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1 RESUMEN:
El plomo es un elemento quimico contaminante del ambiente; las concentraciones de este elemento

han aumentado conforme es utilizado en la fabricacion de utensilios de uso cotidiano. Dos de los
grupos mas vulnerables son las mujeres y los nifios en los cuales afecta los sistemas nervioso,
hematopoyético, renal, hepdtico, enddcrino y reproductor. El sistema hormonal permite la
comunicacion y regulacién de mensajeros quimicos durante la etapa de desarrollo intrauterino de las
crias y de la madre. En este trabajo se usaron ratas hembra de la cepa Wistar, las cuales fueron
divididas en un grupo control, un grupo expuesto a plomo, un grupo expuesto a hormonas
anticonceptivas (levonogestrel y etinil estradiol) y un cuarto grupo tratado con la combinacién de
hormonas y plomo. Los efectos del plomo y de las hormonas por separado ocasionaron aumento de
las especies reactivas de oxigeno y disminuciéon de la actividad de la enzima Glutatién S-transferasa,
sin embargo, no ocasionaron efectos graves en el tiempo de gestacidn de las madres, el nimero de
crias y el peso de las mismas. Cuando se administraron las hormonas anticonceptivas a las ratas junto
con el plomo se observd que los efectos fueron mayores. El nivel de especies reactivas de oxigeno
aumentd en la mayoria de los érganos, para el caso del cerebro en los grupos plomo, hormona y
hormona mas plomo hubo un incremento de 7.6,13.8 y 34 unidades con respecto al grupo control, en
el higado sélo el grupo hormona mas plomo aumentd, en el rifién, sélo en el grupo hormona mas
plomo incrementé en 12 unidades, los resultados en las glandulas estudiadas, reflejaron un aumento
en el caso de timo hubo un aumento de 15,28 y 30 unidades para los grupos plomo hormona y
hormona mas plomo, en el bazo sélo hubo un incremento de 27 unidades para el grupo hormona mas
plomo de las glandulas ovarios hubo un incremento de 7,13 y 17 unidades respectivamente para los
grupos plomo, hormona y hormona mas plomo con respecto al grupo control. La actividad de la
enzima. Lo anterior correlaciond con el hecho de que las hembras aumentaran de peso y algunos de
sus drganos también. De la misma forma el periodo gestacional se alargd y el nimero de crias y el
peso de las mismas disminuyd drasticamente. Las observaciones anteriores pueden sugerir que existe
un proceso de sinergismo entre el agente téxico y las hormonas antoconceptivas orales empleadas en

este estudio.
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2 ABSTRACT
Lead is a chemical element that pollutes the environment; The concentrations of this element have

increased as it is used in the manufacture of everyday utensils. Two of the most vulnerable groups are
women and children in which it affects the nervous, hematopoietic, renal, hepatic, endocrine and
reproductive systems. The hormonal system allows the communication and regulation of chemical
messengers during the stage of intrauterine development of the offspring and the mother. In this
work, female rats of the Wistar strain were used, which were divided into a control group, a group
exposed to lead, a group exposed to contraceptive hormones (levonogestrel and ethinyl estradiol) and
a fourth group treated with the combination of hormones and lead. The effects of lead and hormones
separately caused an increase in reactive oxygen species and decreased activity of the Glutathione S-
transferase enzyme, however, they did not cause serious effects on the mother's gestation time, the
number of offspring and their weight. When the contraceptive hormones were administered to the
rats together with the lead it was observed that the effects were greater. The level of reactive oxygen
species increased in most of the organs and glands studied, as well as the activity of the enzyme. The
above correlated with the fact that females gained weight and some of their organs as well. In the
same way the gestational period was extended and the number of offspring and their weight
decreased drastically. The above observations may suggest that there is a process of synergism

between the toxic agent and the oral anthocyceptive hormones used in this study.
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3 INTRODUCCION
3.1 CONTAMINACION AMBIENTAL.

La contaminacién es el resultado de la existencia de desperdicios generados por un gran nimero de
actividades industriales en las cuales se realiza la manipulacién de diversos materiales orgdnicos e
inorganicos para el beneficio de la vida humana. Entre estas industrias la mineria y las corporaciones
dedicadas a la transformacion, la fundicién y la metalurgia son las mas importantes (Caravanos, 2014).
Los contaminantes pueden esparcirse en el ambiente y ser capaces de llegar a diversos organismos
ocasionando dafio en los sistemas comprometidos en las funciones vitales como el hematopoyético,

el renal, el nervioso y el reproductor.

No es que todo el problema de contaminacion tenga su origen en la actualidad ya que este problema
ha estado siempre de la mano con el desarrollo de la humanidad y de nuestro mismo planeta. Nuestros
ancestros dejaron muchas pruebas de su presencia en distintas partes del mundo, como restos de
rocas trabajadas, fogatas en cuevas y fragmentos de cerdmica y esculturas, asi como una gran cantidad
de estructuras elaboradas con diferentes materiales, los cuales, se puede decir, fueron los primeros
restos y el inicio del proceso de deterioro de la naturaleza.

Sin embargo, conforme ha incrementado la poblacién humana y con ello la tecnologia, la cantidad de
restos generados por las actividades antropogénicas se ha elevado en forma proporcional, de manera
gue en la actualidad se arrojan al ambiente alrededor una gran variedad de agentes contaminantes.
Un ejemplo de ellos es que se ha reportado la eliminaciéon de aproximadamente 100 millones de
toneladas de plasticos en el mundo al afio, generando acumulaciones gigantescas de desperdicios de
este material en los distintos mares y océanos conocidas como Islas de plastico. Un ejemplo de ellas
es la que se encuentra localizada en el océano Pacifico, la cual tiene el tamafio de % de la Republica
Mexicana.

A todo esto, hay que sumarle diversas sustancias que pueden terminar en rios, lagos y mares como
fertilizantes, residuos industriales y metales toxicos. Un alto porcentaje de estas sustancias, entre ellas
los metales pesados, tienen efectos muy graves en la mayoria de los miembros de los ecosistemas
incluyendo al humano (Rurik, 2017).

Este trabajo se relaciona con el plomo, elemento clasificado dentro de los metales pesados, los cuales

son descritos en la siguiente seccién.



3.2 METALES PESADOS Y SUS EFECTOS EN LOS SERES VIVOS.
Son elementos que, aunque no tienen una definicién concreta cumplen con diversas caracteristicas

como la de poseer una densidad mayor a la del agua.

Se les llama “pesados” al conjunto de metales o metaloides con gran potencial de causar problemas
de salud como consecuencia de la intoxicacidon con los mismos. En general, estos elementos no son
esenciales para las células y pueden ejercer efectos graves en ellas. Algunos de los mecanismos de
toxicidad ocasionados por estos elementos son los siguientes.

1. Bloqueo de grupos funcionales esenciales en biomoléculas, debido a la alta afinidad de los cationes
metalicos por los grupos sulfhidrilos de las proteinas, especificamente a los residuos de cisteina, lo
que ocasiona su desnaturalizacion.

2. El desplazamiento de centros catidnicos en enzimas importantes, como por ejemplo en la ribulosa
1-5 bisfosfato carboxilasa-oxigenasa (rubisco), la cual tiene un centro catidnico de Mg?* que puede ser
desplazado en presencia de cationes divalentes como algunos metales pesados.

3. Formacidn de especies reactivas de oxigeno (ERO) debido a la autooxidacién de metales como Fe?*
o Cu*, lo que resulta en la formacién de H,0; y del radical °OH. Este resulta ser uno de los mas reactivos
gue se conocen, por su capacidad de iniciar reacciones en cadena de radicales libres, los cuales
ocasionan modificaciones y dano irreversible a compuestos celulares como carbohidratos, acido
desoxirribonucleico (ADN), proteinas y particularmente lipidos (Covarrubias y Cabriales, 2017).

A cualquier concentracion, pueden inhibir diversas funciones bioquimicas y como consecuencia,
fisioldgicas en los organismos vivos. Aungue se ha reconocido a nivel mundial que los metales pesados
pueden ejercer efectos adversos para la salud, ya que pueden permanecer por periodos largos de
tiempo en el hospedero. La falta de informacién por parte de los investigadores y de las respectivas
autoridades hacia la poblacién en general ha ocasionado que la exposicién a éstos continle en
aumento en muchas partes del planeta (Jaishankar et al., 2014).

La contaminacion mundial por metales pesados es inmensa debido, preferentemente, al mal manejo
gue se hace de los residuos y de su liberacion al ambiente. En México, se han reportado metales
pesados en rios, lagos, cultivos, suelos y aire de zonas urbanas, asi como en ambientes costeros y
marinos, donde se ha detectado su acumulacién en tejidos de peces y moluscos con alto potencial de

consumo humano (Ramos-Arroyo y (Siebe Grabach 2006).



3.3 CONTAMINACION POR PLOMO EN MEXICO.
La mineria es una de las principales causas de la contaminacién ambiental por metales pesados.

Nuestro pais ha atravesado por varias épocas de desarrollo, siendo el sector de la mineria uno de los
principales. Esta actividad se ha centrado en estados que se localizan en la parte centro-norte como

Querétaro, Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero y Sonora (Ramos-Arroyo y Siebe-Grabach,2006).

En México se han establecido limites permitidos de metales pesados, asi como de arsénico en suelo.
Covarrubias mencioné que segin la NOM147-SEMARNAT-SSA1-2004 (SEMARNAT 2007) y la NOM-
001-SEMARNAT-1996, las concentraciones de plomo permitidas en suelos agricolas e industriales son
400 y 800 mg/Kg y en agua agricola y de uso urbano de 0.5 y 0.2 mg/L respectivamente (Covarrubias
y Cabriales, 2017). Por otro lado, se ha reportado que, dentro de la Republica Mexicana, los principales
estados en donde impera la contaminacién con metales pesados son San Luis Potosi, Chihuahua,
Veracruz, Tlaxcala, Zacatecas, Michoacdn, Oaxaca y la Ciudad de México (Villalobos, M, et. al, 2009.,
Covarrubias y Cabriales, 2017., Peregasga, F y Cabrera-Morelos, 1999). México estd catalogado como
el quinto mayor proveedor de plomo a nivel mundial con una produccién de 220,000 toneladas
métricas (2013) y una reserva de mas de 5.6 millones de toneladas. Tres compafiias mineras procesan
mineral de plomo en 13 minas ubicadas en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Guerrero,

Hidalgo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora y Zacatecas.

Uno de los principales problemas de la contaminacién con plomo fue su uso, por mucho tiempo, como
agente antidetonante en la gasolina. En el ano 1990, se empezd a eliminar el plomo de este
combustible y se inicid la utilizacidn de gasolinas libres de plomo. En 1997, se elimind por completo el
metal de la gasolina, sin embargo, este hecho no ayudé a que disminuyera la interaccion de los
compuestos a base de plomo con los seres humanos (Caravanos et al., 2014).

La exposicion con plomo en nuestro pais ha sido derivada también por el uso generalizado de la
alfareria vidriada. Lo anterior es el resultado de toda una tradicidon cultural en nuestro pais, la cual
proviene desde los primeros pobladores, quienes basaban su vida familiar en el uso de utensilios a
base de barro y/o ceramica. La elaboracién de los mismos fue avanzando hasta dar origen a los
utensilios adornados con barnices que les proporcionaban brillo. Este brillo es proporcionado por un
compuesto de plomo (oxido de plomo, conocido como greta), el cual es la fuente de este metal en la

mayoria de las cocinas rurales o tradicionales mexicanas (Noyola, 2017, Tolentino, 2016). Lo anterior



origind, desde hace ya varias décadas, que se comenzaran a reportar los dafos ocasionados en la
poblacién de muchos de los estados de nuetro pais. La comunidad alfarera esta expuesta al momento
de esmaltar, también cuando la alfareria vidriada con greta, se utiliza para almacenar, cocinar o servir
alimentos acidos o bebidas calientes; es decir, la exposicion al plomo depende del uso, frecuencia y
tiempo utilitario de estos objetos (Noyola, 2017).

Desde 1991 se posiciond el uso del plomo en el barro como un tema prioritario de interés y estudio,
sin embargo, no se ha podido erradicar su venta y uso en la alfareria popular mexicana sobre todo en
estados como Hidalgo, Oaxaca, San Luis Potosi, Morelos y Michoacan, afectando tanto a productores
como a consumidores (Tolentino, 2016).

Varios estudios han documentado el impacto en la salud de adultos y nifios en México, debido a la
fabricacion de alfareria vidriada y han reportado concentraciones superiores a 20 ug/dL de plomo en
sangre en familias de alfareros en Tzintzuntzan, Michoacan, y de mas de 30 pg/dL en una comunidad
alfarera del estado de Veracruz.

Como consecuencia de lo anterior, a partir de 1994, la FONART (Fondo Nacional para el Fomento de
las Artesanias) ha prestado especial atencion al sector alfarero, mediante el Programa Nacional para
la Adopcidn de Esmalte Libre de Plomo, buscando erradicar los trastornos en la salud de los artesanos.
Esta institucidn evalud el nivel de plomo en sangre de una muestra representativa de artesanos
alfareros- Los resultados confirmaron que los niveles de plomo en sangre de esta poblacién rebasaron
limites sefialados como permisibles en la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SSA1-2000 vigente para
poblacién no expuesta desde el 2002 (Pérez y Sdnchez, 2010).

Hasta el momento se sabe, con base en diferentes estudios, que el riesgo de intoxicacién por Pb?* en
los alfareros y sus familias es mayor debido a la suma de factores como la exposicién ambiental al
metal en sus diferentes formas; el consumo de alimentos cocinados en alfareria vidriada con éxido de
plomo; la malnutricién; el uso de la vivienda como espacio laboral; las malas practicas en el manejo
del 6xido de plomo y al hecho de que el plomo se ha convertido en una fuente enddgena de exposicion
(Estrada-Sanchez et al., 2016).

La norma oficial mexicana establece como limite maximo permisible una concentracién de plomo en
sangre de 10 pg/dL. Algunos estudios han reportado que a concentraciones menores el plomo puede
ocasionar dafio neuronal en la poblacion infantil (Leal-Escalante et al., 2007). Lo anterior indica que

los niflos son mas susceptibles a la intoxicacidon con plomo que los adultos por lo cual se puede
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establecer una relacidn entre las caracteristicas de desarrollo y la toxicidad del metal. Aunado a los
dos comentarios anteriores, se deben mencionar otras fuentes importantes de exposicion al metal,
mismas que se encuentran al alcance de muchos de los nifios y jévenes de nuestro pais: los dulces
elaborados con utensilios en los que su manufactura haya estado presente el plomo; los juguetes; las
pinturas y los cosméticos. Todos estos factores han originado un grave problema de salud
especialmente en los nifios, en quienes las concentraciones de plomo en sangre indican que cursan
por problemas de salud muy serios. Se ha reportado que muchos nifios de comunidades rurales de
diversos estados de nuestro pais han presentado problemas de aprendizaje, desarrollo y crecimiento
como consecuencia de su contacto con este metal. Dentro de los primeros se pueden mencionar la
deficiencia de atencién y la disminuciéon del aprovechamiento escolar. Entre los segundos se
encuentran problemas relacionados desde el proceso de gestacidn hasta el desarrollo post-parto.

La figura 1 muestra algunas fuentes de contaminacién por el metal en nifios y jévenes (Flores-Ramirez,

R. et al, 2012). La figura 2 ilustra los estados mds contaminados con plomo en la Republica Mexicana

(Monroy, D., 2014).

Figura 1. Fuentes de contaminacién por plomo en nifios y jévenes de México (Tomado de Monroy,
2014 y de péginas de mercado libre anunciadas por internet).
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Figura 2. Zonas de México contaminadas con plomo y en el recuadro la concentracion de este metal
en sangre determinada en nifios (Tomado de Flores-Ramirez, R, 2012).

3.4 EFECTOS DEL PLOMO EN EL MEDIO AMBIENTE.

El plomo ha formado parte de la historia a la cual pertenecen los metales mds antiguos descubiertos
y que han sido utilizados para el beneficio humano. Ello se debe a que dentro de sus propiedades
fisicoquimicas se encuentran una alta maleabilidad, gran ductilidad, bajo punto de fusiéon y una alta
resistencia a la corrosiéon. Estas propiedades han dado lugar a que su uso sea generalizado en
diferentes industrias entre ellas la automotriz; la de elaboracién de pinturas; la ceramica; la de los
plasticos, etc. Como resultado de esto, se ha originado un aumento multiple en la apariciéon de plomo
libre en los sistemas bioldgicos como consecuencia de su aumento en el medio ambiente (Kalia &
Flora, 2005). La mayor parte del plomo se encuentra distribuido en el aire, bajo la forma de particulas
finas. Las formas quimicas frecuentes emitidas por las diversas fuentes contaminantes son haluros,
Oxidos, sulfuros, sulfatos y carbonatos de plomo. Entre estos compuestos, los sulfatos son los
compuestos predominantes en el aire (Blanco,2014) en donde son liberados en forma de gases,
vapores o particulas sélidas en donde pueden mantenerse en suspensidon a concentraciones

superiores a las normales. Dentro de estas particulas las mas perjudiciales son las de menor didmetro



ya que son las que poseen mayor capacidad para penetrar al sistema respiratorio, razén por las que

se le atribuye su efecto mas grave sobre la salud (Environmental Health, 2010).

3.5 EFECTOS DEL PLOMO EN LA SALUD.

La exposicion humana al plomo se produce a través de diversas fuentes como la gasolina, los procesos
industriales como la fundicién del metal y la combustién del carbdn, las pinturas, las tuberias o la
soldadura en sistemas de suministro de agua y al reciclaje de baterias, rejillas y cojinetes. Se sabe que
el plomo interfiere con una serie de funciones corporales y afecta principalmente al sistema nervioso

central, hematopoyético, hepatico y renal, produciendo trastornos graves (Patra et al., 2011).

Todos los mecanismos de dafio y de efectos adversos en la salud por el plomo estan fundamentados
en que este metal no tiene ningun papel en las funciones biolégicas de los organismos vivos. Los
efectos toxicos del plomo y sus compuestos han sido sujetos a investigaciones en diferentes sistemas

animales y vegetales por varios afios (Word Health Organization,2009).

