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“Generalmente se define lo fantdstico como una violacion de las leyes naturales, como la aparicion
de lo imposible. En nuestra opinion, no es nada de esto. Lo fantdstico es una manifestacion de las
leyes naturales, un efecto del contacto con la realidad cuando ésta se percibe directamente y no
filtrado por el suefio intelectual, por los hdbitos, por los prejuicios, por los conformismos.

La ciencia moderna nos ensefia que, detrds de lo simple y visible, estd lo invisible y complicado. Una
mesa, una silla, el cielo estrellado, son en realidad radicalmente diferentes de la idea que nos
formamos de ellos: sistemas en rotacion, energias en suspenso, etc.

En este sentido decia Valéry que en el conocimiento moderno «lo maravilloso y lo positivo han
contraido una asombrosa alianza». Nosotros hemos percibido claramente que este contrato entre lo
maravilloso y lo positivo no se cifie unicamente al dominio de las ciencias fisicas y matemadticas. Lo
que es verdad Para estas ciencias es, sin duda, también verdad para los otros aspectos de la
existencia: la antropologia, por ejemplo, o la historia contempordnea, o la psicologia individual, o la
sociologia. Lo que juega en las ciencias fisicas, juega probablemente igual en las ciencias humanas.

Sdlo que cuesta mucho percibirlo...”

Louis Pauwels y Jacques Bergier
El Retorno de los Brujos
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RESUMEN

La contaminacion con metales pesados como el plomo es uno de los problemas de salud publica
gue hoy en dia la poblacion mundial enfrenta. En la actualidad la interaccion entre los seres vivos y
los contaminantes se ha vuelto constante y casi imperceptible. Como consecuencia de lo anterior se
ha observado que algunos organismos pueden desarrollar mecanismos de proteccion con la
finalidad de mantener la supervivencia de su especie. La capacidad de adaptaciéon es una de las
principales caracteristicas de los seres vivos, pero no todos tienen las mismas oportunidades de
desarrollarlo, ya que cada organismo responde ante el medio de forma diferente, mientras unos se
adaptan, otros sucumben, ya que estos organismos son mas susceptibles al medio. En este trabajo
se utilizaron ratas de la cepa Wistar, las cuales recibieron un tratamiento especial que consistio en
exposicion oral (1000 ppm Pb(C2H30.).) desde el desarrollo embrionario, hasta llegar a una edad de
4 meses. La finalidad de este tratamiento consisti6 en ayudar a los roedores a adaptarse, para
realizar ensayos posteriores de intoxicacion con mayor concentracion del mismo metal o la
utilizacién de un metal diferente. Las vias de administracion fueron oral e intraperitoneal y las sales
inorganicas utilizadas fueron acetato de plomo (Pb(C;H302).) y cloruro de mercurio (HgCl,). Los
resultados demostraron, por un lado, que las ratas preexpuestas a (Pb(C;Hs032)2) por cuatro meses
se comportaron de forma similar a las ratas control y, por otro, que fueron capaces de tolerar
concentraciones subsecuentes y mayores tanto de la sal de plomo como la de mercurio. En este
altimo caso, la sobrevivencia de los animales fue del 50%, lo que resulta superior a los resultados
gue se obtienen cuando los animales son intoxicados con HgCl; sin una preexposicion previa. Ello
indica que la intoxicacién llevada a cabo a baja dosis de plomo desde el momento de la concepcion,
pudo desencadenar eventos bioquimicos que ayudaron a los animales a tolerar concentraciones
elevadas de dos metales que constituyen parte de un grave problema de salud no solo en México,

sino a nivel mundial.
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. INTRODUCCION



I.I Contaminacién con metales pesados.

Los metales pesados son elementos que se definen como aquellos que poseen una densidad mayor
a la del agua. En general, estos elementos no son esenciales para las células y pueden ejercer
efectos adversos. A cualquier concentracion, pueden inhibir diversas funciones bioquimicas y, como
consecuencia, fisiolégicas 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 de los investigadores y las
respectivas autoridades hacia la poblacion en general ha ocasionado que la exposicién a éstos

continle y aumente en muchas partes del planeta (Jaishankar et al., 2014).

Los efectos toxicos de los metales resultan perjudiciales para el cuerpo humano, ya que pueden
alterar su funcionamiento al interferir con diferentes procesos metabdlicos. La toxicidad del metal
depende de la dosis, la via de exposicion y la duracion de la misma. Lo anterior puede conducir a
diversos trastornos inducidos por la interaccion directa del metal con las macromoléculas o por el

estrés oxidativo originado por la formacion de radicales libres (Mathew et al., 2014).

A) Contaminacion con plomo.

El plomo constituye uno de los metales mas antiguos descubiertos y utilizado por la raza
humana. Propiedades del metal como la alta maleabilidad, la ductilidad, el bajo punto de fusién y la
resistencia a la corrosién, han dado lugar a su uso generalizado en diferentes industrias como la
automotriz, la de las pinturas, la ceramica, la de los plasticos, etc. Esto a su vez ha conducido a un
aumento multiple en la aparicion de plomo libre en los sistemas biolégicos y el medio ambiente (Kalia
& Flora, 2005).

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 combustion del carbén, 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).

Se ha reportado que, al menos, existen dos tipos de toxicidad. En primer lugar, se encuentra la
toxicidad aguda, la cual se encuentra relacionada con la exposicidon ocupacional y es bastante
frecuente. En segundo lugar, la toxicidad cronica es mucho mas comun y se produce a niveles de

plomo en sangre de aproximadamente 40-60 pg/dL. Este tipo de intoxicacion puede ser mucho mas
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grave si no se trata en el tiempo y se caracteriza por vomitos persistentes, encefalopatia, letargo,
delirio, convulsiones y coma (Pearce, 2007). Algunos de los sintomas anteriores son originados por
gue el metal puede ser absorbido y acumulado en varios tipos celulares como los osteocitos, los
hepatocitos, los adipocitos, las células epiteliales del tubulo contorneado proximal de las nefronas y
varios tipos de células cerebrales. El plomo acumulado es téxico en la mayoria de sus formas
guimicas, ya sea inhalado o ingerido en agua. Sin embargo, debido a su lenta tasa de eliminacion,
los niveles nocivos de plomo se pueden acumular en las células mencionadas anteriormente y, de
esta forma, en los tejidos de los cuales forman parte después de una exposicion prolongada a bajas
concentraciones de plomo, las cuales se relacionan con niveles de metal en sangre menores a 10
pg/dL (Ercal et al, 2001). La exposicion al plomo se considera perjudicial y se asocia con
anormalidades de la conducta, déficit auditivo, debilidad neuromuscular y deterioro de las funciones

cognitivas en humanos y animales de experimentacién (Flora et al., 2012).

B) Intoxicacion con plomo en México.

México esta catalogado como el quinto mayor productor de plomo a nivel mundial con una
produccion 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 contaminacién con plomo fue su uso en la gasolina. Lo anterior
se debi6 a que las gasolinas formadas con alcanos lineales y cicloalcanos tienen pobres cualidades
como combustibles, explosionando en el motor en lugar de quemarse progresivamente.
Contrariamente a éstos, los hidrocarburos ramificados tienen excelentes propiedades como
combustibles, quemandose progresivamente y obteniendo una mayor potencia por unidad de masa
guemada. La adicién de tetrametil y/o tetraetilplomo evita la explosion y hace aumentar el indice de
octano. El problema es la elevada toxicidad del plomo atmosférico por lo que fue retirado de varios
paises (Tomado de globedia.com). En el afio 1990, se empez6 a eliminar el plomo de la gasolina y
empezé la utilizacién de combustibles libres de plomo. En 1997, se eliminé por completo el plomo de
la gasolina, sin embargo, este hecho no ayudé a que disminuyera la interaccion de los compuestos a

base de plomo con seres humanos (Caravanos et al., 2014).

La exposicion con plomo se ha producido también por la alfareria vidriada, actividad que fue

introducida a las costumbres de los alfareros mexicanos por los espafioles en 1519, pues hasta



entonces tapaban el poro de la ceramica a base de brufiido con piedras. Desde 1994, la FONART
(Fondo Nacional para el Fomento de las Artesanias) ha dado especial atencion al sector alfarero,
mediante el Programa Nacional para la Adopcién de Esmalte Libre de Plomo, buscando erradicar los
trastornos en la salud de los artesanos. Este organismo midié el nivel de plomo en sangre de una
muestra representativa de artesanos alfareros con resultados que confirman que los niveles de
plomo en sangre de la poblaciéon alfarera rebasan los sefialados como permisibles en la norma
oficial mexicana NOM-199-SSA1-2000 vigente para poblacion no expuesta desde el 2002 (Pérez y
Sanchez, 2010).

La comunidad alfarera esta expuesta al momento de esmaltar, a la contaminaciéon ambiental cuando
el esmalte se esparce en sus talleres y casas; la exposicién a plomo se produce también cuando la
alfareria vidriada con greta (oxido de plomo), se utiliza para almacenar, cocinar o servir alimentos
acidos o bebidas calientes; es decir, la exposicién al plomo depende del uso, frecuencia y tiempo
utilitario de estos objetos. En el pais, se encontré que mas del 50 % de los objetos probados tuvieron
niveles superiores a los establecidos por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de los

Estados Unidos para lixiviacion de plomo (Noyola, 2017).

En 1991 empezé el interés de las autoridades mexicanas, por la intoxicacion con plomo, ya que en
ese tiempo una nifia de siete afios, de origen estadounidense, bebi6é una limonada almacenada en
un vitrolero (olla de barro vidriado) elaborada con greta, cuyo componente mayor es el plomo. El
origen de la intoxicacion se atribuy6 al uso de alfareria vidriada, edste hecho, sumando al trabajo de
distintos grupos de investigacion en México, posiciond al 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

Michoacéan, afectando tanto a productores como a consumidores (Tolentino, 2016).

Las pinturas son otro ejemplo de contaminantes a base de plomo. Dentro del pais opera dos
grandes concesionarias, la primera es el Grupo Comex, cuarto mayor productor de pinturas
arquitecténicas en Norte y Centro América, y la segunda se encuentra representada por Sherwin
Williams, la gran industria de producciéon de pinturas y recubrimientos. En 2008 un estudio revel6
gue todas las muestras probadas de pintura de esmalte, contenia concentraciones de plomo de mas
de 90 ppm (el limite regulatorio en China y Estados Unidos); las pinturas plasticas contenian en

promedio 6 ppm (Caravanos et al., 2014).

Varios estudios han documentado el impacto en la salud de adultos y nifios en México, debido a la
fabricaciéon de alfareria vidriada y han reportado concentraciones superiores a 20 pg/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. El riesgo de intoxicacion por Pb?* de los alfareros y sus
familias es mayor debido a la exposicién ambiental al plomo, a los alimentos cocinados en alfareria
vidriada con plomo, la malnutricién, el uso del espacio laboral para la vivienda, las malas préacticas
en el manejo del 6xido de plomo y al hecho de que el plomo se convierte en una fuente endégena de
exposicién (Estrada-Sanchez et al., 2016).

La norma oficial mexicana establece como limite maximo permisible una concentracién de plomo en
sangre de 10 pg/dL. Sin embargo, algunos estudios han reportado que el nivel de plomo en sangre a
concentraciones menores de este valor puede ocasionar dafio neuronal en la poblacién infantil (Leal-
Escalante et al., 2007). Esta observacion indica que los nifios son mas susceptibles a la intoxicacion
con plomo que los adultos lo cual, también muestra una relacion entre las caracteristicas de

desarrollo y la toxicidad del metal.

l.Il Efectos del plomo en la salud.

A) Sistema nervioso

Uno de los érganos blanco de mayor interés en la intoxicacioén por plomo es el cerebro, ya que los
efectos toxicos del metal pueden provocar dafios severos cuando este drgano 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 nifios como 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 sistema nervioso periférico se ven
afectados por la exposicion al metal. Los efectos sobre el sistema nervioso periférico son mas
pronunciados en los adultos, mientras que el sistema nervioso central es mas prominente en los
nifos (Brent, 2006; Bellinger, 2004). La encefalopatia es una consecuencia directa de la exposicion al
plomo y los principales sintomas incluyen molestia, irritabilidad, falta de atencion, dolor de cabeza,
temblor muscular, pérdida de memoria y alucinaciones. Las manifestaciones mas graves ocurren en
exposiciones muy altas e incluyen delirio, falta de coordinacién, convulsiones, pardlisis, coma y
ataxia (Flora et al., 2006).

