -+
U
E
. Erittocitos | 2+ 3+ 3+ 2+[2+ 2+ 2+ 2+|2¢ 24 2¢ 2¢[2+ 2¢ 20 2¢[ 4 4+ & #| - o+ 4+ 4
EParénquima--+ -+ o+ -+ o+ A -+ o+ -+ o+
s
T
IGEﬁffOCITOS--I"I» + o+ o+ - o+ o+ -+ o+ - o+ 0+ -+ o+
o

Los grupos testigo presentaron una coloracién que va de negativa a una cruz, la cuai
se muestra en la Figura 17.

Los cortes hepaticos provenientes de organismos de prueba (Cuadro 3), mostraron
diversos grados de coloracion entre los diferentes lapsos de tiempo e incluso entre el
parénquima y los eritrocitos. Es importante mencionar que los eritrocitos al finalizar la
intoxicacién alcanzaron la mayor coloracion (3+). La presencia de piomo fue mas aita
en los primeros dias (Figura 18) y disminuyo conforme pasé e! tiempo. A 41 dias de
haber suspendido la intoxicacién, la reaccién vari¢ entre negativa y una cruz.
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Figura 18. Reaccién al plomo de dos cruces (2+) en parénquima y tres cruces (3+) en enirocitos (Recha)
por la técnica de rodizonato de sodio en el higado; érgano de ratén con 61 dias de edad, al término dela

intoxicacién (X10).
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8.1.1 Analisis estadistico. Se consideraron los datos del parénquima para la aplicacion
de fa prueba estadistica mencionada en el apartado 7.13 de Materiales y Métodos. El
objetivo fue saber si existieron diferencias significativas de la presencia de plomo in situ
entre los grupos testigo (T) y los de prusba (0, 7, 14, 21, 28 y 41 dias transcurridos
después de la intoxicacién). Es importante mencionar que el grupo comrespondiente al
término de la intoxicacion se representd por el nimero O para este analisis. A
continuacién se enlistan las 15 tercias donde estuvieron involucrados los grupos
testigo:

T-0-7 T-0-14 T-0-21 T-0-28 T-0-41
T-7-14 T-7-21 T-7-28 7-7-41 T-14-21
T-14-28 T-14-41 - T-21-28 T-21-41 T-2841.

Cinco de estas seis tercias tuvieron valores menores al limite (Figura 19). Son las
formadas con los grupos de 14, 21, 28 y 41 dias, probablemente por ia simifitud de sus
datos con los del testigo (Cuadro 3).

La confrontacion entre los grupos de prueba dio un total de_20 combinaciones
(Figura 19), que a continuacion se enlistan:

0-7-14 0-7-21 0-7-28 0-14-21
0-14-28 0-14-28 0-14-41 0-21-28
0-21-41 0-28-41 7-14-21 7-14-28
7-14-41 7-21-28 7-21-41 7-28-41
14-21-28 14-21-41 14-28-41 _ 21-28-41

A excepcion de la tercia formada por los grupos de 14, 21 y 28 dias, todas los demas
presentaron diferencias significativas. Lo anterior indica que !a eliminacion de piomo del
parénquima hepatico se llevd a cabo en cuestion de semanas. De tal forma que tres
semanas consecutivas nunca presentaron concentraciones simitares dentro del lapso
de tiempo establecido.

Considerando la informacion del Cuadro 3 y la Figura 19, se observa que los grupos
del término de la intoxicacién (0) y de 7 dias posteriores a la intoxicacién son
significativamente diferentes al resto de los conjuntos (14, 21, 28 y 41); y de éstos, el
de 41 dias es el menos parecido.
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Figura 19. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
rodizonato de sodio en el parénquima del higado.
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8.2 Técnica de Hematoxilina-eosina en el higado

En el Cuadro 4, se presentan las principale$ afteraciones histol6gicas del higado de
ratones, después de una intoxicacion crénica con nitrato de plomo.

Los higados de los organismos testigo presentaron un patrén histolgico normat
(Figura 20). Los cordones hepaticos son concéntricos a las venas centrales del lobutillo
hepéatico y entre ellos hay células de Kupffer. Los hepatocitos fueron de tamaiio y forma
similares entre si, aunque con ligeras variaciones nucleares (ver anexo 1). No hubo
sefales de adaptacion o de aiteraciones reversibles, pero si de acimulos de leucocitos
en forma aislada.

En términos generales, los cortes de tejido hepético de los organismos de prueba
presentaron tumefaccién, esteatosis, necrosis y acumulos de leucocitos (Cuadro 4 y
Figura 21). El centro del lobulillo fue el area mas afectada en forma focal y zonal, con
respuestas celulares desde la adaptacion hasta la inflamacion. L.as areas media y portal
fueron afectadas principalmente por la tumefaccion.
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El higado de los organismos de prueba al término de la intoxicacién (0) presentd
Unicamente fumefaccion. De los 7 a los-21 dias posteriores a la intoxicacién ademas se
presentaron esteatosis, necrosis y acimulos de leucocitos (Figura 21). Los cambios
reversibles se agudizaron a los 28 dias de finalizada la intoxicacion. Luego de 41 dias
del final de la intoxicacion, la Unica alteracion que se encuentra en la mayoria de los
organismos es la tumefaccion.

A excepcién de los cortes correspondientes a los 7 dias después de [a intoxicacion,
los demas mostraron en dos 0 més cortes, la tumefaccién en forma difusa. Esta
alteracion afecta la arquitectura del parénquima hepatico por disminucién del espacio
sinusoidal debido a la variacién morfoldgica del hepatocito (Figura 21).

Tanto en organismos testigo como en los de prueba, hubo sefiales de actmulos de
leucocitos, sin embargo, en los Ultimos esta alteracién fue de mayor extension.

Cuadro 4. Resultados del andlisis histolégico en el higado de ratén por la técnica de Hematoxilina-
eosina.

Aftarming ge Numaro da dfas transcuridos despubs de la Intoxicacion
ia infoxicacién () 7 ; 14 21 28 41
Orga-| Cambio fipo 1121314111213 )4}11)12)3]4]172|3)4]1]2]3|4]112]13][4
nismo
Afrofia zc z0e
Adaptacion Hipertrofia
Hiperplasia
i Tumefaccidn [d zc zc d "ze zefd d ze ze|ld d fo zc d d djd d d d
R Altaracidn Esteatosis fc zc fo fc zc zc
u reversible | Degeneracion
E hidrépica
B Alteracion Necrosis ZC ZC ZC e Z¢ fc|zc fc fc|zec z¢c z¢ 2
A imeversible Apopltosis
Edema
il inflamacion ([ Infiltrado
inflamatorio
Acumulo 2¢ 26 76 ZC ZC felzc fc felzc 2¢ 2¢ <]
Atrofia N
Adaptacion Hipertrofia
T Hiperplasia
E Tumeafaccion
S Alteracién Esteatosis fc fc
T raversible | Degeneracién
hicrdplea
I Alteracién Necrosis fc fc fe fe fc
G | preversible | Apoplosis
O Edema
|| tnftamacion || Infiltrado
inflamatono -
Acumulo fc fc fc fc fc

Focal-centro (fc); focal-medio (fm}; focal-portal (fp)
Zonal-centro {zc); zonal-medio (zm}; zonal-pertal (zp)
Difuso {d)
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T ) HE

Fig;ir;é 20. Patrén histolégico normal def higado. Se observan los cordones hepétficos concéntricos a las
venas centrales del Lobulillo hepético. Higado testigo, técnica de Hematoxilina-eosina (X10).

BT -

Figura 21. Higado, 21 dias después de finalizada la infoxicacién. Se aprecia la tumefaccion que produjo la
alteracion del patrén histolégico, un foco necrético (A), y un acumulo de leucocilos cerca de un vena
centraf del Lobulillo hepatico (B). Hematoxilina-eosina (X20).
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8.3 Técnica de Mallory en el higado

Los resultados de la evaluacion cualitativa de colagena en el higado de ratones, se
presentan en el Cuadro 5. La presencia de colagena en los grupos testigo (Figura 22)
siempre fue menor que la observada en los grupos de prueba (Figura 23). En general,
los organismos de prueba presentaron depdsitos de fibras de colagena de escasos a
moderados en los conductos vasculares.

Las fibras de coldgena en los conductos vasculares de la friada hepética variaron de
escasos a moderados durante el experimento (Cuadro 5 y Figura 23). Al inicio fueron
mas moderadas que escasas; entre los 7 y 14 dias posteriores a la intoxicacion
estuvieron enire escasas y moderadas; del dia 21 en adelante voivieron a ser mas
moderadas que escasas. La clasificacion para la coldgena en la vena central fue
escasa, a excepcion del dia 21 donde se incrementé a moderada (Cuadro 5 y Figura
23).

Cuadro 5. Resultados de la determinacion histoquimica de fibras de colégena en el higado de ratén,
Técnica de Mallory.

Al término dg Numero de dias transcurmidos después de la intoxicacion
fa intoxwcacidn (6) 7 14 21 28 41
Orga-Lugarde123412341234123412341234
nisme | deposifo
P
R Triada mmmele e m m|m m e ejm m € mim m e mim m m &
u hepdtica
EB Vena
A contral |e e e sle ¢ e e|le e @ elm m e e|e e e eje €& €& &
Parénqu."mannnnnnnnnnnnnnhnnnnnnnnn
T
E Triada e m e e & ¢ e & € e e e e € e e 8 8
S hepdtica
T Vieha
‘G contral e e e e & & e e 8 e o e e e @ e &8 &
0
Parnquima|n n n n n n non n n nn |n n n n n n

Normal {n); escaso (e}; moderado {m); abundante (a).
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Figura 22. Deposito normal de fibras de colagen parénquima y los conductos vasculares del higado
testigo. Técnica de Mallory (X20).

Figura 23. Deposito moderado de fibras de coldgena en las triadas hepéticas (A) y escaso en la vena
centrolobulillar (B). Higado, 14 dias después de finalizada la exposicion. Técnica de Malfory (X4).
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8.3.1 Andlisis estadistico. La prueba estadistica se aplicé a los datos de coldgena en
los conductos vasculares de la triada hepatica y la vena central debido a la variabilidad
de los mismos (Cuadro 5).

8.3.1.1 Triada hepatica. La Figura 24 contiene fos resultados de la comparacién
estadistica entre los grupos testigo y de prueba. Nunca hubo diferencias significativas,
sin embargo fueron mayores cuando se compararon con el testigo. Entre los grupos de
prueba fueron muy pequenas.

Figura 24. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Mallory. Datos de los conductos vascufares de la triada hepética.
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8.3.1.2 Vena central. En la Figura 25 se observan las 35 combinaciones posibles, de
las cuales ninguna rebasé ei valor critico de {a H de tablas. Las mayores diferencias se
presentaron en las tercias donde estuvo involucrado el grupo de 21 dias. Este es el
{nico grupo con un incremento moderado de colagena en dos de sus integrantes.
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Figura 25. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Mallory. Datos de las venas centrales del lobulillo hepético.
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8.4 Técnica del Acido Peryédico-Schiff en el higado

Con el objeto de evaluar cualitativamente la existencia de glucégeno en el higado de
ratones después de una infoxicacion cronica con nitrato de plomo, se aplicd la técnica
del Acido Peryddico-Schiff, cuyos resultados se presentan en el Cuadro 6.

En los grupos testigo la cantidad de glucégeno fue moderada siempre y su
distribucion dentro del hepatocito homogénea.

De acuerdo con los resultados obtenidos para el grupo de prueba, el glucdgeno fue
escaso durante los primeros dias (Figura 26), incrementandose paulatinamente
conforme transcurrié el tiempo, principaimente en la zona centro y media del Lobulillo
hepatico (Figura 27). La distribucion del polisacarido en el citoplasma fue heterogénea
en todos los casos.
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Figura 26. Reaccién escasa en mosaico para evidenciar la presencia de glucégeno. Higado al término de
Ia Intoxicacién; ratén con 61 dfas de edad. Técnica del Acido Peryédico-Schiff (X10).

Figura 27. Higado, 41 dias después del término de.la intoxicacion. Se aprecia la presencia de glucbgeno
generalizada en los hepétocitos. Técnica del Acido Peryédico-Schiff (X10)
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Cuadro 6. Resultados de Ia determinacion histoguimica de glucgeno en el higado de ratén por la
técnica de Acido Peryddico-Schiff.