La mayoria de los mecanismos de toxicidad del plomo han sido estudiados en diferentes procesos
bioquimicos y se ha observado que los aspectos mds importantes de estos mecanismos se deben a la
perturbacion enzimatica de muchos procesos celulares. La frecuencia y severidad de los sintomas de
la intoxicacion con plomo se incrementa en relacidon de su concentracién en sangre en funcion del

tiempo (Garcia, 2010).

La intoxicacidn puede ser de dos tipos; aguda y crénica. La primera se caracteriza por una exposicion
a corto plazo a concentraciones altas. En la segunda la exposicion es a bajas concentraciones por un
periodo de tiempo largo. Los sintomas comunes de envenenamiento agudo son: pérdida de apetito,
nauseas, vémito, calambres en el estémago, estrefiimiento, dificultad para dormir, fatiga, mal humor,
dolor de cabeza, dolores articulares o musculares, anemia y disminucién del deseo sexual. Mientras
pasa el tiempo se generan dafios mas graves en el ser humano, los cuales se pueden observar como
cambios en las funciones de los sistemas nervioso, hematopoyético, renal y el reproductor (Garcia,

2010). Los dafios ocasionados en algunos de estos érganos se detallan a continuacion.

La figura 3 muestra un esquema en donde se ilustra la distribucidon del plomo en el organismo vy la
interaccion entre ellos a través del sistema circulatorio (Navarro, 2004) y posteriormente se detallan

los efectos del metal en algunos sistemas.
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Figura 3. Distribucion del plomo en los diferentes 6rganos comunicados por el sistema circulatorio en
los humanos (Navarro, 2004).

3.5.1 Sistema nervioso
Los efectos toéxicos del metal pueden provocar dafios severos cuando el cerebro se encuentra en

desarrollo. El plomo puede entrar facilmente en el tejido neural en desarrollo afectando directamente
las neuronas y la sinapsis o, indirectamente, las conexiones neuronales a través de las células gliales.
La neurotoxicidad de este elemento puede manifestarse en los nifos provocando una disminucion del
coeficiente intelectual (IQ), o trastornos del comportamiento, de la memoria o del aprendizaje
(Chibowska et al., 2016). Tanto el sistema nervioso central como el periférico son afectados por la
exposicién al metal. Los efectos sobre el sistema nervioso periférico son mds pronunciados en los
adultos, mientras que los del sistema nervioso central son mds prominente en los nifios (Brent, 2006;
Bellinger, 2004). La encefalopatia es una consecuencia directa de la exposicién al plomo y los
principales sintomas incluyen molestia, irritabilidad, falta de atencién, dolor de cabeza, temblor
muscular, pérdida de memoria y alucinaciones.

Las afectaciones sufridas por los nifos que presentan mayores niveles de plomo pueden verse
reflejadas al presentar retraso en el crecimiento; disminucién de la inteligencia, asi como de la
memoria a corto plazo y la pérdida de la audicién. A niveles mas altos, el metal puede causar dafio
cerebral permanente e incluso la muerte (Cleveland et al., 2008). Dentro de las repercusiones también
se ha observado neuropatia periférica, lo cual implica reduccion de la actividad motora debido a la

pérdida de la vaina de mielina, la que tiene como funcidn el aislamiento de los nervios, afectando



seriamente la transduccién de los impulsos nerviosos, causando debilidad muscular, fatiga y falta de

coordinacion muscular (Sanders et al., 2009).

3.5.2 Sistema urinario
La acumulacion inicial de plomo ocurre en el rifidn; ésta toma lugar principalmente por filtracion

glomerular y subsecuente reabsorcion, asi como en pequeiia medida por absorcion directa en la
sangre. El plomo puede ser captado por las células epiteliales tubulares renales a través de la
membrana basolateral por transporte activo en forma de ion libre (Voslta, 1968; Vander, 1977, 1979;

Victery, 1979). La figura 4 muestra un esquema representativo de estos procesos (Navarro, 2004).

Filtrado glomerular

Tubulo Proximal

Filtrado tubular

Figura 4. Procesos por los cuales el plomo entra a las células renales del tubulo proximal (Navarro,
2004).

La exposicidn tanto a concentraciones altas (> 60 pg/dL) como bajas (10 pg/dL) de plomo pueden
ocasionar dafio renal (Grant, 2008). Se han reportado dos tipos de anormalidades en el rifidn,
ocasionadas por exposicion al metal: nefropatia aguda y nefropatia crdnica. La primera puede

clasificarse morfolégicamente a través de los cambios degenerativos presentes en el epitelio tubular



acompafiados por la presencia de cuerpos de inclusidn intracelulares, formados por complejos entre
proteinas y plomo y funcionalmente por la alteracién de los mecanismos de transporte localizados en
las membranas apicales y basales de las células de los tubulos proximales que conforman a las
nefronas corticales y medulares. De acuerdo con (Goyer 1989), los efectos renales del plomo ocurren
en tres fases. La fase 1, o fase de exposicién aguda, se caracteriza por disfuncién tubular proximal, un
sindrome tipo Fanconi que consiste en fosfaturia (perdida excesiva de acido fosférico por la orina),
glucosuria (presencia anormal de glucosa en la orina) y aminoaciduria (presencia anormal de
aminodcidos en la orina) y estd acompafiada por hipofosfatemia (niveles anormalmente bajos de
fosforo en la sangre), hiperuricemia (aumento de la concentracién del acido urico en la sangre) y
nefritis intersticial (inflamacién del intersticio histico del rifidn, incluyendo los tubulos) (Chisholm,
1962; Goyer, 1971). También ocurren cambios mitocondriales y la formacidon de cuerpos
caracteristicos de inclusidn. La exposicidon crénica puede conducir a la fase 2, la cual se caracteriza por
la atrofia progresiva tubular y fibrosis intersticial, donde hay una reduccidén en la incidencia de cuerpos
de inclusidn (inciso F de la Figura 5) y la filtracion glomerular se ve afectada (Wedeen, 1975; Cramer,
1974). Finalmente, la insuficiencia renal puede ocurrir en esta fase (Goyer, 1971). La fase 3 es
caracterizada por neoplasia renal tubular o adenocarcinoma y ha sido observada en ratas expuestas

de manera crénica al metal (Van Esch, 1962; Dobryszycka, 1984).

La figura 5 muestra un juego de fotografias indicando los dafos en las células de tubulo contorneado
proximal de ratas Wistar expuestas de forma aguda a plomo utilizando un esquema de intoxicacién
agudo en el cual se administré una dosis cada 48 horas de acetato de plomo en una razén de 25 mg
por kilogramos de peso en un periodo de 15 dias (Navarro, 2004). En esta imagen se detallan las
anormalidades mencionadas por Goyer en relacidn con los efectos que a nivel microscépico se pueden

observar en las células renales
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Figura 5. Cambios morfolégicos en rifiones expuestos plomo de manera crénica. A, By C muestran la
membrana basal, las mitocondrias y los nucleos de células de tubulo proximal de animales sin exponer
al metal y D, E y F los cambios que ocurren en las células de animales expuestos a plomo (tomado de
Navarro, 2009).

Hasta hoy en dia, no se ha considerado, clinicamente que la exposicién a plomo sea el origen de la
aparicién de proteinas en la orina, sin embargo, se puede pensar que el metal podria originar una
secrecién no estandar de aminodcidos, fosfatos y glucosa, conjunto de procesos que se conocen como
sindrome de Fanconi, el cual es caracteristico de personas con falla renal asociada a la intoxicacion por
el metal (Salim, 2015).

El contacto de los iones de plomo con varias moléculas intracelulares puede ocasionar estrés oxidativo
como mecanismo de toxicidad en el rifiédn. Ademas, varios estudios han demostrado que la exposicién
a plomo podria inducir un aumento de la apoptosis celular no sélo en el higado, sino también en el
rifidn (Sujatha et al, 2011). Un estudio demostrd que el tratamiento crénico de ratas con acetato de
plomo durante un periodo de 12 semanas aumenté el numero de cuerpos apoptoticos en las células
tubulares proximales, por lo que se podria pensar que uno de los efectos del metal a nivel celular es
su influencia en la expresidn génica de las proteinas relacionadas con la apoptosis como las caspasas

y algunas cinasas (Finley, 2014; Velaga et al, 2014).
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3.5.3 Sistema hematopoyético
También se han observado dafios en el sistema hematopoyético tanto en animales como en humanos

después de la exposicidon al plomo. Estos dafios incluyen la deteccidn de niveles elevados de porfirinas
en orina, entre las que se encuentran el acido deltaaminolevulinico (8-ALA), coproporfirinas,
protoporfirina eritrocitaria y protoporfirina de zinc, como resultado de la inhibicion de tres de las
enzimas que participan en la biosintesis del grupo Hemo: acido 6-aminolevulinico deshidratasa (ALAD),
ferroquelatasa, y 6-ALA sintetasa (ALAS) (ATSDR, 2015). También reduce la vida util de los eritrocitos
circulantes aumentando la fragilidad de las membranas celulares debido al proceso conocido como
lipoperoxidacion. La combinaciéon de estos dos procesos conduce a la anemia (Cornelis, 2005; Piomelli,

2002).

El efecto del plomo sobre la enzima ALAD es una de las caracteristicas mas estudiadas dentro del
fenédmeno de la intoxicacidn con plomo y su inhibicion se ha utilizado clinicamente para medir el grado
de envenenamiento por el metal. La inhibicién de la ALAD da lugar a la acumulaciéon de acido
aminolevulinico, detectable en el plasmay en la orina, incluso a niveles de plomo en sangre inferiores
a 10 pg/dL. Aunque la inhibicion de ALAD se observa por primera vez en los niveles de plomo en sangre
de 10-20 pg/dL, la biosintesis de hemo no disminuye hasta que la actividad de ALAD es inhibida en un
80-90%, lo que ocurre a una concentracién de plomo en la sangre mucho mayor a 55 pg/dL (Ahamed

et al., 2005).

Tal como se ha mencionado en algunos de los parrafos anteriores, el plomo puede afectar el desarrollo
de los nifios y alterar muchas funciones. Sin embrago, se debe tomar en cuenta que este proceso de
dano se puede generar desde el proceso de la gestacion en madres que entran en contacto con el
metal de forma directa o indirecta. Debido a lo anterior se procedera a explicar el efecto que el plomo

puede tener en el proceso de la gestacion y la lactancia.

3.6 EFECTOS DEL PLOMO EN LA GESTACION Y LA LACTANCIA.
3.6.1 Gestacion.

Para iniciar el desarrollo de este apartado se explicara cdmo es el proceso de gestacién y de lactancia

en condiciones normales y cdmo pueden ser perturbados por la presencia de plomo.
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La gestacion es un periodo en el cual se estd desarrollando una nueva vida. En los mamiferos este
proceso se lleva a cabo dentro de la madre, la cual establece comunicacion muy especial con el ser
que se estd formando. Este proceso es complicado y requiere de la participacién de muchos procesos
bioquimicos y fisiologicos para poder cumplirse. Uno de ellos es la formacion de la placenta, la cual es
el puente que une a la madre con el hijo.

La placenta es el medio de comunicacion existente entre el feto en desarrollo, la madre y el entorno
exterior. Las sustancias pueden atravesar la placenta por varios mecanismos de transporte y su
funcién principal es brindar un conducto para la nutricién del feto en desarrollo. La placenta tiene
mecanismos que mejoran el transporte de las sustancias que se necesitan y restringe la entrada de
aquellas sustancias que son téxicas. Estos mecanismos estdn relacionados con influencias hormonales,
algunas reacciones oxidativas, en su mayoria no enzimaticas y el flujo sanguineo fetal. Existen pocos
estudios relacionados con el transporte de metales traza esenciales (aparte del calcio y el hierro) asi
como del transporte transplacentario de metales téxicos incluyendo plomo, cadmio y mercurio
(Goyer, 1990).

De acuerdo al manual (Purizaca-Benites,2008) existen tres mecanismos de transporte de nutrientes
en la placenta ejemplo de ello son:

Difusion simple: Segun las leyes de la biofisica, la concentracion de sustancias a los lados de la barrera
tiende a igualarse, influyendo en la velocidad de transferencia el tamano de la molécula, grado de
ionizacion. Las moléculas con peso molecular mayor de 600 Da, no ionizadas, no atraviesan la barrera.
Solo pasan con facilidad aquellas moléculas con peso menor de 600 Da. La transferencia por este
mecanismo se realiza sin gasto de energia.

Difusion facilitada: Coexiste con un componente de difusion simple, pero, aumenta la constante de
difusidn de la sustancia; tampoco utiliza energia. Por este mecanismo pasa la glucosa de madre a feto.
Transporte activo: Esta transferencia se realiza en contra de una gradiente de concentracién, con
consumo de energia; es un evento sodio dependiente. Asi, los aminodcidos, que se encuentran en
mayor concentracion en la sangre fetal, deben pasar desde la sangre materna en contra de esta
gradiente; la tasa de recambio de proteinas y de los diferentes aminoacidos en las proteinas de la
placenta y tejidos fetales es mayor a la de los tejidos maternos.

La figura 6 muestra que existen factores propios de la madre, la placenta y el feto implicados en el

transporte de sustancias. En la madre se deben considerar la dieta, el peso, el metabolismo y el estado
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hormonal. En la propia placenta influyen el tamafo de la misma, los sistemas de transporte, la
morfologia y el metabolismo. Finalmente, los factores que se relacionan con el feto son el potencial

genético, la situacidon enddcrina y el metabolismo.
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Figura 6: Transporte de nutrientes en la placenta reportada (Cetin,2010).

Dentro de los nutrientes que se transportados por la placenta se encuentra la glucosa, considerando
a este nutriente el mas importante y esencial para el crecimiento fetal, la manera en que es
transportada de la madre al feto es por medio de un sistema de difusion facilitada, y su concentracién
fetal es constantemente menor y dependiente de la concentracién materna y la edad gestacional
(Powell,2006).

Los aminoacidos son transportados por portadores activos, en particular los aminodcidos neutros, por
medio de un sistema de transporte dependiente del sodio, mientras que los aminodacidos ramificados,
como la fenilalanina y lisina, son vehiculizados por un transportador independiente del sodio (Cetin |,
de Santis MS, ,2005). Durante el proceso del embarazo, las concentraciones fetales de aminoacidos

son constantemente superiores a las de la madre (Cetin I, Ronzoni S, Marconi,1196).
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Se han realizado estudios usando isétopos estables y con ello se ha demostrado que los aminodcidos
no esenciales fetales derivan principalmente de la produccion placentaria a partir de aminoacidos
metabdlicamente relacionados.

Se sabe que la placenta es un detector de nutrientes capaz de modificar su funcién de transporte con
arreglo al suministro materno de nutrientes y las necesidades fetales. Los acidos grasos pueden
atravesar la placenta en forma de 4acidos grasos libres por difusion simple o como lipoproteinas que
conectan con proteinas de unién especifica y son liberados a continuacién por medio de lipo
proteinlipasas placentarias especificas (Herrera E, Amusquivar,2006). La difusiéon simple acontece por
la presencia de un gradiente de concentraciones materno fetales. La concentracion fetal es
constantemente menor que la materna, pero también cualitativamente diferente; los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPICL), como el acido araquidénico y el 4cido docosahexaenoico,
estan presentes en mayores proporciones en comparaciéon con sus precursores, acido linoleico y

acidolinolénico (Crawford MA, ,2008).

3.6.2 Lactancia
La lactancia materna de primera estancia constituye un proceso por medio del cual se provee el

alimento ideal para un recién nacido. De manera exclusiva, la leche materna, aporta todos los
nutrientes necesarios para su desarrollo durante los primeros seis meses de vida. Al ingerir leche
materna los beneficios para el menor son innumerables, pero también lo son para la madre y el medio
ambiente. Sin embargo, la leche también constituye un vehiculo para el paso de sustancias toxicas al
nifio.

El transporte de nutrientes atreves de la lactancia inicia desde la gestacién a partir de la semana 16
cuando se comienza a formar el precalostro, la leche producida en esta etapa es rica en proteinas,
nitrogeno total, inmunoglobulinas, magnesio, hierro, sodio y cloro. Debido a que los recién nacidos
prematuros tienen baja actividad de lactasa las concentraciones de lactosa son bajas (Schanler et al.,
1989; Aguayo, 2001; Garcia-Lépez, 2011).

Pasando 4 dias después de la gestacion se produce el calostro, este es una leche de transicion que en
esta etapa apenas comienza a formarse Se producen de 2 a 20 mililitros por toma en los primeros 3
dias postparto, siendo esta cantidad suficiente para cubrir las necesidades del neonato. La apariencia
es de color amarillento por la presencia de B-caroteno y provitamina A que es liposoluble (Lawrence
& Lawrence, 2007). Tiene mayor cantidad de proteinas (97% en forma de inmunoglobulina A),
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vitaminas liposolubles, lactoferrina, factor de crecimiento, lactobacilos, oligosacaridos, sodio (que le
confiere un sabor salado) y zinc. En menor concentracion se encuentran las grasas, la lactosa y las
vitaminas hidrosolubles (Manotas, 1994; Aguilar Cordero, 2005; Reyes Vazquez, 2011). El calostro
protege al recién nacido ya que le transfiere inmunidad pasiva por absorcién intestinal de
inmunoglobulinas, linfocitos y macroéfagos, posee altas concentraciones de lisozima (Ho et al., 1979;
Uruakpa et al., 2002) y gran cantidad de oligosacaridos (20g/L) y lactobacterias; la motilina que posee,

ayuda a la expulsion de meconio al aumentar el peristaltismo intestinal (Lawrence & Lawrence, 2007).

Al culminar el proceso de gestacion una reaccion caracteristica de los alvéolos es que en el interior
presentan una substancia que se compone de células epiteliales descamadas y leucocitos en las que
se puede detectar lactosa en sangre y en la orina lo que se corrobora como la sintesis de lactosa en las
glandulas mamarias (Kuhn 1977; Cox 1999). En la mayoria de las mujeres ocurre que la excrecién de
lactosa por la orina comienza entre las 15 y 20 semanas de gestacion. A la capacidad de las mamas de

poder sintetizar los componentes de la leche se le denomina Lactogénesis (Cregan, 1999).