Las afectaciones sufridas por los nifios que presentan mayores niveles de plomo pueden verse
reflejadas al presentar retraso en el crecimiento; disminucién de la inteligencia; de la memoria a

corto plazo y la pérdida de la audicién. A niveles mas altos, el metal puede causar dafo cerebral


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chibowska%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27999370

permanente e incluso la muerte (Cleveland et al., 2008). Dentro de las repercusiones también se ha
observado neuropatia periférica, lo cual implica reduccién de la actividad motora debido a la pérdida
de la vaina de mielina, la que tiene como funcion el aislamiento de los nervios, afectando seriamente
la transduccion de los impulsos nerviosos, causando debilidad muscular, fatiga y falta de

coordinacion muscular (Sanders et al., 2009).

B) Sistema urinario

La exposicidon 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 rifién,
ocasionadas por exposicion al metal: nefropatia aguda y nefropatia crénica. La primera puede
clasificarse morfolégicamente a través de los cambios degenerativos presentes en el epitelio tubular
acompafados por la presencia de cuerpos de inclusion intracelulares, formados por complejos entre
proteinas y plomo (Navarro, 2004) y funcionalmente por la alteracion de los mecanismos de
transporte localizados en las membranas apicales y basales de las células de los tabulos proximales
gue conforman a las nefronas corticales y medulares. Sin embargo, no es la razén detras de la
aparicion de proteinas en la orina, pero podria aumentar una secrecion 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).

Ademés del estrés oxidativo como mecanismo de toxicidad del plomo en el rifion, estudios
experimentales han demostrado que la exposiciébn a plomo induce un aumento de la apoptosis
celular no sélo en el higado, sino también en el riiidn (Sujatha et al, 2011). Un estudio demostré que el
tratamiento crénico de ratas con acetato de plomo durante un periodo de 12 semanas aumento el
numero de cuerpos apoptéticos 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 expresion génica de las proteinas

relacionadas con la apoptosis como las caspasas y algunas cinasas (Finley, 2014; Velaga et al, 2014).

C) Sistema hematopoyético

Se han observado dafios en el sistema hematopoyético en animales y en humanos después de la
exposicion al plomo. Estos dafios incluyen la deteccion de niveles elevados de porfirinas en orina,
entre las que se encuentran el 4cido deltaaminolevulinico (6-ALA), coproporfirinas, protoporfirina
eritrocitaria y protoporfirina de zinc, como resultado de la inhibicibn de tres de las enzimas que

participan en la biosintesis del grupo Hemo: &cido &-aminolevulinico deshidratasa (ALAD),
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ferroquelatasa, y 8-ALA sintetasa (ALAS) (ATSDR, 2015). También reduce la vida 0til de los eritrocitos
circulantes aumentando la fragilidad de las membranas celulares debido al proceso conocido como
lipoperoxidacion. La combinacion 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
fenébmeno de la intoxicacion 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 acumulacion de &cido
aminolevulinico, detectable en el plasma y 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 ug/dL, la biosintesis de hemo no disminuye hasta que la actividad de
ALAD es inhibida en un 80-90%, lo que ocurre a una concentracion de plomo en la sangre mucho
mayor a 55 ug/dL. (Ahamed et al., 2005). La Figura 1 muestra los pasos secuenciales en la biosintesis
del grupo hemo, la porfirina, los productos intermedios y las enzimas especificas inhibidas por los

iones de plomo y mercurio (Layer et al., 2010; Rose et al., 2008).

(Continta)

Figura 1. Sitios de inhibicién de los iones plomo y mercurio en la biosintesis del grupo Hemo (Tomado y
modificado de Layer et al., 2010; Rose et al., 2008).

La inhibicién de la ferroquelatasa da como resultado un aumento de la excrecién de coproporfirina
en la orina y la acumulaciéon de protoporfirina en los eritrocitos (EP). Ademas, la inhibicion de esta

enzima da lugar a la sustitucion del hierro por el zinc en el anillo de porfirina con la formacién de



protoporfirina de zinc (ZPP). Se incrementa asi la concentracién de ZPP, que también puede usarse
como un indicador para monitorear el nivel de exposicién al plomo (Jangid et al, 2012; Patrick, 2006).

I.Ill La susceptibilidad individual en los procesos de adaptacion.

Charles Darwin propuso una serie de teorias en su libro "El origen de las especies", publicado en
1859, en donde explicaba la modificacion de érganos en los seres vivos y su transmision de padres
a hijos de forma totalmente distinta. Su teoria, formulada al mismo tiempo, aunque por separado a la

de Alfred Russell Wallace, se basa en las siguientes ideas clave.

» Variabilidad: Los individuos no son exactamente iguales, sino que varian y esas variaciones se
transmiten de padres a hijos. Esas variaciones se producen al azar, no son debidas al medio, y
unas beneficiaran al individuo y otras le perjudicaran.

» Supervivencia: En el medio natural se engendran mas individuos de los que pueden sobrevivir.

» Seleccion natural: Los individuos que mejor partido sacan del medio natural viven mas y tienen
més descendientes.

» Especiacion: La seleccién natural actia produciendo distintas razas mas favorables a cada

entorno, y posteriormente nuevas especies a partir de ellas.

Todos los seres viven en un entorno especifico donde hay que buscar comida y cobijo, evitar a los
depredadores y tratar de reproducirse. Aquellos individuos que mejor lo hagan estardn mas
adaptados a las condiciones de vida de ese entorno y lograran reproducirse mas. De esta manera y
con el paso de las siguientes generaciones habra descendientes con mayor capacidad de
adaptacion a las condiciones cambiantes de su entorno. Como cada entorno es distinto, la
variabilidad en los hijos podra ser distinta, y la seleccion actuard de forma diferente. Asi, lugares y
condiciones climaticas distintas propiciaran que los individuos de una misma especie tengan
descendientes diferentes, mas adaptados a las condiciones locales, indicando que ellos adquirieron

diferente susceptibilidad ambiental (Tomado de eScholarium, E-tutoring).

I.IV Factores bioldgicos implicados en la susceptibilidad individual

La variabilidad individual puede contribuir a explicar por qué algunas personas informan que son
muy intolerantes o susceptibles a la presencia de sustancias quimicas en su entorno. Existe un
rango de susceptibilidad humana a los efectos de exposiciones ambientales que se debe, en parte, a
factores enddgenos como la genética y la epigenética, la fisiologia, la edad, y otras diferencias

biolégicas (Bijlsma y Cohen, 2016). Comprender la variabilidad individual es fundamental para
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entender la susceptibilidad, identificar poblaciones vulnerables, y comprender los mecanismos que
ayuden a identificar y desarrollar métodos para intervenir a los mas vulnerables. Puede conducir a
nuevos tratamientos e intervenciones para los problemas de salud ambiental. Para abordar la
susceptibilidad de la poblacién es fundamental abordar la variabilidad individual. Esta puede ser
causada por factores externos, como la duracion de la exposicion a un contaminante o el entorno
laboral de una persona.

Los factores bioldgicos enddgenos, como la genética y las enfermedades preexistentes, también son
fuentes de variabilidad. En la figura 2 se muestra un diagrama representativo de la variabilidad como
funcién de la organizacion biolégica (Zeise, 2013).

Figura 2. Diagrama representativo de la variabilidad en funcién de los niveles de organizacion biol6gica
(Tomado y modificado de Zeise, 2013).

I.V Efecto de la presion selectiva sobre una poblacion

La seleccion natural es el proceso que limita la tasa reproductora o la eficacia biol6gica de los seres
vivos en relacidn con caracteristicas fenotipicas heredables, dando lugar a cambios en las
frecuencias de los fenotipos de la poblacién en generaciones futuras. Lo anterior se conoce como
evolucion. Tiene lugar siempre que existan los factores de variabilidad individual, relacién entre
variabilidad en eficacia bioldgica y variabilidad fenotipica, y relacién entre esas caracteristicas

fenotipicas y el genotipo del individuo. La seleccién natural afecta al valor medio y a la varianza del



caracter en la poblacién, dando lugar a los distintos tipos de seleccién (estabilizadora, direccional y
disruptiva). Las presiones selectivas, que se pueden definir como las influencias del ambiente en la
eficacia biolégica, son las causas de que ocurran procesos de seleccion natural. La consecuencia
inmediata de estas presiones 0 agentes selectivos sobre los de seres vivos (selecciéon natural) es
una mejora en la eficacia biolégica media poblacional, a lo largo de generaciones, asociada a la
evolucion de caracteres que mejoran la adaptacion de los organismos al ambiente que los rodea
(Otafiez-Duran, 2015).

En el caso de los toxicos, es bien conocida la capacidad de mdltiples organismos de responder
adaptativamente o por seleccién a un dafio. Es importante diferenciar entre la respuesta adaptiva y
la seleccion, debido a que el resultado final es el mismo. La respuesta adaptiva se produce cuando
se expresa en una poblacién, una caracteristica ya determinada y aparentemente oculta, que les
permite a los organismos responder al nuevo estimulo. En el caso de la seleccion, se trata de una
funcién no aparente hasta ese momento, que les permite sobrevivir a las nuevas condiciones a unos
cuantos organismos, los cuales, al reproducirse, la heredan a su descendencia y toman finalmente el
lugar de la poblacién anterior. Es bien conocida la presencia de procesos ya sean adaptivos o
selectivos en microorganismos y en humanos los cuales ocurren de manera semejante (Wolfson y
Swartz, 1985; Calderon et al., 1993). En el humano, mediante un andlisis simple, se podrian identificar
algunas diferencias que son debidas a las caracteristicas fenotipicas y genotipicas particulares del

organismo y que constituyen la variabilidad individual (Guyatt et al., 1986).

En relacién con los procesos de adaptacion y la exposicion a plomo, se sabe que muchos
organismos han estado en contacto con el metal a lo largo del tiempo y han logrado sobrevivir. Este
hecho ha planteado una serie de preguntas relacionadas con los mecanismos de toxicidad y de
resistencia que podria ocasionar la presencia del plomo en los diferentes sistemas y organismos que
coexisten dentro del medio ambiente. Para entender los procesos de sensibilidad o resistencia a
este metal en los organismos superiores es necesario observar y evaluar los cambios en los

diferentes sistemas que conforman a los sujetos de estudio (George-Cherian y Nordberg, 1983).

La susceptibilidad de un organismo se relaciona con el binomio exposicién-efecto que a su vez esta
relacionado a diferentes fenémenos como exposiciones al medio ambiente, factores genéticos, dieta,
edad, raza, que difieren en cada organismo. En la figura 3 se muestran los diferentes factores que
tienen influencia en el desarrollo de la susceptibilidad individual, de una poblacion y finalmente de un
ecosistema. Estos factores pueden llevar al desarrollo de la variabilidad individual. La figura indica
gue la exposicion a xenobibticos definidos cambiara en funcién de su paso por los diferentes

compartimientos del organismo. De esta manera, cuando se produce un dafio estructural, se
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desencadenard una enfermedad clinica. De forma paralela muestra el efecto de las exposiciones
subsecuentes y como se afecta a la poblacion, desarrollando también organismos resistentes o
vulnerables a la intoxicacién con los agentes externos (Barret, 1997). La figura también muestra que,
el fendmeno de la susceptibilidad individual, a lo largo de todas las fases, se puede observar que
pueden detectarse poblaciones tolerantes o sensibles a la exposicion a diferentes agentes toxicos. Y
gue estas poblaciones podran se catalogadas como resistentes o vulnerables.

Figura 3. Susceptibilidad y factores que la afectan (Tomado y modificado de Barrett, 1997).

[.VI Biomarcadores de susceptibilidad.

Son indicadores de la capacidad heredada o adquirida de un organismo para responder a la
exposicion de algun xenobidtico. En la figura 4 se presenta un diagrama de los diferentes
biomarcadores de susceptibilidad empleados en la evaluacion de riesgos. Dentro de ellos se
encuentran los polimorfismos en general y el de la enzima Glutatibn S-transferasa en particular. Un
polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la poblacién es
superior al 1%. Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones, cambios en el nUmero de
secuencias repetidas), pero los mas frecuentes son los SNP’s (polimorfismos de un solo nucle6tido)
(Checa, 2007).
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Figura 4. Biomarcadores de susceptibilidad empleado en la evaluacién de riesgos (Tomado y modificado de
Arango, 2012).