Al tgrming de Niimero de dias Iranscurridos despuas de Iz intoxicacion

Ja intoxicacién (0) 7 14 21 28 41
Orga- Area dot 11213411l 23i3;4}1}2]3}4}1{213]4}1}2]13)4]11213]4
nismo lobuilllo i
P
R Ceniro e au € e|e @ e au/m m au efm e au aufm mMm au e|e e e @
u
g Media mai m m|m m m e|/mm e m|{m m e efa a2 m m|e a e a
A

Portal mau m m|m e e au/m m au m|m e € mja m e a]lm a a a

T
g Centro m m m m m m m m m m m m m m m m m m
|T Media m m m m m m m m m m m m m m m m m m
G
0 Portal m m m m m m m m m m m m m m m m m m

Ausente (au); escaso (e); moderado {m); abundante (a)

8.4.1 Analisis estadistico. La prueba estadistica se aplicd en la modalidad de 3 grupos
con menos de 5 datos, para cada una de las zonas que componen el Lobulillo hepatico.

8.4.1.1 Lobulillo centro. La presencia de glucdgeno en los grupos de prueba guarda

diferencias con respecto a la tincién de los grupos testigo. Como se aprecia en la |
Figura 28, estas discrepancias son mayores entre los grupos testigo y, los conjuntos de |
término de la intoxicacion (0) y de 7 dias después de intoxicacion. |

Figura 28. Resultadas de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Acido Peryédico-Schiff en ef lobulillo hepatico. AREA CENTRAL.
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8.4.1.2 Lobulillo medio. En ninglin caso existieron diferencias significativas (Figura 29),
lo que indica que el contenido de glucégeno fue similar entre los grupos testigo y de
prueba en esta area hepatica. )

Figura 29. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Acido Peryédico-Schiff en el lobulillo hepético. AREA MEDIA,
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8.4.1.3 Lobulillo portal. Hubo 11 tercias cuyos grupos tuvieron sefiales de glucdgenoc
muy discrepantes (Figura 30). Lo anterior se debi6 a que el grupo del término de la
intoxicacién (0) y el de 7 dias después de la intoxicacion manifestaron poca coloracion,
mientras que los grupos testigo y el conjunto de 41 dias de post-intoxicacion
presentaron una coloracion magenta intensa generalizada.

Figura 30. Resullados de ia prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Acido Peryédico-Schiff en ef lobulillo hepético. AREA PORTAL.
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8.5 Técnica de rodizonato de sodio en el rifidn

lgual que para el higado, ia tincién con rodizonato de sodio del rifion tuvo como
finalidad la determinacion cualitativa de plomo in situ. La intensidad de la reaccion fue
variable tanto entre los diferentes tiempos como entre los componentes del tejido
(Cuadro 7). Mientras que la reaceion de tres cruces (3+) se present6 en pequefios
granulos dispersos de color café rojizos (Figura 31), la reaccién de dos cruces {2+) fue
homogénea (Figura 32). '

Cuadro 7. Intensidad de la reaccién al plomo en el rifién de ratén. Tée::nica de rodizonatg de sodio.

Al térming do . Niamero de dias transcumidos después de fa intoxicacion
la inloxicacién (0 i 7 14 21 28 ) 41
Orga-Tejidoo1234123412341_23-412341234
nismo | céiulas i
P Corfeza |2+ 2+ 3+ 3+|2+ 2+ 24 2+ 2_+- 2+ 2% 0#[2+ 2+ + +P 4+ o+ 2y 2¢| - - - -
R
U .
E Médula | + + + + |3+ 2¢ 3% 3¢[2¢ 24 2+ 24|2¢ 24 + +}+ 4 2¢ 24)j .- - - -
8 .
A
Eritrocitos | 2+ 2% 2+ 2412+ 2+ 2+ 24|24 2+ 2+ 2+|2¢ 24 24 24\ 2% 24 2% 24| 2% 2% 2¢ 2+
T
Corteza { - - - - - - - - - - - - - - - - - -
£
S _
T | Médls { - - - |- -~ - |- - - - - - 4= - = J= = =
| .
G
0 Erfrocitos | + + + + - 2+ + + 2+ + + ¥ + 4+ + + + 2+

De acuerdo con los datos del Cuadro 7, la presencia de plomo in situ fue alta (de dos
a tres cruces) en los primeros siete dias después de ia intoxicacién (Figura 31). Durante
las siguientes dos semanas bajo a dos cruces (Figura 32), y continud su descenso a
una cruz a los 28 dias posteriores a la intoxicacion. Luego de 41 dias de haber
suspendido la intoxicacion flegé a una reaccion negativa en casi todos sus
componentes fisulares. Esto indico la casi total eliminacion del metal en el rifén
después de seis semanas de recuperacion. '
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Figura 31. Punteado rojizo en la zona de transicién corfeza-médula equivalente a Lna reaccion de lres
cruces (3+) para la presencia de plomo. Rifién, luego de transcurir 7 dias después de la intoxicacion.

Técnica de rodizonato de sodio (X4].

Figura 32. Reaccién homogénea de dos cruces (2+) para plomo en el rifién, 14 dias después de la
intoxicacion. Técnica de rodizonato de sodio (X4).
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8.5.1 Analisis estadistico. La prueba estadistica se aplicé a los resultados de la corteza
y la médula por separado, porque presentaron variabilidad entre si, y con respecto a lo
registrado en los eritrocitos (Cuadro 7).

8.5.1.1 Corteza. Las tercias con participacion de los grupos testigo o el conjunto de 41
dias tuvieron diferencias significativas. Ambos grupos mencicnados anteriormente,
presentaron una reaccién negativa, mientras que el resto de los agregados (0, 7, 14, 21
y 28 dias) mostraron intensidades de coloracion variable.

Figura 33, Resultados de Ia prusha de Kruskal-Wallis para /a técnica dg
rodizonato de sodic en la corleza de rifién.

]

=
.
-
-

o

1

i

]

1

]

|

]

]
1
=

[ {imie de ta H de tablas
. con un alfa de 0.054.

Valor del estadistico de prueba (H*}

~
0714 f————
I
— ]
I

A - o B i v o B el ot ¢ Bl - VR el = 0 v e 0 g — = 0 v o) o
STSTITHAINATETY TORTAOINIINSGIVIINTIIY
- N L LR R R S A T B - Ly,
FREERREL R LT o8 8q ST aa9dg8s o9y adqay
[ Ooodaohhhhh—h—vw‘?&
Iz

o

Tercias de los lapsos de tiempo en dias

8.5.4.2 Médula. Las Unicas tercias que no tuvieron diferencias significativas son 0-21-
28 y 14-21-28. De acuerdo con la informacion de Cuadro 7, del dia 21 al 28 despues de
ia intoxicacion no existié variacién en la presencia de piomo en la médula. Esto indica
una ligera retencion del toxico entre dichas semana. Sin embargo, hacia el final de ia
prueba continué la disminucion.
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Figura 34, Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
radizonato de sodio en la médula de nifidn.
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8.6 Técnica de Hematoxilina-eosina en el rifién

En el cuadro 8 se observa el grado de dafio del rifidn con respecto ai tiempo
transcurrido después de la intoxicacion crénica con plomo. Las alteraciones histologicas
se presentaron primordialmente en la corteza renal, por lo que la informacion de este
cuadro se refiere a esta area del rifion.

En comparacién con los organismos testigo (Figura 35), los grupos de prueba
tuvieron un gran nimero de alteraciones histolégicas {Figura 36). Sin embargo, en
ambos se observé un ndmero importante de casos con aumento de tamafio del
glomérulo {Figura 36).

En general, los cambios en los tibulos corticales fueron atrofia, edema intersticiai,
tumefaccién y desprendimiento celular hacia la luz tubular. Las aiteraciones del
corplscuio renal fueron aumento glomerular, sustitucion del epitelio plano simple por
epitelio cubico en la capa parietal, asi como disminucion marcada del espacio urinario.
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Cuadro 8. Resultados del anélisis histoldgico en el rifion (corteza) de ratén por la técnica de
Hematoxilina-eosina. Debido a que la corieza fue el drea primordialmente afectada, estos dsfos
representan la informacion solamenie de esa area. '

Al lérmina da Ndmero de dias iranscuridos daespués de la intoxicacién

It inloxicaciin {0} 7 14 21 28 41

Orga-| Cambio Tipo 1127314715234 1]213j41112j3|ald}2]|3]4]112]|3
nismo

Alrofia fjf f tif
Adaplacion Hiperirofia
Hipermlasia

Tumefaceion |d d d d|d d dijd d d d f d djd ¢ d d
Alteracion Esteatosis
reversible | Degeneracion
hidropica

Altaracion Necrosis
irrgversitle (Desprendimient
o material f £ f f|f flf f
citoplasmatico

Edema d f d d d f f
Inflamacion infiltrado
Inflamatorio
Acumtiio

Aumento de
tamario f f f £ f fFFf F £ F] f f
Corpusculo | glomerular
renaf Engrasamiento
capa parietal d d d f d d d d|f f d

Alrofia
Adaptacién Hipertrofia
Hiperplasia

PNM-HA0O0 PEOMCAT

Tumefaccion
Altaracién Esleatosis
reversible | Degenesracién
hidropica

Afteracion Necrosis
irreversible |Desprendimient
o material
citoplasmatico

Edema f

I Inflamacion Infittrado

inflamatorio
Acumiilo

Aumento de
tamafio f i f f t f f
Corpascule | glomerutar
renal Engrasamiento f
capa parietal

PNMATO0O0 OG—-mo

Focal (fy; zonal (z); difuso (d}

A nivel tubular, los grupos de prueba presentaron a la tumefaccion como una
constante casi todo el tiempo que comprendié este estudio. El desprendimiento de
material citoplasmatico y el edema se manifestaron de forma importante durante las
dos primeras semanas pero luego disminuyeron hasta desaparecer. Las alteraciones
del corpusculo renal se presentaron en fa mayoria de los grupos de prueba.
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Figura 35. Micrografia del rifion testigo donde se aprecian los mbblos y glomérulos cortados
transversalments. Técnica de Hematoxilina-eosina (X20). _

o onm L

|- e A e V,,‘_.-___f_:l_.:.'-i,,,,. . s LT . . . Lo
Figura 36. Luego de 7 dias de finalizada fa intoxicacion, el rifidn presenta a nivel cortical, dafio extenso de
los tbulos con el citoplasma poco definido y la posible ausencia o adelgazamiento de la membrana basal
(A); hay una fuerte congestion (B). El glomérulo se ve hipercelular y la capa parietal de la capsula de

Bowman engrosada ©. Técnica de Hematoxilina-eosina (X20).
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8.7 Técnica de Mallory en el rifidon

En el.rifién normal, los elementos del parénquima estan separados por una cantidad
minima de estroma. Este tejido conjuntivo estd formado fundamentaimente por fibras
reticulares, las cuales a su vez contienen coladgena. Por medio de la técnica de Mallory
es posible observar la presencia de depositos irregulares de colagena en los diversos
componentes del rifion (Figuras 37 y 38).

Como se observa en el Cuadro 9, a nivel tubular no existié un incremento en la
cantidad de fibras de colagena. No obstante, la coldgena fue un poco mayor en el
glomérulo durante los primeros siete dias (Figura 37) volviendo mas adelante a la
normalidad (Figura 38). Los conductos vasculares presentaron un aumento moderado
en la cantidad de fibras de colagena durante los primeros siete dias que disminuyé
conforme transcurrio el tiempo.

Cuadro 9. Resultados de la determinacion histoquimica de fibras de colégena en la corteza del nindn
de ratén. Técnica de Mallory.

Al término de Numero-de dias transcurridos despuss de Ja intoxicacion
ta infoxicaciin (0) 7 14 21 28 41

Orga-Lugarde1234123412341234,12341234
nismo depbsito
P
R Tﬂbu!osdelnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
U rifién

Corpusculo
E rena.fnnneeennennnnnneneennnnn
B (Glomérulo)
A Conductos

vasculares eeemmmeeeeeeeeeeeeeemnen

del ifién
T Tabulosdef {n N n n n n n nn n nn n N n n n n
E ifi6n
S
T Comtsculo
I renal  |n n n non n nonon n onon n non nonon
G (Glomérulo)
O Conductos

vasculares |e e & e e e e e e e e e e e @ e e €

del rifion

normal (n); escasa {e); moderada {m); abundante {a).
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) B i Bed b L XL
Figura 37. Depésito moderado de fibras de colégena en los conductos vasculares y escaso en los
corpusculos renales (flecha). Rifidn, siete dias después de la infoxicacion. Técnica de Mallory (x10).