Estudios han revelado que en el embarazo también se presentan concentraciones de prolactina en el
plasma, lo que indica que esta substancia tiene un papel importante en la diferenciacién celular y en
la formacidn de galactocitos o células secretoras en el desarrollo de la mama durante la gestacion. Al
mismo tiempo también se presenta un cambio, que es aumento de volumen de la mama que se
relaciona con el incremento en las concentraciones del lactégeno placentario plasmatico. El cambio
en el crecimiento del pezdn se relaciona con el nivel de prolactina y el crecimiento de la areola con el
nivel de lactégeno placentario (Cox 1999). Al término del embarazo, se observa un aumento de
volumen de la mama de entre 20 a 227 ml. En algunas mujeres, al progresar el desarrollo glandular,
los depdsitos de grasa localizados en las mamas pueden movilizarse y en ese caso puede que no se

aprecien estos cambios de volumen (Cox, 1999).

3.7 EFECTOS DEL PLOMO EN LAS MADRES EMBARAZADAS EN MEXICO Y OAXACA.
El problema radica en que el metal se puede liberar hacia el torrente sanguineo, en especial durante

los procesos de embarazo, la lactancia y el climaterio, colocando en riesgo a las mujeres y a sus hijos,
ya que el plomo cruza facilmente la barrera placentaria, siendo ésta el medio por el que el feto recibe

los nutrientes necesarios para su desarrollo (Martinez y colaboradores, 2001). En el afio 2009 se
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reportd que el plomo puede tener un efecto daiino en el sistema enddcrino. El nivel sanguineo de
plomo materno puede aumentar el riesgo considerable de muerte fetal y de alteraciones neurolégicas
en los recién nacidos. Mujeres en proceso de gestacién con niveles elevados de plomo en la sangre
presentan un riesgo mayor de partos prematuros, abortos espontaneos, muertes fetales y de recién

nacidos con peso bajo para su edad gestacional (Rothenberg1993)

Se ha demostrado que los nifios con altos niveles de plomo en sangre presentan un desempeio mas
bajo en la escuela. Lo anterior fue determinado utilizando pruebas psicométricas, mediante las cuales
se pudo demostrar que los nifios que se encontraban en contacto con el téxico presentaron un
rendimiento escolar menor y ademds de un desarrollo intelectual deficiente en comparacion con

aquellos estudiantes que tenia niveles bajos de plomo en sangre (Azcona-Cruz, 2000).

En el estado de Oaxaca, se ha reportado que los nifios expuestos a plomo pueden presentar
disminucion del crecimiento fisico (bajo peso al nacer, déficit de talla), disminucion del coeficiente
intelectual, disminucién de agudeza auditiva, dafio renal, hipertensidn, anemia, osteoporosis. Entre la
poblacion de alto riesgo estan las mujeres embarazadas (en donde se ha observado una disminucidn
en la tasa de fertilidad) y los nifios menores de edad (Gonzalez, 1999). Terrazas y colaboradores
estudiaron el efecto del uso de losa de barro y su asociacién con las concentraciones de plomo en
sangre en nifios del estado de Oaxaca. Los resultados indicaron que, en las zonas rurales, mas de la
mitad de los nifios presentaron niveles de plomo por encima de 10 pg/L. Este hallazgo fue asociado
con el uso de ceramica vidriada en la zona de estudio. Loa autores sostienen que México es el cuarto
pais en produccién de plomo y que, aun cuando se han implementado medidas para reducir las

fuentes potenciales de exposicion.

Con el paso del tiempo, se sigue observando que la intoxicacion por este metal en nifios continta
siendo un problema de salud publica (Terrazas y colaboradores, 2015). De la misma manera se ha
constatado que, en Oaxaca, la mayoria de los nifos menores a los seis afios de edad han estado en
contacto con juguetes manufacturados o contaminados con plomo y que, de la misma manera, su
exposicidn al téxico aumenta cuando el nifio constantemente se encuentra masticando sus juguetes
o estos se encuentran en contacto con su boca (Vasquez, 2017). Todos estos estudios ponen de
manifiesto que en el tiempo presente y como resultado del mal manejo de los recursos y los
desperdicios generados de los mismos, existe ya una concentracion de plomo en el aire, suelo y el
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agua a tal grado que ha llegado a formar parte de los seres vivos, sus érganos y sus células al ser
transportado por la sangre de los habitantes (particularmente de los nifios) de ciudades y
comunidades rurales. También se tiene bien conocido que son los nifios quienes retienen mayor
cantidad de plomo durante el periodo en el cual sus cerebros y capacidades intelectuales estdn en una

etapa muy importante de su desarrollo (la etapa gestacional) (Burger, 2010).

Se ha informado que la acumulacién de plomo en el organismo humano afecta a la mayoria de las
glandulas endocrinas. En particular tiene un efecto sobre el eje hipotalamo-pituitaria provocando
respuestas de las hormonas estimulantes de la tiroides (TSH), somatotropina (GH), foliculo
estimulante/luteinizante (FSH/LH), tirotropina (TRH), somatocrinina (GHRH), y la estimulacién de
gonadotropina (GnRH). De la misma manera se han reportado niveles elevados de prolactina (PRL) en

la intoxicacion por plomo (Doumouchtsis, 2015).

Se sabe que uno de los factores exdgenos que dafian el desarrollo neuroconductual de los nifios es la
exposicién intrauterina al plomo. Durante las primeras etapas del desarrollo prenatal el cerebro es
afectado debido al hecho de que los seres humanos comienzan a acumular plomo en sus cuerpos y
éste afecta el desarrollo neuroconductual de los nifios en el desarrollo prenatal. De esta manera
cuando los fetos se encuentran expuestos al metal pueden presentar diversas alteraciones,
principalmente en el cerebro, ya que esta etapa es de crecimiento rapido. Los efectos del plomo
radican en el deterioro de la funciéon cognitiva dado que la placenta no representa una barrera

biolégica para el metal (Wieslaw, 2009).

El grupo de Navarrete-Espinoza establecid, en el afio 2000, que existe una relacién entre el nivel de
plomo sanguineo materno (PSM) y el existente en la sangre del cordén umbilical (PSC) al momento
del parto. Este dato se utilizd para identificar los principales predictores del PSM en derechohabientes
del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el Distrito Federal, siendo la loza vidriada el
principal. El consumo de leche y jugo de naranja se asociaron inversamente con el PSM. Estos estudios
también mostraron que 47% de las madres y 50% de los nifios tuvieron valores superiores a 10 pg de
plomo por decilitro de sangre y que 578 recién nacidos se registraron niveles de plomo superiores a
los de la madre. Existen estudios que relacionan la intoxicacién con plomo y el riesgo de abortos
espontaneos, indicando que estos casos se presentan cada vez mdas en zonas con niveles altos de
contaminacién con el metal. En multiples estudios de laboratorio, el plomo ha sido reconocido como
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una sustancia genotodxica y teratogénica y se ha demostrado que la severa exposicidon ocupacional a
este podria aumentar el riesgo de aberraciones cromosomales e inducir teratozoospermia
(alteraciones morfoldgicas en los espermatozoides) en individuos expuestos (Navarrete-Espinosa,

2000).

En este trabajo de Tesis después de haber terminado la gestacidon y el parto se permitié que las ratas
madre amamantaran a las crias durante un mes ya que se sabe que existe una correlacion entre las
concentraciones de plomo en leche materna con niveles de plumbemia en los recién nacidos y sus
madres. Esto demuestra que la leche materna podria ser una fuente importante de contaminacion
para el neonato. También se conoce que hay una correlacion entre la presencia de plomo en leche
materna y plumbemia en el recién nacido; sin embargo, no se cuenta con estudios que hayan
determinado la proporcién exacta de plomo absorbido por lactancia ni una razén de proporciones

entre la concentracién en sangre y leche materna.

La presencia de plomo puede generar muchos efectos en el sistema endécrino en general y en los
procesos de gestacidn en particular. Se han establecido diversos indicadores de dafio, los cuales sirven
para dar una idea general de los efectos de los agentes téxicos en los seres vivos. A nivel celular
muchos de los indicadores son enzimas, cuya expresidon o actividad se modifica como resultados de
los procesos toxicos de muchos agentes contaminantes. En este trabajo se utilizard la actividad de la
enzima Glutatidn S-transferasa como indicador de dafio en el modelo usado en este trabajo. Dentro
del grupo de investigacidn de Bioquimica de la Universidad del Papalopan se han realizado estudos en
los que se ha evaluado el papel de la actividad de la enzima en funcién de la exposicién a plomo y la
generacioén de estrés oxidativo en ratas Wistar macho. Se encontré una relacién evaluada tanto de
forma experimental como quimiométrica (Hernandez, 2015). En base a los resultados obtenidos se
cuantifico la actividad de esta enzima, la cual se describe a continuacion.

3.8 ENZIMA GLUTATION S-TRANSFERASA EN LA SUSCEPTIBILIDAD HACIA AGENTES TOXICOS.

Las Glutation S-transferasas (GST) constituyen un grupo de enzimas diméricas que desempefian un
papel critico en la defensa contra productos de estrés oxidativo y varios compuestos electrofilicos en
la fase Il del metabolismo de los xenobidticos, catalizando la conjugacién de glutatién reducido con
sustancias genotdxicas potenciales (He et al., 1998). Varios estudios han demostrado que las

diferencias individuales en la actividad de GST son el resultado del polimorfismo genético de estas
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enzimas (Cao et al., 2017). Este grupo de enzimas son productos de una superfamilia de genes, algunos
de ellos polimérficos debido a los alelos eliminados o mutados (Blackburn et al., 2000).

Esta familia se encuentra ampliamente distribuida en los seres vivos y se expresan en muchos tejidos
de mamiferos en forma especifica y en funcion del tipo de tejido y de célula (Thiagara et al., 2005).
Muchos estudios han demostrado evidencia de variaciones individuales en la expresidén de GST en
diferentes tejidos (Laguna-Ruiz et al., 2005). Ademds de los tejidos de mamiferos, la enzima se
encuentra en especies de diferentes reinos, lo cual la hace poseedora de un papel muy importante
dentro de los diferentes organismos que la poseen.

El presente trabajo de Tesis se relaciona con el plomo y sus efectos en ratas gestantes, tema que ha
sido poco estudiado en humanos y en animales de laboratorio. Con relacién a esto se han encontrado
varios reportes que indican que el metal puede ocasionar dafio tanto a los fetos como a sus madres

durante y después del proceso de gestacion.

Con el objetivo de explorar sobre los conocimientos y reportes relacionados con este tema, a
continuacion, se escribe una cronologia de trabajos relacionados con el efecto de la exposicidon a
plomo en el proceso de gestacidn y en nifios recién nacidos o pequefios cuya madre estuvo expuesta
a diferentes concentraciones de metal. Se han detectado pocos trabajos en modelos animales por lo

cual se describen también los que se han podido obtener en la literatura.

En 1979 Wide realizé una serie de experimentos en ratones expuestos a 75 ppm de cloruro de plomo.
La administracién fue llevada a cabo el dia 4 de gestacion y a los dias 5 y 6 se determinaron las
superficies luminales uterinas y se observd que el metal pudo interferir con la actividad de las
hormonas esteroideas en el endometrio, por lo cual se observd que el proceso de gestacién se vio

interrumpido en presencia de plomo (Wide,1979).

En 1987, Lauglin realizé estudios en hembras de monos Rhesus a las cuales expuso a la ingesta diaria
de acetato de plomo en el agua de bebida. El periodo de intoxicacién duré 8 afios. El plomo ingerido
fue determinado en sangre y se encontraron niveles de 44 a 89 pg/dL de sangre. Los animales no
presentaron signos de intoxicacion por plomo durante el periodo de intoxicacién, medido ello como
el apetito, el peso corporal y los niveles de hematocrito. Los ciclos menstruales si fueron alterados y

se observo que a partir de los dos afnos de ingesta de plomo los periodos menstruales comenzaron a
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disminuir y se observé una tendencia a presentar menopausias prematuras. Sin embargo, los animales

no mostraron ningun otro signo de intoxicacion por el metal (Lauglin, et. al, 1987).

Foster en 1992 estudié el efecto de la exposicidén a acetato de plomo a una concentracién de 1500
ug/Kg, desde el nacimiento hasta los 10 afios de edad, en forma de cdpsula via oral, en la funcién
menstrual y la circulacion de las hormonas foliculo estimulante, estradiol y progesterona en hembras
de monos nalliparous cynomolgus. Después del tiempo de exposicidn, los niveles de plomo en sangre
encontrados fueron de 35 pg/dL. Este investigador encontrd que los ciclos menstruales y la salud de
las hembras no fueron alterados durante el periodo de intoxicacidon, pero si disminuyé la

concentracion de las hormonas estudiadas (Foster, 1992).

Hallén y colaboradores (1995) estudiaron los efectos de la exposicion placentaria y de lactancia al
plomo en ratas lactantes después de la exposicion a largo plazo de ratas madre al metal en el agua
potable. La exposicién continua al metal durante la gestacion y la lactancia dio como resultado niveles
de este elemento en la leche aproximadamente 2.5 veces mas altos que los niveles del i6n en
sangre. Cuando terminé la exposicion a téxico en el parto, los niveles en la leche eran similares a los
encontrados en sangre en el dia 15 de la lactancia, y solo el 10% de los niveles de leche encontrados
después de la exposicion continua al metal. La exposicion a través de la placenta y la leche en la
descendencia de las ratas expuestas continuamente dio como resultado niveles en sangre y cerebro 6
veces mayores que en la descendencia expuesta solo a través de la placenta. La exposicion solo por la
via lactante en las crias de las madres expuestas a plomo hasta el parto origind niveles del téxico en
sangre mas altos que en las crias expuestas solo a través de la placenta. Todo lo anterior indica que la
transferencia a través de la leche materna es considerablemente mayor que la transferencia
placentaria. Ademads, determinaron que en la descendencia de los grupos expuestos disminuyé la
actividad de ALAD en la sangre, lo que indicé una relacidon entre la actividad de la enzima y los niveles
de plomo en sangre, en la cual la actividad es inhibida de forma proporcional a la concentracion del
téxico. Sin embargo, no observaron ninglun efecto en la calidad de la leche, medida por las
concentraciones de lipidos, proteinas y calcio de la leche, ni en la produccién de leche (Oskarsson et
al., 1992; Hallén y Oskarsson, 1993; Gulson et al., 1998). Un estudio ha indicado que el plomo posee
gran afinidad por grupos sulfhidrilo y carboxilo de la caseina de la leche, razén por la cual se podria

explicar su toxicidad en animales o humanos lactantes (Srinivas,et al.,2007).
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En el afio de 1997, un estudio en mujeres que tuvieron a sus hijos demostré que los nifios nacidos
tuvieron bajo peso. En relacién con ello se ha demostrado que el peso al nacer es un buen predictor
de la supervivencia y el desarrollo de los nifios. Niveles altos de plomo en personas expuestas
ocupacionalmente se han asociado con alteraciones adversas en el nacimiento incluyendo algunas
alteraciones cognitivas y alteraciones a nivel de hueso como la tibia. El peso y longitud de la tibia se
ha asociado de forma inversa a los niveles de plomo en el cordén umbilical en los nifios recién nacidos,
representando un problema grave a nivel 6seo (Gonzalez-Cossio, 1997). Observaciones similares en
mujeres de Taiwan han sido observadas, nueve afios después, por un grupo de investigadores de dicho
pais, quienes también relacionan el peso al nacer con la exposicidon a plomo en madres (Pau-Chung,

et. al., 2006).

Torres-Sanchez escribid en 1998 que el plomo es un metal que puede cruzar la placenta, por lo que el
feto se encuentra expuesto a concentraciones similares de metal que la madre. El plomo en sangre de
la madre se debe a factores enddgenos y exégenos. Dentro de los primeros la movilizacién de plomo
de los huesos puede producir altos niveles del metal en sangre. Los conocimientos sobre la exposicién
prenatal a plomo y los nacimientos antes de término son inconsistentes. Algunos estudios muestran
una relacién entre ambos factores y otros estudios no los mencionan como algo relevante. En México,
la exposicién a plomo representa un grave problema de salud que tiene su origen en el uso de Ila
ceramica vidriada para cocinar y guardar alimento. En 1993 se determind que el 40% de los recién
nacidos presentaron niveles mayores a 10 pg/dL del metal en el cordén umbilical, indicando que sus
madres fueron expuestas a altas concentraciones de metal durante el embarazo. Un trabajo realizado
con mujeres no expuestas ocupacionalmente dio a conocer que la exposicidon al metal afecté
mayormente a mujeres que han parido por primera vez y que sus partos fueron antes de las 37
semanas de gestacion, presentando cantidades iguales o mayores a 5.1 pg/dL en el cordén umbilical.
Lo anterior se puede explicar asumiendo que el plomo depositado en el hueso fue removido durante
el embarazo, distribuido por sangre y depositado en diversos érganos y en el corddon que une a la

madre con el feto (Torres-Sanchez, 1998).

Un afio después el mismo autor junto con sus colaboradores llevaron a cabo un estudio en mujeres de
la Ciudad de México. en este trabajo se determiné el riesgo de parto prematuro con los niveles de

plomo en sangre. Como resultado se detectaron 419 nacimientos a término y 161 nacimientos
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prematuros antes de las 37 semanas. Los niveles de plomo fueron mds elevados en las mujeres con
parto prematuro que en las que tuvieron un parto a tiempo (9.77 + 2.0 vs 8.24 % 2.15 pg/dL). Se
observé que la incidencia de partos prematuros fue mayor en mujeres que presentaban noveles de
plomo en el cordén umbilical mayor a 5.1 pg/dL. Este hecho no fue observado en mujeres multiparas,
por lo cual los autores indicaron que la exposicidon intrauterina a plomo puede estar asociada al parto

prematuro en mujeres primiparas que en multiparas (Torrez-Sanchez, 1999).

Curros, en 1999 reportd que el transporte transplacentario de plomo es conocido desde principios de
siglo y que el metal es capaz de depositarse en los huesos de la madre gestante de forma proporcional
al avance del embarazo. Este depdsito puede representar hasta el 90% del plomo ingerido por via oral.
De igual forma indicé que los drganos en los que también se deposita el metal son el higado, el rifién
y el cerebro. Una vez que el plomo ingresa al organismo de una mujer en proceso de gestacion es hasta
las 12 0 14 semanas que el ién puede atravesar la placenta y aumentar su concentracion en los tejidos

fetales, ademas de iniciar el proceso de acumulacion en la leche materna (Curros, et. al., 1999).