Los biomarcadores sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobi6tico o
grupo de compuestos téxicos. Se deben generalmente a factores genéticos, reconocibles por
estudios de ADN y sus fragmentos de restriccion (RFLPs), clonado de genes e investigacion de
polimorfismos de actividades enzimaticas (Repetto, 1997). Se pueden distinguir dos tipos de
marcadores: marcadores de polimorfismos de sistemas de activadores y marcadores de
polimorfismos de sistemas detoxificadores (Cauteren y Van, 1996). Los marcadores de polimorfismos
de sistemas activadores permiten la medida de actividad de las enzimas del citocromo P-450 (CYP)
implicadas en la toxicidad de numerosos xenobidticos. Las enzimas microsomales del citocromo
P450 humano estan codificadas por un minimo de 30 genes diferentes, que se agrupan en distintas
familias (en funcibn de la semejanza de secuencias aminoacidicas) de las cuales las mas
importantes son las familias I, II, lll y IV que, a su vez, se agrupan en subfamilias constituidas por
genes polimérficos (por ejemplo, el CYPIAL, el CYPIIC8 y el CYPIID6) (Gonzales y Guerra, 2014). Los
marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores se relacionan con actividades enzimas
tales como las de las enzimas Glutation-S-transferasa, acetiltransferasa, sulfotransferasa,
glucuroniltransferasa y paraoxonasa (Gil y Pla, 1998). En relacién con lo anterior, se ha observado
gue la predisposicién al cancer ha sido correlacionada con polimorfismos genéticos de las N-
acetiltransferasas, enzimas implicados en la inactivacién de aminas aromaticas (Agundez, 2008). En
este sentido, los acetiladores lentos con exposicion a aminas aromaticas presentan un mayor riesgo
de desarrollo de cancer de vejiga que la poblacion control que posee una actividad acetiladora lenta.

Después de la acetilacién hay una excrecion urinaria aumentada (Golka et al., 2002).

Otro ejemplo lo constituye la Glutation-S-transferasa y, enzima implicada en la detoxificacién de
metabolitos reactivos que se ha relacionado con el cancer pulmonar de células escamosas (Dong et
al., 2018). La mitad de la poblacién no posee alelos funcionales para este enzima o su actividad es
baja o incluso inexistente, lo que hace que se incremente el posible riesgo de dicho cancer (Sanz,
1995).
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Finalmente, un ultimo ejemplo lo constituye la Paraoxonasa seérica (PON) en la hidrélisis
(inactivacion) de varios compuestos organofosforados (Ceron et al., 2014). Esta presenta un
importante polimorfismo, habiéndose detectado en humanos 3 genotipos: individuos homocigotos
para el alelo de baja actividad, individuos homocigotos para el alelo de alta actividad e individuos
heterocigotos, hecho que permite proponer dicha actividad enzimatica como biomarcador de
susceptibilidad (Geldmacher-von y Diepgen, 1988; Li et al, 1995).

I.VII Marcadores de daio oxidativo.

Los contaminantes (hidrocarburos aromaticos policiclicos y halogenados, metales pesados,
herbicidas y disolventes) son capaces de originar dafio oxidativo en el organismo. Las
macromoléculas que pueden resultar afectadas incluyen a los lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Hoffman et al., 1989). Como respuesta, el organismo desencadena mecanismos adaptativos a través
de sistemas de proteccion, cuantificados habitualmente en plasma, que incluyen la razén glutation
oxidado/glutatiéon reducido (GSSG/GSH) y en la determinacion de las actividades de las enzimas del
sistema antioxidante (glutatiéon reductasa, catalasa, superéxido dismutasa y peroxidasa) (Kurutas,
2015).

VIl Papel de la 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 conjugacion de glutation 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
enzimas (Cao et al., 2017). Este grupo de enzimas son productos de una superfamilia de genes,

algunos de ellos polimoérficos debido a los alelos eliminados o mutados (Blackburn et al., 2000).

La familia de las Glutatién S-transferasas estan ampliamente distribuidas y se expresan en muchos
tejidos de mamiferos en forma especifica y en funcién del tipo de tejido y de célula (Thiagara et al.,
2005). Muchos estudios han demostrado evidencia de variaciones individuales en la expresién de
GST en diferentes tejidos (Laguna-Ruiz et al., 2005). A este respecto, se ha confirmado una

correlacion entre el genotipo y el fenotipo de GSTM1, ya que los ensayos de fenotipificacion
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mostraron una menor actividad de la enzima en leucocitos de sujetos con genes carentes de GSTM1
(Zhong et al., 1991).

Ademés 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. Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, una presion de seleccién podria
desencadenar una serie de fendmenos para que las especies logren sortearlos y puedan vivir bajo
las condiciones adversas a las cuales se enfrentan, originando individuos resistentes a las nuevas
condiciones. Las enzimas han sido involucradas dentro de fenbmenos como este y se ha llegado a
hablar de una evolucion proteica. En este trabajo no se pretende involucrar a la GST como la
responsable de algun fenédmeno adaptativo, sino como una macromolécula implicada en el proceso
de la intoxicacion con plomo con un posible papel defensivo. Lo anterior no indica que la enzima
tenga un papel evolutivo, mas bien se quiere estudiar cuél es su comportamiento dentro de este
problema y con ello, ademas de varios estudios adicionales, poder estudiar su papel dentro del

fenébmeno global de la intoxicacion por plomo en los mamiferos.
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Il. ANTECEDENTES
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Como se ha expresado en los parrafos anteriores, el fendmeno de la susceptibilidad hacia los
efectos de los agentes toxicos es un evento complicado que depende tanto de las caracteristicas
fisicas y quimicas de los agentes xenobioticos como de las condiciones bioldgicas del organismo en
cuestion. Para estudiar el fenédmeno de susceptibilidad hacia los agentes toxicos en mamiferos se
llevé a cabo una busqueda en la literatura con la finalidad de obtener un mejor conocimiento de los

estudios realizados relacionados con el tema.

Tanto mecanismos toxicocinéticos como los toxicodinamicos pueden afectar al individuo
predispuesto a los efectos toxicos (Grandjean, 1992). Dichos mecanismos se pueden clasificar en los

tres mencionados a continuacion.
1) Factores que aumentan la concentracion de la sustancia biolégicamente activa en el sitio activo.

2) Factores que aumentan la reaccion de la sustancia quimica con moléculas diana en el cuerpo,

iniciando asi la respuesta.

3) Factores que promueven la secuencia de eventos entre la reaccion inicial y la manifestacion final

de un efecto adverso para la salud (Grandjean, 1992).

El conocimiento sobre la susceptibilidad individual puede ser importante para reducir el riesgo de
enfermedades en los individuos. El diagnéstico precoz les proporcionaria potencialmente a las
personas mas susceptibles la oportunidad de planificar su vida para reducir el impacto de su
vulnerabilidad. No detectar y advertir a esas personas en situacion de riesgo podria ser peligroso
(Hattis et al, 1987).

La sensibilidad a los diferentes agentes tdxicos se ha reconocido como un concepto toxicolégico
ligado al concepto de dosis-respuesta. La sensibilidad también incluye el concepto de
hipersensibilidad y con el de sensibilidad quimica multiple. Este altimo término se ha relacionado con
individuos que presentan una sensibilidad multi érgano como consecuencia de varias exposiciones a
agentes toxicos. Estos individuos pueden cursar con muchos signos y sintomas que hacen del
proceso algo dificil y complicado de estudiar. Se sabe que existen diferentes clasificaciones
relacionadas con los individuos que son sensibles a los agentes quimicos. Entre ellos se pueden
mencionar los trabajadores de industrias, quienes estan expuestos de forma ocupacional
diariamente y a dosis constantes de quimicos; los trabajadores de oficinas cercanas a las fuentes de
emisiones de los toxicos; los individuos que viven formando comunidades cercanas a los sitios de
contaminacion y finalmente, los individuos que por una u otra razén reciben dosis altas o bajas de
algun toxico. En todos ellos prevalecen relaciones dosis-respuesta que los predispondran a ser mas

0 menos sensibles. Se ha observado que en estos individuos existen fases diferentes iniciando con
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signos y sintomas ocasionados por la exposicion a bajos niveles de toxicos, pasando por una fase
de sensibilidad reversible en la cual los signos y sintomas se realzan, pero después bajan al estar
sometido el individuo a una dosis constante de toxico y, al final una fase de sensibilidad quimica
multiple. Todo lo anterior originara grupos con mayor o menos susceptibilidad hacia la exposicion y
los efectos de muchos agentes quimicos (Winder, 2002; Bolt y Kiesswetter, 2002).

Experimentalmente se ha observado que, durante la administracion a largo plazo de productos
guimicos a los animales, la intensidad de efectos téxicos a menudo disminuye (UNL, 2012). Esto
puede ser causado por una disminucion de la concentracién de la sustancia quimica en el sitio del
receptor debido a una mayor tasa de transformacion a una sustancia inactiva. Otra posible causa de
la disminucion en el efecto es la susceptibilidad alterada del tejido objetivo al producto quimico. La
toxicidad de un quimico no es una propiedad coligativa de una sustancia; es funcion de la
susceptibilidad del organismo sobre el cual actia. Las exposiciones quimicas durante las ventanas
sensibles del desarrollo, principalmente en el Utero y en los primeros afios de vida, podrian tener un
papel en el desarrollo de enfermedades cronicas. Numerosos estudios han proporcionado evidencia
de que la exposicion prenatal o postnatal a Hg?* y Pb?*, esta asociada con disfunciones neuroldgicas

en ninos.

Yorifuji y colaboradores (2011) determinaron los efectos de la exposicion prenatal al plomo en los
déficits cognitivos en presencia de una concentracidén molar similar al metilmercurio en nifios de 7 y
14 afos nacidos en las Islas Feroe. Los andlisis de la cohorte total y de los miembros de la cohorte
sin términos de interaccion entre la categoria inferior de exposicion a contaminantes mostraron
resultados equivocos. Sin embargo, cuando los sujetos se restringieron a una categoria inferior de
contaminantes y se ingresaron términos de interaccién estadistica dentro de la categoria, se
observaron efectos adversos de la exposicion prenatal al plomo en las funciones cognitivas en la
infancia, especialmente en la atencion, el aprendizaje y la memoria. Ademas, estos estudios
respaldan la existencia de efectos adversos sobre las funciones cognitivas en exposiciones

prenatales a diversos compuestos de plomo.

Chen y colaboradores (2014) estudiaron la exposicion materna a mdultiples metales (incluidos Cd,
Hg, Pb y Se) y la transferencia transplacentaria 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 transplacentaria de Hg, Pb y Se de la madre al feto. Ademas,
encontraron niveles significativamente mas altos de Hg en plasma y glébulos maternos y
eritrocitarios en nacimientos prematuros o con bajo peso al nacer, en comparacién con los

nacimientos a término o normales. Este estudio piloto senté las bases para futuras investigaciones.
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Hallén y colaboradores (1995) estudiaron los efectos de la exposicion placentaria y de lactancia al
Pb?" en ratas lactantes después de la exposicion a largo plazo de ratas madre al metal en el agua
potable. La exposicion continua a Pb?* durante la gestacion y la lactancia dio como resultado niveles
de Pb?* en la leche aproximadamente 2.5 veces mas altos que los niveles del i6n en sangre. Cuando
termind la exposicion a toxico 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
exposicidn 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
gue 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 origin6 niveles del toxico 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. Ademas, determinaron que en la descendencia de los grupos expuestos disminuyo la
actividad de ALAD en la sangre, lo que indicé una relacion 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 ningin efecto en la calidad de la leche,
medida por las concentraciones de lipidos, proteinas y calcio de la leche, ni en la produccion de
leche (Oskarsson et al., 1992; Hallén y Oskarsson, 1993; Gulson et al., 1998).

Reportes relacionados con el tema de la susceptibilidad fueron hechos por Balazs y colaboradores
(1983), quienes experimentaron con ratas Sprague-Dawley jovenes (150-200 g) y adultas (500 g).
Los animales se inyectaron en condiciones idénticas el mismo dia con isoproterenol en dosis
graduadas de 0.1 a 1000 mg/kg. No se reportaron animales muertos a ninguna dosis en el grupo de
las ratas jovenes, pero se observo una mortalidad relacionada con la dosis en las ratas adultas. Los
valores encontrados de dosis letal 50 determinados fueron 1300 mg/kg en las ratas jévenes y 0.66
mg/kg en las ratas adultas. En grupos adicionales de animales, se registraron los
electrocardiogramas después de la administracion de varias dosis de isoproterenol. Las
contracciones ventriculares prematuras ocurrieron dentro de los 15 a 30 minutos; en algunos casos
fueron seguidos por taquicardia ventricular, fibrilacion posterior, convulsiones y muerte que ocurrié 1
hora después de la administracion. Los resultados de estos experimentos indicaron que la mayor
susceptibilidad de la rata pesada a la toxicidad letal de isoproterenol esta relacionada con el

desarrollo de fibrilacién ventricular.