R TR 7. " SRR et B Tkt “-\L'L,__ va D20 5 & %

Figura 38. Depésito escaso de fibras de coldgena en conducto vascular cortado en forma longitudinal
{flecha). La cantidad de fibras de coldgena es normal en los corpusculos renales {glomérulos). Rifion, 14
dias después de la infoxicacion (X10).
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8.7.1 Andlisis estadistico. La prueba estadistica se aplico a los datos de los conductos
vasculares (Cuadro 9), debido a que mostraron una variabilidad importante. A pesar de
que en el Cuadro 11 se observaron diferencias, éstas no fueron significativas para
ninguna tercia (Figura 39). Lo anterior indicdé que bajo estas condiciones
experimentales el contenido de coldgena en el rifion no fue aiterado de manera
significativa por la presencia de plomo.

Figura 39. Resulftados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de
Mallory en los conductos vasculares del rifién.
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8.8 Técnica del Acido Peryodico-Schiff en el rifién

La aplicacién de la técnica del Acido Peryodico-Schiff en el rifién, fue utilizada para
valorar el estado de las membranas basales. Las membranas basales estan formadas
por la proteina reticulina en cuya composicion hay carbohidratos. (Figuras 40).

Los resultados de la reaccion se presentan en el Cuadro 10. Ahi quedd asentada la
falta focal de la membrana basal de los tibulos durante las dos primeras semanas.
Ademas, se registrd un incremento de la membrana basal del corplisculo renal
(gloméruio) en todos los grupos de prueba (Figura 41}.

Cuadro 10. Resultados de la determinacion histoquimica de compuestos formados por carbohidratos
en el rifién de ratén por la técnica de Acido Peryédico-Schiff.

Al térmuna de - Nimero de dias transcurridos despuis de la intoxicacion

la intoxicacyse (0} 7 14 21 28 41
Orga- | Membrana | 1] 2[3]dal1]2t3}a]1]213|4]1]2fj3fj4]i]2}3 (4112124
nismo | basal de:
o Corpiisculo
R renal | f £ f d|¢ f ¢ f[F € ¢ ¢ £ d a|Ff & d F[f f o f
u {Glomérulo)
E
2 Tibuwles ' f f f f[f n n nfn £ n fln n n nlan f o nin f n n
T Corptisculo
E renal tn f f f f _f n n n f nn n n n n nn
? {Gloménilo)
1
g Tubulos nonon n n f n n a n n f n n n A N n

Incremento de la membrana basal del corplisculo tenal (glomérulo). £ focal; z: zonal; d: difusa.
Pérdida de ja membrana basal de los tibulos. f: focal; z: zonal; d: difusa.

8.8.1 Andlisis estadistico. Con el fin de descubrir diferencias entre los grupos contral y
los de prueba, se procedio a aplicar ia prueba estadistica.

Los resultados para |as membranas basales de los tibulos renales se muestran en la
Figura 42. En ocho tercias hubo diferencias significativas. Estas tercias tuvieron como
factores comunes por una parte al grupo testigo o al de 21 dias integrados por rifiones
normales y por la otra al conjunto de 0 dias, compuesto por rifiones con perdida focal
de la membrana basal.
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Figura 40. Transcurridas dos semanas desde que finalizé la intoxicacién, el rifion en fa corteza intema
axhibic sreas tubulares carentes de membrana basal (A) y un incremento focal de esta membrana en &/

cornusculo renal (B). Técpica de Aqida Perv icg-Srhiff (10 n . -

¥ M e EY RN L \‘_A\L s WS A Skt A -’i .‘f S
Figura 41. Después de 41 dias de haber suspendido la intoxicacion, la membrana basal de los tubulos sé
ve normal, en tanto que la del corpusculo renal (glomérulo} estd un poco aumentaga (flacha). Tecnica de
Acido Peryoddico-Schiff (X10).
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Perybdico-Schiff. Membranas basales de los tibulos del rifion.

Figura 42. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para Ia técnica de Acido
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Figura 43. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la técnica de Acido
Peryédico-Schiff. Membranas basales del corptisculo renal (glomérulo} del rifién.
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Las membranas basales del corpusculo renal {(glomérulo) no mostraron diferencias
significativas en ningun caso (Figura 43), a pesar de las heterogeneidad de los datos

{Cuadro 10).
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9. DISCUSION DE L.OS RESULTADOS

Higado. No se conocen investigaciones para el tejido hepatico donde se reporten las
alteraciones histologicas junto con la presencia de plomo, glucdgeno o colagena al
término y después de una intoxicacién oral con plomo. '

Al término de la intoxicacién se observd la mayor intensidad de reaccidn regisirada
por el plomo in sty en el tejido (Cuadro 4), situacién reportada en forma cuantitativa en
fa literatura (Schiick y cols. 1980; Bankowska y Hine, 1985). Se apreciaron abundantes
fibras perivasculares de colagena probablemente relacionada con el aumento en el
contenido total de colagena reportado por Rana y Prakash en-1986. También hubo una
fincidn para glucégeno escasa como lo reportaron Kacew y Singhal (1980). Se
esperaba encontrar las alteraciones histoldgicas mas severas, sin embargo éstas
fueron reversibles probablemente porque las células hepaficas ya se habian adaptado
al estrés de un medio toxico en equilibrio. '

Después de una semana, la intensidad de la reaccion para detectar plomo y
glucégeno permanecid sin cambios cualitativos sustanciales. Schlick y sus
colaboradores (1980) mediante cuantificacion total reportaron una disminucién
importante en el contenido de plomo, probablemente porque utilizaron una
concentracion 200 veces menor. Mientras que la presencia de colagena perivascular y
de glucégeno se mantuvieron sin cambios sustanciaies. cerca de fos conductos
vascutares. A nivel histolégico empezaron a manifestarse cambios irreversibles e
inflamatorios.

Para los grupos de 14 y 21 dias después de la intoxicacion bajé 1a intensidad de la
reaccion por la presencia de plomo en los tejidos. En confraste, aumentaron
igeramente de tamafio las areas perivasculares tefidas de azul y hubo una mayor
coloracion magenta en el parénquima (glucogeno). A nivel histolégico se incrementd la
cantidad y extension de cambios reversibles y disminuyeron las alteraciones
irreversibles. e inflamatorias.

A los 28 dias después de la intoxicacién, casi todo continud sin grandes
modificaciones en comparaciéon con los dos grupos anteriores, a excepcion del nivel
histologico, donde volvieron a intensificarse las alteraciones irmreversibles e
inflamatorias.Por Gitimo, el conjunto de 41 dias después de la intoxicacién, mostrd un
tono débil para la reaccion con ef rodizonato de sodio, escasas sefiales de filamentos
azules perivasculares, distribucion heterogénea parenquimatosa y citoplasmica de
glucogeno y, una disminucion en el nimero de variaciones histolagicas de todo tipo.

Como se aprecia en ios parrafos anteriores, la presencia ‘de plomo en el higado tuvo
una tendencia decreciente tal como se reportd en estudios de contenido total de plomo
para este érgano (Schlick y cofs. 1980; Bankowska y Hine, 1985). La tendencia
histologica fue irregular y no se encontré reportada en la literatura. Este
comportamiento quizés se deba a un desequilibric de la concentracién de plomo en el
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organismo y a la liberacién de parte de los reservorios del mismo hacia la sangre.
Como resultado puede haber una cantidad mayor de plomo recibida por los hepatocitos
(grupos de 7 a 28 dias después de la intoxicacién). A los 41 dias después de la
intoxicacion, quizas ha vuelto la estabilidad al sistema y la recuperacién histolégica total
no tarde mucho tiempo o nunca se alcance de nuevo.

No se encontraron reportes en la literatura del comportamiento de la colagena, pero
por la naturaleza de la misma se esperaba una tendencia hacia el incremento nunca lo
contrario. En este trabajo fue casi constante a lo largo del experimento con variaciones
probablemente debidas a factores propios de cada organismo. Por otra parte, se
observé que la tincién para glucégeno se incrementd conforme pasé el tiempo después
de la intoxicacion, tal como se report6 en la literatura (Hacker y cols. 1990).

Es importante mencionar que los datos sobre la presencia de plomo guardaron
correspondencia unicamente con los cambios en el contenido de glucégeno.

Rifién. En el caso del tejido renal Gnicamente se encontré un estudio donde se
reportan e} contenido de plomo junto con las alteraciones histoldgicas al final de la
intoxicacion y después de que pasé un periodo de tiempo. La tendencia fue hacia la
disminucion en ambos casos (Bankowska y Hine, 1985). Para el contenido de colagena
y la preservacion de la membrana basal, no se encontré ningan reporte. La variacion de
la colagena probablemente se debi6 a factores propios de cada organismo.

Rifién inmediatamente después de la infoxicacién. Hubo una fuerte reaccion por
presencia de plomo en la corteza tal como lo reporté Craan y sus colaboradores (1986),
mientras que la coldgena perivascular fue escasa. Este grupo presento el primer lugar
en la pérdida focal de la membrana basal y de las alteraciones histologicas, ambas a
nivel corticotubular. :

Rifion siete dias después de la intoxicacion. Disminuyé la presencia de plomo en fa
corteza, pero se incrementd en la médula. Lo anterior sugiri6 un desplazamiento dei
metal desde la corteza hacia la médula probablemente para su eliminacién. No se
reporté nada similar en la literatura. La colagena en el corpusculo renal y los conductos
vasculares fue la mas notoria de todos los grupos. Con reiacién al grupo anterior,
disminuyeron las alteraciones de-la membrana basal (tubular y corpuscular). Los
cambios histolégicos disminuyeron a nivel corticotubular, pero empezaron a
manifestarse en los corpusculos renales.

Rifi6n 14 dias después de la infoxicacion. La presencia de plomo cortical fue similar
al del grupo anterior, pero disminuyé en la medula, mientras que se incrementaron un
poco las alteraciones de la membrana.basal en los tubulos. La colagena y los cambios
histoldgicos continuaron su tendencia descendente tanto en tubulos como en los

corpusculos renales.
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Rifién 21 y 28 dias después de la intoxicacion. Siguié la tendencia descendente para
la presencia de plomo y las alteraciones histologicas. Los cambios en la colagena se
mantuvieron estables, mientras que descendieron las alteraciones de la membrana
basal en tabulos, pero aumentaron en el corpiisculo renal. ‘

Rifion 41 dias después de la intoxicacion. La reaccion de este grupo a las cualro
“técnicas de tincién dieron los datos méas parecidos a los de un organismo testigo.

En este caso, La presencia de plomo in situ en el tejido solamente guardé
correspondencia con los cambios histologicos. '

En forma conjunta se observo que la presencia de plomo en el higado y el rifdn fue
evidente después de 40 dias de intoxicacién oral (Cuadros 3 y 7). Esta observacién
coincidié con lo mencionado por varios investigadores (Schiick y cols. 1980; Wigfield y
cols. 1986; Victery y cols. 1987; Torra y cols. 1989; Siny cofs. 1992), quienes utilizando
disefios experimentales diferentes al del presente estudio, reportaron gue al término de
una intoxicacion con plomo, aumenté el contenido de este metal en ambos 6rganos. En
el rifidn esta presencia fue mas evidente en la corteza tal como lo reportaron por Craan
y sus colaboradores {1986) quienes realizaron una cuantificacion total de plomo en
fragmentos separados de corteza y méduia renal.

La acumulacién del plomo en el higado puede deberse a su localizacion en el flujo
portal del tracto gastrointestinal. Esto permite la captacion de toxicos ingeridos que son
facilmente difundibles hacia los hepatocitos por el epitelio fenestrado de los sinusoides
(Treinen, 1996). Ademas, este 4rganc es el centro de desintoxicacion del cuerpo y
recibe un gran volumen de sangre, fluido que es el principal fransporte de piomo para
su difusién. En el caso del riidn, por ser el centro de filtracién y reabsorcion dei cuerpo,
facilmente puede absorber y acumular plomo (Nolan y Shaikh, 1992).