El grupo de Navarrete-Espinoza establecid, en el afio 2000, que existe una relacién entre el nivel de
plomo sanguineo materno (PSM) y el existente en la sangre del cordén umbilical (PSC) al momento del

parto.

En 2002, Margarita Rivera, trabajadora de los servicios de Salud de Oaxaca reportd que en México
existe un largo historial de intoxicacién por plomo el cual incide principalmente en la salud de los nifios
y su desarrollo neuroconductual, asi como a trabajadores de industrias con alto indice de exposicidn
al toxico. En el afio 1999 se publicd la Norma Oficial Mexicana de Emergencia de Salud Ambiental,
donde se establecieron los criterios para la determinacién de plomo en sangre, y las acciones para
proteger la salud de la poblacidon no expuesta ocupacionalmente y los métodos de prueba. El valor
aceptable de plomo en sangre en nifios y mujeres embarazadas aceptado es de 10 mg/dLy 25 mg/dL
en adultos. Ella indicd que los niveles de Pb en sangre que en algun tiempo se consideraron seguros,
se han asociado con déficit del coeficiente intelectual (Cl), trastornos del comportamiento y retardo
en el crecimiento. Manifestd la neurotoxicidad del plomo es mas critica para el feto en desarrollo y el
nino en crecimiento que para los adultos debido a que la vida media bioldgica del metal es mayor en
nifos que en adultos. De la misma forma dio a conocer que estudios realizados en 100 mujeres
embarazadas en los hospitales del Centro Médico Nacional "La Raza", de Inguaran y de Cuautitlan,
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registraron diversos tipos de alteraciones ginecoldgicas, asi como problemas en el parto, sobre todo

de aquellas que tenian concentraciones de metal de hasta 400 mg/dL en sangre.

En casos como este pueden nacer fetos anencéfalos, con alteraciones en el desarrollo cerebral o con
deficiencia mental. En los lactantes y nifios pequeiios, los sintomas asociados a la intoxicacién por
plomo son: irritabilidad, dolor abdominal, ataxia, crisis convulsivas y/o pérdida de conocimiento,
deficiencia en el aprendizaje, hiperactividad y lapsos de atencidn reducidos, asi como conducta

agresiva.

En la madre es frecuente la hipotension arterial. Enfatizdé que la intoxicacién en nifios pequefios es
grave, sobre todo antes de los cinco afios ya que puede haber encefalopatia mortal y en los
sobrevivientes secuelas neurolédgicas permanentes. Este metal produce alteraciones importantes en
la inteligencia, provocando una disminucién de 8 puntos en el coeficiente intelectual al incrementarse

los niveles de plomo sanguineo de 10 a 35 mg/dL (Rivera, 2002).

En México se tiene el conocimiento de que el plomo constituye un factor de riesgo para aborto el
espontdneo, bajo peso al nacer, la disminucién del perimetro cefalico y la inhibicién del desarrollo
cognoscitivo. En relaciéon con el periodo de gestacidn, existen estudios toxicolégicos en animales, en
los que se han documentado efectos sobre la implantacidn del dvulo, la supresién subclinica de las
concentraciones circulatorias de la hormona luteinica, la foliculo estimulante y estradiol, sin producir
signos visibles de irregularidad menstrual; alteraciones persistentes en el ciclo menstrual e incluso,
probablemente, una menopausia prematura. Se ha descrito una posible asociacién entre las
concentraciones del metal y los efectos adversos en el sistema reproductor, especificamente
trastornos menstruales y amenaza de aborto en mujeres expuestas. La relacion entre los efectos del
plomo y el tiempo requerido para quedar embarazada (TRE) son controvertidos y estan
principalmente enfocados a parejas con esposos ocupacionalmente expuestos. En la actualidad, las
investigaciones relacionadas con el TRE se consideran puesto que los efectos de la exposicidn a este
contaminante podrian interferir con el proceso bioldgico del embarazo y disminuir la fecundidad entre

mujeres expuestas (Guerra-Tamayo, et. al, 2003).

En 2007 el grupo de Espliegues, indicd que los fetos y los nifios, en comparacion con los adultos,

presentan una vulnerabilidad especial a los téxicos ambientales debido a su inmadurez fisioldgica y
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mas tiempo de vida después de la exposicion. Ademads, para el caso de los contaminantes
atmosféricos, hay que considerar que los nifios inhalan un volumen de aire relativamente mayor que
los adultos y suelen pasar mas tiempo al aire libre. La mortalidad intrauterina, perinatal o neonatal

constituye el efecto mas ampliamente estudiado (Espliegues, et. al, 2007).

Poma en 2008 reportd que la inmadurez fisiolégica de fetos e infantes (de hasta 36 meses) puede
aumentar el riesgo de que el plomo penetre el SNC, lo que puede originar alteraciones neurolégicas
permanentes. Indicé que los signos y los sintomas de la intoxicacidén por plomo dependen del tipo de
exposicion al mismo (exposicion muy baja, leve, moderada y alta) ocasionando desde pérdida de
memoria hasta alteraciones de la conciencia. Cuando el plomo interactua con el sistema reproductor
puede ocasionar aumento en la proporcion de espermatozoides anormales y disminucién en la cuenta
de espermatozoides normales. No se sabe si el plomo a niveles bajos afecta el desarrollo de los
embarazos, sin embargo, estudios realizados con mujeres embarazadas que han vivido cerca lejos de
fundiciones han demostrado un aumento de abortos espontaneos; muertes fetales y partos
prematuros en las primeras. Durante el embarazo, el plomo entra libremente al compartimiento fetal,
por lo que afecta la viabilidad fetal y el desarrollo del nifio durante la vida extrauterina. A niveles bajos
(14pg/dL) la exposicion a plomo puede aumentar el riesgo de sufrir partos prematuros y de recién
nacidos con peso menor al esperado. Se han observado anomalias congénitas, con testiculos no

descendido y complicaciones de la piel (Poma, et. al., 2008).

Estudios en Aguascalientes, México demostraron que los metales plomo y cadmio son capaces de
atravesar la membrana placentaria. Su presencia se asocia a riesgos perinatales como malformaciones
congénitas, parto prematuro y disminucion del peso al nacer. A su vez, manifestaron que ambos
metales pueden interferir en el transporte de sustancias nutritivas y que, dado que el buen
funcionamiento placentario es indispensable para la produccién del liquido amnidtico (LA), la
disminucion de éste (oligoamnios) puede ser resultado de la presencia de estos metales pesados en
el tejido placentario. Esto dara origen al aumento de las concentraciones de plomo en condicién de

oligoamnios, asi como disminucién del peso al nacer (Terrones, et. al, 2008).

En relacion con el proceso de la gestacidon, se sabe que la placenta constituye el medio de
comunicacidn existente entre el feto, la madre y el entorno. Su funcidn principal es la de proporcionar
un conducto para la nutricion del feto en desarrollo. Las diferentes sustancias pueden atravesar la
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placenta por varios mecanismos de transporte. Estos mecanismos estan regulados por varias acciones
hormonales; algunas reacciones oxidativas, en su mayoria no enzimaticas y por flujo sanguineo fetal.
Existen pocos estudios relacionados con el transporte de metales traza esenciales (aparte del calcio y
el hierro) asi como con el transporte transplacentario de elementos teratogénicos como plomo,
cadmio y mercurio. Cuando los fetos se encuentran expuestos a los metales mencionados
anteriormente, se pueden presentar diversas alteraciones, principalmente en el cerebro. En el caso
del plomo, sus efectos radican en el deterioro del desarrollo y la funcién cognitiva dado que la placenta

no representa una barrera bioldgica para este metal (Wieslaw, 2009).

En Buenos Aires un grupo de investigaciéon reportd que el feto y el nifio son particularmente
vulnerables a las exposiciones a contaminantes ambientales en los primeros afos de vida. Ellos
explican que lo anterior se debe a las ventanas criticas de vulnerabilidad que ocurren durante el
periodo de rapido crecimiento que pueden interrumpir el normal crecimiento de érganos y sistemas.
Lo anterior, reportaron, se complica por la menor capacidad de detoxificacién debido a que los
mecanismos metabdlicos no se encuentran totalmente desarrollados. De manera adicional reportaron
que la exposicidn a contaminantes ambientales es responsable del 36 % de las muertes de los nifios a
lo largo del planeta. Segun la Organizacién Panamericana de la Salud, aproximadamente 100, 000

nifios menores de 5 afios mueren anualmente en América por esta causa (Lutz, et. al, 2010).

La relacidn entre la intoxicacién con plomo y la gestacidon ha sido poco estudiada ya que se ve
influenciada directamente por el sistema enddcrino. Lo anterior provoca que el establecimiento de
modelos de estudio se vuelva complicado y que mucho del conocimiento que se tiene se haya
adquirido a partir de los casos clinicos que se han reportado. Se sabe, sin embargo, que los dafos
ocasionados por la exposicion a plomo, a nivel endécrino, se relacionan con el funcionamiento de las

glandulas, la accién o produccion de hormonas y el desarrollo embrionario (Dolores, 2013).

Existen estudios que relacionan la intoxicacidn con plomo y el riesgo de sufrir abortos espontdneos en
zonas con niveles altos de contaminacién con el metal. Un ejemplo lo constituye el estudio de Castro-
Bedrifana y sus colaboradores quienes determinaron los efectos del plomo en gestantes y neonatos
de madres expuestas al metal en la Ciudad de la Oroya en Peru. Los datos se muestran en la tabla 1

(Castro-Bedrifiana, 2013).
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Tabla 1. Niveles de plomo en sangre umbilical y sus efectos en la salud en 40 individuos. (Modificado
de Castro-Bedrifiana et al., 2013)

Nivel de plomo (pug/dL) Numero de individuos Efectos

Estudios del efecto del plomo en los diferentes periodos de gestacién en ratas Dowley han mostrado
que el plomo interfiere dramdticamente en la etapa trofoblastica, disminuye el peso placentario,
retarda el crecimiento en las crias e interfiere en la nutricién y cambio de oxigeno placentario entre
madres y fetos En mujeres gestantes, expuestas a niveles elevados de plomo, se han observado
problemas como hipertensién gestacional, abortos, dificultad en el parto y muerte fetal, ademads de
gue los nifios pequefios son especialmente vulnerables a los efectos téxicos del plomo y pueden sufrir
alteraciones graves y permanentes para la salud, como bajo peso al nacer y alteraciones en el

neurodesarrollo (Carcamo, 2013).

Chen y colaboradores (2014) estudiaron la exposicién materna a multiples metales (incluidos Cd, Hg,
Pb y Se) y la transferencia transparentaria de estos elementos de la madre al feto en una variedad de
medios sanguineos en los EE. UU. Concluyeron que los glébulos rojos son mejores que el plasma para
reflejar la transferencia transparentaria de Hg, Pb y Se de la madre al feto. Ademds, encontraron
niveles significativamente mas altos de Hg en plasma y glébulos maternos y eritrocitarios en
nacimientos prematuros o con bajo peso al nacer, en comparacion con los nacimientos a término o
normales. Este estudio piloto sentd las bases para futuras investigaciones (Chen, 2014).
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Dentro del sistema enddcrino, la acumulacion del metal afecta el eje hipotalamo-pituitaria
provocando respuestas en hormonas como la estimulante de la tiroides (TSH), la somatotropina (GH),
el foliculo estimulante/luteinizante (FSH/LH), la tirotropina (TRH), la somatocrinina (GHRH), y la
estimulacion de gonadotropina (GnRH). De la misma manera se han encontrado niveles elevados de

prolactina (PRL) en la intoxicacion por plomo (Doumouchtsis, 2015).

Azcona-Cruz, en 2015 menciond que la intoxicacidon con plomo es un problema de salud publica que
afecta a nifios y mujeres embarazadas, arriesgando la salud del feto. El plomo que se encuentra
localizado en el hueso materno puede movilizarse hasta la sangre y atravesar la barrera
transparentaria provocando dafios neuroldgicos, hematolégicos y de otros érganos fetales. Cuando
los nifios nacen se pueden detectar efectos como bajo peso, agresividad y anencefalia. También
menciond que la concentracién de plomo en el cordén umbilical representa entre el 80 y 100% del
nivel de plomo en la sangre materna. Finalmente hizo mencién de que en 1999 se establecid, en
Meéxico, la Norma oficial Mexicana de Emergencia de Salud Ambiental, estableciendo como criterios
la concentracion maxima permitida de 10 pg de plomo por dL de sangre en mujeres embarazadas y de

25 para adultos (Azcona-Cruz, et. al., 2015).

Londofio-Franco y su grupo, reportaron en 2016 que la exposicién a metales pesados tiene efectos en
la salud humana y en la de los animales. Ellos indican que lo anterior se encuentra asociado a
esterilidad y muerte neonatal en las personas. Lo anterior debido a posibles efectos teratogénicos en
el sistema nervioso del feto al interferir con su desarrollo normal trayendo como consecuencia retraso
del desarrollo mental e intelectual de los nifios. Por otro lado, reportan que en los animales se ha
demostrado el efecto téxico sobre los gametos y aumento de la concentracién de plomo en sangre
materna con consecuente disminucién del tiempo de gestacion y de peso en el nacimiento de las crias

(Londofio-franco, et. al, 2016).

En 2017 se reportd que la Organizacion Mundial de la Salud considera al plomo como uno de los 10
elementos quimicos de mayor preocupacion para la salud publica al ocasionar 600 000 casos nuevos
de discapacidad intelectual en el mundo cada afio. En México se desconoce la dimensién exacta de la
intoxicacion humana por este metal debido a que no existen estudios representativos sobre el temay
no se cuenta con un sistema de vigilancia de los niveles de plomo en sangre (PbS). La exposicién ocurre
por via respiratoria, gastrointestinal y durante el embarazo. En este ultimo caso, el proceso inicia a
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partir de la movilidad del toxico del hueso materno, el cual ingresa al torrente sanguineo y cruza la
barrera fetoplacentaria, constituyendo una fuente de exposicién enddgena para el feto. EL proceso de
intoxicacion varia en funcion de la region, el pais y el contexto local. La concentracion de PbS se mide
en microgramos (ug) por decilitro (dL) de sangre. En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-199-
SSA1-2000 establecié 10 ug/ dL de PbS como valor de referencia para nifios menores de 15 afios,
mujeres embarazadas y en periodo de lactancia y de 25 pg/dL para el resto de la poblacién no
ocupacionalmente expuesta. De acuerdo con los Centros para Control de Dafio y Prevencion de
Estados Unidos (EUA), el valor a partir del cual se consideran niveles elevados de PbS en todos los
grupos etarios de la poblacién general es 5 pg/dL. Las concentraciones de PbS materna menores 5
pg/dL se han relacionado con problemas como reduccién del crecimiento fetal, aumento del riesgo de
abortos espontaneos y partos prematuros. En algunos nifios con estas concentraciones de plomo se
ha observado una disminucién de hasta 6.9 puntos en su coeficiente intelectual lo cual genera un
menor rendimiento académico, atencién y comportamiento. También puede afectar la maduracién
sexual de nifos y jovenes. Los efectos de la toxicidad del Pb son mayores en poblaciones que viven en
condiciones de pobreza, situacion que se ha expresado como una fuente de injusticia ambiental a nivel

mundial (Téllez-Rojo, et. al, 2017).

En 2018, Kumar publicé una revision relacionada con el plomo y sus efectos sobre la reproduccién. En
este reporté indicé que la OMS dio a conocer los datos proporcionados por el Institute of Health
Metrics and Evaluation, el cuan indicé que se han producido 494 550 muertes y la pérdida de 9.3
millones de afios de vida ajustados debidos a efectos a largo plazo en personas expuestas al metal. Se
indicd, de la misma forma que la exposicion a plomo representa el 12 % de la carga global de
discapacidad intelectual idiopatica del desarrollo; 2.5 % de cardiopatia isquémica y 2.4 % de accidente
cerebral. En relacion con el binomio plomo-embarazo, mencioné que el plomo puede movilizarse
desde el hueso de las madres hasta el feto, via circulatoria y que este hecho responde a cambios en el
metabolismo mineral. Este transporte de plomo se lleva a cabo a velocidades altas y contribuye a la
alta concentracién de plomo en sangre durante el embarazo. El Hueso cortical y el trabecular del feto
son los que poseen mayor concentracion de plomo (9.8 y 14.4 ug/g respectivamente) y ellos les origina

disminucion en el crecimiento (Kumar, 2018).
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En el mismo afio, Lamichhane y colaboradores analizaron la relacién entre el plomo en la gestacién y
dos isoformas de GST. Ellos determinaron que existe una relacién con los nacimientos, la
concentracion de plomo, los genes de GST de la madre y el sexo del infante. Especificamente realizaron
estudios sobre aspectos relacionados con nacimientos antes de tiempo y con bebes de bajo peso se

relaciond con la falta de GSTM1 (Lamichhane, et. al, 2018).

Debido a todo lo anterior se debe poner en claro que el estudio de los procesos de intoxicacién por
metales pesados constituye una necesidad cada vez mas importante debido a que los seres vivos
considerados como “superiores” carecen de mecanismos de resistencia que los ayuden a soportar las
concentraciones, cada vez mas crecientes, de metales como el plomo en el medioambiente. Lo
anterior ha traido como consecuencia la alteracion de muchos procesos fisioldgicos en practicamente
todos los seres vivos, no solo los mamiferos sino la totalidad de las especies del planeta. Entre los
efectos que se han detectado en el humano, cada vez se pueden nombrar mas enfermedades
relacionadas al contacto directo o como consecuencia de la interaccién que se tiene con los metales
no esenciales para el metabolismo celular. Entre ellos el proceso de la gestacion y el efecto en la salud

general de las madres ha sido poco estudiado.

Finalmente, otro aspecto que no ha sido explorado es el hecho de los efectos que puede tener el
plomo en mujeres que se encuentran tomando terapias hormonales contra el embarazo. Ya se ha
mencionado que el metal puede tener efecto en una serie de hormonas relacionadas con el ciclo
gestacional, sin embargo, no hay reportes en donde se considere el proceso de una terapia hormonal

a base de estrégenos y el efecto del metal.