Prescott y Ansari examinaron la secuencia de tiempo de los cambios tubulares renales después de

las inyecciones subcutaneas diarias de dicloruro de mercurio (HgCl,) en ratas. Dosis diarias de 0.5 o
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2 mg/kg aumentaron los niveles de celuria (aumento de células en la orina) y transaminasa
glutdmico pirdvica (UGOT) en pocos dias. A medida que continué la dosificacion, estos efectos
disminuyeron. Después de 3 semanas de interrupcion, sin embargo, la administracion de una dosis
de 0,5 mg/kg reprodujo los efectos iniciales. EI examen histol6gico reveld necrosis tubular renal en
ratas dosificadas diariamente con 0.5 mg/kg durante cuatro dias, pero sin lesion en aquellos
dosificados durante 9 dias. Se detectaron lesiones extensas en el grupo de 2 mg/kg el cuarto dia,
pero solo se observo regeneracién con poca necrosis después de nueve dias de administracién
(Prescott y Ansari, 1969).

Fairchild (1974) ha revisado el desarrollo de la resistencia a los productos quimicos irritantes para
los pulmones. La inhalacibn de concentraciones apropiadas de ozono, dioxido de nitrégeno o
fosgeno (CIOCI,, usado para preparar plasticos y pesticidas y a temperatura ambiente es venenoso),
o la administracién oral de algunos derivados de tiourea SC(NH)., inducen edema seguido por un
grado de resistencia en animales de experimentacion. La duracion de esta resistencia varié de 10 a

100 dias en diferentes especies y con diferentes irritantes (Balazs, 1974).

Zhou y colaboradores (2017) utilizaron ratas de la especie Sprague-Dawley para exponerlas a dos
dosis de acetato de plomo: una baja (1%) y otra alta (2%) durante el embarazo estableciendo, de
esta manera, un modelo animal de exposicién embrionaria al plomo y con este poder determinar el
efecto en la ingesta de alimentos y el movimiento intestinal en sus descendientes. Entre los
resultados observaron que la exposicion a ambas dosis ocasiond una reduccién significativa en la
ingesta diaria de alimentos; un aumento significativo en el contenido de agua de las heces, una
reducciéon significativa en el peso de los sedimentos fecales y un aumento significativo en la
propulsién del intestino delgado. EI grupo de exposicién al plomo en dosis alta present6 una
reduccioén significativa en la capacidad de vaciado gastrico en comparacion con el grupo control. Al
comparar los grupos expuestos a plomo con el control, se comprobd que los primeros presentaron

cambios inflamatorios patoldgicos significativamente mayores en la mucosa gastrica.

Todos los casos narrados anteriormente son ejemplos de susceptibilidad ya sea individual o
colectiva. La razon de estos cambios es la efectividad de la respuesta del organismo ante la
agresion que supone la exposicién a un toxico. En el caso del plomo existen multiples sistemas de
respuesta que pueden resultar en la reduccién de las manifestaciones de dafio. Una de ellas es la
disminucion de la entrada y el aumento de la salida del metal en las células y el organismo, lo cual
puede disminuir las posibilidades de dafio. Otro mecanismo es el que se relaciona con la unién del
plomo con las macromoléculas, entre ellas las proteinas, lo cual origina, de nueva cuenta la

disminucién del dafio al disminuir la concentracién del ion de plomo libre. Un ejemplo de estas
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proteinas son las que forman los cuerpos de inclusion dentro del nicleo de algunos tipos celulares y
gue han sido asociadas de forma directa o indirecta con la susceptibilidad. Se han encontrado
evidencias de células que tienen mayor afinidad al metal y que funcionan como reservorios, tal es el
caso de las células del hueso y algunas que conforman el sistema nervioso central; la consecuencia
es la disminucion del dafio por reduccion de la concentracion del elemento en otras células cercanas
o alejadas. Se han reportado isoformas de algunas proteinas, las cuales presentan afinidad mayor
por el toxico y que se han usado como marcadores de susceptibilidad, tal es el caso del enzima
acido &-aminolevulinico deshidratasa. Se ha observado que algunas caracteristicas celulares
pueden influir en la toxicidad del plomo y por ende en la susceptibilidad individual, tal es el caso de
variaciones en el pH, en la fuerza i6nica, la concentracién de fosfatos, el balance energético, la
capacidad de reparacion celular, la regeneracion de tejidos y el desarrollo de funciones alternativas.
Ejemplo de los procesos anteriores es la regeneracion de células renales y la reeducacién de un
nervio motor para realizar algan proceso contractil. Aunado a todo lo anterior se encuentra la
capacidad de respuesta celular a los procesos de estrés oxidativo. Finalmente se debe mencionar
gue factores como el estado fisico, el nutricional o el de salud pueden cambiar la susceptibilidad

individual hacia la intoxicacién con plomo (Calderén y Maldonado, 2008).

Por otro lado, se han realizado investigaciones que asocian la susceptibilidad con los factores
genéticos. Uno de los biomarcadores empleados en la investigacion de la toxicidad por plomo es la
inhibicion de enzimas que intervienen en la sintesis del grupo HEMO (La-Llave-Leén et al., 2017). Biao
(2004) estudié la relacién entre la toxicidad del metal y la actividad del enzima &cido & -
aminolevulinico deshidratasa, asi como los polimorfismos del gen del receptor de la vitamina D. El
observo que el genotipo VDR (receptor de la vitamina D) se encuentra asociado con el nivel de
plomo en la sangre. El genotipo ALAD (acido delta aminolevulinico) se asocié con el nivel de plomo
en orina. Los trabajadores con el genotipo ALAD 1-2 y concentraciones de plomo en sangre iguales
0 superiores a 40 ug /dL mostraron mayor actividad de la enzima N-acetilglutaminasa (NAG) (4.17
U/mmol) que los trabajadores con genotipo ALAD 1-1 (1.27 U/mmol). Al comparar trabajadores con
genotipos VDR bb y VDR B, observaron que los que tenian el primer genotipo presentaron menor
presion sistdlica a niveles de plomo en sangre iguales o superiores a 40 ug/dL, a comparacion con
los que tenian el segundo genotipo, en donde las presiones sistélicas fueron mayores a los mismos
niveles de plomo en sangre. Como resultado de los experimentos anteriores determinaron que los

alelos ALAD-2 y VDR-B podrian modificar la absorcion y la toxicidad del plomo.

Scinicariello y colaboradores (2007), informaron uno 0 mas datos por individuos con genotipos ALAD

1-1y ALAD 1-2 / 2-2: en el nivel de plomo en sangre (BLL), tibia o nivel de plomo trabecular,
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protoporfirina de zinc (ZPP), hemoglobina, creatinina sérica, nitrdgeno ureico en sangre (BUN),
plomo quelatable al &cido dimercaptosuccinico o presién arterial. Encontraron que los portadores del
alelo ALAD2 presentaron niveles mayores de BLL que los poseedores del alelo ALAD1 homocigotos
y una mayor hemoglobina y ZPP inferior, y el Ultimo parece estar inversamente relacionado con BLL.

II.I Antecedentes directos del grupo de investigacion.

En estudios anteriores a la presente investigacion, se utilizaron ratas de la cepa Wistar, a las cuales
se les administr6 Pb(C,Hs0,). via oral por un periodo de siete meses. Se emplearon dos esquemas,
el primero consistié en una intoxicacion inicial de un mes con 100 ppm del téxico seguido de seis
meses con 500 ppm de plomo; el segundo consistié en la administracion de 500 ppm del toxico por
siete meses via oral. Los resultados demostraron que el primer grupo resulté mas sensible que el
primero, reflejandose esta observacion de las diferentes pruebas bioquimicas e histoldégicas

realizadas (Navarro-Moreno et al, 2009).

Posteriormente en el grupo de investigacion de la Universidad del Papaloapan, se realizaron
estudios quimiométricos para obtener datos o correlaciones mas precisas y Utiles en el analisis de
algunos parametros fisicos, biolégicos y bioquimicos en roedores, con el fin de estudiar la toxicidad
gue la exposicion a plomo pudo ocasionar en su organismo, encontrando como resultados que la
actividad de GST tiene correlacion directa con la generacién de especies reactivas de oxigeno y la
intoxicaciéon con plomo por lo que, dentro de los diferentes estudios realizados por este grupo de
investigacion, se considera a la enzima GST como un indicador de dafio debido a que su actividad

en general aumenta por presencia de metales como el plomo (Hernandez, 2013).

Por otro lado, se realiz6 el estudio de la interaccion molecular entre el plomo y los sitios activos de la
enzima Glutation S-transferasa Pl (GST) empleando la dinamica molecular para evaluar este
comportamiento encontrando que la presencia del glutatién reducido GSH tiene gran influencia en el
comportamiento de la GST Pl dado que este favorece la abertura del sitio catalitico de la enzima y
con un sustrato hidrofébico como lo es el DNCB cierra el sitio activo (Townsend et al., 2008). Los
aminodacidos encontrados implicados en la catdlisis de union con la GSH encontrados fueron: Trp 38,
Lys 44, Leu 52, Ser 65, para el DNCB: Trp 38, Lys 44, GIn 51 y para el complejo GDN: Tir 7, Trp
38, Lys 44, GIn 51. Se encontrd, de igual manera, que el Pb?* se une a sitios alejados del sitio activo,

constituyendo, posiblemente un inhibidor de tipo no competitivo (Raymundo, 2016).

Cruz (2016), realizé estudios de la actividad de la Glutation S-transferasa in vivo en presencia y

ausencia de mercurio en el rifién y los efectos de un tratamiento con micronutrientes (Selenio y zinc)
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y el agente quelante &cido dimercapto succinico (DMSA). Observo que la actividad de la Glutation S-
transferasa incrementd en presencia de mercurio junto con un aumento de las especies reactivas de
oxigeno y una disminucion de la actividad de algunas enzimas del sistema antioxidante celular como
la catalasa, y el superdxido dismutasa (Kurutas, 2015). El tratamiento con los micronutrientes selenio
y zinc activo las defensas antioxidantes enziméticas celulares y la remocién del mercurio con el
agente quelante DMSA, redujo los dafios renales y la actividad de la Glutation S-transferasa se
restablecio.

Recientemente tres trabajos se estan llevando a cabo relacionados con la intoxicacion con plomo y
su efecto en ratas de laboratorio; bacterias y hongos aislados de rios de aguas contaminadas de la

region del Papaloapan.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Los seres vivos estamos expuestos a distintas sustancias quimicas que provocan a nuestro
organismo alteraciones que nos pueden llevar hasta la muerte. Uno de los puntos importantes en la
interaccion con compuestos quimicos, es que cada organismo es diferente. Factores como la raza,
la edad, el sexo, el peso, la alimentacion y las caracteristicas genéticas son puntos clave para la

sensibilidad de un organismo hacia la exposicién a sustancias quimicas.

La susceptibilidad se ha estudiado de forma preferente en muchos microorganismos debido a que
cuentan con la capacidad de resistir concentraciones altas de metales pesados como plomo, cromo
y cadmio generando una variedad de mecanismos de resistencia ante estos toxicos, lo que se
traduce en su supervivencia. Sin embargo, en los seres vivos eucariontes complejos como los
mamiferos esta capacidad de adaptacion, ha sido poco estudiada debido a que en estos organismos
el proceso es mas lento. Como consecuencia ello, se pone mas énfasis en estudiar los procesos de

toxicidad que los de resistencia.

En el caso de la intoxicacion con plomo, el panorama resulta el mismo. Este hecho tiene como
consecuencia que los esfuerzos se enfoquen en tratar la intoxicacién como un proceso que ocasiona
dafios a los organismos y no enfocarlos a los posibles mecanismos celulares que se podrian
desencadenar en organismos expuestos de forma crénica al metal y que pudieran, posiblemente,

ayudar a los organismos a tolerarlo.

Este trabajo representa un primer intento para abordar un tema que resulta complicado ya que se
relaciona con preguntas que han sido estudiadas por muchos cientificos a lo largo de la historia y
gue se relacionan con la cuestion de como pueden las especies tolerar los agentes toxicos y como
este hecho podria ayudarlos a soportar otros elementos téxicos. De manera adicional este estudio
podria ayudarnos a entender si se trata de una condicién que ayude o perjudiqgue mas a las especies

en estudio.
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IV. JUSTIFICACION
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Como se ha mencionado anteriormente, no existen muchas investigaciones relacionadas a los
organismos complejos y a cémo podrian llegar a adaptarse a situaciones de estrés ocasionadas por
la exposicion a concentraciones bajas o altas de metales pesados. Lo anterior se debe a que estos
procesos se llevan a cabo de forma lenta y son poco perceptibles por el ser humano. Sin embargo,
existen muchos ejemplos en la naturaleza, en la cual los cambios se han podido observar de forma
fisica. Este es el caso de las observaciones de grandes cientificos como Charles Darwin, quien basé
su teoria de la evolucién en los cambios que observé en individuos y como modificaban sus

caracteristicas para poder sobrevivir.