{ a intensidad de la reaccién al rodizonato de sodio en el rifidn fue mayor que ia del
higado (Cuadro 3 y 7). La diferencia de la acumulacién entre estos dos drganos se
reportd tanto en intoxicacion con plomo directa (Bankowska y Hine, 1985; Kumar y cols.
1988; Martinez y cols. 1995), como oral (Wigfield y cols. 1986; Sin y cols. 1992; Nehru y
Kaushal, 1993). Este comportamiento se explica por Ia histologia de ambos organos. El
higado tiene sinusoides por donde las proteinas enlazadas al plomo facilmente
escaparian del plasma en el fluido intersticial, asi como células reticuloendoteliales
fagociticas que podrian capturar plomo ya sea entazado a grandes moléculas o en
suspension en el plasma. E| rifidn, por su naturaleza filtrante ¥ reguladora del equitibrio
hidrico puede almacenar una gran cantidad de plomo (Bradbury y Deane, 1 986).

Luego de suspender la intoxicacion, ia presencia del toxico en el higado vy el rifion
disminuyé conforme se incrementd el tiempo (Cuadros 3 y 7). Por lo tanto se acepté ia
hipétesis planteada en este estudio, hecha con base en cuantificaciones totales de
plomo para intoxicaciones directas (Villareal y Villegas, 1987; Jones y cols. 1994) y

orales (Schiick y cols. 1980; Wigfield y cols. 1986).
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Después de una semana de haber suspendido la intoxicacion, en el higado no se
apreciaron cambios importantes en la intensidad de la reaccién para el parénquima y
los eritrocitos. Sin embargo, a la siguiente semana se observé una disminucion
importante en el parénquima (Cuadro 3). Algo similar fue reportado por Sorensen y
Bhattacharyya (1988), quienes aplicaron en ratones una inyeccion de plomo. Después
de una semana, el contenido total de plomo en el higado fue del 9.8 % del toxico
inyectado. A la siguiente semana el anélisis del contenido total de plomo mostré una
concentracion de 3.9 % del téxico inyectado. :

L os resultados del Cuadro 3 y la Figura 19, son evidencia de que la eliminacion del
téxico en el higado se llevd a cabo en cuestién de semanas. De tal manera que los
resultados observados durante tres semanas consecutivas nunca presentaron
intensidad de reaccion similar dentro del periodo de estudio. En el higado, la intensidad
de la reaccién al plomo en los eritrocitos fue mayor que en el parénquima. El periodo de
vida del hepatocito en ratas es de aproximadamente 200 dias (Plaa, 1991). Si para el
ratén fuera similar, entonces la disminucion de la coloracion a los 41 dias
probablemente no sea el resultado de una descamacion. La salida del téxico debib ser
entonces a través de la sangre y la bilis (Conrad y Barton, 1978 citado por Kumar y
cols. en 1988), posible razén de esa diferencia.

Para el rifién, siete dias después de la intoxicacion, la reaccion mas fuerte se
presentd en la médula (Cuadro 7). Este comportamiento sugirié un desplazamiento del
metal desde la corteza hacia la médula probablemente para su eliminacién. No se
encontraron estudios donde se apoye o rechace la hipdtesis anterior. Conforme pasé el
tiempo, la coloracién en el rifién primero se homogeneiz6 y luego decrecid, llevandose
a cabo mas rapidamente en la médula (Figuras 33 y 34). Los resuitados del Cuadro 7
indicaron que después de 28 dias de la intoxicacién, adn hay rastros de plomo en el
rifién, mientras que a los 41 dias después de la intoxicacion, la coloracion fue parecida
a la del testigo. Existen estudios donde se reporté que tras un periodo de recuperacion,
disminuyd el contenido de plomo renal en los organismos de prueba. Sin embargo, su
concentracién continuaba siendo mayor que la de los organismos testigo (Bankowska y
Hine, 1985 Wigfield y cols. 1986). Es importante mencionar que en dichos estudios se
trabaij6 con disefios experimentales diferentes al utilizado en este estudio.

La presencia de plomo en el higado y el rifion despues de un periodo de
recuperacién puede explicarse con base en los siguientes estudios:

a) Schiick y sus colaboradores (1980), sefialaron que en ratén la exposicion diaria a
concentraciones de plomo mayores que 0.03 ppm (0.000003 % p/v), excede la
capacidad de excrecién y movilizacion del metal por el organismo. Como resultado
puede haber una elevacion del contenido de plomo en los 6rganos. Después de
varios dias de omision del toxico, el cuerpo estd en posicion de excretarlo
lentamente. En el presente estudio, fa concentracién de plomo empleada fue 200
veces mayor (0.06 % p/v) y el tiempo de intoxicacién de 40 dias. Bajo estas
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circunstancias fue probable que a cuatro semanas de haber finalizado la
intoxicacion, todavia hubiera rastros-del toxico en los tejidos hepatico y renal.

b) Después de una inyeccion de plomo, ‘el ratén exhibe un patrén bifasico de excrecion
total, formado por un componente rapido y uno lento (Choie y Richter, 1980; Keller y
Doherty, 1980 citado por EPA en 1986a). Kumar y sus colaboradores (1988),
mencionaron que para el higado y el rifién, el primer componente dura unas horas y
el segundo varios dias (Cuadro 1). Debido a este patrén bifasico y a la naturaleza
acumulativa del plomo, es.probable que aun exista el téxico en el higado y el rifién
después de varias semanas de habetlo suspendido.

A nivel histoldgico, los higados de los ratones de prueba presentaron tumefaccion,
esteatosis, necrosis y acimulos de leucocitos principalmente en ia zona centrai del
lobulilio {Cuadro 4). Otros autores han reportado alteraciones similares ubicadas en la
misma zona (Karmakar y cols. 1986; Russo y cols. 1988, Riera y cols. 1993). De
acuerdo con Treinen (1996), la zona centrolfobulillar recibe el menor aporte de oxigeno
y es la mas susceptible a sufrir dafios.

En el rifién las alteraciones histoldgicas se localizaron principalmente en la corteza,
probablemente porque ésta constituye la mayor porcion del rifién y recibe un 90 % del
flujo sanguineo renal. Ademas, el transporte tubular de metales pesados se localiza
primordialmente en el tabulo proximal (Goistein y Schenelliman, 1994). Los grupos de
prueba presentaron tumefaccién, desprendimiento celular y edema intersticial a nivel
tubular (Cuadro 8). Las dos primeras alteraciones fueron mencionados por otros
autores como cambios subletales y desorganizacion necrética de los tdbulos (Russo y
cols. 1988; Goyer, 1989; Bankowska y Hine, 1985; Fowler y cols. 1980).

Por su parte, el corpisculo renal de los grupos de prueba (Cuadro 8), mostré un
aumento del tamafio glomerular y un engrosamiento de la capa parietal de la capsula
de Bowman. De acuerdo con la literatura, el glomérulo sufre muy pocas alteraciones
histolégicas por accion del piomo. Por medio de técnicas especiales se han reportado
cambios glomerulares a nivel endotelial, de membrana basal y de depdésito de
inmunaglobulinas (Russo y cols. 1988; Fels y cols. 1994; Klaassen, 1991 citado por
Yamauchi y Fowler en 1996). Estas alteraciones podrian causar el incremento en el
tamafio glomerular, observado en este estudio por medio de microscopia de luz
{Cuadro 8). En cuanto al engrosamiento de fa capa parietal de la capsuia de Bowman,
la literatura reporta que es un cambio morfolégico normal que se presenta en el raton
macho adulto de laboratorio (Kapfan y cols. 1983; Cunliffe-Beamer y Les, 1987), o por
lo menos en algunas de sus cepas (Frith y cols. 1992), el cual puede aumentar a causa
de la intoxicacién por plomo (Van Esch y Kroes, 1969). En el presente estudio (Cuadro
8), el corpusculo renal de los organismos de prueba presentd un engrosamiento de la
capa parietal que casi nunca se observo en los testigos.
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La tumefaccién causada por el plomo se observd tanto en el higado como en el
rifién. Puede deberse a la alteracién del transporte de iones y el equilibrio hidrico por Ia
unién directa del metal con la membrana celular (Nolan y Shaikh, 1992; Riera y cols.
1993). También puede darse en forma indirecta por ia unién del plomo con la
membrana mitocondrial y la inhibicién de la succinato deshidrogenasa y de! transporte
de electrones (Riera y cols. 1993; Nehru y Kaushal, 1993). Al frenarse los procesos de
la cadena respiratoria celular que se llevan en la mitocondria, . disminuye la
concentracion de ATP y el metabolismo celular (Fowler y cols. 1980 y 1996; Russo y
cols. 1988 ). La pérdida de ATP, ademés es acelerada debido a que el plomo aumenta
la actividad de las fosfatasas (Nehru y Kaushal, 1993).La pérdida de ATP provoca
efectos generalizados sobre muchos sistemas dentro de la célula incluyendo el
transporte activo en la membrana celular. Se presenta una insuficiencia de la bomba de
sodio y por ende hay una degeneracién de fa membrana por la imposibifidad celular de
mantener el equilibrio metabélico (equilibrio osmético). El resultado es la acumulacion
de sodio intracelular y la salida de potasio de la célula. La ganancia de solutos se
acompafia del ingreso isoosmoético de agua, provocando la desorganizacion celular
(Cotran y cols. 1990). '

- La esteatosis observada Unicamente en el higado, es una acumulacion anormal de
grasas, predominantemente triglicéridos, precedida por tumefaccién o degeneracion
hidropica. Se forma principalmente en las células que participan en el metabolismo de
los lipidos como el hepatocito. Son el resultado de la manifestacion de lesion téxica o
hipéxica causada por aiteraciones del metabolismo, tales como: a) entrada excesiva de
acidos grasos; b) aumento en la sintesis de acidos grasos; ¢) disminucién en la
oxidacién de acidos grasos; d) aumento en la esterificacion de acidos grasos; e)
disminucion en la sintesis de lipoproteinas y f) alteracion de la secrecion hepatica
(Anderson y Scott, 1980; Cotran y cols. 1990; Plaa, 1991; Treinen, 1996). Al parecer
no hay reportes del mecanismo de accion del plomo en e! hepatocito para dar origen a
esta alteracién. Unicamente hay estudios sobre como el plomo inyectado aumenta la
produccién de colesterol, necesario para formar las membranas citoplasmaticas
durante la mitosis (Dessi y cols. 1989):

La necrosis fue reportada como tal en el higado (Cuadro 4), e interpretada en el
rifién como desprendimiento celular (Cuadro 8). Este dafio histolégico es el resultado
de un estrés excesivo y esta relacionado con hinchazén y goteo celular, desintegracion
. nuclear y flujo de células inflamatorias (Cofran y cols. 1990).

En el presente estudio no se observé edema intersticial en el higado (Cuadro 4).
Generalmente cuando este o6rgano presenta una inflamacion, no hay cambios
vasculares y dei exudado debido a que su tejido conjuntivo es reticular. Este tejido es
fino, delicado y poco visible. En su lugar, la inflamacién esta marcada por la migracion
de células inflamatorias a las regiones dafiadas para formar acumulaciones focales
{Wheater y cols. 1992). Los focos leucocitarios son una forma bien conocida de dafio
hepatico por téxico v, también estan relacionados con los hepatocitos necroticos

(Treinen, 1996).
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En el caso del rifion si hubo edema intersticial (Cuadro 8). En ningln otro estudio se
menciond esta alteracion. Una explicacion posible es que el piomo lesione los capilares
glomerulares haciéndolos anormalmente permeabies a las proteinas que pasan a la luz
tubular donde pueden ser eliminadas provocando proteinuria (Yamauchi y Fowler,
1996) o quedar atrapadas por el intersticio causando el edema (Anderson, 1979).
También puede ser el resuitado de alguna falla en la aplicacion de la técnica
histolégica.