Los antecedentes anteriores han demostrado que el problema de la intoxicaciéon con plomo a nivel
gestacional es grave en el mundo y en especial en nuestro pais. Se tienen datos proporcionados en
relacion con observaciones llevadas a cabo en animales y mujeres embarazadas y expuestas al metal.
El grave problema radica en que el plomo puede generar problemas como hipertensién gestacional,
abortos involuntarios, partos prematuros, dificultad en el parto y muerte fetal. De manera adicional
se sabe que cuando el parto es logrado y el bebé ha nacido, se pueden detectar alteraciones graves y
permanentes para su salud, mismas que posiblemente afectaran el desarrollo del cerebro y el sistema
nervioso. Lo anterior traera como consecuencia una calidad de vida muy deteriorada para los hijos de
las madres intoxicadas.
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Estudios en nuestro pais han demostrado que, tanto en lugares urbanos, como las ciudades de muchos
de los estados de la Republica, asi como en las zonas rurales, este problema es grave y se ha

considerado como un fenédmeno de interés dentro de la Salud Publica.

En nuestro pais se han reportado casos de mujeres en donde se ha determinado una relacién dosis-
respuesta significativa entre los niveles bajos a moderados de plomo en la sangre y el riesgo de aborto
espontdneo. Sin embargo, en Japon otro estudio demostré diferencias en los niveles de plomo en
sangre entre los casos de aborto espontaneo y los embarazos en curso. Casos como los anteriores se
han reportado en varios puntos del mundo y se ha observado que el problema del efecto del plomo

en la gestacidn es multifactorial, lo que dificulta su estudio.

Debido a lo anterior se requieren estudios mucho mas amplios para aclarar ain mas los efectos de
los niveles bajos y moderados de plomo en el proceso gestacional en paises como el nuestro en donde
muchas mujeres viven en comunidades o regiones en las cuales el uso de barro vidriado, la
contaminacién industrial y la poca informacién juegan un papel fundamental en el incremento de los
dafios que este metal puede ocasionar en las mujeres embarazadas o en las que estan tomando

terapias anticonceptivas.

Por lo tanto, dentro de este problema, existen muchas variables que implican estudios finos y
estructurados en forma escalonada para tratar de ir construyendo una base sdélida que ayude, en un
futuro préximo, a establecer protocolos de tratamientos médicos o protocolos de accién cuando se
detecte que las mujeres embarazadas pueden correr el riesgo de sufrir algin dafio en su proceso

gestacional.

Después de analizar la bibliografia relacionada con estrés problema se pude afirmar que dentro de
este existen varios temas relacionados entre si. A continuacioén, se citan algunos algunos puntos que,
a consideracion del equipo de trabajo dentro del cual se realizd esta investigacion, se deberian

explorar para obtener la informacién requerida para un analisis integral de este fendmeno.

1. Determinar la dosis respuesta entre la cantidad de plomo en sangre en mujeres embarazadas y
expuestas a plomo.
2. Realizar estudios con el objetivo de conocer los procesos de recambio de calcio y plomo en hueso,

en mujeres embarazadas.
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10.

Investigar la influencia de los factores geograficos, la raza, la edad y las condiciones de culturales
qgue influyen en este fenémeno.

Relacionar las condiciones de salud y su influencia en las mujeres gestantes intoxicadas con plomo.
Estudiar los posibles factores genéticos implicados en este fendmeno de intoxicacién con plomo.
Evaluar la influencia del plomo sobre la actividad y concentracion de hormonas relacionadas con
el proceso de gestacion y usadas como anticonceptivos.

Implementar, mediante la investigacidn, posibles tratamientos con agentes quelantes,
antioxidantes o micronutrientes para tratar de disminuir los dafios ocasionados por el metal
durante el embarazo.

Estudiar la relacién entre la generacion de estrés oxidativo por la presencia de plomo y su efecto
en el proceso gestacional.

Estudiar el metabolismo celular y los procesos de transporte de sustancias en la madre y el feto en
presencia de plomo.

Incrementar los modelos de estudio con animales de laboratorio, por ser ellos sujetos en los cuales

las condiciones mencionadas anteriormente pueden ser bien controladas.

En este trabajo iniciamos el estudio del efecto de la intoxicaciéon con plomo y la generacion de
especies reactivas de oxigeno en modelos marinos usando ratas hembra de la cepa Wistar, a las
cuales se les administré plomo desde antes del embarazo por via oral hasta después de un mes de
amamantar a las crias. Las variables del estudio fueron la exposicién al metal, la exposicidén al metal
en presencia de la hormona y animales solo tratados con hormonas. De esta forma esperamos
observar el efecto de la exposicidn a plomo en condiciones normales (representando un embarazo
llevado a cabo en una zona contaminada con el metal) y en presencia de un tratamiento
anticonceptivo normal (representando una poblacion de mujeres que de forma habitual toma
anticonceptivos) y, finalmente, un grupo de estudio basado en la administraciéon del metal en
presencia de plomo (simulando una poblacion que esta usando anticonceptivos y que se encuentra

expuesta a plomo de forma habitual).

Los resultados nos indicaran lo que esta sucediendo en este modelo de estudio y también cuales
son los pasos a seguir para poder continuar en la investigacion.
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4 JUSTIFICACION

El proceso de embarazo compromete dos vidas, la de la madre y la del feto. Debido a las caracteristicas
quimicas del plomo y su capacidad de unidn a un gran numero de macromoléculas, es evidente que el
problema de la contaminacidn por este metal en madres embarazadas debe ser una de las prioridades
en un pais como México que, como ya se ha descrito, presenta graves problemas de contaminacion
por metales pesados en muchos de sus estados y en comunidades rurales que usan este elemento en

varios procesos de su vida cotidiana.

Dentro de los mecanismos por medio de los cuales el plomo ocasiona dafios se encuentra la
generacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales producen un gran nimero de dafios

intracelulares que pueden terminar en la activacion de una serie de enfermedades degenerativas.

Por otro lado, dentro de los procedimientos de identificacién de enfermedades se han propuesto
ciertas moléculas como bioindicadores de dafo, de susceptibilidad y de exposicion. Estos marcadores
se utilizan para poder determinar, en cierto tiempo en efecto de agentes tdxicos en los seres vivos. En
este grupo de investigacion se ha estudiado la actividad de una enzima como indicador de dafio. Se ha
determinado mediante procedimientos experimentales y de quimiometria la relacidén existente entre
la intoxicacion con plomo y la generacion de especies reactivas de oxigeno en rifiones de ratas macho
Wistar. Por esta razdn se procedid a estudiar la actividad de esta proteina en los diversos érganos de

los diferentes grupos experimentales.

Todo lo anterior se relaciona para dar lugar al estudio de los posibles dafios oxidativos ocasionados
durante la intoxicacién con plomo en ratas gestantes expuestas o no a plomo y tratadas o no con
anticonceptivos orales. Los resultados generaran datos que serviran, por un lado, para comprender el
efecto del metal bajo las condiciones mencionadas, por otro, para realizar un analisis de los mismos y
establecer nuevos estudios con la finalidad de conocer mas sobre el efecto de la intoxicacién con

plomo en la gestacidn.
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5 HIPOTESIS

La intoxicacion con plomo puede generar efectos nocivos, ocasionados por la generacién de especies
reactivas de oxigeno, en el proceso anormal de gestacidn de las ratas si como en animales tratados
con terapias anticonceptivas, de tal suerte que los efectos podran manifestarse como alteraciones

sistémicas de las madres, asi como en las crias de las mismas.

6 OBIJETIVOS

6.1 GENERAL.
Estudiar el efecto de la exposicion a plomo en el proceso gestacional y en el uso de terapias

anticonceptivas en ratas de la cepa Wistar para determinar si existen alteraciones sistémicas,
relacionadas con la generacidn de especies reactivas de oxigeno, sobre el tiempo de gestacion, el

numero de crias y posibles efectos sistémicos del toxico en las madres.

6.1.1 ESPECIFICOS.

1. Analizar el efecto de la exposicidn a plomo en el tiempo de gestacidn y el nimero de crias en

ratas expuestas a plomo en ausencia y presencia de hormonas esteroidales anticonceptivas.

2. Estudiar la generacién de especies reactivas de oxigeno en cerebro, higado y rifidn, asi como
en ovarios, timo y bazo de las ratas expuestas o no a plomo en el proceso gestacional, en

ausencia y presencia de hormonas esteroidales anticonceptivas.

3. Evaluar la actividad de la enzima Glutatién S-transferasa en cerebro, higado y rifién, asi como
en ovarios, timo y bazo de las ratas expuestas a plomo en ausencia y presencia de hormonas

esteroidales anticonceptivas.

4. Estudiar el efecto sistémico de la exposicién a plomo en ratas expuestas a plomo en ausencia

y presencia de hormonas esteroidales anticonceptivas.
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7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
7.1 GRUPOS EXPERIMENTALES.

Se establecieron grupos de seis ratas hembra de la cepa Wistar con peso promedio de 150 gramos el
cual correlaciona con el periodo de madurez de sus érganos reproductores (Garcia,2016). Los animales
fueron colocados en cajas de acrilico en parejas para iniciar el proceso de gestacién. Se alimentaron
con una dieta balanceada y se sometieron a ciclos de 12 horas de luz-oscuridad. Los grupos

establecidos fueron los siguientes.

Para iniciar el proceso de gestacion se colocaron, en cajas por separado, una rata hembra y una rata
macho a las cuales se les dara plomo por via oral a una concentracion de 1000ppm durante el tiempo

que dure la fase de reproduccidn, gestacion, la fase de parto y un mes de lactancia.

Grupo control. Los animales fueron mantenidos con agua de beber y comida normal durante todo el

periodo experimental.

Grupo expuesto a plomo. Los animales fueron tratados con una solucién de 1000 ppm de acetato de
plomo por via oral durante todo el periodo de tiempo experimental, el cual comprendid la gestaciodn,

el parto y un mes de lactacion.

Grupo expuesto a levonogestrel y etinil estradiol (anticonceptivos orales). Los animales fueron tratados con
tratamiento anticonceptivo hormonal por via intraperitoneal usando una concentracién adecuada al

peso de las ratas durante 21 dias.

Grupo expuesto a levonogestrel y etinil estradiol (anticonceptivos orales) mas plomo. Los animales se
trataron con las hormonas por via intraperitoneal usando una concentracién adecuada al peso de las

ratas durante 21 dias a la vez que se les administré plomo por via oral a una concentracién de 1000

Antes de iniciar los diferentes esquemas de trabajo se procedid a pesar la rata hembra. Después del

parto se volvio a pesar a la madre y después a las crias de todos los grupos.

Las madres fueron colocadas en cajas metabdlicas para colectar muestras de orina de 12 horas.
Posteriormente las madres fueron sacrificadas y se tomaron muestras de sangre, rifidn, higado,

cerebro, timo, ovarios y pancreas, con ellos se llevaron a cabo los andlisis que se detallan a
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continuacion. Todos los érganos fueron pesados y observados microscopicamente. Posteriormente

fueron homogenizados para realizar las siguientes determinaciones.

7.2 ENSAYOS BIOQUIMICOS.

7.2.1 Examen general de orina.
Las determinaciones realizadas mediante esta metodologia proporcionaran datos relacionados con el

estado metabdlico de érganos como el higado y el rifidén, asi como de procesos relacionados con el

metabolismo oxidativo y el estado general del rifién.

La base de esta técnica es la reaccion de la muestra con los reactivos desecados unidos a una fase
solida que se encuentra adherida a un soporte plastico. Se proveen reactivos para la deteccién de
urobilinégeno, glucosa, cetonas, bilirrubina, proteinas, nitrito, pH, sangre, densidad, leucocitos y
gravedad especifica.

Los principios quimicos de cada prueba son los siguientes.

Leucocitos. Esta prueba reveld la presencia de esterasas granulocitarias. Las esterasas escinden un
derivado del éster pirazol aminodacido para liberar un derivado de hidroxipirazol que luego con la sal
de diazonio revelard un producto violeta.

Urobilindgeno. La prueba estd basada en la reaccion de uniéon de una sal de diazonio con el
urobilinégeno urinario en un medio acido. El color vira del rosa palido al rosa intenso.

Glucosa. Reaccién enzimatica secuencial donde la glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de la glucosa
dando acido glucénico y peréxido de hidrégeno. Luego, la peroxidasa cataliza la reaccién del perdxido
de hidrégeno con ioduro de potasio, formdndose productos coloreados que van desde celeste
verdoso, pasando por marrén verdoso intermedio, a marrén.

Cetonas. Se basa en la reaccién de acido acetoacético de la orina con nitroprusiato. El color resultante
va desde tostado, cuando no hay reaccion, a distintos tonos de purpura para reacciones positivas.
Bilirrubina. Se fundamenta en la unién de la bilirrubina con la sal de diazonio del 2,4diclorofenilo en un
medio fuertemente 4acido. El color cambia de tostado suave a tostado intenso.

Proteinas. Basada en el cambio de color del indicador, azul de tetrabromofenol, en presencia de
proteinas. Una reaccion positiva estd indicada por un cambio de color del amarillo verdoso al verde, y

luego al verde intenso.
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Nitrito. En esta prueba se lleva a cabo la reaccién de acido p-arsanilico y nitrito, derivado del nitrato
de la dieta en presencia de bacterias de la orina, para formar un compuesto de diazonio. Este
compuesto reacciona con N-(1-naftil) etilendiamina en un medio acido. El color resultante es rosa.
Cualquier tonalidad rosada es considerada positiva.

pH. Se utilizan indicadores dobles (rojo de metilo y azul de bromotimol) los cuales dan un amplio
espectro de colores cubriendo el rango de pH urinario completo. Los colores varian desde ocre,

pasando por verdoso-amarillento, a verde azulado.

Sangre. Esta prueba detecta la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina, la cual cataliza la
reaccién de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina con hidroperéxido organico tamponado. El color resultante
varia desde verdoso-amarillento, pasando por verde azulado, hasta azul oscuro.

Densidad. Se fundamenta en el cambio de pKa, en presencia de los cationes urinarios, se liberan
protones de un polielectrolito produciéndose un cambio de color en el indicador azul de bromotimol

desde azul a amarillo (Free, A.H. y Free, H.M, 1972).

Procedimiento. La muestra de orina se recolectd en un pequefio recipiente y a una muestra se le colocé
en una tira reactiva de uroanalisis (10 LG parameter Urine Reagent Strip 100 Strips URI-10P) la cual
indicd, por medio de una reaccidn de color, la concentracidon de glucosa, bilirrubina, cetonas, proteinas
y nitritos, asi como la gravedad especifica, la presencia o ausencia de sangre, el valor de pH y la

existencia o no de leucocitos en orina.

7.3 MEDICION DE PROTEINAS EN SUERO, ORINA Y HOMOGENEIZADO DE RINON, CEREBRO E
HIGADO POR METODO DE LOWRY MODIFICADO (NAVARRO-MORENO, 1999).

El método de Lowry es un método colorimétrico de valoracién cuantitativa de las proteinas. A la
muestra se anade un reactivo que forma un complejo coloreado con los grupos amino de las proteinas,
siendo la intensidad de color proporcional a la concentracién de proteinas, segin la ley de
LambertBeer (A= e.l.c). Este método consta de dos etapas (la interaccién de los reactivos y las
proteinas se sefialan en la figura 5). En la primera, los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las
proteinas formando complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos
Cu?*-proteina tienen un color azul claro. Ademads, provocan el desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en

la segunda etapa de la reaccién. El Cu?* se mantiene en solucidn alcalina en forma de su complejo con
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tartrato. En la segunda etapa se produce la reduccién, también en medio basico, del reactivo de Folin-
Ciocalteau, por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las
proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de
FolinCiocalteau es el dcido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos

fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso (Lowry et al., 1951).

Procedimiento. Se colocaron en un tubo de ensaye 790 pl de agua destilada, 10 pL de la muestra, 100
uL de desoxicolato de sodio (C224H39NaO), 100 ulL del reactivo de Folin-Ciocalteau (CsHsO, usando una
dilucién 1:3) y 2 pL de una solucién compuesta por sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) al 0.5%, 2 g de
hidréxido de sodio (NaOH) y 0.134 g de tartrato de sodio potasio (KNaCsH40s. 4H;0). Las muestras se
agitaron y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después se procedid a
leer a una longitud de onda de 750 nm en el equipo de UV/Visible Pekin Elmer Lamda 25. La curva
patron se realizé con albumina sérica bovina (BSA). Esta se detalla en el Anexo 3 de esta Tesis. La figura

7 muestra la reaccion llevada a cabo con esta técnica.

de tirosinas
@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo®+)
LI 3 2 z (E): o (color amarillo)
i
" . '

--C--N--C--C--N--
n o1 [
OH ROH

Complejo Cu?*-proteina 0 Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) (W, Mo®t)

0 (color azul)

Figura 7. Reaccidn entre la proteina y los reactivos (Tomado de www3.uah.es).
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5.1 CUANTIFICACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN MUESTRAS DE
HOMOGENEIZADO DE RINON, HIGADO, CEREBRO, TIMO, BAZO Y OVARIOS.

El método espectrofotométrico del cido tiobarbiturico (TBA) es el mas comunmente utilizado para la
cuantificacion de malondialdehido (MDA). La determinaciéon de los niveles de MDA en materiales
biolégicos es un método conveniente, sensible y ampliamente utilizado para estimar
cuantitativamente la extensidon de la peroxidacion lipidica. En la figura 8 se muestra la reaccién que
ocurre por ataque del MDA sobre el grupo metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona con dos
moles de TBA en medio 4cido y a alta temperatura. La velocidad de esta reaccidon depende de la
concentracion de TBA, la temperatura y el pH. El pigmento generado posee un pico maximo de

absorbancia a 532-535 nm y otro secundario a 245-305 nm (sedici.unlp.edu.ar).

Hs\r/'\' OH s\\l,N\ OH HO /NYSH
ZNJ £ 070 G N IN o 2H0
OH OH OH

Acido tiobarbiturico Malondialdehido

(TBA) (MDA) MDA-TBA

Figura 8. Esquema de la reaccién entre malondialdehido y acido tiobarbiturico (Feliciano,2019).