Este trabajo se basa en la idea de realizar estudios para comenzar a investigar si, al igual que los
microorganismos, los organismos multicelulares como las ratas Wistar puedan generar condiciones
0 procesos celulares de resistencia ante la intoxicacion con plomo y monitorear su susceptibilidad
tras la preexposicion al metal pesado. Los resultados nos proporcionaran una idea de lo que sucede
en los animales que han sido expuestos a concentraciones bajas de un agente toxico, el cual
generara una condicién de presién en el individuo y como consecuencia tendra dos posibilidades, la

primera relacionada con la tolerancia y la segunda con la sensibilidad a la presencia del metal.
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V. HIPOTESIS
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La exposicion a una sal de plomo desde el proceso embrionario en ratas macho de la cepa Wistar
constituird una ventaja adaptativa la cual podra ayudarlos a resistir dosis mayores del mismo metal y
a reducir los dafios causados por otros metales pesados que puedan interactuar con el organismo

en exposiciones subsecuentes.
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VI. OBJETIVOS
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VI.I Objetivo general

Estudiar la susceptibilidad hacia la intoxicacién con plomo en roedores.

VI.Il Objetivos particulares

1. Establecer un esquema de intoxicacién adecuado para obtener crias de ratas expuestas con
acetato de plomo por via oral desde el desarrollo embrionario hasta cumplir 4 meses.

2. Determinar los efectos fisiolégicos en los animales de los diferentes grupos de experimentacion.
3. Realizar los estudios bioquimicos: Determinacion de proteinas totales, medicién de la actividad de
la enzima Catalasa, medicion de la actividad de la enzima Glutation S-transferasa, cuantificacion de

las especies reactivas de oxigeno y examen general de orina.
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VIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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VII.I Grupos experimentales.

Para llevar a cabo los estudios relacionados con el desarrollo de resistencia a la intoxicacién con
plomo se establecieron los siguientes grupos de experimentacion.

Grupo 1. Sin exposicién a acetato de plomo desde el desarrollo embrionario hasta cumplir cuatro
meses de edad.

Grupo 2. Sin exposicién a acetato de plomo desde el desarrollo embrionario hasta cumplir cinco
meses de edad.

Grupo 3. Exposicion a 1000 ppm con acetato de plomo por via oral desde el desarrollo embrionario
hasta cumplir cuatro meses de edad.

Grupo 4. Exposicion a 1000 ppm con acetato de plomo por via oral desde el desarrollo embrionario
hasta cumplir cuatro meses de edad, seguida de siete dosis de una solucion 2.5 mg/kg de acetato
de plomo por via intraperitoneal.

Grupo 5. Exposicion a 1000 ppm con acetato de plomo por via oral desde el desarrollo embrionario
hasta cumplir cuatro meses de edad, seguida de un mes con tratamiento de una solucién 5000 ppm
de acetato de plomo por via oral.

Grupo 6. Exposicibn a 1000 ppm con acetato de plomo desde el desarrollo embrionario hasta
cumplir cuatro meses de edad, seguida de siete dosis de una solucién 2.5 mg/kg de cloruro de
mercurio por via intraperitoneal.

Grupo 7. Exposicién a 1000 ppm con acetato de plomo por via oral desde el desarrollo embrionario
hasta cumplir cuatro meses de edad, seguida de tratamiento con una solucién 2.5 mg/kg de cloruro
de mercurio por via oral.

Cada grupo de ratas estuvo conformado por seis animales, los cuales se distribuyeron en pares en
cajas de plastico para asi poder sincronizar el tiempo con los tratamientos aplicados. Al inicio y al
final de cada experimento los animales se pesaron. Durante el periodo de tratamiento se monitorio el
comportamiento y los cambios que los animales presentaron.

Posterior al término de cada tratamiento, los animales se colocaron por pares en cajas metabdlicas
para recolectar las muestras de orina. Cada par de ratas se anestesio con pentobarbital sédico, se
sacrificaron y extirparon los d6rganos rifién, higado y cerebro, ademas de la recoleccion de la

muestra de sangre. Los érganos se pesaron.
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VILII Ensayos bioquimicos.

A) Examen general de orina.

La muestra reaccioné con los reactivos desecados unidos a una fase sélida que se encuentra

adherida a un soporte plastico. Se proveen reactivos para la deteccion de urobilindégeno, glucosa,

cetonas, bilirrubina, proteinas, nitrito, pH, sangre, densidad, leucocitos y acido ascarbico.

Los principios quimicos de cada prueba son los siguientes:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Leucocitos. Esta prueba revel6 la presencia de esterasas granulocitarias. Las esterasas
escinden un derivado del éster pirazol aminoacido para liberar un derivado de hidroxipirazol
gue luego con la sal de diazonio determina un producto violeta.

Urobilindgeno. La prueba esta basada en la reaccion de unién de una sal de diazonio con el
urobilindgeno urinario en un medio acido. El color vira del rosa palido al rosa intenso.
Glucosa. Reacciéon enzimatica secuencial donde la glucosa oxidasa cataliza la oxidacién de
la glucosa dando acido glucénico y peroxido de hidrogeno. Luego, la peroxidasa cataliza la
reaccion del peroxido de hidrégeno con ioduro de potasio, formandose productos coloreados
gue 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 reaccién, a distintos tonos de purpura para
reacciones positivas.

Bilirrubina. Se fundamenta en la union de la bilirrubina con la sal de diazonio del 2,4-
diclorofenilo en un medio fuertemente acido. 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 esta indicada por un cambio de color del
amarillo verdoso al verde, y luego al verde intenso.

Nitrito. En esta prueba se lleva a cabo la reaccion 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.
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i) Sangre. Esta prueba detecta la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina, la cual
cataliza la reaccion de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina con hidroperdxido organico tamponado. El
color resultante varia desde verdoso-amarillento, pasando por verde azulado, hasta azul
0SCuro.

j) 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).

La muestra de orina se recolecté en un pequefio recipiente y en el resto se le coloc6 en una tira
reactiva de uroandlisis (10 LG parameter Urine Reagent Strip 100 Strips URI-10P) la cual indico por
medio de una reaccion de color la concentracion de glucosa, bilirrubina, cetonas, gravedad

especifica, sangre, pH, proteinas, nitritos y leucocitos.

B) Medicion de proteinas en suero, orina y homogeneizado de rifiidn,
cerebro e higado por método de Lowry modificado (Navarro-Moreno,
1999).

El método de Lowry es un método colorimétrico de valoracién cuantitativa de las proteinas. A la
muestra se aflade un reactivo que forma un complejo coloreado con los grupos amino de las
proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentracion de proteinas, segun la ley de
Lambert-Beer (A= ¢.l.c). Este método consta de dos etapas (la interaccion 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 &tomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu?*-proteina tienen un color azul claro. Ademas, 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 reaccion. El Cu?* se mantiene en solucion alcalina en forma de
su complejo con tartrato. En la segunda etapa se produce la reduccion, 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 Folin-Ciocalteau es el acido fosfomolibdotingstico, de color amarillo, que al ser reducido por los
grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso (Lowry et al., 1951). Se colocaron en un
tubo de ensaye 790 pl de agua destilada, 10 pL de la muestra, 100 pL de desoxicolato de sodio
(C24H39NaO), 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (CsHeO, usando una dilucién 1:3) y 2 pL de

una solucién compuesta por sulfato de cobre (CuS04.5H,0) al 0.5%, 2 g de hidréxido de sodio
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(NaOH) y 0.134 g de tartrato de sodio potasio (KNaCsH4Os. 4H,0). Las muestras se agitaron y se
dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después se procedié a leer a una
longitud de onda de 750 nm en el equipo de UV/Visible Pekin Elmer Lamda 25. La curva patron se
realiz6 con albumina sérica bovina (BSA). Esta se detalla en el Anexo 3 de esta Tesis

Figura 5. Reaccion entre la proteina y los reactivos (Tomado de www3.uah.es).

C) Cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno en muestras de

homogeneizado de rifidn, higado y cerebro.

El método espectrofotométrico del 4cido tiobarbitlrico (TBA) es el mas comunmente utilizado para
la cuantificacion de malondialdehido (MDA). La determinacién de los niveles de MDA en materiales
biolégicos es un método conveniente, sensible y ampliamente utilizado para estimar
cuantitativamente la extensién de la peroxidacion lipidica. En la figura 6 se muestra la reaccién que
ocurre por atague del MDA sobre el grupo metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona con
dos moles de TBA en medio acido y a alta temperatura. La velocidad de esta reaccién 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).

SY N OHHO.__N_ _SH

HS\r/N OH .

| AN ~

ZNJ O O Na e N * 2H0
OH

OH OH

Acido tiobarbiturico Malondialdehido R
(TBA) (MDA) MDA-TBA

Figura 6. Esquema de la reaccién entre malondialdehido y &cido tiobarbitdrico (Elaboracion propia).
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Se utilizaron 0.2 mL del homogenado de corteza renal, de higado y de cerebros realizados cada uno
por separado en una solucion buffer fosfato salino (PBS) 0.1M a pH 7.4, el volumen se completa a 1
mL con la misma solucién. Para llevar a cabo la reaccion 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 colocé 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 separé el sobrenadante y se adiciond en un tubo de ensayo,
al cual se le agreg6 1 pL del sobrenadante, 0.075 pL de acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.1M
y 0.25 pL de una solucion al 1% de acido tiobarbitarico (TBA), se agité y coloc6 a ebullicibn en un
bafio maria por un tiempo de 15 minutos. Terminado el tiempo, se dej6 enfriar y se midi6 la
absorbancia a longitudes de onda de 532 y 600 nm en el espectrofotometro UV/VIS Perkin Elmer
Lamda 25.

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

Lambert-Beer:

A =¢gcl

Donde:

A es la diferencia de absorbancia en un intervalo de longitud de onda (532-600 nm).
€ es el coeficiente de extincion molar (€ = 1.5 mg/mLmin).

c es la concentracién de las especies reactivas de TBA.

| es la longitud de la celda.

D) Medicion de la actividad de la Glutation S-transferasa (GST) en
muestras de homogeneizado de rifion, higado, cerebro, suero y

orina.

La funcién 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
xenobiéticos no polares, evitando asi su interaccidbn 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 hidréfilo adyacente, que juntos forman el sitio activo de la enzimay
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,
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herbicidas, carcinégenos y epoxidos 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 exportacion, los productos de conjugacién se convierten en acidos
mercaptlricos y se excretan a través de la orinao la bilis. La mayoria de las isoenzimas de
mamiferos tienen afinidad por el sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, y los ensayos
espectrofotométricos que utilizan este sustrato se usan comunmente para informar la actividad de
GST (Habig et al, 1974).

Se utilizé un homogeneizado de rifién, 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
recolect6 el sobrenadante, al cual se le determiné la concentracion 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 agreg6 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 y el
ligante glutation reducido a una concentraciéon final de 1 mM. Esta mezcla se homogenizd por
inversion y finalmente se adicioné el volumen correspondiente a 1 mg/mL de proteina total. Se midi6é
el aumento de absorbancia a 350 nm por un tiempo de cinco minutos con intervalos de 20 segundos
en un espectrofotdmetro UV/Vis-Perkin ElImer Lamda 25. La actividad de la GST se determinara por

la ecuacién de Lambert-Beer de la siguiente manera: A =¢cl

Donde:

A es la absorbancia.

€ es el coeficiente de extincion molar (€ = 9.6 mg/mLmin).
c es la concentracién de la enzima GST.

| es la longitud de la celda.

E) Medicion de la actividad de la enzima Catalasa.

La catalasa es una enzima presente en los peroxisomas de las células de todos los tejidos animales
y vegetales. Actlia sobre el perdxido de hidrégeno (H2.O;) descomponiéndolo en agua y oxigeno y
liberando energia en forma de calor. El agua oxigenada es un producto resultante de las reacciones
metabdlicas y si no se destruye puede ser téxica para la célula (Tomado de www.uag.mx). La reacciéon
catalizada por la enzima se muestra en la siguiente reaccion.

Catalasa

2H,0, —* 2H,.0 + O3
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Para medir la actividad enzimética se utilizd un homogeneizado de rifién realizado en un
amortiguador de fosfato 0.1 M y pH 7.4. Se centrifugé a 15000 rpm durante 15 minutos y se
recolectd el sobrenadante, al cual se le determiné la concentracion de proteina por el método de
Lowry. Se prepar6 un amortiguador salino 10 mM de fosfato pH 7 y una solucion 50 mM de peroxido
de hidrégeno. Esta solucién se coloc6 en el amortiguador de tal manera que la concentracion final
fuera 10 mM en un volumen final de 3 mL en una celda de vidrio. A la celda se le agregd 1 mg/mL de
proteina total y se medid la absorbancia a 240 nm por un tiempo de 1 min debido a que en este
tiempo se lleva a cabo la descomposicion del peroxido de hidrégeno. La actividad de la catalasa se
determinard por la ecuacion de Lambert-Beer de la siguiente manera: A = gcl

Donde:

A es la absorbancia.