Varias alteraciones reportadas en otros estudios no fueron encontradas en este
trabajo. La causa probable fue el menor tiempo de intoxicacion utilizado en ef presente
estudio. A continuacion se menciona cada una en forma particular:

a) Cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusién son observados en poco tiempo tanto
en el higado como en el rifidn cuando el toxico es inyectado. (Fowler y cols. 1980,
Bankowska y Hine, 1985; Goyer,-1989, 1993; Ortega y cols. 1996). En intoxicaciones
por via oral, se requieren de altas concentraciones def metal y exposiciones
prolongadas para que se aprecie esta alteracion (Sorensen y Bhattacharyya, 1988;
Riera y cols. 1993). Ninguna de las dos condiciones anteriores fue cubierta en el
presente estudio. Sin embargo, no se puede descartar totalmente su existencia
hasta emplear técnicas especificas de tincion para detectarlos como la de carbol-
fucsina o la de Ziehl-Neelsen (Goyer, 1989). Lamentablemente lo anterior no estuvo
dentro de los objetivos de este trabajo.

b) Hiperplasia, hipertrofia y citomegalia. Los compuestos de plomo funcionan como
mitégenos directos cuando se aplican en forma inyectada tanto en higado
(Columbano y cols. 1983; Roomi y cols. 1986; Dessi y cols. 1989; Hacker y cols.
1990; Shinozuka y cols. 1994), como en el rifién (Choie y Richter, 1974, 1980;
Stevenson y cols. 1977; Ward y cols. 1993; Shinozuka y cols. 1994), produciendo
hiperplasia e hipertrofia. En forma oral, dosis altas (1,000 ppm) de plomo en lapsos
de tiempo largo (un afio) dan por resultado hiperplasia atipica y carcinogenesis (Mao
y Molnar, 1967; Van Esch y Kroes, 1969). Mientras que concentraciones moderadas
del téxico de 250 ppm durante seis meses no causo hiperplasia o hipertrofia, pero si
citomegalia (Fowler y cols. 1980; Bankowska y Hine, 1985). A la concentracién del
metal (600 ppm) y periodo de tiempo de este estudio, no se observé ninguna de las
tres alteraciones. Sin embargo, cuando se administré una concentracion similar a la
del presente estudio en ratones por via oral (madre) en la gestacion y lactacion se
reportaron casos posteriores de hiperplasia atipica y tumoracion (Waalkes y cols.
1995).

Adicionaimente, no existié6 una tendencia para las alteraciones histologicas en el
higado. Hubo pocas alteraciones al término de la intoxicacion y 41 dias despues de la
misma, asi como mayor incidencia de efectos en los grupos de 7, 14, 21 y 28 dias
después de la intoxicacién (Cuadro 4). En este caso, fue rechazada la hipbtesis
planteada en este estudio sobre una tendencia hacia la recuperacion histolégica
conforme paso el tiempo después de suspender la intoxicacion. Este comportamiento
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probablemente se deba a lo siguiente: antes de retirar el téxico, quizas existid un
equilibrio de la concentracién de plomo en todo el organismo. Al eliminar la fuente de
intoxicacion puede haber un desequilibrio en la concentracidn de plomo en el
organismo. Los depositos enddgenos tal vez empezaron a liberar parte de su reservorio
hacia la sangre. El higado con sus células adaptadas para captar una cantidad
constante del téxico, probablemente se vean saturados con una mayor concentracion
del metal. Esto podria ser parte de la respuesta a la presencia de daiios mas severos
de los 7 a los 28 dias. Para los 41 dias, quizd ha vueito la estabilidad al sistema y la
recuperacion histologica total no tarde ya mucho tiempo o nunca se alcance de nuevo.
No se conocen reportes que apoyen o refuten-este comportamiento.

£n el caso del rifién, las alteraciones histologicas continuaron presentes después de
41 dias (Cuadro 8). Waalkes y sus colaboradores (1995), observaron que los efectos
de una intoxicacién con plomo via oral en la gestacion y lactacién continuaron después
de 108 dias. No obstante lo anterior, la tendencia fue descendente (Cuadro 8) y por lo
tanto se aceptd la hipdtesis planteada en el presente estudio. Una circunstancia
parecida fue reportada por Piasek y sus colaboradores (1989). Ellos observaron que al
descontinuar la exposicion oral a plomo en ratas, cinco semanas después hubo
reversibilidad de los cambios morfolégicos en ei rifidn.

Por otra parte, el aumento anormal de coladgena detectado por la técnica de Mallory
en el tejido es una sefial de cicatrizacién tisular frecuente en la cirrosis hepatica
(Sheehan y Hrapchak 1980) y de fibrosis intersticial por intoxicacién crénica con plomo
en el riién (Weeden y cols. 1975 citado por Nolan y Shaikh, 1992; Goyer, 1971,1989 y
1996). En el presente estudio, el aumento de esta proteina se detectd tGnicamente a
nivel vascular. De acuerdo con los resultados de los Cuadros 5 y 9y, de las Figuras 24,
25 y 39, esta alteracion se mantuvo casi constante a lo largo del experimento, por lo
que la hipétesis de que la presencia de.colagena disminuiria conforme pasara el tiempo
después de la intoxicacién fue rechazada. Rana y Prakash (1986), reportaron el
aumento del contenido total de colagena en higado luego-de una intoxicacion por
intubacién gastrica. Greenberg (1990), mediante implantacion subcutanea de esferas
de plomo, notd la presencia de colagena en el parénquima. El mecanismo de formacion
de colagena en el higado por téxicos quimicos puede ser por estimulo directo de las
células de lto. Estas células son los responsables de la produccion de esta proteina
(Treinen, 1996).

En la prueba del Acido Peryddico-Schiff para detectar glucégeno en el higado se
observé que a pesar de que la prueba estadistica solo registro diferencias significativas
entre los grupos de prueba en el area portal (Figuras 28, 29 y 30), con base en los
datos del Cuadro 6 se establecié el siguiente comportamiento general: Al final de la
intoxicacion (0 dias) disminuyd la presencia de glucdégeno, mas tarde se incremento
conforme pasé el tiempo de recuperacion. A los 41 dias, se obsefrvaron numerosos
acumulos del polisacarido distribuidos irregularmente en el citoplasma (Figura 27), pero
también areas hepaticas con escasa presencia. Esto coincidié con lo reportado por
otros autores. Kacew v Singhal (1980), informaron que en ratas la administracion oral
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de plomo en el agua de beber durante 56 dias produjo una reduccion significativa del
glucégeno hepético. Tras un periodo de recuperacion, se incrementé el contenido de
glucogeno perc no hubo una reversion total de los cambios observados en el
metabolismo hepatico. Hacker y sus colaboradores (1990), observaron que una
inyeccién de nitrato de plomo aplicada a ratas produjo una pérdida total de glucogeno
en el parénquima. A los 20 dias, se recuperd todo el glucégeno e incluso hubo mas que
en el control.
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11. SUGERENCIAS

Es importante realizar algunas recomendaciones que se generaron en el transcurso
de este trabajo. Estas son las siguientes:

o Repetir el experimento, considerando periodos de evaluacion posteriores a la
intoxicacion mas prolongados con el fin de ampliar el panorama la tendencia de las
alteraciones histolégicas e histoquimicas en el higado y el rifion.

o Llevar a cabo un estudio del patron bifasico de excrecion para una intoxicacion oral
en forma global y por 6rgano para obtener mas informacién sobre ia principal forma
de ingestidn actual de plomo en humanos

¢ Realizar un estudio sobre el traslado de plomc en el rifidn después de una
intoxicacién con plomo para determinar tiempos de desplazamiento y de
permanencia en ia corteza y médula renales.

« Aplicar técnicas especificas para enzimas que intervienen en el metabolismo del
glucégeno bajo un disefio experimental de la intoxicacion via oral. '

¢ Aplicar técnica de fraccionamiento {(Craan y cols. 1986) en higado para detectar
plomo en regiones especificas y poder relacionario con zonificacion histoldgica.
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ANEXO 1

13. ANEXO 1. Histologia del higado y el rifién

HIGADO

El higado es la mayor glandula compuesta del cuerpo, el principal érgano metabdiico y el
centro de desintoxicacién central donde se degradan las drogas y el aicohol. Sus funciones
importantes y numerosas incluyen el servir como almacén general para los carbohidratos;
secrecion de glucosa, de proteinas plasmaticas y lipoproteinas hacia la corriente sanguinea, y
la secrecion de bilirubina y sales biliares (para emulsionar las grasas, ayudando en su
digestién y absorcién) hacia el duodeno como componente de la bilis (Comrack, 1986).

El higado tiene color pardo rojizo confinado por una capsula delgada de tejido conectivo
denso (capsula de Glisson) y cubierta en buena medida por una capa visceral de mesotelio
peritoneal. Se ubica principalmente en la porcion derecha del cuerpo, con la superficie superior
convexa adaptada a la superficie inferior concava del diafragma denominada bdveda
diafragmatica (Ham, 1970 y Geneser, 1989).

En el humano tiene dos 16bulos principales, el derecho mayor que el izquierdo. La superficie
inferior del higado tiene impresiones que dejan en ellas los diversos drganos con los cuales
normalmente esta en contacto (partes del tubo digestivo y del rifién derecho); por lo que a
veces se denomina superficie visceral. La superficie visceral presenta un surco fransversal
profundo y corto denominado hilio hepético o porta (puerta) del higado (Ham, 1970 y Comrack,
1986).

En el hilio hepatico a partir de la capsula de Glisson se extiende el arbo! de tejido conectivo
penetrando en la sustancia del higado, donde se ramifican tan ampliamente que ninguna parte
de la sustancia hepatica estd a distancia mayor de uno o dos milimetros de una o, de varias de
sus ramas, proporcionando sostén interno al higado (Ham, 1970). También a nivel del hilio
hepatico, la vena porta, la arteria hepatica, los vasos linfaticos y los conductos biliares penetran
en la sustancia del tronco def tejido conectivo y después cada uno de los vasos se ramifica
siguiendo cada rama del arbol. Cada rama del arbol se denomina tejido conectivo periportal
debido a que rodea la triada portal o de Glisson, es decir, una ramificacién de la arteria
hepatica, ta vana porta y el sistema de vias biliares (Ham, 1970 y Geneser, 1989).

Los vasos linfaticos principales y los dos conductos biliares principates uno procedente del
I6bulo derecho y el otro del izquierdo, abandonan el higado a nivel de la porta. Los dos
conductos biliares principales pronto se unen para constituir un conducto Unico. Este se une al
conducto cistico procedente de la vesicula, y el coledoco (lleva bilis) al duodeno (Ham, 1970).

El higado fiene una irrigacion sanguinea especial, puesto que recibe sangre arterial y
venosa. Por la vena porta ingresa al higado sangre venosa desde el tracto gastrointestinal, el
bazo y el pancreas. La sangre portal contiene todas las sustancias absorbidas desde el
intestino {a excepcion de lipidos), que de este modo pasan por el higado en su camino hacia la
circulacién general. El higado recibe también la arteria hepatica que le entrega sangre arterial.
La sangre de la vena porta y la arteria hepética, que representan aproximadamente un 75 % y
un 25 % respectivamente, de fa irrigacién sanguinea hepética, se mezclan en el pasaje por el
higado y drenan por medio de las venas centrales hacia las venas suprahepéticas, ambas
siguen cursos diferentes del que corresponde al arbol del tejido conectivo a través de la
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sustancia hepética. Finalmente se vacian en la vena cava cuando ésta se halla en estrecho
contacto con la parte posterior de! higado (Ham, 1970 y Geneser, 1989).

De acuerdo con Ham, (1970), al observar un corte del higado con el objetivo de poco
aumento, se pueden ver.

a) Cortes perpendiculares y oblicuos del arbol del tejido conectivo, cada uno conteniendo una
rama de la vena porta, arteria hepatica, conducto biliar y linfatico (espacio poria).

b) Corte perpendicular u oblicuo de venas centrales o sublobulillares que alejan la sangre del
higado. Estas no son tan numerosas como las vias portales.

¢) Lienando todo el resto del espacio, y constituyendo ia mayor parte de lo que se observa en
un corte, queda la sustancia del higado. Esta se denomina su parénquima, término proveniente
del griego que significa "algo que se vacia” . E! parénquima, por lo tanto, ocupa todo el espacio
entre los anteriores componentes, como si lo hubieran vertido para llenar estos espacios. Las
células del parénquima son las que efectian el trabajo del higado.