Procedimiento. Se utilizaron 0.2 mL del homogenado de corteza renal, de higado y de cerebros
realizados cada uno por separado en una solucién buffer fosfato salino (PBS) 0.1M a pH 7.4, el volumen
se completa a 1 mL con la misma solucidon. Para llevar a cabo la reaccidn se adicionaron 0.025 mL de
butirilhidroxitolueno (BHT) y 300 uL de &cido tricloroacético (TCA) al 30% en un tubo de ensayo.
Posteriormente éste se agitd vigorosamente y se colocd en hielo durante 2 horas. Transcurrido el
tiempo se centrifugd en una microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5424) a 2000 rpm por un tiempo
de 15 minutos. Al terminar el tiempo se separd el sobrenadante y se adicioné en un tubo de ensayo,
al cual se le agregd 1 plL del sobrenadante, 0.075 pL de acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.1M y

0.25 plL de una solucién al 1% de acido tiobarbiturico (TBA), se agitd y colocd a ebulliciéon en un bafio
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maria por un tiempo de 15 minutos. Terminado el tiempo, se dejé enfriar y se midié la absorbancia a

longitudes de onda de 532 y 600 nm en el espectrofotémetro UV/VIS Perkin EImer Lamda 25.

La actividad de las especies reactivas al acido tiobarbitlrico se determind por la ecuacién de

LambertBeer:

A =¢gcl
Dénde:
A es la diferencia de absorbancia en un intervalo de longitud de onda (532-600 nm).

€ es el coeficiente de extincion molar (1.56 x 10 mmolt/cm™).
c es la concentracion de las especies reactivas de TBA.

| es la longitud de la celda.

7.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA GLUTATION S-TRANSFERASA (GST) EN MUESTRAS DE
HOMOGENEIZADO DE RINON, HIGADO, CEREBRO, SUERO, ORINA, TIMO, BAZO Y OVARIOS.

La funcion principal de las GST es desintoxicar los xenobidticos catalizando el ataque nucleofilico por
GSH sobre atomos electrofilicos de carbono, azufre o nitrégeno de dichos sustratos xenobidticos no
polares, evitando asi su interaccidn con proteinas celulares cruciales y acidos nucleicos. La funcion de
las GST en este rol es doble: unir el sustrato en el sitio H hidrofébico de la enzima y el GSH en el sitio
G hidrdfilo adyacente, que juntos forman el sitio activo de la enzima y posteriormente activar el grupo
tiol de GSH, permitiendo el ataque nucleofilico sobre el sustrato. Los compuestos dirigidos de esta
manera por las GST abarcan una amplia gama de toxinas ambientales o de otro modo exdgenas, que
incluyen agentes quimioterapéuticos y otras drogas, pesticidas, herbicidas, carcindgenos y epdxidos
derivados de forma variable. Las reacciones de desintoxicacion comprenden los primeros cuatro pasos
de sintesis de acido mercapturico , con la conjugacién a GSH que sirve para hacer los sustratos mas
solubles y permitir que sean eliminados de la célula por transportadores como la proteina 1 asociada
a resistencia a multiples farmacos (MRP1) (Oakley, 2011). Después de la exportacidn, los productos de
conjugacién se convierten en acidos mercapturicos y se excretan a través de la orina o la bilis . La

mayoria de las isoenzimas de mamiferos tienen afinidad por el sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, y
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los ensayos espectrofotométricos que utilizan este sustrato se usan cominmente para informar la

actividad de GST (Habig et al, 1974).

Se utilizd un homogeneizado de rifidén, de higado y de cerebro realizado cada uno y por separado en
un amortiguador de fosfato 0.1 M y pH 7.4. Se centrifugd a 15000 rpm durante 15 minutos y se
recolectd el sobrenadante, al cual se le determind la concentracién de proteina por el método de
Lowry, de la misma manera que a las muestras de orina y sangre. Se procedié a realizar los ensayos en
una celda de vidrio, se le agrego el volumen correspondiente de un amortiguador de fosfatos 0.1 M a
pH 6.5, el sustrato 2,4-dinitroclorobenceno a una concentracion final de 1 mM vy el ligante glutatién
reducido a una concentracién final de 1 mM. Esta mezcla se homogenizé por inversion y finalmente
se adiciond el volumen correspondiente a 1 mg/mL de proteina total. Se midié el aumento de
absorbancia a 350 nm por un tiempo de cinco minutos con intervalos de 20 segundos en un

espectrofotémetro UV/Vis-Perkin Elmer Lamda 25.

La actividad de la GST se determinara por la ecuacién de Lambert-Beer de la siguiente manera:
A=¢gcl

Dénde:

A es la absorbancia.

€ es el coeficiente de extincidon molar (€ = 9.6 mgtmL*mint).

c es la concentracion de la enzima GST.

| es la longitud de la celda.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se presentan como media + desviacidn estandar. Las diferencias generales entre los grupos

de tratamiento se compararon mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de
la prueba de comparacion multiple de Tukey. P<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

Minitab, Versidn 2016, se utilizd para todos los analisis estadisticos.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 PESO CORPORAL DE LOS GRUPOS DE EXPERIMENTACION.

En la tabla 1 se muestran los resultados de los pesos inicial y final de los grupos de estudio, asi como
la diferencia de los mismos. Al realizar el analisis estadistico, se encontraron diferencias significativas

con respecto al grupo control, con valor de p<0.05 en los grupos marcados con las letras a y b.

Los grupos control, expuesto a plomo y el grupo tratado con hormonas no presentaron diferencias
significativas en relacién con el peso al inicio y al final del tratamiento. El grupo expuesto a tratamiento

hormonal y a plomo presentd una ganancia significativa de peso de 71 gramos.

Durante el proceso de tratamiento experimental se observé que tanto en las ratas expuestas a plomo
como las tratadas con hormona, disminuyeron su ingesta de comida diaria, asi como el agua de bebida
la cual contenia la solucién del metal. El grupo hormona+ plomo también disminuyd su ingesta de
comida y de la solucion de plomo, sin embargo, aumentd de peso lo cual indica que la ganancia en
peso, mayor al control, no se debe a la ingesta de nutrientes, sino a la sinergia entre el plomo y la
hormona, provocando, posiblemente hinchamiento o generacién de tejido graso en las ratas. Cuando
las ratas fueron sacrificadas, se pudo observar que éstas contenian una gran cantidad de grasa

abdominal.

Tabla 2. Peso corporal de los roedores al inicio y al final del tiempo de experimentacion (n=6).

Control 150.17 £ 3.6 172.00 £ 25.78 | 21.83
Plomo 154.89+9.39 156.21+14.75 1.40
Hormona 156.52+5.75 193.57+24.74 37.0

Hormona mas plomo  146.66 +7.02  217.91+15.44° 71.25
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Se ha reportado en la literatura que el uso de anticonceptivos orales puede causar el aumento de peso
por la generacion de tejido graso, lo cual puede comprometer la salud de las mujeres
predisponiéndolas a sufrir enfermedad cardiovascular y diabetes

(http://red.unal.edu.co/cursos/medicina/anticoncepcion/u2/pdf/anexo 2.pdf). En los grupos de

experimentacion de este trabajo se usé como compuesto anticonceptivo el producto comercial
constituido por levonogestrel y etinil estradiol, éste compuesto por si sélo no ocasioné un aumento
significativo de peso. Un resultado similar se observé en el grupo intoxicado con plomo. Sin embargo,
al combinarse el tratamiento hormonal con el plomo el aumento se pudo observar en el 100% de la
poblacién. Se ha reportado los estrégenos y los gestagenos a grandes dosis pueden inhibir por si solos
la ovulacién y utilizados en conjunto, su efecto sinérgico permite disminuir la dosis de cada uno. La
inhibicidn sobre el eje hipotdlamo-hipofisis es dosis dependiente, a menores dosis, los niveles basales
de gonadotrofinas son mayores. En los anticonceptivos que poseen etinilestradiol (EE2) vy
levonorgestrel (LNG) como progestdgeno se ha conservado una relacién entre ambos de 1:5 que
parece ser necesaria para mantener un adecuado balance en el metabolismo de carbohidratos y

lipidos. (Busquets, et. al, 2002).

En relacién con el aumento de peso y la disminucidn de la ingesta de alimentos, se ha reportado que
todos los tipos de anticonceptivos hormonales previenen el embarazo mediante dos mecanismos
principales. La inhibicidn total o parcial de la ovulacidon es uno de los mecanismos de accién. Las
hormonas que contienen estos anticonceptivos actuan en el cerebro. Hacen que el hipotalamo y la
glandula pituitaria reduzcan la produccién de las hormonas necesarias para el desarrollo folicular y Ia
ovulacion. El espesamiento del moco cervical, causado por la progestina, es otro mecanismo de accion
de los anticonceptivos hormonales. EIl moco mas espeso actia como una barrera contra los
espermatozoides, dificultandoles la entrada a la cavidad uterina. Si la mujer ovulara, esta barrera de
moco reduce considerablemente las probabilidades de que el évulo sea fecundado. Todos los
anticonceptivos hormonales también tienen efectos en el endometrio y lo hacen mas delgado. Entre
los efectos secundarios mas comunes estan los siguientes: nauseas, mareos, sensibilidad mamaria
anormal, dolores de cabeza, cambios de estado de dnimo y aumento de peso (Secretaria de Salud,

2002, Cardo-Prats y Baixauli-Fernandez, 2004). De la misma forma los trabajos realizados por el grupo
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de investigacion de la UNPA han observado aumento de peso cuando los animales son intoxicados con
plomo en esquemas de intoxicacién aguda y crénica

8.2 PESO DE ORGANOS DE LOS GRUPO DE ESTUDIO.

En la tabla 2 se muestran los resultados de las diferencias de los pesos obtenidos en los érganos de
estudio. Los andlisis estadisticos mostraron que solo existiéd una diferencia significativa con un valor
de p<0.05 en el higado de los grupos control y expuesto a plomo. Se ha reportado que uno de los
efectos de la intoxicacidon con plomo es alterar el metabolismo de micronutrientes esenciales como el
calcio. Esto se puede reflejar en el desarrollo anormal de érganos y tejidos (Ramirez, 2005). Sin
embargo, solo se observd una disminucidon de peso en el higado del grupo expuesto a plomo en
relacion con el grupo control. En el grupo de investigacidn se ha observado que cuando las ratas Wistar
macho son expuestas al mismo téxico, el efecto en el peso corporal y el de sus érganos varia en funciéon
de la dosis y la via de administracion (Hérnandez, 2013., Méndez, 2016., Feliciano, 2019). En las ratas
hembra de este estudio no se observd un efecto severo del metal en el peso de los ovarios, lo cual
concuerda con las observaciones experimentales realizadas por Foster en 1992, quién observd que
aun cuando el tiempo de intoxicaciéon con plomo fue muy largo, no se observaron efectos sobre el
estado general de los animales, incluidos sus procesos reproductivos, el ciclo menstrual y la
menopausia. No obstante, son diferentes con los de Lauglin quien en 1987 si reporté diferencias en
los ciclos menstruales en otra especie de monos (Lauglin, et. el, 1987., Foster, 1992). Lo anterior
demuestra que los efectos del plomo dependen de la especie, el tiempo y la dosis del téxico. Sin
embargo, el plomo disminuyé el peso del higado, alterando, posiblemente algunas de las funciones de

este drgano en las ratas hembra.
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Tabla 3. Peso de los 6rganos de los roedores al inicio y al final del tiempo de experimentacién (n=6).

CONTROL 1.14+0.38 0.22+0.12 0.53+0.13 1.69+0.11 845+1.73 1.59+0.25
PLOMO 0.73+£0.25 0.38+0.58 0.64+0.46 157+0.16 6.11+1.62 1.71+0.21
HORMONA 1.57+0.75 0.39+0.11 0.66+0.06 1.70+0.28 7.64+1.23 2.09+0.36

HORMONA+PLOMO 1.28 +0.68 0.35*0.07 0.75+0.24 1.69+0.15 6.88+1.83 1.68+0.40

8.3 RELACION PESO CORPORAL-PESO DEL ORGANO.

Para analizar de forma mas detallada el efecto de los diferentes tratamientos en los drganos de los
grupos experimentales, se realizd esta relacidon y en cada caso se pudo observar que aun cuando
estadisticamente la tabla 2 muestra datos que al parecer carecen de significancia numérica, el andlisis
de esta relacién puede mostrar lo que le estd sucediendo a cada glandula y érgano analizado en este
trabajo. Esta relacién proporciona una idea relacionada con el desarrollo de los érganos en relacién
peso corporal de los animales. La edad y el sexo, asi como la constitucion genética, factores
nutricionales, exposicién al ambiente y manejo sanitario, producen cambios en el estado fisioldgico
de los animales de laboratorio, que conducen a un incremento o pérdida de peso de ciertas estructuras
anatdmicas. Por estas razones, el desarrollo de animales de laboratorio como ratones y ratas ha sido
estudiado en detalle desde hace muchos afios, y la mayoria de estos trabajos estan dirigidos hacia el
peso de los drganos, resaltdndose cada dia mas las diferencias, no sélo en cuanto a la edad y al sexo
de los animales, sino también en relacién con otras variables (Fuentes y Candela, 2003). Las variables
usadas en este estudio fueron las dos hormonas esteroidales y el plomo. La tabla 3 muestra el cdlculo

para los diferentes drganos y tejidos analizados.
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Tabla 4. Relacién peso corporal y peso de los érganos en los animales de estudio (n=6).

CONTROL 150 782 324 102 20 108

PLOMO 214 411 244 100 26 91
HORMONA 123 509 302 123 25 93
HORMONA 218 621 201 129 32 130
+ PLOMO

En relacion con los ovarios se observé que en el caso de las ratas expuestas a plomo y a hormona +
plomo la relacidn aumento, lo cual indica que en estos casos los ovarios mostraron una disminucién
de su crecimiento, mientras que en el caso del grupo tratado con las hormonas los ovarios aumentaron
de peso o de volumen. En el caso del bazo y del timo se observéd que en relacién con el control los
animales expuestos a los tres esquemas de intoxicacion mostraron una disminucién de la relacién,
siendo mayor en el caso de la intoxicacién con plomo, ello indica que los tres aumentaron su peso o
su volumen. En el caso del timo, se ha reportado que, por lo general es una glandula cuyo desarrollo
depende de la edad y que al paso del tiempo se va deteriorando en humanos (Fuentes y Candela,
2003). En el caso del cerebro se observé un aumento de la relacion en el caso de los grupos expuestos
a hormona y hormona + plomo. Para el higado se determinaron los valores que indicaron un aumento
mayor de la relacién en el grupo hormona + plomo, lo que indica que, en este caso, posiblemente, el
higado se vio mas afectado en su desarrollo normal. Finalmente, el rifidn al ser expuesto a plomoy a
hormona presentaron una disminucién de la relacién al comparar los resultados con el grupo control.
Lo cual indicé que, bajo estas condiciones, este drgano pudo haber aumentado su peso. Sin embargo,
cuando se expuso a los animales a hormona + plomo la relacion aumento, denotando una disminucion

en el desarrollo normal de los rifiones. Se ha reportado que el aumento del peso de los érganos puede
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ser signo de enfermedades o anormalidades patoldgicas. La edad es un factor que influye en el del
peso de algunos érganos, asi como el peso corporal. Otros han sefalado que este ultimo factor no
incidiria en el peso de estos drganos (Olave, et. al, 2014). En el caso, y como se puede ver en la tabla
3, los drganos que presentaron aumento de peso fueron timo bazo y rifidn en el caso de la exposicion
a plomo; ovario, timo, bazo y rifidn para el caso de los grupos tratados con hormonas, asi como timo
y bazo para el grupo hormona + plomo.

8.4 MEDICION DE LA LONGITUD DE TIMO, OVARIOS Y BAZO.

Para continuar explorando los efectos de los diferentes esquemas de intoxicacién se procedié a medir
la longitud de las glandulas timo y ovarios y del érgano bazo, los cuales se encuentran relacionados

entre si con el proceso gestacional.

Debido a todo lo anterior se procedio a realizar las mediciones. La tabla 4 muestra los resultados. Solo
se observd diferencia significativa (p<0.05) entre la longitud en los ovarios de los tres grupos
experimentales tratados con plomo, hormona y hormona + plomo los cuales mostraron una
disminucion.

EL grupo que mas disminuyd fue el tratado con las hormonas. El timo y el bazo no mostraron
diferencias estadisticamente significativas. Las diferencias encontradas entre el peso, la relacién entre
el peso del 6rgano y la longitud de los diferentes érganos y glandulas podrian originar diferencias en

el proceso de gestacion o el uso de hormonas esteroideas.

Tabla 5. Longitud de los ovarios, el timo y el bazo de los animales de estudio (n=6).

CONTROL 12.83+1.43° 2.10+0.91 9.05+2.10
PLOMO 10.80+2.58° 2.16+1.41 8.40+1.31
HORMONA 8.88+0.73° 2.37£0.55 9.08 £0.75
HORMONA + PLOMO 9.33+1.42° 2.11+1.42 9.93 +1.32
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El timo es una glandula que se localiza en el térax y tiene como funciones el desarrollo de la inmunidad
mediada por células; el desarrollo de los linfocitos y el control de la funcién inmunoldgica de otros
organos linfoideos (ganglios, bazo y nédulos). Ademas, sintetiza la hormona timulina, la timopoyetina,
el factor humoral timico, la timosina y otras sustancias necesarias para la formacidn de los linfocitos;
actua como antagonista de la funcidn gonadal durante el desarrollo embrionario y juega un
importante papel en la inmunidad del recién nacido (Pifia, et. al, 2004). El bazo es el responsable de la
hematopoyesis fetal. Es el érgano que se interpone entre la circulacién sistémica y el sistema venoso
portal y es el Unico tejido linfatico especializado. Sus funciones son: 1) Filtracién de la sangre
eliminando los glébulos viejos del sistema circulatorio (funcion homeostatica), transformando Ia
hemoglobina en bilirrubina y liberando el hierro a la circulacién para su nueva utilizacién. 2) Tiene
funciones inmunoldgicas y no inmunoldgicas ya que el inicio de la respuesta inmunoldgica y la
elaboracidén de los antigenos ocurre en la zona marginal del bazo. Produce IgM contra los antigenos
bacterianos y es responsable de la fagocitosis. 3) Funcién hematolégica almacenando eritrocitos,
plaquetas y glébulos blancos y 4) Funcién hemostatica produciendo los factores 8 y de Von Willebrand
que participan en la coagulacién (Mota-Ramirez, 2016). El bazo no tiene el metabolismo del higado,
asi como tampoco las funciones cruciales del pancreas y los rinones, por lo que el interés en él ha sido
limitado y practicamente desestimado por clinicos (Larrafiaga, et. al, 2014). Por su parte, el ovario es
una glandula doble dado que produce secreciones tanto exocrinas (liberan células sexuales al exterior)
como endocrinas (producen hormonas que vierten a la sangre). En su interior se encuentran, en
distintas etapas de desarrollo, los foliculos ovaricos, estructuras globulares que alojan un ovocito. A
diferencia de otras glandulas del cuerpo, la actividad del ovario es ciclica. En la mujer el ciclo ovarico
se denomina ciclo menstrual y en él pueden identificarse varias etapas: folicular, ovulatoria, luteal +y
menstrual. Los acontecimientos que tienen lugar durante cada una de ellas son peculiares y diferentes
a las de las otras etapas (Castillo, 2011).