€ es el coeficiente de extincién molar (¢ = 39.58 Mcm™).

c es la concentracion de la enzima Catalasa.

| es la longitud de la celda.

F) Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Las diferencias generales entre los
grupos de tratamiento se compararon mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA),
seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey. P<0.05 se considerd estadisticamente

significativo. Minitab, Version 2016, se utilizé para todos los analisis estadisticos.
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VIIl. RESULTADOS
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Se establecieron siete grupos, mismos que fueron divididos en controles de cuatro y cinco meses
(dependiendo del esquema de intoxicacion) de edad sin exponer. Los resultados indicaron que las
diferencias fueron minimas entre los dos controles y que solo algunas de sus caracteristicas fueron
diferentes. Los resultados obtenidos se muestran en el Anexo 1. Adicionalmente se establecié un
grupo expuesto a acetato de plomo (Pb(C2Hs02).) por cuatro meses a partir de la gestacién, grupos
de animales expuestos a Pb(C;H:02). (4 meses) y posteriormente tratados con dosis mayores de
Pb(C2H303). o con otro agente toxico como HgCl,, por vias oral e intraperitoneal.

Posteriormente se formd un grupo expuesto a Pb(C:HsO2). por seis meses debido a que el grupo
exposicion inicial de 4 meses de Pb(C;Hs0,), mas dosis con HgCl,, no soport6é la administracion
intraperitoneal (1 sobreviviente de 6). De esta manera fueron analizados y se obtuvieron los

resultados que se describen a continuacion.

A) Grupos expuestos a acetato de plomo por 4 meses y exposicidon

posterior a acetato de plomo por via intraperitoneal.

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en los animales control, los que fueron
expuestos por cuatro meses a 1000 ppm de acetato de plomo y el grupo con exposicién inicial (4
meses con acetato de plomo 1000 ppm) y expuesto posteriormente a siete administraciones de 2.5
mg/kg de peso de Pb(C;H:0).. En el caso de las ratas inyectadas con HgCl, el 83% de los animales
perdio la vida y por ello se decidié prolongar el tiempo de preexposicion a 1000 ppm dos meses

mas. Los resultados obtenidos se analizaran en el apartado C.

Pesos corporales. Un efecto sistémico ocasionado por la exposicién a algunos toxicos puede
manifestarse de forma clinica en alguna alteracién del peso corporal. Se sabe que algunos metales
podrian ocasionar aumento en el peso corporal, posiblemente por aumento del tejido graso o el

aumento del liquido intersticial, tal cual se ha explicado en la parte introductoria de este trabajo.

Los pesos registrados para estos grupos de experimentacion se muestran en la Tabla 1. Analizando
los datos se puede observar que el grupo de exposicion inicial a Pb(C2H302). no presenta una
diferencia significativa en relacibn con el grupo control; sin embargo, el grupo expuesto a
Pb(C2H305). por via ip sufrié una disminucién de 96 gramos en relacion con el grupo control y de 55
gramos en relacion con el grupo tratado inicialmente con Pb(C:Hs0,).. El grupo expuesto a 1000
ppm de Pb(C:H30,), desde el desarrollo embrionario compartié caracteristicas similares a los grupos
controles, ya mostraban una actitud tranquila, asi como confianza cuando se les proporcionaba el

alimento, caso contrario de lo que se observé en las ratas expuestas posteriormente a plomo via ip.
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Los animales tratados via ip mostraron inseguridad y agresividad. Este comportamiento se ha
observado en el grupo de animales expuestos a HgCl, aunque en estas observaciones el dafio
sistemético mayor. Un trabajo anterior al presente demostré que las ratas Wistar macho expuestas
via ip a 2.5 mg/Kg de peso de plomo mostraron caracteristicas diferentes a las encontradas en los
animales preexpuestos a Pb(C2H305). por cuatro meses (Méndez, 2016).

Tabla 1. Pesos corporales de los animales control y expuestos a acetato de plomo (n= 6). Los resultados se
muestran con media + desviacion estandar. 3p<0.05 vs control, °p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de
Pb(C2H302).. Las muestras se ajustaron a 1mg/mL de proteina.

Control 1 (g) 4 meses a 1000 ppm 4 meses a 1000 ppm de Pb(CzHs0,),
de Pb(C2H302). (9) mas 2.5 mg/kg de Pb(C,H30,).viaip (g)
Peso 292.33 +21.84 250.98 + 21.98 196.38 * 16.212P

Peso de los érganos. Se ha observado que algunos agentes toxicos pueden ocasionar efectos a
diferentes érganos y que algunos de estos se manifiestan por un aumento de peso el cual podria ser
debido a algun edema ocasionado por el exceso de sales presentes dentro de la célula. La Tabla 2
muestra los resultados encontrados al evaluar el peso de los 6rganos de los tres grupos de
experimentacion. Los datos indican que no existi6 diferencia entre los pesos de los 6rganos de
ninguno de los dos grupos expuestos a plomo en relacion con el grupo control. Dentro del grupo de
experimentacion del Laboratorio de Bioquimica se ha observado que cuando los animales son
expuestos a plomo sin ser preexpuestos, los 6rganos sufren una alteracion en sus pesos ya sea
aumentando o disminuyendo. En este caso no se encontré6 ninguna alteracion en los mismos.
Fisicamente los 6rganos del grupo control presentaron las siguientes caracteristicas: los riflones
tenian un aspecto normal en relaciébn con el color y el tamafio, aunque presentaron una ligera
cantidad de tejido graso en sus alrededores (debido, posiblemente, a la edad de los animales) y
pequefios puntos de color gris; los cerebros eran aparentemente normales mientras que el higado

de la mayoria de los ejemplares se observo con una ligera tonalidad oscura.
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Tabla 2. Pesos de los 6rganos de los animales control y expuestos a acetato de plomo (n= 6). Los resultados
se representan con media * desviacion estandar. Ajustado a 1mg/mL de proteina.

Control 1 (g) 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de Pb(C;H302).

Pb(C2H302)2(9) mas 2.5 mg/kg de Pb(C,;H30,), viaip (g)
Rifion 1.76 £ 0.16 1.73+£0.23 1.98+1.10
Higado 8.45+1.43 6.91 + 0.37 7.51+0.37
Cerebro 1.78 £0.16 1.76 £0.11 1.79+£0.16

Examen general de orina. Este examen se realiza para evaluar los cambios en algunos de los
analitos que se encuentran en orina. Algunos de ellos indican algun efecto debido a que
normalmente no deben encontrarse en este fluido. La Tabla 3 muestra los resultados
experimentales, en color marron se muestran las diferencias mas notables. Se puede observar que
de los 10 analitos determinados solo tres fueron negativos en los grupos (nitritos, cetonas y
glucosa). En el caso de los leucocitos se observd que en los tres grupos existen animales con un
alto valor, de tal forma que el 83 % de las ratas control presentaron niveles de 15 c/dL; 67 % de los
animales con exposicion inicial a 4 meses de Pb(C2Hz05). tuvieron niveles de 70 c/dL y el 17% de
los animales expuestos posteriormente por via ip al mismo metal, mostraron un valor de 125 c/dL. El
resto de los animales en los primeros dos grupos obtuvieron resultados negativos, pero en el tercer
grupo se observaron 67 % de animales con un nivel de leucocitos de 70 c/dL asi como 16% con un
nivel de 1.0 c/dL. El urobilinégeno fue negativo en el 100% de los animales de los grupos control y
expuesto a Pb(C:H30;). posteriormente por via ip. En el grupo de exposicidn inicial por cuatro
meses, el 33% de los miembros se detectd un nivel de 0.2 mg/dL. El 100% de las ratas de los dos
primeros grupos mostraron un nivel de 15 mg/dL de proteinas en orina, mientras que el tercer grupo
presentd ademas el 50% de sus miembros con 50 mg/dL, denotando proteinuria. El valor de pH no
mostré una diferencia significativa entre los grupos. La presencia de sangre fue positiva en el 17 %
de los individuos de los primeros dos grupos de experimentaciéon. Los niveles de bilirrubina fueron
positivos para el 17% de los animales de los tres grupos. Hubo mayor retencion de liquidos en el
grupo tratado via ip con Pb(C;Hs02). con respecto al grupo expuesto durante cuatro meses a
Pb(C;H30,),; ademéas se observé una diferencia significativa de volumen entre el grupo de
exposicion inicial y el grupo expuesto a Pb(C;Hs0,); via ip de 26.5 mL. Estos datos se encuentran
relacionados con el flujo urinario, el cual indica algun trastorno a nivel renal como la retencién de
agua, cosa que ocurrié en el grupo 3, debido, posiblemente, a la gran cantidad de sal de plomo a

nivel celular de varios de los tejidos.
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Tabla 3. Examen general de orina de los grupos control y expuestos a acetato de plomo (n= 6).

Leucocitos (c/dL)

Nitritos (mg/dL)

Urobilinégeno
(mg/dL)

Proteinas (mg/dL)
Ph

Sangre (Eri/pL)

Gravedad especifica
Cetonas (mg/dL)

Bilirrubina (mg/dL)

Glucosa (mg/dL)

Volumen de orina

(mL)

Control 1

15 (83%)
Negativo (17%)

Negativo

Negativo

15
8.58 + 0.61

Negativo (50%)
Positivo (17%)

1.004 + 0.003
Negativo

Negativo (83%)
Positivo (17%)

Negativo
49.5 £ 19.86

4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de

Pb(CszOz)z

70 (67%)
Negativo (33%)

Negativo

0.2 (33%)
Negativo (67%)

15
7.25 £ 0.63

Negativo (50%)
Positivo (17%)

1.006 + 0.002
Negativo

Negativo (83%)
Positivo (17%)

Negativo
66.17 £ 7.70

Pb(C-Hs02), mas 2.5 mg/Kg
de Pb(C2H30,), via ip

125 (17%); 70 (67%)
1.0 (16%)

Negativo

Negativo

15 (50%); 30 (50%)
7.83 +£0.37

Negativo (100%)

1.005 + 0.003
Negativo

Negativo (83%)
Positivo (17%)

Negativo
39.67 + 13.23

Especies reactivas de oxigeno. Uno de los principales problemas de la exposicién a los metales
pesados es la generacién del estrés oxidativo, el cual ocurre debido al desbalance que existe entre
los sistemas antioxidantes y las especies reactivas de oxigeno. Este desbalance puede ser
impulsado por la presencia de xenobi6ticos que alteren la funcionalidad de los sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos presentes en las células. La Figura 7 muestra los

resultados obtenidos en los tres 6rganos.

Los valores obtenidos en los érganos de los tres grupos son significativamente diferentes.
Analizando los valores encontrados se vio que el grupo de exposicion inicial a cuatro meses con
Pb(C:H30.). fue el que mostré un mayor aumento de especies reactivas en el higado de todos los
grupos. Los niveles en los dos grupos restantes variaron dependiendo de los 6rganos y del esquema

de intoxicacion.

43



En el caso del cerebro el grupo de exposicion inicial a 4 meses con Pb(C.H30,), aumenté 163
unidades en relacion al grupo control. La exposicion posterior via ip a Pb(C2H302), tuvo una
disminucion de 70 unidades en relacion con el grupo control. Entre los grupos de tratamiento inicial
por cuatro meses y exposicion posterior via ip a Pb(C2Hs0.). la diferencia fue significativa y de 233
unidades menos en este Ultimo. Este resultado indica que la preexposicién a plomo por cuatro
meses tuvo una implicacion celular por la cual, al recibir una dosis mayor del toxico, la produccion de
especies reactivas de oxigeno ya no aumento, sino al contrario disminuyd, lo que para este érgano
implico disminucion del riesgo de problemas ocasionados por el estrés que implica el aumento de las

especies reactivas de oxigeno.

En el higado el grupo de exposicién inicial a 4 meses con Pb(C:H30,). la cantidad de ERO’s
aumenté 144 unidades con relacion al grupo control. El grupo con exposicion posterior via ip a
Pb(C2;H302), tuvo un incremento de 116 unidades al compararlo con el grupo control. Entre los
grupos de tratamiento inicial a cuatro meses y exposicion posterior via ip a Pb(C,Hs0,). la diferencia
de 27 unidades menos en este Ultimo. Este comportamiento es semejante al observado en el rifién y
se podria explicar por la amplia relaciéon que los dos érganos tienen como los responsables de

eliminar sustancias toxicas o por su capacidad de retenerlas.