Existen tres maneras igualmente vélidas para explicar las complejidades internas del higado
(Ham, 1970 y Comrack, 1986).

Lobulillo hepatico. En forma tradicional, el higado consiste de estructuras microscépicas en
forma de prisma hexagonal denominadas lobulillos hepaticos (Figura A1). La forma mas simple
para empezar a comprender la formacién de lobulillos es examinar un corte de higado de
cerdo, porgue en este animal y en algunos otros, los lobulillos estan claramente delineados por
tabiques interlobulillares. Estos tabiques delimitan inequivocamente areas de forma hexagonal
aproximada en cuyas esquinas se localizan los espacios porta mas o menos triangulares, cada
uno conteniendo una triada de Glisson. En el centro de cada area hexagonal se encuentra una

vena central.

En la mayor parte de los mamiferos, entre elios el hombre y el raton, existe muy poco tejido
conectivo que solo fimita incompletamente los lobulillos vecinos. El parénquima hepético forma
por ello una masa continua sin lobulacion definida, sin embargo se pueden encontrar los
espacios porta y las venas centrales en las posiciones correspondientes y constituir marcas
utiles para visualizar los limites y centros de los lobulilios. El lobulillo hepatico se divide en tres
regiones que son la central en los alrededores de la vena central, {a periportal cerca de los
espacios porta y la media ubicada entre las antes mencionadas (Comrack, 1986).

Figura A1. Esquema que ilustra el concepto de la sustancia hepatica formada por lobulillos clasicos de
forma hexagonal. Solo se aprecian tres de las seis raicillas portales y tres se indican con la letra “M".
(Tomado de Geneser, 1989).
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El parénquima esta formado de lo que parecen ser hileras o cordones irregulares de células
poliédricas, que se anastomosan y van desde la periferia del lobulilio hacia la vena central. Las
células que constituyen estos cordones son los hepatocitos, las células funcionales principales
del higado (Figura A2). Entre las hileras de hepatocitos hay espacios mas claros semejantes a
hendiduras; son las vias sanguineas llamadas sinusocides, estén separadas de las hileras de
hepatocitos por unas hendiduras llenas de liquido, e! espacio de Disse (Ham, 1970).

La pared sinusoidal estéd compuesta de células endoteliales y macréfagos fijos denominados
células de Kupffer. Las células endoteliales son planas y forman la mayor parte de la deigada
pared sinusoidal. Las células de Kupffer son macréfagos fijos originados a partir de monocitos
que llegan al higado por ia sangre. Tienen forma de estrella y sus nicleos son més globosos
que en las células endoteliales planas. Tienen como funcidn primaria ingerir y degradar material
particulado (Geneser, 1986}

El revestimiento del sinusoide hepético que forman dichas células es imperfecto de manera.
que retiene a las células sanguineas y plaquetas pero deja pasar plasma sanguineo a través de
los grandes poros de su pared y de las areas cribadas que atraviesan el citoplasma de las
células endoteliales de revestimiento hacia el espacio de Disse (situado entre los cordones
hepaticos y la cubierta endotelial de los sinuscides) donde se proyectan las microvellosidades
del hepatocitos que son bafiadas por el plasma con el cual itevan.a cabo el intercambio de
sustancias en los dos sentidos {(Geneser, 1989).

Figura A2. {A) Representacién esqdemética de ia parte de un lobulillo, donde se aprecian los cordones
hepéticos, los sinusoides revestidos de reticuloendotelio y las células de Kupffer. (B) Distribucion espacial
entre ef endotelio de los sinusoides hepéticos y el espacio de Disse (Tomado de Comrack, 1986).

A,

Célula de Kupffer,

Arteria hepétk:a/ '

Células endoteliales
de un sinusoide

Espacio de Disse

Trabécula de hepaiocitos
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En el espacio de Disse no existe lamina basal siendo el Unico sostén para el parénquima
hepético y sus sinusoides unas cuantas fibras reticulares que se encuentran en ese espacio.
Aquf se encuentran las células de ito ubicadas entre las células endoteliates y los hepatocitos.
Las células de ito sintetizan la colagena y son el principal sitio de almacenamiento de vitamina
A del cuerpo (Treinen, 1994)

Cada hepatocito asi como tiene buena parte de su superficie cubierta por sinusoides,
también posee regiones desnudas de su superficie que limitan a uno o méas canaliculos biliares.
Ambos tipos de superficie poseen microvellosidades. Los canaliculos biliares representan
surcos superficiales yuxtapuestos en las superficies de hepatocitos contiguos y constituyen por
lo tanto espacios tubulares intercelulares entre los hepatocitos con una {uz sellada a otros
espacios intercelulares por medio de uniones estrechas contiguas del tipo de zonulas de
oclusién (Figura A2). La bilis secretada al interior de estos canaliculos solo puede abandonar el
higado drenando hacia el conducto biliar de un érea portal (Comrack, 1986).

El conducto biliar de un Area portal, tienen un recubrimiento de células cibicas bajas. La bilis
contiene sales biliares, bilirrubina y esteroides. Una caracteristica facil de recordar del Iobulillo
clasico es que la sangre y la bilis fluyen en direccionas opuestas.

Lobulillo portal. Debido a que Ia lobulacién clasica es muy poco notable en la mayoria de los
. mamiferos y a que era tradicién histoldgica considerar al iobulillo de una gléndula exocrina
como una acumutacion de unidades de secrecion con un conducto excretor comiin ubicado en
el centro, se pensd en una concepcidn alternativa de la lobulacién hepatica, el lobulillo portal. El
Lobuliflo portal se compone de partes de tres I6bulos clésicos limitrofes que liberan se
secrecién (bilis) en la via biliar interlobuliliar axial coman. Es decir que ef conducto excretor esta
ubicado en el centro del lobulillo (Ham, 1970 y Comrack, 1986).

Acino hepatico. En la Figura A3 se presenta una manera mas reciente e innovadora de
considerar al higado, consiste de masas de tejido morfolégicamente confusos y no circunscritas
itamadas acinos hepaticos, que estan ordenadas de acuerdo a su suministro sanguineo axial, lo
que constituye esencialmente un concepto funcional (Ham, 1970 y Comrack, 1986).

Figura A3. Esquéma de un &cino hepético sobre un diagrama de lobulifo clésico para apreciar as
diferencias entre los dos conceptos. Desde la reicilla portal los vasos sanguineos bajan verticalmente
hacia “M" para formar la columna vertebral del écino (Tomado de Ham, 1970 y Comrack, 1986).




ANEXO 1

El acino hepatico tiene forma mds o menos ovoide, incorpora fas partes contiguas de dos
lobulilios clasicos vecinos enire dos venas centrales y presenta una rama terminal de la arteria
hepatica, la vena porta y las vias biliares como eje (Ham, 1970 y Comrack, 1986}. Para
enfender lo que constituye un acino hepdtico es necesario considerar o que comprende su
estructura vascular: desde los vasos del espacio porta emergen en tres direcciones ramas
laterales que alimentan a las ramas terminales diminutas de la arteria hepatica, la vena porta y
las vias biliares, contenidas en una placa de células hepaticas en la periferia del lobulillo, ta
placa limitanie de ahi la sangre pasa a los sinuscides de donde circula radiaimente hacia el
centro del iobulillo. Asl un acino adquiere su .irrigacién sanguinea de las ramas terminales de la
arteria hepética y de ta vena porta y libera su secrecion al conducto biliar (Ham, 1970 y
Comrack, 1986).

Las células de cada acino forman ademas zonas concéntricas funcionales debido a que las
células mas cercanas al eje reciben sangre mas rica en oxigeno y nutrientes que las células
de las zonas mas periféricas (cerca de las venas centrales). En consecuencia las células de la
zona mdas interna tienen menor tendencia a sufrir necrosis, mayor capacidad de oxidar acidos
grasos, sintetizar glucégeno y proteinas plasmaticas transformar amonio a urea y, poseen
mayor capacidad de regeneracion que ias células de las zonas mas periféricas. La zona
periférica representa el sitio principal de la desintoxicacion del alcohol y las drogas cerca de la
vena central. A pesar de la utilidad del concepio de acino, la terminologia lobular es usada para
describir regiones de lesiones patolégicas del parénquima hepético. Afortunadamente las tres
zonas del acino coinciden con las tres regiones del lobulilio (Treinen, 1994).

Las tres concepciones de la minima unidad estructural y funcional no son incompatibles,
puesto que todas parten en principio de las mismas caracteristicas histolégicas, aunque
incluyen cantidades distintas y variables de! parénquima hepético. Considerando la relacién
entre estructura y funcién en el higado desde varios puntos de vista es mas facil comprender
los aspectos de la fisiologia y la patologia de este 6rgano glandular (Ham, 7970 y Comrack,
7986).

Hepatocitos. Los hepatocitos representan el 80 % de las células grandes poliédricas. Por lo
general tienen seis superficies orientadas hacia un espacio de Disse, hacia la luz de una via
biliar o hacia una célula hepatica vecina. Los ndclecs son grandes y redondas ubicados en el
centro. Varian considerablemente en tamafio debido a la frecuente presencia de poliploidia. El
nacleo es claro con algunos grumos de cromatina y uno o més nucléclos (Geneser, 1989).

El citoplasma varia considerablemente de aspecto como consecuencia del estado funcional
cambiante del hepatocito. Las mitocondrias, las cuales son responsables de satisfacer los
enormes requerimientos de energia para las miltiples labores metabdlicas, son muy
abundantes en los hepatocitos. El reticulo endoplasmatico rugoso muy extenso sintetiza tanto
las proteinas plasmaticas como la parte proteica de las lipoproteinas, cuyo componente lipidico
se sintetiza por el retfculo endoplasmatico liso bien desarrollado. Tanto las proteinas
plasmaticas como las lipoproteinas pasan al prominente complejo de Golgi, donde son
empacadas en las vesiculas secretforas, para ser descargadas después por exocitosis hacia los
sinusoides. Otra razén por la cual el reticulo endoplasmatico liso esta particularmente bien
desarrofiado en los hepatocitos es que el alcohol, las drogas y los compuestos téxicos son
desintoxicados del organismo por este organeio. Es comiin encontrar asociado con el reticulo
endoplasmatico liso de particulas de glucdgeno. Como se menciona en los acinos hepaticos, la
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eficiencia con la que los hepatocitos efectlan sus funciones depende de su posicién exacta en
relacién con la sangre que ingresa {Geneser, 1989).

L.a vena porta conduce los nutrientes desde el intestine al higado, donde los hepatocitos los
absorben, procesan, y regulan su distribucién subsecuente. Después de una comida, los
hepatocitos convertirdn el exceso de glucosa en glucoégeno y después convertirdn este de
nuevo en glucosa sequn se requiera para mantener un nivel de glucosa estable en la sangre
(Geneser, 1989).
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RINON

El aparato urinario esta compuesto por dos rifiones, dos uréter, una vejiga urinaria y la uretra
(Figura A4). En el rifion los productos de desecho son eliminados de la sangre y concentrados
en un liquido denominado orina {Ham, 1970, Garcia y cols. 1984); ia cual es transportada por
cada uréter hasta la vejiga; en donde la orina puede acumularse de forma que el cuerpo la
evacue periddicamente y a voluntad a través de un conducto impar, ia uretra (Geneser, 1989).

Figura A4. Aparato urinario, con parte de la estructura interna del rifion (Tomado de Garcia y cols. 1984).
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La funcion de los rifiones es preservar el medio interno del cuerpo y reducir los efectos de
cualquier accién que pueda tender a alterar estd composicién (homeostasis). Los rifiones son
responsables de la separacién de productos de desecho y sustancias extrafias de la sangre,
asi como de su eliminacion del cuerpo, especialmente de los productos nitrogenados toxicos
(urea, acido urico, creatinina y creatina) resultantes del metabolismo de las proteinas,
originados principaimente en el higado. Ademas regulan el balance de iones, asi como la
composicion y volumen de los liquidos corporales e intervienen en la estabilizacion de la
presion arterial (Ham, 1970; Comrack, 1986; Geneser, 1989). Por (itimo, manufacturan renina,
prostaglandinas, 1,25 dihidroxivitamina D, y eritroproyectina, esta Ulfima regula la produccion
de eritrocitos por el tejido mieloide (Garcia y cols. 1984).