8.5 NUMERO Y PESO DE CRIAS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

La tabla 6 muestra el numero de crias y el peso de las mismas para cada grupo experimental. Los
animales control tuvieron de 9 a 14 crias con un peso promedio de 5.86 gramos. Los animales
expuestos a plomo tuvieron de 6 a 11 crias con un peso comparable al de las crias del grupo control.
Cuando las hembras fueron tratadas con las hormonas anticonceptivas, el nimero de crias disminuyé

de 5 a 9 sin alteracion en el peso. Sin embargo, cuando las ratas fueron intoxicadas con plomo vy al
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mismo tiempo tratadas con las hormonas, el nimero de crias fue de 0 a 5. Al comparar los pesos de
los animales se observd que cuando fueron tratados con plomo o con hormona hubo una disminucion

y una ganancia de peso estadisticamente significativa de 0.46 y 0.39 gramos respectivamente (p<0.01).

Tabla 6. NUmero de crias y peso de las mismas en los grupos de estudio (n=6).

CONTROL 9 a 14 (n=6) 5.86 £0.20 2
PLOMO 6a 11 (n=5) 5.20 £0.25 2
HORMONA 5a9 (n=4) 6.25 +0.66
HORMONA + PLOMO 0 a5 (n=3) 5.00 + 0.66

Se sabe que la susceptibilidad individual juega un papel importante dentro de los procesos
toxicoldgicos, por lo cual dentro de una misma poblacién pueden existir miembros en donde los

efectos sean totalmente diferentes (Cruz, 2019).

Debido a lo anterior en la tabla 7 se muestra a detalle el nimero de crias y el peso de cada una de en
todos los miembros de los diferentes grupos. El 100% de las integrantes del grupo control tuvieron
crias y se mantuvieron vivas después del parto; en el caso del grupo expuesto a plomo una de las ratas
murié durante el periodo de gestacién; cuando las ratas fueron tratadas con hormona dos no se
embarazaron vy, finalmente la combinacidon de la intoxicacién con plomo y el tratamiento con
hormonas anticonceptivas el 50% no se embarazaron. Otra diferencia entre los animales fue que los
grupos control y expuesto a plomo tuvieron un periodo de gestacion de 23 dias mientras que el tratado

con hormona y el tratado con hormona + plomo presentaron un periodo de gestacion de 28 dias.
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Tabla 7. NUmero de crias y peso de las mismas en los grupos de estudio (n=6).

RATA  CRIAS PESO(g) RATA  CRIAS PESO(g) RATA CRIAS PESO(g) RATA  CRIAS PESO(g)

RATA1 14 6 RATA1 9 5 RATA1 6 7 RATA1 8 6
RATA2 11 6 RATA2 8 6 RATA2 9 6 RATA2 NE
RATA3 11 6 RATA3 6 5 RATA3 5 7 RATA3 2 4
RATA4 9 6 RATA4 14 5 RATA4 NE RATA4 = NE
RATAS 12 5 RATAS 11 5 RATAS 5 5 RATAS 5 5
RATAG6 11 6 RATA6 M M RATA6  NE RATA6  NE

El plomo es capaz de alterar el metabolismo de las hormonas sexuales y otras como la tiroides,
pituitaria y hormonas suprarrenales El plomo traspasa facilmente las paredes de la placenta y su
concentraciéon en la sangre del recién nacido es similar o mayor que la de la madre. La OMS ha indicado
gue, uno de los principales efectos del metal es el bajo peso al nacer. Una concentracién de plomo
mayor de 10 ug/g en el cordén umbilical se correlaciona con una deficiencia en el desarrollo temprano
y malformaciones congénitas. Asi también puede ocurrir muerte fetal y/o aborto. El plomo que se
encuentra circulando en la sangre materna, aun después del parto, se puede difundir hacia las
glandulas mamarias y estar presente en la leche materna, aumentando asi una exposicién que ya se
habia iniciado desde el embarazo. Un estudio en ratas Wistar prefiadas expuestas a concentraciones
de 0.06, 0.16, 0.26 pg de plomo por via Inhalatoria y via digestiva mostré que el numero de crias fue
menor a medida que se incrementd la concentracion de plomo, de tal forma que las ratas expuestas
a 0.26 ug de plomo tuvieron en promedio 5 crias mientras que las ratas que no recibieron plomo
tuvieron en promedio 10 (Diaz, et. al, 2017). En este caso, la exposicién a plomo ocasiond la muerte
de una de las ratas y las crias disminuyeron de peso, en relacidn con el control. Cuando se trataron
con hormona el numero de ratas prefiadas disminuyd y al combinar este tratamiento con el plomo la
disminucion de los embarazos fue mayor. Ello indica que el plomo aumentd el nimero de ratas
infértiles al estar presentes las hormonas levonogestrel y etinil estradiol. No se han encontrado

reportes relacionados con el efecto de la combinacion de las hormonas estudiadas en este trabajo y
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el plomo, sin embargo, se puede proponer que los efectos teratogénicos del metal y los
anticonceptivos de las hormonas pudieron sinergizarse ocasionando que el 50% de los animales no

tuviera crias.

Dos ratas prefiadas del grupo hormona + plomo disminuyeron su ingesta de comida, este podia ser un
factor detonante en la disminucién del nimero de crias. En 1979 se reportd que en un grupo de ratas
a las cuales se les administré una solucién de 100 pg de plomo por litro de agua durante todo el
embarazo, se detectd bajo peso fetal posiblemente debido a la disminucion de ingesta de alimento de
las madres. Un afio antes, en 1978 un estudio en ratones hembra a las cuales se les administré plomo
a un porcentaje del 5% en su comida durante el periodo de 8 a 18 dias de gestacion presentaron
reduccion del flujo sanguineo placentario, lo que trajo consigo graves efectos fetales. En 1983 un
estudio verso en administrar via intravenosa a ratones nitrito de plomo en los dias 8 a 18 de gestacién
observéandose que la distribucidn inicié en la sangre fetal y después en el higado y en el esqueleto de
las crias. De igual manera se han relacionado los efectos en los fetos a la deficiencia de calcio, la cual

esta directamente relacionada con la intoxicacidn por plomo (Eisenmann y Miller, 1996).

8.6 EXAMEN GENERAL DE ORINA DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

Una forma de detectar diversos estados de enfermedad es mediante el uso del uroandlisis, esta técnica
es auxiliar en la deteccidn de enfermedades metabdlicas o sistémicas que afectan la funcién renal, los
desdérdenes enddécrinos y enfermedades o desérdenes del tracto urinario. La tabla 6 muestra los
resultados de la determinacidn de los analitos contenidos en las muestras de orina de los animales de

los grupos de estudio.

En relacion con el grupo control, el volumen urinario disminuyé aproximadamente 9 mL cuando los
animales fueron intoxicados con plomo, indicando, posiblemente, un problema de retencién de agua.
De forma contaria, se observd un aumento de 7 mL cuando las ratas fueron tratadas con las hormonas
esteroideas. Estos cambios comparados con las ratas no expuestas, ademas de la diferencia entre
ambos fueron estadisticamente significativos (p<0.05). El tratamiento conjunto con hormonas y plomo
no ocasiond un cambio significativo. Los 3 grupos experimentales mostraron ligera proteinuria, siendo
mayor en los grupos tratados con plomo y hormona + plomo, en comparacion con el grupo control.

Esto podrian indicar que existen dafios a nivel glomerular, el cual es mayor en presencia de plomo y
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cuando existe la combinacion de este elemento y las hormonas. La gravedad especifica, el valor de pH,
la presencia de leucocitos, los nitritos, la glucosa y la sangre no estuvieron presentes en orina. Estos
resultados ayudan a descartar problemas de tipo infeccioso, estados hemoliticos, ictericia mecanica,
fiebre, acidosis tubular renal, transtornos electroliticos, diabetes insipida, cetosis o glucosuria los
cuales se producen por aumento o disminucién de los mismos. La tabla 8 muestra la interpretacién de
cada una de los valores de analitos que se pueden obtener en el uroanalisis (Burtis, 1994., Henry,

2001).

Tabla 8. Examen general de orina de los grupos de estudio (n=6).

 CONTROL  19.83+3.46° 1.01£0.02 6.66+1,50 N
PLOMO  10.18+158°  1.00  8.67%1.58 0.9
HORMONA  26.16%3.6%¢ 1.00+0.01 8.08%1.20 0.45%0.3
HORMONA  18.50 % 6.70 100  7.66+1.12 0.9
+ PLOMO

Tabla 9. Interpretacion de los valores de analitos determinados por el Examen General de Orina en los
grupos de estudio (n=6).

Leucocitos <5 D Leucocituria, infeccion de las vias urinarias
Nitritos Negativo /| bacteriuria, infeccion de las vias urinarias
Urobilinégeno 0,1a1,0 1 estados hemoliticos

mg/dL J ictericia mecanica



Proteinas

pH

Sangre

Gravedad

especifica

Cetonas

Bilirrubina

Glucosa

0-4
mg/dL
5a8.

Negativo

1.003 a
1.040

g/mL

Negativo

Negativo

Negativo

/M proteinuria prerrenal, glomerular, tubular o
mixta.

J dieta rica en proteinas, fiebre

M dieta pobre en proteinas, acidosis tubular

J alteracién de la funcion renal, diabetes insipida,
trastornos electroliticos, (hipercalcemia,
hipopotasemia), hipo/hipertiroidismo

N glucosuria importante, farmacos (manitol,
dextrano), medios radioldgicos de contraste.

N cetosis/cetoacidosis

/M ictericia parenquimatosa/mecanica, estados
hemoliticos

N diabetes descompensada, glucosuria tubular

8.7 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Uno de los principales problemas de la exposicién a los metales pesados es la generacién del estrés

oxidativo, proceso que ocurre debido al desbalance que existe entre los sistemas antioxidantes y las

especies reactivas de oxigeno. A continuacion, se detallan los resultados.

1.1.1. ORGANOS.

El analisis estadistico de los resultados en los érganos indicd que, para los tres casos, las diferencias
encontradas entre los grupos de estudio y el control fueron significativas con un valor de p<0.05. El
grupo que mostré mayor incremento en estas especies fue el de hormona + plomo. La figura 1 muestra

los resultados obtenidos.

En los tres drganos se puede observar que el grupo tratado con hormona e intoxicado con plomo fue

el que mas aumento de especies reactivas de oxigeno provocd. Sin embargo, este comportamiento

dependié del érgano de estudio.

53



pmol/mg de proteina

CONTROL
HORMONA
CONTROL
HORMONA
CONTROL
HORMONA

o
>
(@]
-
o
+
<
=
o
=
[~
o
I

HORMONA+PLOMO
HORMONA+PLOMO

CEREBRO HIGADO

Figura 9. Especies reactivas de oxigeno en cerebro, higado y rifidn de los grupos de estudio (n=6).

En cerebro, los tres grupos experimentales mostraron incremento de especies reactivas de oxigeno.
Todos los resultados fueron estadisticamente significativos con una p<0.05. al comparar los grupos
con el control (10.10 + 4.5), se observd que el plomo ocasiond un incremento de 7.6 unidades
pmolMDA/mg (17.55 + 5.22), las hormonas produjeron un aumento de 13.8 unidades pmolMDA/mg
(23.8 £ 2.90) y el grupo hormona + plomo incrementd la actividad 34 unidades pmolMDA/mg (44.1 +
11.12 pmoMDAI/mg de proteina). En el higado al realizar la comparacion de los grupos experimentales
contra el control, no se observaron diferencias significativas, sin embargo, comparando los grupos
plomo y hormona + plomo se pudo ver diferencia, siendo el segundo grupo el que mostré mayor
concentracion de especies reactivas. En el caso del rifidn, no se observd incremento de EROS ni en el
grupo expuesto a plomo como el expuesto a hormonas al ser comparados con el grupo no expuesto.
No obstante, cuando se analizaron los datos del grupo hormona + plomo se observé un incremento
significativo (p<0.05) de 12 unidades pmolMDA/mg en comparacién con el grupo control (30.03 +6.75

vs 18.02 + 1.53 pmol/mg de proteina, respectivamente).
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8.7.1 GLANDULAS.
La figura 2 muestra la concentracién de EROS en las glandulas de las ratas Wistar de cada grupo. En

este caso, las diferencias encontradas fueron estadisticamente significativas con un valor de p<0.05.

©
£
[}
o
<)
S
o
(]
T
o
=
)
]
=
o

-
|
|
|

CONTROL
HORMONA

CONTROL
HORMONA

CONTROL
HORMONA‘

HORMONA+PLOMO
HORMONA+PLOMO
HORMONA+PLOMO

OVARIOS

Figura 10. Especies reactivas de oxigeno en timo, bazo y ovarios de los grupos de estudio (n=6).

En el caso del timo, los tres grupos aumentaron la cantidad de EROS en relacién con el grupo control
(2.38 * 4.04). El plomo incrementd 15.5 unidades pmolMDA/mg (17.88 + 5.3); el grupo hormona
mostré un aumento de 28 unidades pmolMDA/mg (30.03 + 6.75) y el de hormona + plomo mostré un

aumento de 30 unidades pmolMDA/mg (32.06 + 3.7 pmol/mg de proteina). En el caso del bazo, solo

en el grupo hormona + plomo se observé un aumento de 27 unidades pmolMDA/mg de especies
reactivas al ser comparado con el grupo no expuesto (44.11 + 11.56 vs 17.6 * 1.87 pmol/mg de
proteina, respectivamente. En los ovarios los tres grupos expuestos mostraron incremeto en la
cantidad de EROS. El plomo incrementd 7 unidades pmolMDA/mg (16.56 * 8.2); el grupo hormona se
detecté un aumento de 29 unidades pmolMDA/mg (38.54 + 17.05) y el grupo hormona + plomo
presentd 13 unidades pmolMDA/mg (22.91 + 3.9) de aumento con respecto al control (9.24 + 4.96

pmol/mg de proteina).

Los resultados anteriores muestran que el plomo y las hormonas, por separado no generaron un nivel
se especies reactivas en cerebro, rin, timo y bazo mayor al observado en el grupo hormona + plomo.
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En Cerebro, timo y ovarios aumentaron las especies reactivas de oxigeno ocasionadas por la
intoxicacidon con plomo, pero no a niveles mayores a los grupos hormona y hormona + plomo. Los

anticonceptivos incrementaron los EROS en cerebro, timo y ovarios.

El grupo hormona + plomo fue el que presenté el 50 % de infertilidad. Cuando se observd el efecto del
plomo, las hormonas y la combinacién de hormonas + plomo se observd que en los tres casos
aumentaron los EROS en los ovarios. Este efecto podria haber influido en la disminucién en la
gestacion. Cuando las ratas fueron tratadas con hormonas anticonceptivas el 33% de la poblacién no
se embarazd y el nimero de crias de las hembras que si parieron disminuyeron en relaciéon con el
grupo control. El plomo ocasioné menor numero de crias y la muerte de una rata embarazada. El timo
también curso por aumento de EROS. Posiblemente tanto el plomo como las hormonas
anticonceptivas sinergizaron sus efectos incrementando el nivel de EROS y por ello ocasionar que el

proceso de gestacion disminuyera al 50%.

En relacidn con lo anterior, se sabe que los estrogenos per se, son antioxidantes ya que poseen un
anillo fenol, el cual puede actuar como un barredor de radicales libres y, a la vez, le permite donar un
atomo H+. Esta propiedad le facilita el intervenir en diferentes etapas de la oxidacién lipidica. Estudios
in vitro han evidenciado la capacidad antioxidativa de los estrégenos. Se ha evidenciado que los
diferentes estrdgenos y sus metabolitos poseen distintas capacidades antioxidativas. En un estudio
comparativo in vitro entre algunos tipos de estrégenos, se logré clasificar la capacidad antioxidativa
de mayor a menor, de lagunas hormonas: estradiol > estrona > equilin > estriol. Se han clasificado los
estrégenos equinos como los de mayor capacidad antioxidativa, el estradiol y la estrona, junto a sus
metabolitos catecol, han mostrado capacidad antioxidativa en concentraciones micromolares, en
tanto los metabolitos metoxi mostraron la misma capacidad antioxidativa a concentraciones de
picomolares. Los metabolitos estrogénicos, catecolestrégenos y metoxiestrégenos, ademads de
funcionar como barredores de radicales libres, también lograron reducir y mantener reducidas las
moléculas de Fe y Cu, lo cual previene que estas moléculas actien como oxidantes. Otro estudio ha
evidenciado que el estradiol es igual de efectivo que la vitamina E, en prevenir la oxidacion de LDL e
igual o mds efectivo que las enzimas Super 6xido dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT). Los estrégenos no
solo participan como antioxidantes, sino que también pueden modificar los niveles y capacidades de

los mecanismos oxidativos y antioxidativos del cuerpo. El estradiol puede disminuir la producciéon de
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radicales libre inducido por la angiotensina Il en cultivos celulares de musculo liso. El estradiol aumenta
la transcripcion, expresion y actividad de MnSOD y de ecSOD, sin afectar los niveles o actividad de la

Cu-ZnSOD, GSHPX ni catalasa (Escalante Gomez, 2009).