Finalmente, en el riidn, las diferencias observadas entre los grupos fueron estadisticamente
significativas. El grupo expuesto a 4 meses con Pb(C2H302). aument6 268 unidades con relacion al
grupo control; esta diferencia fue la mas alta entre los grupos de estudio. Ello podria indicar que la
prolongada exposicién al metal pudo originar un estado constante y elevado de estrés oxidativo en
las células renales. Por su parte el grupo expuesto posteriormente via ip a Pb(C;Hs02), tuvo un
aumento de 92 unidades al compararlo con el grupo control. Entre los grupos de exposicion inicial a
cuatro meses y el de exposicion posterior via ip a Pb(C2Hz0,), la diferencia fue de 176 unidades
menos en el altimo grupo. Este resultado puede indicar que las células renales alcanzaron un estado
tal que el aumento de plomo no indujo la produccion de especies reactivas de oxigeno, quiza debido

a que desarrollo mecanismos que le ayudaron a tolerar el aumento de metal.
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Figura 7. Especies reactivas de oxigeno en grupo de exposicion inicial a acetato de plomo (4m Pb) y grupo
tratado con acetato de plomo via ip (4m Pb + IP Pb) (n=6). Los resultados se muestran con media * desviacién
estandar. p<0.05 vs control 1, °p<0.05 vs 4m Pb. Ajustado a 1mg/mL de proteina.

Actividad de la enzima Glutation S-transferasa. La Figura 8 muestra los resultados obtenidos en
los 6rganos rifién, higado y cerebro de los tres grupos de estudio correspondientes a este bloque.
Dentro del grupo de investigacion de Bioquimica en la Universidad del Papaloapan, se ha
establecido que en ratas Wistar macho expuestas a metales pesados existe una relacion entre el
contenido de especies reactivas de oxigeno y la actividad de la enzima GST (Hernandez, 2013;
Méndez 2016; Raymundo, 2016). Los resultados fueron comparados con los animales no expuestos,

debido a que ellos representan las condiciones normales de desarrollo.

En el cerebro, se observd que en los grupos tratados con Pb(C:H3O7), la actividad se redujo
significativamente en relacion con el grupo control, sin embargo, entre ellos no existié una diferencia
significativa. En el grupo de exposicion inicial a Pb(C2Hs0,), por cuatro meses, la actividad de la
GST disminuy6 2.6 veces respecto al control. El grupo expuesto a Pb(C;H305). via ip disminuyd 2.52
veces respecto al control. Este hecho puede deberse a que existen isoformas de enzimas, las cuales
pueden mostrar mas o menos sensibilidad a la presencia de los agentes toxicos. En este caso la o

las isoformas de GST pudieron resultar mas dafiadas al seguir administrando el metal.

En el higado, el grupo de exposicién a cuatro meses mostré un incremento de actividad de 3.54
unidades en relacion con el grupo control. En la agrupacién con tratamiento posterior via ip se
registré un incremento de 12.9 unidades también en relacién con el grupo control. La actividad entre
los dos grupos tratados con Pb(C:H30,), fue diferente y mayor por 9 unidades en el grupo de
exposicidn posterior via ip al metal. De nueva cuenta la presencia de plomo desencadené procesos

celulares, que como consecuencia elevaron la actividad enzimatica.
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En el caso del rifién, los dos grupos expuestos a plomo al ser comparados con el grupo control, en
general mostraron un aumento de la actividad de GST. El grupo de exposicion inicial a cuatro meses
aumentd 3.77 unidades de actividad enzimética. El grupo con exposicion posterior via ip también
mostr6 un aumento 3.98 unidades. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas. Ello
indica que el plomo pudo ocasionar efectos dentro de la célula que tuvieron como consecuencia el
aumento de la actividad de la enzima, lo que concuerda con los datos observados en otros sistemas
y que ya han sido comprobados mediante métodos quimiométricos (Hernandez, 2013). No obstante,
entre los dos grupos expuestos a plomo las diferencias no fueron significativas. Este resultado
podria indicar que de cierta manera la preexposicion a plomo pudo inducir cierta tolerancia a una

concentracion mas elevada de plomo.
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Figura 8. Actividad de la enzima GST en 6rganos cerebro, higado y rifién (n=6). Las actividades se
representan con media + desviacién estandar; 2p<0.05 vs control 1, °p<0.05 vs 4m Pb. Ajustado a 1mg/mL de
proteina.

Actividad de GST en orina y suero. Como parte de los estudios que se llevan a cabo dentro del
Laboratorio de Bioquimica se analiza la actividad de la enzima GST en suero y orina debido a que
se ha encontrado una relacion entre la actividad de la proteina en estos fluidos con la de rifién
(Hernandez, 2013; Méndez, 2016; Raymundo, 2016). La Tabla 4 muestra los resultados en suero y orina
en los tres grupos analizados. En el caso del suero, la actividad no varié de forma significativa entre
los grupos de estudio. En el caso de la actividad determinada en orina, el grupo con exposicion
posterior a Pb(C:H302), por via ip, mostré un aumento significativo de 1.7 y 1.3 al compararlo con

los grupos control y expuesto 4 meses a Pb(C2H30,), respectivamente.

46



Control 1 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de Pb(C;H30,), mas 2.5
(umol/mg/mL)  Pb(C;H302), (umol/mg/mL) = mg/mL de Pb(C:H30,),via ip (umol/mg/mL)
Suero 1.29+0.17 1.19+£0.07 1.27 £ 0.57
Orina 0.66 £ 0.91 0.74 + 0.06 1.15+0.432b

Tabla 4. Actividad de GST en suero y orina de los grupos control y expuestos a acetato de plomo (n= 6). Los
resultados se representan con media + desviacion estandar. 2p < 0.05 vs control 1, °p<0.05 vs 4 meses a
Pb(C2Hs02).. Ajustado a 1mg/mL de proteina.

Actividad de catalasa. Una de las enzimas implicadas en la respuesta antioxidante del organismo
es la Catalasa, la cual se encarga de metabolizar al peréxido de hidrégeno para evitar que de origen
a dos de las especies reactivas de oxigeno mas reactivas que son los radicales superéxido e
hidroxilo (Baquero, 2005; Cupul, 2016). La Tabla 5 muestra los valores obtenidos al medir la actividad
en los grupos estudiados. En los 6rganos higado y cerebro, los valores obtenidos no mostraron
significancia estadistica en ninguno de los tres 6rganos. En el rifion se observé en el grupo expuesto
posteriormente a Pb(C2H30,),, la actividad de la enzima disminuyd significativamente dos unidades
en su actividad al compararla con el grupo control. Estos resultados podrian indicar que las
exposiciones a plomo no lograron aumentar la actividad de este enzima antioxidante debido,
posiblemente a que, posiblemente, en la edad en la que se encuentran los roedores usados la
actividad de la catalasa ha llegado a una fase estacionaria, y por lo tanto la presencia del téxico no
la ha incrementado. Podria ser, por otro lado, que la intoxicacibn con plomo no induzca la
produccion de peréxido de hidrégeno, al inhibir la actividad de esta enzima o al incrementar otro tipo
de especies reactivas de oxigeno.

Tabla 5. Actividad de la enzima Catalasa en los grupos exposicién inicial y tratado posteriormente a acetato de

plomo via ip (n= 6). Los resultados se representan con media * desviacion estandar. ?p<0.05 vs control 1,
Pp<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2Hz02).. Ajustado a 1mg/mL.

Control 1 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de Pb(C;H302), mas 2.5
(umol/mg/min) Pb(C2H302)2 (umol/mg/min)  mg/kg de Pb(C2H302),viaip (umol/mg/min)
Rifién 107.27 + 1.96 106.89 + 1.68 105.06 + 1.52 &P
Higado 106.01 + 1.98 109.37 £5.73 105.49 + 3.90
Cerebro 109.93 + 2.50 105.92 +4.50 106. 72 + 2.28
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B) Grupos expuestos a acetato de plomo por 4 meses y posterior
exposicion a acetato de plomo (5000 ppm) y cloruro de mercurio (2.5

mg/kg) durante 1 mes por via oral.

Peso corporal de los animales de experimentacién. La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos.
entre los grupos control y expuesto posteriormente con 5000 ppm de Pb(C:Hs02)., via oral. Se
observd que no existi6 una diferencia significativa de peso. Tampoco se not6 un cambio en su
comportamiento, en la alimentacion y en la ingesta de la solucién. Al comparar el grupo con
tratamiento posterior a HgCl, se detect6 una disminucion significativa de 76 g de peso entre este
grupo y el control. Entre el grupo expuesto via oral a HgCl, y el tratado con posterior exposicién oral
a Pb(C;H:0,). la diferencia fue de 43 g. Las ratas que fueron expuestas a la sal de mercurio
mostraron alteraciones en su comportamiento como la disminucién de la ingesta de alimento y de la
solucién, asi como signos de diarrea en algunas ratas. Estos resultados demuestran que la
subsecuente exposicibn a mercurio origind, posiblemente, un estado de estrés muy dificil de
soportar por las células, pero aun y con este estado lograron tolerar la presencia del metal al ser

administrado por via oral.

Tabla 6. Pesos corporales de los grupos expuestos posteriormente a acetato de plomo o cloruro de mercurio
via oral (n= 6). Los resultados se muestran con media + desviacién estandar. 2p<0.05 vs control 2, ®p<0.05 vs
4 meses a 1000 ppm de Pb(C2Hz02)> mas 5000 ppm de Pb(C:Hz0:)2 via oral. Ajustado a 1 mg/mL de
proteina.

Control 2 (g9) 4 meses a 1000 ppm de Pb(C;H302); mas 4 meses a 1000 ppm de Pb(CzH302)2
5000 ppm de Pb(C2H30,), via oral (g) mas 2.5 mg/kg de HgCl.via oral (g)
374.73 £ 32.07 355.08 + 36.73 298.53 + 30.24 2P

Peso de los 6rganos. La Tabla 7 muestra los pesos de los 6rganos de los grupos de estudio. Como
primera observacion el cerebro no sufri6 cambios significativos en su peso en ninguno de los tres
grupos de ratas. En el caso del rifién, los grupos tratados con Pb(C.H30;). y HgCl; via oral después
de la preexposicién a plomo disminuyeron de forma significativa en relacion con el control, pero no
se encontrd diferencia significativa entre ellos. En el higado las diferencias encontradas entre los
grupos fueron mayores en relacion con el rifion. De la misma forma los grupos tratados con las sales
de plomo y mercurio, después de la preexposicion a Pb(C:H30;), disminuyeron de forma
significativa en relacién con el control, pero no se encontrd diferencia entre ellos. El primero

disminuy6 2.5 y el segundo 2.4 unidades. Al sacrificar a las ratas y observar el estado fisico de sus
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organos se encontré6 que el riidn presentaba exceso de tejido graso; el higado conservé una

coloracién café oscura y el cerebro conservo su aspecto normal.

Tabla 7. Pesos de los drganos de los grupos expuestos a acetato de plomo y cloruro de mercurio via oral (n=
6). Los resultados se representan con media + desviacion estandar. 2p<0.05 vs control 2. Ajustado a 1mg/mL
de proteina.

Control 2 4 meses a 1000 ppm de Pb(C;H302), 4 meses a 1000 ppm de Pb(C:H302),

(9) mas 5000 ppm de Pb(C;H:02), via mas 2.5 mg/kg HgCl, via oral (g)
oral (g)
Rifion 2.31 £ 0.08 192+0.172 217 +0.132
Higado 11.18 £ 1.55 8.71+091%2 8.77+£0.952
Cerebro  2.24 +0.16 1.99+£0.13 2.11+0.15

Examen general de orina. En la Tabla 8 se recopilaron los resultados obtenidos. Al analizarla se
puede observar que seis de 10 analitos evaluados no mostraron diferencias, lo que indica que los
dos grupos con exposicién oral no fueron diferentes al grupo control. En relacién con los leucocitos
los tres grupos presentaron un nivel de 70 en més del 80% de su poblacion. Los leucocitos fueron
elevados en los tres grupos y esto se observé en mas del 83 % de la poblacion. En el caso de las
proteinas el grupo control presenté un promedio de 15 mg/dL. El 67% de los dos grupos expuestos
posteriormente presentaron también 15 mg/dL de proteina en orina, asi como niveles de 30 en el 17
% restante de su poblacién. Una pequefa elevacidn en el nivel de cetonas se presentd en el grupo
tratado con HgCl.. Al medir el volumen de orina se observo que el grupo expuesto posteriormente
via ip aumento 8.33 mL de orina con respecto al grupo preexpuesto (exposicion inicial). Este grupo
aument6 9.83 mL de orina con respecto al grupo control. Los animales bebian agua en grandes

cantidades.
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Tabla 8. Examen general de orina de los grupos exposicion inicial a acetato de plomo y tratamiento posterior a
cloruro de mercurio via oral (n= 6).