Descripcién macroscopica. Los rifiones tienen forma de haba y estan situados bilateraimente
en ambos lados de la columna vertebral, son organos retroperitoneales adheridos a la pared
abdominal posterior (Comrack, 1986). Tienen una céapsula fibrosa resistente de tejido conectivo
denso irregular y estan bien protegidos por grandes cantidades de tejido adiposo perirrenal que
los rodea (Figura A5).
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Figura A5. Corte transversal a nivel de la vériebra lumbar 1, que muestra la posicién de los riffones con
respecto a la columna vertebral y el recubrimiento peritoneal (Tomado dé Garcla y cols. 1984},

Colon
descendente

Presentan un borde lateral convexo y un medial cédncavo, donde hay una depresion media o
hilio, el cual tiene un pedinculo formado por la arteria y la pelvis (parte engrosada del uréter)
renales. La pelvis se continia dentro del rifién en un espacio dividido, el seno renal, en el que la
pelvis se ramifica en 2 o 3 calices mayores (Garcia y cols. 1984). Estos se ramifican a su vez
en 5 u 11 céalices menores (Figura Ad).

La unidad macroscépica del rindn es el 16bulo. Debido a que el rifion del hombre contiene
varios lébulos v es voluminoso (Ham, 71970), un corte histologico de él, presentaria secciones
incompletas del I6bulo. El rifién del ratén estd formado por un solo l6bulo y es suficientemente
pequefic para observar todas sus partes en un corte, por lo que es considerado para realizar la
descripcion interna del rindn.

Al seccionar el rifién del ratdn, a nivel de su eje mayor o de su didmetro mayor se observa
que la sustancia renal esta formada por 2 partes cuyos limites no son netos. La parte periférica
s& denomina corteza y consiste de una capa amplia granulosa de color pardo rojiza. La parte
interna mas clara y de aspecto estriado se denomina médula, tiene forma de piramide amplia
con base superior. La base de la piramide es convexa mas que plana y se adapta confra el
borde interno céncavo de la corteza. Un I6bulo de tejido renal es una piramide de médula junto
con su cubierta de sustancia cortical (Figura A6). Las diferencias de la corfeza y la médula se
deben a la presencia de estructuras microscopicas distintas en una y otra (Ham, 1970;
Comrack, 1986; Geneser, 1989).

El vérlice de la piramide medular conocido como papila, es el lugar donde parten las
estriaciones en abanico a toda'la base que se une con la corteza (Figura A6), y también es el
punto de unién con el caliz menor (Figura A4). Existen prolongaciones de la médula que
invaden la corteza denominadas radios medulares {Figura A6). Un rayo medular con su tejido
cortical circundante se conoce como lobulilio (Ham, 1970; Comrack, 1986; Geneser, 1989).
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Figura A6. Esquema de un corte longifudinal de rifién unifobular. Se aprecian los rayos medulares como
extensiones de la médula estriada en fa corteza granulosa. (Tomado de Ham, 1970},

La unidad funcional renal es el tibulo urinifero (Figura A7), el cual se compone de dos
partes, la nefroha y ios tibulos colectores. Cada rifidn contiene alrededor de un millén de
nefronas, asi como el sistema intrincado de conductos de recoleccidn ramificados hacia los
cuales drenan las nefronas. (Ham, 1870; Comrack, 1986; Geneser, 1989). Cada nefrona esta
formada por un corpUsculo renal y un sistema fubular.

Figura A7. Seccion sefialada en Ia figura A6. Se aprecia la disposicion dentro de la corteza y la médula
renal de dos tubulos uriniferos sefialados en negro y sus componentes {Tomado de Ham, 1970).
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B corpUsculo renal tiene forma redonda, aparece exclusivamente en la corteza (Figura A7).
Se compone de un denso ovillo capilar que recibe el nombre de glomérulo rodeado por la parte
ciega de un tdbulo que se denomina cépsula de Bowman, formada por una capa externa o
parietal y una capa interna o visceral (Figura A8). La capa externa o parietal forma et limite
externo del corptisculo renal esta formada por una capa de células planas. Tiene dos polos, el
vascular por donde entran y salen las arterias def glomérulo y el polo urinifero al nivel del cual
se continua con la porcidn tubular de la nefrona (Ham, 1970 y Geneser, 1989).

El glomérulo proviene de una arteriola aferente que penetfra en el polo vascular de fa capa
parietal de la capsula de Bowman: La artericla glomerular aferente se divide dentro del
corplisculo renal en cuatro o seis ramas, cada una de las cuales forma un grupo de asas
capilares anastomosadas, denominado lobulilio. La zona desde la que parten las asas capilares
de los lobulillos se denomina regiébn mesangial. Los capilares de todos los lobulillos se unen
formando la arteria glomerular eferente, que abandona el corpisculo renal por el polo vascular
(Geneser, 1989). Los capilares que forman et glomerulo son fenestrados, presentando muiltiples
poros. Sus células se apoyan en una membrana basal (Figura A8).

Figura A8. Dibujo esquemélico que mussira en lres dimensiones la estructura histologica de un
corpusculo renal ef cual forma parte de la nefrona (Segtin Bargmen, tomado de Geneser, 1 989).
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La capa interna o visceral de la cdpsula de Bowman recubre intimamente los capilares, esta
formada por células con prolongaciones (podocitos) que contactan con la membrana basal por
.medio de pedicelos. Separando los pedicelos quedan pequefios espacios (hendiduras de
filtracién) con dispositivos de diafragma. Existe un espacio entre las dos capas, el cual se
denomina espacio capsular ¢ espacio urinaric (Ham, 1970 y Geneser, 1989).
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El proceso de filtracién con la formacién de un ulirafilirado de la sangre tiene fugar desde los
capilares glomerulares, a través de su pared y del epitelio visceral, hacia el espacio capsular.
Hacia uno de los polos del corptsculo renal, el pole urinario, el espacio capsular se comunica
con la luz del tGbulo proximal, debido a que la capa epitelial parietal pasa a ser epitelio tubular.
Asi el ultrafiltrado puede pasar desde ef espacio capsular hacia el tdbulo proximal (Geneser,
1989). A diferencia de los capilares ordinarios, en los capilares glomerulares la presion
hidrostatica es mas elevada (60-70 mm de Hg) que la presién osmética proporcionada a la
sangre por sus coloides y se conserva elevada en toda su longitud ya que drena hacia una
arferiola. La resistencia a la salida de la sangre es bastante para conservar una presién
hidrostéatica suficientemente elevada en toda su longitud que les permite exudar liquido tisular a
todo lo fargo de dicha longitud (Ham, 1970).

Sistema tubular de Ia nefrona. La primera parte de la porcién tubular de la nefrona es el tubo
contorneado proximal que se enrolla a través de la corteza (Figura A7). Es el de mayor longitud
y calibre. Esta formado por una capa de células cubicas grandes ricas en lisosomas. Presentan
un polo apical ocupado por un ribete en cepillo y sus caras laterales y basal tienen mdultiples
interdigitaciones donde se sitian grandes mitocondrias (Boya 71996). Las células del tibulo
contorneado proximal reabsorben en forma activa muchos constituyentes diferentes dei filtrado
glomerular, incluyendo agua, sodio, cloruros, ofros iones, glucosa y aminoacidos. También son
capaces de recuperar mediante pinocitocis Ias proteinas del plasma que han escapado y
liberarlas hacia los espacios intersticiales como aminoacidos, también excretan activamente
ciertos metabolitos, drogas y colorantes hacia el filtrado (Comrack, 1986).

El tibulo contorneado proximal se continua con la porcién gruesa descendente del asa de
Henle o pars recta del Tabulo proximal. Esta desciende en un rayo medular y se sigue dentro
de la médula. Su pared es gruesa como la del tibulo contorneado proximal y tienen bien
desarrollado el ribete de cepillo pero pocas y pequefios lisosomas y mitocondrias (Goldstein y
Schenefiman, 1996). Se continua con la porcién deigada del asa de Henle, la cual desciende un
poco més hacla la médula antes de dar vueita y regresar a la corteza como la rama ascendente
del asa de Henle, la cual esta formada por células escamosas y es de paredes delgadas dentro
de la médula (porcion delgada ascendente del asa de Henle) pero se tomna de pared gruesa
(porcién gruesa ascendente del asa de Henle) antes de reingresar a la corteza. El asa de Henle
es la porcién de menor calibre de la nefrona (Boya, 1996).

Las porcibnes delgada y gruesa ascendentes del asa de Henle son muy activas en la
extraccién de iones cloruro y sodio del filtrado y los transfieren al espacio intersticial entre los
tibulos. Estos iones transitan también pasivamente hacia el espacio intersticial en la porcién
delgada ascendente del asa de Henle. Como resuitado, el cloro, el sodio y la urea, se acumulan
en estos espacios y originan un gradiente de concentracion intersticial que aumenta en las
partes méas profundas de la médula, llegando a ser maximo en la papila renal. Este gradiente de
concentracién constituye un ambiente hipertonico creciente a través del cual debe pasar el
fitrado dentro de los tibulos antes de ser drenado hacia la papila. Los capilares de pared
delgada de la médula (vasos rectus) tienen paredes permeables y participan pasivamente en la
conservacion del gradiente de concentracién (Comrack, 1986).

La porcién gruesa ascendente del asa de Henle contacta con la arteria aferente del
gloméruio al nive! del polo vascular donde inicia el tibulo contomeado distal cuyas células en
este sitio son prismaticas constituyendo la macula densa. La mécula densa se relaciona con
las células yuxtaglomerulares gue son miocitos modificados de la pared arterial. Estos dos
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tipos celulares y las células del mesangio exiraglomerular (células de lacis) forman el aparato
yuxtaglomerular, que es el componente endocrino del rifién (Boya, 71996).

El tubulo contorneado distal es el segmento final de la nefrona y se situa en la corteza, sigue
un trazo sinuoso desde la macula densa y enseguida se une a un tibulo colector (Figura A7).
En esta Gltima parte del tibulo la reabsorcion dei sodio es estimulada por {a aidosterona
{Comrack, 1986).

Los tubulos contorneados distales drenan en los tabulos colectores, los cuales estan
tapizadas de epitelio cubico simple que, desde los radios medulares de la cortical descienden
par la médula se fusionan para originar los tubos rectos de Bellini y desembocan en la papila
renal para luego drenar en {os calices menores. Estos de vierten en los célices mayores y de
ahi a la pelvis renal. De ia pelvis renal como se menciono anteriormente, se vacian al uréter y
por ultimo a la vejiga (Boya, 1996). Los tibulos colectores fienen como principal funcién Ia
reabsorcién de agua. En ausencia de la hormona antideurética (ADH), cuyo efecto es aumentar
la permeabilidad de los conductos colectores al agua, la orina es abundante e hipoténica
(diluida).

Ei aspecto granuloso de la corteza renal en fresco se debe al contenido de corpisculos
renaies y de tubulos contorneados proximales y distaies, y el aspecto estriado de [a médula es
ocasionado por su contenido de asas de Henle y tubos colectores, los cuales fienen un curso
mas o menos recto hacia el interior de tal region. Sin embargo unas cuantas extensiones de
tejido medular estriado se proyectan desde la base de la piramide medular hacia la corteza
(Ham, 1970 y Comrack, 1986). Estas extensiones denominadas rayos medulares estan
formadas por asas de Henle y tubos colectores (Figura AG).

Como ya se menciond antes, el rayo medular, junto con los glomerulos vecinos y ios tubos
contorneados proximal y distal de las nefronas que se vacian en e} tubo colector, que es el
centro del rayo medular, constituyen un lobulillo del tejido renal (Figura A7).

Aunque los lobulillos renales no son faciles de apregciar, algunas veces se pueden distinguir
sus bordes localizando las venas o arterias que cursan entre ellos. Los lobulillos pueden
reconocerse también por el hecho de que la parte central de cada uno esta representada por
un rayo medular (Figura A7).