En la bibliografia, solo se encontré un estudio en el cual se relacioné el uso de anticonceptivos orales
y la generacién de estrés oxidativo. En ese reporte se trabajé con 144 mujeres blancas, jovenes y
atletas de varias disciplinas. Los autores del trabajo mencionaron que los niveles de estrés oxidativo
(determinado como la concentracién de hidroperdxidos) variaron considerablemente en funcién del
uso de los anticonceptivos orales. No se sabe cédmo se generan los hidroperoéxidos, sin embargo, ellos
proponen que el catabolismo de las hormonas, el cual involucra al Citocromo P450, puede provocar el
incremento de la produccién de EROS, asi como la disminucién del glutation reducido (GSH). Este
grupo también menciond que en células en cultivo tratadas con estradiol se observé un aumento de
la lipoperoxidacion. De la misma forma se reportd que los estrégenos se encuentran inversamente
relacionados a la defensa antioxidante, de tal forma que altas concentraciones de estrégenos se han
relacionado con la disminucién de la enzima Superdxido dismutasa (SOD) en sangre. No obstante
estudios llevados por otros grupos de investigacion, en ratas, han demostrado resultados contrarios,
en los que mencionan que no hay inhibicién de la actividad de la enzima, pero si incremento en los
niveles de lipoperoxidacion (Causi, et. al, 2016).

8.8 ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUTATION S-TRANSFERASA (GST) EN ORGANOS, GLANDULAS Y
FLUIDOS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

8.8.1 ORGANOS.
La figura 3 inciso a). muestra los resultados obtenidos en cerebro, higado y rifién de los grupos de

estudio. En los casos donde se marca diferencia, esta fue significativa y se obtuvieron valores de
p<0.05. En cerebro se observé un ligero descenso de la actividad, pero no fue significativo; en el caso
del grupo hormona + plomo la actividad aumenté 8 unidades en relaciéon con el grupo control (10.56
+ 1.32 vs 2.77 + 0.85 respectivamente). En el higado el plomo disminuyéd 7 unidades
umolDNCB/mg/min la actividad (6.72 + 3.2); las hormonas anticonceptivas bajaron la actividad 3.5
unidades pmolIDNCB/mg/min (10.13 + 0.23) y las hormonas + plomo disminuyeron 2 unidades
umolDNCB/mg/min) la actividad (11.7 + 6.77) con relacion al grupo control (13.61 * 7.98
umolDNCB/mg/min). Finalmente, en el rifién tanto el plomo como el tratamiento hormonal

disminuyeron la actividad de la enzima 2.1 y 3 unidades pmolDNCB/mg/min). (2.13 +0.60y 1.21 +
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0.50 respectivamente) en relacion con el grupo control. El grupo tratado con hormona + plomo mostré
un incremento de aproximadamente 14 unidades de actividad (18.25 + 1.40) en relacién con el grupo

no expuesto (4.13 = 0.54 umolDNCB/mg/min).
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Figura 11. Actividad de GST en cerebro, higado y rifidn en los diferentes grupos de estudio

El plomo inhibid la actividad de la GST de higado y rifidn, no asi en cerebro, sin embargo, el metal solo
ocasiond la generacion de EROS en cerebro y rifidon, lo cual indica que en este caso la relacién
encontrada entre plomo-EROS-actividad de GST no se cumplié como en el caso de lo observado en
rifidn de ratas macho Wistar intoxicadas con plomo (Hernandez, 2015). Por lo que el incremento en la
actividad de GST puede deberse a procesos no relacionados con el estrés oxidativo. En el caso del
grupo hormona, solo se produce aumento de EROS en cerebro sin que aumente la actividad de la
enzima; en el caso del higado y el rifidn no hay aumento de las especies reactivas de oxigeno y
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posiblemente debido a ello no hay aumento de la actividad enzimatica. Sin embargo, se requieren de
mas estudios para poder afirmar lo anterior. El tratamiento hormona + plomo generd aumento de la
actividad de GST en cerebro y rifién y aumento de EROS en los tres drganos. Posiblemente este
aumento se debid al estrés oxidativo y a la actividad de la enzima como detoxificador de xenobidticos.
En el caso del higado la presencia de EROS aumentd y la actividad de GST disminuyd. Se debe
considerar que son ratas que han pasado por un proceso de gestaciéon o a las que se les ha
administrado un tratamiento hormonal y que ademads se encuentran en presencia de plomo. Cada
organo tiene sus mecanismos de defensa ya sean antioxidantes y/o de xenobidticos, por ello,
posiblemente, la actividad de la enzima varié en funcién del esquema de tratamiento y del érgano.
8.8.2 GLANDULAS.

La figura 12 muestra los resultados encontrados en bazo. Todas las diferencias encontradas fueron
significativas con una p<0.005. El plomo y las hormonas disminuyeron 2.9y 2,5 unidades de actividad
(0.55 +0.09 y 0.95 +0.09 respectivamente), mientras que la combinacion hormona + plomo (4.9 £ 0.7)

la aumentd 1.5 unidades con respecto al control (3.41 + 0.48 umol/mg/min).

La figura deja ver que en el caso del plomo la inhibicidn de la actividad enzimatica no se debid a la
presencia de especies reactivas de oxigeno, ya que el plomo, en esta glandula no los produjo,
posiblemente la inhibicién se llevé a cabo por un efecto directo del metal. Las hormonas también
ocasionaron la disminucién de la actividad, pero en este caso si existié la generacién de EROS, por lo
cual esta disminucidon no se relaciona, de nueva cuenta al estrés oxidativo. Cuando los animales son
tratados con hormonas y plomo la actividad y la generacidon de EROS aumentan, este resultado podria
indicar que el plomo potencia la actividad de las hormonas como generadoras de especies reactivas
de oxigeno y que, ademas, al estar presentes las hormonas, la enzima aumenta su actividad por

induccion de los EROS y para poder cumplir con su papel detoxificante.
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Figura 12. Actividad de GST en la glandula bazo de los diferentes grupos de estudio (n=6).

La figura 13 muestra la actividad de GST en Timo, las diferencias encontradas fueron significativas con
una p< 0.005. La exposicidn a plomo inhibid la actividad en 0.54 unidades (0.22 + 0.01), mientras que
en el grupo hormona y hormona + plomo se observé un aumento de 0.33 y 0.95 unidades

respectivamente (1.09 £ 0.32 y 1.71 + 0.10) con respecto al grupo control (0.76 * 0.08 umol/mig/min).

En el caso del grupo intoxicado con plomo hubo un incremento de EROS, pero la actividad de la enzima
se inhibié. Esto también, como en el caso del rifidn de las ratas embarazadas, no sigue la relacién
encontrada en ratas Wistar macho. La accién del plomo, entonces podria deberse a un efecto directo
del ién sobre la enzima. En los grupos hormona y hormona + plomo la actividad de la enzima aumentd
al igual que las especies reactivas de oxigeno. Posiblemente el aumento de actividad se debié a que,
como se ha mencionado anteriormente, las hormonas anticonceptivas pueden aumentar el estrés
oxidativo y la lipoperoxidacion y a que siendo las hormonas xenobidticos, la enzima actua como

detoxificante aumentando su actividad de enzima de la fase 2 del metabolismo de los xenobidticos.
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Figura 13. Actividad de GST en el bazo de los diferentes grupos de estudio (n=6).

La figura 14 muestra los resultados de la actividad de GST en los ovarios; las diferencias encontradas

fueron significativas con una p<0.05.
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Figura 14. Actividad de GST en los ovarios de los diferentes grupos de estudio (n=6).
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En este caso, el plomo y las hormonas disminuyeron la actividad de la enzima 1,5 y 1.1 unidades (1.2
+0.08 y 1.67 £ 0.03 respectivamente). La combinacién de hormona + plomo ocasioné un aumento de
10 unidades (12.8 = 0.76) en relacién con el grupo control (2.71 + 0.02 pumol/mg/min).

8.8.3 FLUIDOS.

Se determind la actividad de la enzima en suero y en orina, debido a que en el caso de las ratas macho
de la cepa Wistar se ha detectado que existe una relacién directa entre la actividad de GST en el érgano
y en los fluidos mencionados. La figura 7 muestra la determinacién de la actividad en el suero. Las
diferencias encontradas fueron significativas con un valor de p<0.05. La actividad de GST permanecid
sin cambios en presencia de plomo; disminuyd 0.6 unidades (umolDCB/mg/min). En el grupo tratado
con hormona y decrecié 0.3 unidades en el grupo hormona + plomo (0.96 + 0.10 y 1.22 + 0,85) en
relacion con el grupo control (1.53 + 0.06 pmol/mg/min). Solo en el grupo hormona + plomo se

conservo la relacion.

La figura 8 muestra la actividad de GST en las muestras de orina de los diferentes grupos. En los grupos
tratados y expuesto a aplomo se observé una disminucién estadisticamente significativa con una
p<0.05. el plomo ocasiond una disminucién de 0.41 unidades(umolDCB/mg/min); las hormonas
disminuyeron la actividad de GST 0.51 unidades(umolDCB/mg/min) y el grupo hormona + plomo 0.46
unidades (0.77 £0.23,0.61 £ 0.15y 0.71 £ 0.10 respectivamente) en relacion con el grupo control (1.18

+0.13 umol/mg/min).
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Figura 15. Actividad de GST en suero de los diferentes grupos de estudio (n=6).
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Figura 16. Actividad de GST en orina de los diferentes grupos de estudio (n=6).

No se encontrd correlacion entre la actividad determinada entre los dos fluidos con lo sucedido en el
rifidn de los animales de los diferentes grupos, no obstante, se debe tener en cuenta que las muestras
de orina que se determinaron no solo eran las de la madre, sino también las de los fetos y que no sélo
es un producto. Por ello, es logico que los resultados no correspondan. En este caso la determinacion
de la actividad de la GST en suero o en orina no podria usarse como un bioindicador de dafio
ocasionado por la presencia de plomo en ratas embarazadas o en presencia de plomo en ratas

sometidas a un tratamiento con anticonceptivos hormonales de tipo oral.

El estudio de este tipo de esquemas de intoxicacion es un fenédmeno complejo que requiere de mas
evaluaciones adicionales. Sin embargo, se ha encontrado que algunos tipos de GST tienen funciones
similares a la enzima Glutatién peroxidasa (GPx), catalizando la conversion de perdxidos organicos a
alcoholes, con intervencion de glutatiéon reducido (GSH) y la produccion de glutatiéon oxidado (GSSG),
contribuyendo, de esta manera, a la proteccidn contra la peroxidacién. En estudios realizados en
cerdos, la actividad promedio de GST fue de 0.0036 y 0.0045 U mg™! de proteina en el primer y segundo
o tercer parto, respectivamente; es decir, la actividad de la enzima aumentd con el nimero de

embarazos. Se ha observado mayor actividad de GST en relacién al nimero de gestas. Se ha reportado,
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también, que al final del embarazo existe un incremento de la lipoperoxidacién, por un cambio en el
perfil lipidico (incremento de triglicéridos facilmente oxidables), y un consecuente decremento en la
concentracion de GSH, el cual es un antioxidante y ademds contribuye a la actividad de las enzimas
GPx y GST. Estas enzimas han sido relacionadas con la conversion de perdxidos organicos,
disminuyendo la lipoperoxidacién de moléculas. Un aumento en el nimero de gestas puede
incrementar la lipoperoxidacidon de la leche materna. La respuesta fisiolégica del organismo para
contrarrestar el dafo oxidativo incluye un incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes, en
este caso principalmente de la GST. Esta enzima se conoce también por su funcién detoxificante, ya
gue se encuentra relacionada con el metabolismo de xenobidticos, los cuales son metabolizados
mediante una reaccién de conjugacién con el GSH. Por lo tanto, el incremento en la actividad de GST
puede estar asociado a la concentracion de xenobiédticos presentes en el tejido adiposo de la madre.
En el caso de los metales pesados y los plaguicidas, se sabe que se acumulan en el tejido adiposo y
después son liberados a través de la movilizacién de lipidos requerida para la produccidn de leche

(Castillo-Castaneda, et. al, 2014).
A continuacién, se resumen los resultados obtenidos en cada grupo.

El plomo no ocasiond aumento de peso corporal y solo el higado, el bazo y el timo presentaron
anormalidades en el periodo de intoxicacidn. El nUmero de crias y el peso de las mismas fue similar al
del grupo control y de la misma manera el 100% de las hembras resultaron prefadas. Sin embargo,
una de las ratas murid durante el proceso de gestacidn en presencia del metal, posiblemente por ser
mas susceptible que las demds. Las madres presentaron proteinuria y aumento de volumen urinario.
Solo en cerebro, timo y ovarios se detectd incremento de EROS. La GST aumentd su actividad en el

higado mientras que, en rifidén, bazo, ovarios y orina disminuyd.

El grupo tratado con hormona tampoco aumentd de peso y solo se detectaron hubo efectos en el peso
de bazo y timo. El nUmero de crias y el peso de las mismas disminuyé en relacién con el grupo control
y el 33% de las hembras no se embarazé. Al igual que en el grupo expuesto a plomo, se detectd
proteinuria y aumento de volumen urinario. Los EROS también aumentaron solo en cerebro, timo y

bazo, mientras que la GST solo aumentod su actividad en el higado.
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El grupo hormona + plomo presenté aumento de peso corporal y un efecto en el tamafio del rifidén. El
50 % de la poblacién no quedd embarazada y el niUmero de crias, asi como su peso fueron menores a
los dos grupos anteriores y al control. Se presentd proteinuria. Se detecté incremento de EROS en
cerebro, rindn, timo, bazo y ovarios. La actividad de la GST fue mayor al grupo control en los érganos
cerebro, higado y rifién, asi como en los ovarios. El tiempo de gestacién también se vio alterado ya
que en los grupos control y expuesto a plomo este fue de 23 dias, para los grupos hormona y hormona

+ plomo éste fue de 28.

9 CONCLUSIONES
Se ha mencionado mucho que el plomo tiene muchos efectos adversos sobre la salud del humano. Sin

embargo, se sabe que los dafios se encuentran en practicamente todos los seres vivos. Es
impresionante encontrar literatura en la que los estudios indiquen que hay disminucién del nimero
de huevos y, por ende, de nacimientos cuando las aves crecen en ambientes en donde las
concentraciones de este elemento son elevadas. Esto quiere decir que el proceso de desarrollo de la
vida se encuentra comprometido a llevarse a cabo en ambientes libres de plomo y de otros metales o

diferentes contaminantes.

En este trabajo se usaron tres esquemas experimentales, el primero de ellos se fundamentd en el
estudio de la exposicién a plomo en ratas que quedaron preifadas, desarrollaron su embarazo y
parieron, continuando con un mes de amamantamiento en presencia del metal; el segundo grupo fue
tratado con hormonas anticonceptivas orales para analizar su efecto en la gestacidén de los animales;
finalmente el tercer grupo fue tratado al mismo tiempo con hormonas anticonceptivas y plomo para
estudiar el efecto que podria generarse en este caso. Los resultados indicaron que este ultimo grupo

fue el gue mostro resultados mas sobresalientes que los dos grupos anteriores.

El proceso de gestacién es multivariante e implica la participacidon de muchas hormonas y requiere de
la interconexién metabdlica del feto y de la madre de forma coordinada. Resulta complicado estudiar
el efecto de los téxicos en el embarazo debido a que en este se conjugan factores propios de la madre
y del feto. La madre se comunica con el feto a través del corddn umbilical y es por donde le transmite

los nutrientes necesarios para que se desarrolle. Este conducto y la placenta constituyen mecanismos
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de transporte de moléculas y elementos necesarios para el desarrollo del feto. Sin embargo, también
constituyen sistemas de transporte de agentes toxicos. La concentracién de plomo utilizada en este
ensayo (1000 ppm) administrada por via oral no afecté el proceso de gestacidon de forma alarmante
posiblemente porque el periodo de estudio fue corto, o la concentracidén no resulté muy toxica.
Cuando se administrd el tratamiento hormonal, se observé que el 66% tuvo crias, no obstante, el
numero y el peso de las mismas disminuyd en relacion tanto con el control como con el grupo expuesto
a plomo. Lo anterior pudo haber sucedido, posiblemente, por el aumento de EROS y la disminucion de
la enzima GST en los ovarios. Cuando se combinaron los dos factores anteriores, hormonas y plomo
los resultados fueron totalmente diferentes. En este caso el 50% de la poblacién no se embarazé, se
detecté aumento de peso de las hembras y el nimero y peso de las crias bajé de forma considerable.
El periodo de gestacidn se alargd a diferencia de los reportes que indican que el tratamiento con
anticonceptivos orales puede ocasionar disminucion del periodo de gestacidn. El nivel de EROS
aumenté en todas las glandulas y en rifidn y cerebro. La GST incrementd su actividad en todos los
organos y en los ovarios. En este caso la combinacién de las hormonas levonogestrel y etinil estradiol
con el plomo incrementaron los efectos bioquimicos y fisioldgicos de las hembras en etapa de
gestacion. Se sabe que las hormonas pueden aumentar los niveles de EROS y en rifidn, el plomo tiene
el mismo efecto. En el grupo hormona + plomo se generdé aumento de EROS en los tres grupos
experimentales pero el efecto se incrementd en el Ultimo grupo. Ello pudo ocasionar, junto con otros
fenédmenos adjuntos a la presencia de hormonas y plomo que, en este caso, los efectos fueran mas
notorios. Todo ello puede soportar laidea de que la sinergia entre las hormonas anticonceptivas orales

y la intoxicacion con plomo afectan el proceso de gestacidn de las ratas Wistar.
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10 PERSPECTIVAS
Después de desarrollar el presente trabajo de investigacién y al analizar los datos obtenidos, se

pudieron plantear las siguientes perspectivas.

1.- Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de plomo y de las hormonas levonogestrel y etinil

estradiol sobre el proceso de gestacidn y en las crias obtenidas.

2.- Evaluar los efectos del plomo y las hormonas anticonceptivas en diferentes esquemas de
experimentacién para ahondar sobre el efecto del plomo sobre los efectos de las hormonas o sobre

las hormonas y sus efectos sobre la intoxicaciéon con plomo.

3.- Investigar el efecto del plomo sobre los perfiles hormonales de las ratas que cursan por el proceso

de gestacion.

4.- Estudiar los efectos de la exposicidon a plomo, a hormonas y a hormonas + plomo sobre los

distintos drganos tanto de las madres como de las crias.

5.- Evaluar el efecto de los diferentes esquemas de investigacidén sobre el metabolismo de iones

esenciales para el desarrollo de las crias como el calcio.

6.- Realizar estudios histoldgicos de las glandulas y los érganos de estudio en los diferentes grupos

experimentales.
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