La longitud de los segmentos descritos varian en longitud en los diversas nefronas,
respondiendo a la localizacion en la cortieza del corpisculo renal. Asi se han descrito dos tipos
de nefronas, que representan dos extremos de una serie de formas de transicion (figura A9). El
corpusculo renal de los nefronas corticales se localiza en la parte externa de ia corteza. Tienen
un asa de Henle corta, que solo se extiende un corto trayecto dentro de la médula y cuyo
segmento delgado es corto o falta. El corplsculo renal de los nefronas yuxtamedulares esta
localizada en {a parte profunda de la corteza cerca de la médula. Tienen un asa de Henile larga
que se extiende hasta la papila y el segmento delgado es largo {Ham, 1870 y Geneser, 1989).
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Figura A9. Principales diferencias estructurales entre un nefrén cortical y otro localizado en fa region
yuxtamedular (Tomado de Gordon y cols. 19789).
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Tejido conectivo del rifibn. Ademas de su capsula fibrosa delgada y de las fibras de colagena
que acompafian a los vasos mayores del arbol vascular, un rifion sano contiene muy poco
tejido conectivo. El intersticio renal es la porcion histica que queda entre los glomérulos, tabulos
y vasos. Esta constituido por células mesenquimales inmersas en el seno de una matriz
conectiva laxa gque contiene glucoproteinas y fibras de colagena nativo. El intersticio no es
uniforme en todo el rifidn, en la corteza es muy escaso y va aumentando tanto en extension
como en numerc de células segun se profundiza hacia la médula y papilas renales. No
obstante, cada tibulo renal estd cubierto desde la capsula de Bowman hasta el conducto
papila, por una membrana basal de sostén. .

En la corteza existen dos tipos de células intersticiales. El mds numeroso corresponde a
fibroblastos que se sitlian entre los tubulos renales y la red capilar peritubular; son células de
contornos irregulares o estrellados y s6lo ocasionaimente contienen inclusiones lipidicas. &l
otro tipo celular esta constituido por células de habito similar a las del sistema linfocitario
(Encabo, 1991). .

En ta médula, entre los tubos colectores se encuentran presentes cantidades minimas de
tejido conectivo laxo con fibroblastos asociados. También hay macrofagos aislados, pero las
mas importantes aqui son las células intersticiales. Tienen forma irregular con largas
prolongaciones que pueden entrar en contacto con la lamina basal que rodea ias asas de Henle
y los vasos. Ademas las células intersticiales estan en contacto enfre si por medio de
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prolongaciones. En el citoplasma se observa un aparato de Goigi y un reticulo endoplasmético
rugoso bien desarroilados (Geneser, 1989).

Circulacién sanguinea en el rifion. Cerca de! hilio del-rifién, la arteria renal se ramifica en
varias arterias segmentarias de las cuales se proyecian fas arterias interlobulares, entre los
lébulos hacia el borde corticomedular, Aqui, dan origen a las arterias arciformes, llamadas asi
por que se arquean, irradiandose desde la punta de una arteria interlobular como las varillas de
una sombrilla. De las arterias arciformes, ascienden las arterias interlobulillares entre los
lobulillos y emiten las arterias infralobulillares laterales, las cuales se sitian dentro de los
lobulilios, dando origen a las arteriolas aferentes que irrigan a los glomérulos. Las ramas
terminales de tas arterias interlobulillares abastecen a los capilares de la capsula. Los capilares
de la corteza reciben la sangre de las arteriolas eferentes de los glomerulos situados mas
superficialmente mientras que los capilares medulares (vasa recta) estén provistos por las
arteriolas eferentes de los glomérulos yuxtamedulares méas profundos (Figura A10). La sangre
drena por una serie de venas correspondientes en forma aproximada (Ham, 1970 y Comrack,
1988).

Figura A10. Esquema muy simplificado del riego sanguineo del rifién humano (Tomado de Ham, 1970}.

intralobulillar

Rinén multilobular. El rifién del hombre contiene de 6 a 18 16bulos o piramides individuales
de tejido medular recubierto de tejido cortical (Figura A11). Estdn dispuestos en e! rifién de
manera que la punta de cada pirdmide se dirige hacia la pelvis del uréter. Las piramides
medulares estan separadas unas de oiras por tabiques de sustancia cortical que se extienden
hacia abajo procedentes de la corteza y que tienen forma de columnas por lo que reciben el
nombre de columnas renales de Bertin (Ham, 1970).
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Figura A11. Corte longitudinal de un rifion multilobutar, donde se aprecian varias pirémides medulares con
su tgfido cortical separadas por las columnas renales ( Torado de Geneser, 1989),
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14. ANEXO 2. Sintomatologia de la intoxicacién por plomo

La terminologia sobre la intoxicacién por plomo no ha tenido uniformidad en cuanto
a su designacion. Sin embargo puede decirse qué el envenenamiento agudo sucede
por absorcién repentina de grandes cantidades en circunstancias poco comunes. Se
presenta principalmente en nifios pequeriios y personas ocupacionaimente expuestas.
En forma mas frecuente los compuestos del metal se acumulan lentamente hasta que
alcanzan concentraciones toxicas. Esto se podria considerar como envenenamiento
crénico y se presenta principaimente en la pobiacién general (Corey y Gaivao, 1989;
Cotran y cols. 1990). Ademas, el envenenamiento por plomo es uno de los problemas
de salud mas dificiles de controlar y parte de esia dificultad se debe a la falta de
manifestaciones tempranas caracteristicas (Cofran y cols. 1990). Hay cuadros
subclinicos, producidos por concentraciones bajas de plomo bajo un proceso de
exposicion mantenida y a largo plazo. Esto puede provocar morbilidad e incluso
mortalidad en ausencia de sintomas clasicos de la intoxicacién por el metal (Corey y
Galvao, 1989; Goyer, 1993). '

De acuerdo con Gerber y sus colaboradores (1980). y, "Gerhardson y Skerfving
(1996), la intoxicacién por plomo afecta a varios sistemas organicos:

a) Sistema hematopoyetico. Produccion anormal e incremento en la destruccién de
células rojas.

b) Sistema nervioso. Hay desmielinizacién, degeneracién axonal y probablemente
bloqueo presinaptico. Se manifiesta por encefalopatia con ataxia, coma y
convuisiones principalmente en nifios, asi como neuropatia periférica en adultos,

¢) Rifidn. Dafio tubular en intoxicacion aguda, fibrosis glomérulo-intersticial y atrofia
tubular en intoxicacion crénica.

d) Tracto gastrointestinal. Costipacion, diarrea, dolor epigéastrico, nausea, indigestion,
pérdida del apetito y colico.

e) Varios efectos en el hueso, higado, mecanismos de defensa del cuerpo, aparato
reproductor, secrecion hormonaj y muerte neonatal.

El plomo modifica el funcionamiento normal de numerosas enzimas y esto constituye
el fundamento de los diversos efectos téxicos que se reflejan en la clinica y el
laboratorio. El ejemplo més conocido es su inhibicion en la formacidn del grupo hemo.
La molécula hemo, ademas de ser el grupo prostético de la hemoglobina tiene
importancia fisiolégica porque forma parte de los citocromos respiratorios
mitocondriales, de enzimas tales como la catalasa y la peroxidasa, asi como de
hemoproteinas celulares (Gonzalez y cols. 1986; EPA, 1986b).
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Figura A2.1. Impacto en la sangre, el higado y el rifion por la afteracién en la sintssis del grupo hemao.
Fuente (Tomado de EPA, 1986b).
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ANEXGC 2

La sintesis del grupo hemo se distribuye aproximadamente de la siguiente manera:
80 % en la médula 6sea, 15 % en el higado, 10 % en el rifién y el 15 % restante en
otros érganos (Sénchez, 1986). Cualquier falla en la sintesis de este importante grupo
quimico puede afectar a muchos procesos fisioldgicos y manifestarse de multiples
maneras (Figura A2.1).

Los efectos del plomo en la sintesis del grupo hemo se manifiestan primero con fa
aparicion en la sangre y la orina de concentraciones anormales de sus precursores
(figura 2.2). De este modo, los eritrocitos constituyen el componente critico de la accién
téxica del plomo (Corey y Galvao, 1989). Por més de medio siglo la determinacién de
plomo en la sangre ha sido utilizada como el método de ayuda diagndstica(Molina y
cols. 1986). Estas mediciones se han refacionado con fa terminologia de la intoxicacién
y los efectos en otros sistemas.

La intoxicacion aguda por exposicion a concentraciones muy elevadas de plomo es
caracterizada por concentraciones del metal en la sangre de 30 a 90 pg/dl
(CMPCCAVM, 1993a). El término “intoxicacion por plomo” se reserva a la exposicion
que producen niveles de plomo en sangre de cuando menos 50 pg/di durante un
periodo continuo. Lo anterior probablemente corresponda al envenenamiento cronico.
La exposicién a niveles bajos de plomo se define como aquella que produce niveles
sostenidos (por meses) de plomo en la sangre de 10 a 40 ug/dl (Howard, 1995).

En los casos se han determinado los principales efectos clinicos manifestados en la
poblacién (Corey y Galvao, 1989), los cuales son citados a continuacion.

A los 10 pg/d! de sangre, en la poblacion general se ha observado una inhibicion de
la actividad de la enzima deshidratasa del &cido delta amino levulinico (AAL-D). Entre
los 10 y 15 pg/dl afecta al Sistema Nervioso Central en nifios y bebes (Grant y Davis,
1989 cifado por Goyer en 1993). Entre los 15y 20 ug/dl para nifios y de 15 a 30 ug/dl
en adultos, generalmente hay una elevacion de protopotfirinas eritrocitarias.

A los 30 pg/d! para la poblacién en general, hay una disminucién en la conduccion de
nervios periféricos y la alteracion de respuestas electrofisiologicas en el sistema
nervioso central.

Un aumento de 4cido delta aminolevutinico (AAL) en el suero y en la orina {AAL-U),
de las coproporfirinas urinarias (CP-U) y de’ las protoporfirinas eritrocitarias,
acompaiiado por una disminucion nerviosa periférica, alteraciones psicosensoriales,
nefropatia y sintomas de malestar gastrointestinal se presentan en la poblacion general
cuando los niveles de plome en sangre han alcanzado los 40 pg/dl. Ademas a esta
concentracién en los nifos se presenta una disminucion en la produccion de

hemoglobina.
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ANEXO 2

Figura 2.2. Efectos del plomo en la sintesis def grupo hemo y sus expresionss bioquimicas (Tomada de

Corey y Galvao, 1989).

SUSTRATO

Succinil CoA
+

glicina

AAL+AAL
(Acido deita-
amino levulinico)

v

v

Uroporfirindgena

v

Coproporfirinogeno

v

Protoporfirinégeno

v

Protoporfirina IX

+ HEMO

v

Zn protoporfirina IX

ENZIMA
AFECTADA

(AAL-S)
Sintetasa de! &citdo
delta-amino levulinico

(AAL-D)
Deshidratasa del Acido
delta-amino levulinico

¢ Diversas enzimas ?

Oxidasa

Ferroquelatasa

EFECTO
BIOQUIMICO

Aumenta o disminuye
activided AAL-S

Aumenta concenfracién
AAL

Disminuye actividad
AAL-D

Aurmenta concentracion
de porfobilindgeno

Aumenta concentracidn
de uroporfirina

Aumenta concentracién
de coproporfirinas

Disminuye sintesis de
hemoglobina

Aumenta protoporfirina IX

Aurmenta concantracion
de ZnPP

TIPO DE
MUESTRA

orina (AAL-)

eritrocitos

plasma

orina

orina (CP-U)
eritrocitos

sangre

eritrocitos

eritrocitos

XX




ANEXO 2

En los adultos a 50 pg/dl, hay una disminucién en la produccion de hemoglobina,
alteraciones morfolégicas de eritrocitos, parestesia en miembros superiores, debilidad
en miembros inferiores, fatiga, olvido, distraccion, subencefalopatia y alteraciones en la
funcion testicular; mientras que a los 60 pg/dl se presenta un acortamiento de la vida de
los hematies.

A los 70 pg/dl en los nifios y a los 80 pg/dl en el adulto, el efecto es de una anemia
franca, que parece ser una combinacion de la produccién reducida de hemoglobina y
una sobrevida disminuida del eritrocito por dafio celular directo.

A los 80 ug/dl en nifios y 100 pg/dl en adultos los sintomas son de encefalopatia
franca con ataxia, coma y convulsiones, que frecuentemente lievan a la muerte, y ain
si la victima sobrevive las posibles secuelas son retraso mental, enfermedad convulsiva
crénica, paralisis nerviosa periférica, sordera y ceguera.
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