Control 2 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de
Pb(C2H302), mas 5000 ppm Pb(C;H302), mas 2.5 mg/kg de
de Pb(C2H30,), via oral HgCl; via oral
Leucocitos (c/dL) 70 (83 %) 70 70 (83%)
Nitritos (mg/mL) Negativo Negativo Negativo
Urobilinégeno Negativo Negativo Negativo
(mg/mL)
Proteinas (mg/mL) 15 15 (67%) 15 (67%)
30 (33%) 30 (33%)
Ph 8.83+0.37 8.5+ 0.50 8.67 + 0.47
Sangre (Eri/uL) Negativo Negativo (67%) Negativo (67%)
Positivo (6.5%)
Gravedad 1.004 + 0.003 1.004 + 0.002 1.003 + 0.002
especifica
Cetonas (mg/dL) Negativo Negativo Negativo (67%)
5 (33%)
Bilirrubina (mg/dL) Negativo Negativo Negativo
Glucosa (mg/dL) Negativo Negativo Negativo
Volumen (mL) 39.17 + 18.62 49 + 20.46 57.33 £ 16.43

Especies reactivas de oxigeno. La Figura 9 muestra los resultados obtenidos al determinar las
ERO’s de los animales expuestos de forma oral a las sales de plomo y mercurio. En este caso la
administracién ocasiona un fendémeno toxicocinético en el que todos los 6érganos se ven involucrados
y por ello primero tuvieron contacto con plomo y después a concentraciones mayores del mismo

elemento y a la sal de mercurio, lo cual supone una posible suma de efectos.

En relacion con el cerebro solo el grupo expuesto a HgCl; via oral presenté un aumento significativo
de especies reactivas de oxigeno a comparacién con los otros dos grupos estudiados. En relacion
con el control el aumento fue de 150 unidades y en comparacién con el grupo expuesto a
Pb(C:H302). a 5000 ppm, el aumento fue de 206 unidades. Entre los grupos control y tratado con
Pb(C:H30,). via oral no hubo diferencia estadistica, aunque se ve una tendencia a disminuir. De
forma similar a los grupos experimentales del apartado anterior, el cerebro resulté ser mas sensible
a la posterior presencia de los iones Pb?" y Hg?". El higado solo mostré aumento significativo de

especies reactivas en el grupo con tratamiento posterior a Pb(C2H302). en relacion con el grupo
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control. Este aumento fue de 48 unidades. El grupo con tratamiento a HgCl, present6 una
disminucion significativa de 49 unidades en relacién con el grupo expuesto posteriormente a plomo,
pero no asi con el grupo control, con el cual no hubo diferencia. Estos datos indican que,
posiblemente, el mercurio ocasion6 que las defensas antioxidantes tanto proteicas como no
proteicas se activaran y lograran disminuir la cantidad de ERO’s producidas, mientas que, en el caso
del plomo, este indujo la produccién de mas especies mediante efectos directos en las enzimas o
induciendo la sobreproduccion de estas especies por otros mecanismos. En el rifién se observé un
aumento significativo de las especies de oxigeno en los grupos de exposicion inicial y expuesto
posteriormente con HgCl; en relacién con el grupo control, aunque entre ellos la diferencia no fue
significativa. El grupo con tratamiento posterior a Pb(C2Hs02), aument6 20 unidades en relacién con
el grupo control, mientras que el grupo con exposicién posterior a HgCl, presenté una diferencia de
56 unidades. esto indica que la posterior exposicién a mercurio ocasiond que incrementaran las

especies reactivas de oxigeno, sumandose a las ya existentes por la presencia de plomo.
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Figura 9. Especies reactivas de oxigeno en érganos blanco con tratamiento oral (n=6). Los resultados se
representan con media + desviacion estandar; 2p<0.05 vs control 2, ?p<0.05 vs 4m Pb + 1m O Pb (grupo
expuesto posteriormente con Pb(C2Hs0z2)2 via oral. Ajustado a 1mg/mL de proteina.

Actividad de la enzima Glutation S-transferasa. En los tres 6rganos el aumento en la actividad de
la GST mantuvo un mismo comportamiento, de tal manera que los grupos con exposicion posterior
via oral presentaron un aumento significativo en relacion con el control y solo en rifién y cerebro se

observé diferente de actividad. La figura 10 muestra los resultados obtenidos.

En el cerebro, se observdé el mismo comportamiento que en el higado, ya que en los grupos

expuestos a metales la actividad de la enzima aumentd de forma significativa, pero la diferencia
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entre ambos grupos no. El grupo con exposicion a Pb(C2Hz0:). aumentd 4 unidades la actividad de
la enzima en relacién con el grupo control. El grupo tratado con HgCl, aumenté 3 unidades de
actividad en relaciéon con el grupo control. En el higado, los dos grupos expuestos a tratamiento con
metales via oral mostraron la misma actividad enzimatica y en ambos grupos esta aumenté de forma
significativa en relacién con el grupo control. Ambos grupos aumentaron 6 unidades en relacién con

el control.

En el rifidn, el grupo expuesto a 5000 ppm de Pb(C2H30.), via oral aument6 20 unidades la actividad
en relacién con el grupo control. El grupo expuesto a HgCl, via oral aument6 11 veces en relacion al
grupo control. Entre los grupos tratados via oral con 5000 ppm con Pb(C;Hs0,), o HgCl, hubo una
diferencia significativa de casi 8 unidades. En este caso el efecto de la exposicién posterior a las
sales de plomo y mercurio ocasion6 el aumento de la actividad de la enzima GST, lo cual

correlaciona con el aumento de las especies reactivas de oxigeno.
a
I a
i
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Control 2 dmPh +1mOPh wdmPh+1mOHy

Actividad GST [pmol/mg/min)
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Figura 10. Actividad de la GST en cerebro, higado y rifién (n=6). Los resultados se muestran con media *
desviacion estandar; 2p<0.05 vs control 2; ®p<0.05 vs 4m Pb + 1m O Pb (grupo con tratamiento posterior a
Pb(C2H302)2). Ajustado a 1 mg/mL de proteina.

Actividad de GST en suero y orina. La Tabla 9 muestra que la actividad de la enzima en suero no
presentd diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos. En orina se observo una
disminucion significativa entre el control y el grupo tratado con HgCl, de 0.58 unidades de actividad.
De la misma manera entre los grupos con exposicion a Pb(C2H30-), y HgCl existié una disminucion
de 0.32 unidades de forma significativa. En este caso los resultados indicaron que, bajo estas
condiciones experimentales, no se cumplié el comportamiento que se habia detectado cuando los
animales son intoxicados solo con plomo sin ser preexpuestos a ningun otro metal. Por lo que los

datos indican que, para este tipo de intoxicaciones no se podria determinar si existe 0 no dafio a
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nivel renal al determinar la actividad de GST en los fluidos orina o suero, lo cual haria més dificil el
estudio de casos como los que se estudiaron en este apartado.

Tabla 9. Actividad de GST en grupo control y expuestos a metales (n= 6). Los resultados se representan con
media + desviacién estandar. 2p<0.05 vs control 2, °p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2H302)> méas 5000
ppm de Pb(C2Hs02): via oral.

Control 2 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de
(umol/mg/min) Pb(C;H302), mas 5000 ppm de Pb(C:H30,), mas 2.5 mg/kg de
Pb(C2H302), via oral (umol/mg/min) @ HgCl, via oral (umol/mg/min)
Suero 1.53+0.17 1.28£0.13 1.66 £ 0.26
Orina 1.60£0.16 1.34 £0.27 1.02 +0.05 &b

Actividad de Catalasa. Los datos que se muestran en la Tabla 10 muestran que la actividad de la
enzima catalasa en los tres 6rganos no presento diferencias significativas y permanecié muy similar
en todos los casos. Estos resultados son iguales a los del apartado anterior y la explicacién podria
ser la misma que en ese caso, solo habria que tomar en cuenta que la presion ejercida por el

mercurio adicional podria estar inhibiendo la actividad de la enzima.

Tabla 10. Actividad de la enzima Catalasa en grupos control y expuestos a metales (n= 6). Los resultados se
representan con media + desviacion estandar.
Control 2 4 meses a 1000 ppm de 4 meses a 1000 ppm de
(pmol/mg/min) | Pb(CzH302)> més 5000 ppm de Pb(C;Hs02); mas 2.5 mg/kg de
Pb(C2H30,), via oral (umol/mg/min) HgCl; via oral (umol/mg/min)

Rifion 110.92 + 3.42 112.25 +4.32 111.76 + 2.87
Higado @ 110.42 £2.96 110.15 + 108.32 108.32 + 3.69
Cerebro 109.93 +2.5 108.9 +1.76 111.66 +1.81

C) Grupo expuesto a acetato de plomo por 4 meses y posterior

exposicion a cloruro de mercurio por vias oral e intraperitoneal.

Como se menciond en el apartado A de esta seccién de resultados, uno de los experimentos que se
realizaron fue la exposicibn a cuatro meses con 1000 ppm de una solucion de Pb(C;H30.)2,
contando desde el periodo de gestacién, la lactancia y crecimiento. Se ha observado que los
animales expuestos después de este tratamiento a una solucién cinco veces mayor via oral (5000
ppm) de Pb(C:H302). 0 a 2.5 mg/kg de peso de HgCl,, respectivamente sobrevivieron el 100%. Sin

embargo, cuando los animales fueron expuestos a siete dosis de 25 mg/kg de HgCl,; via
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intraperitoneal, se observé una mortandad del 100%. Este resultado fue similar a los resultados
obtenidos en otro proyecto de investigacion del Laboratorio de Bioquimica de la UNPA (Cruz, 2016).

Debido a lo anterior se decidi6 bajar la dosis e inyectarles 10 veces menos (2.5 mg/kg) a las ratas
con exposicion inicial a 1000 ppm de Pb(C;H30y). via oral por cuatro meses. En este caso de seis
roedores murieron cinco. Esta razon llevé a aumentar dos meses mas la preexposicién a 1000 ppm
Pb(C2H302), y aumentar el nimero de animales a ocho. En este caso la mortandad fue del 50%. Es
por ello que en este apartado se comparara el grupo de exposicion inicial con Pb(CzHs02). por
cuatro meses, el grupo expuesto via oral a 2.5 mg/kg y el de a seis meses con Pb(C;Hs0,), y

expuesto posteriormente a 2.5 mg/kg con HgCl, via intraperitoneal.

Pesos corporales. Analizando la Tabla 11 se encontré que la diferencia entre los dos primeros
grupos de la tabla, se observa que en la exposicion posterior via oral a HgCl, ocasioné un aumento
de 48 gramos de peso estadisticamente significativa. Cuando los animales cumplieron los seis
meses de exposicion fueron pesados y después inyectados con HgCl,, Se observo que los animales
tuvieron una disminucion significativa de 68 gramos. No obstante, de los ocho roedores, cuatro
sobrevivieron presentando consumo excesivo de agua. Al observarlos se pudo constatar que entre
los signos que presentaron se pudieron distinguir disenteria, caida de pelo, pelos erizados y baja
actividad en general.

Tabla 11. Pesos corporales de los diferentes grupos expuestos a metales (n= 4 a 6). Los pesos se muestran
con media * desviacion estandar. 3p<0.05 vs control 1, Pp<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(CzHz02)2,
p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2Hz02)2 mas 2.5 mg/kg de HgCl2 via oral, 9p<0.05 vs 6 meses a 1000
ppm de Pb(C2H30:2).. Ajustado a 1mg/mL de proteina.

Control 1 4 meses a 1000 4 meses a 1000 ppm de 6 meses a 1000 ppm 6 meses a 1000 ppm de
ppm de Pb(CzH302)2 méas 2.5 de Pb(C2Hz02)2 Pb(C2H3z02)2 mas 2.5
Pb(C2H302)2 mg/kg de HgCl: via oral mg/kg de HgClz viaip

292.33+21.84 250.98 +21.98 298.53 + 30.24 3P 374.71 £ 46.66 2> 305.55 + 43.02 abd

Pesos de los 6rganos. El peso fue diferente en cada 6rgano de cada grupo experimental. La Tabla
12 muestra los resultados obtenidos en los 6rganos de los diferentes grupos. El rifién el grupo que
presentd diferencias significativas fue el grupo expuesto a HgCl, por via ip. Este tuvo un aumento de
1.53 g en relacion con el grupo preexpuesto a Pb(C.Hs0;). por 4 meses y de 1.09 en relacion con el
grupo expuesto via oral a HgCl.. Respecto al control no presentaron diferencia significativa en el
peso del rifibn. Esto quiere decir que, posiblemente el mercurio ocasion6 un grave problema
osmoético debido a la concentracion del téxico en las células renales. En el higado los grupos que
presentaron diferencia significativa fueron el expuesto a HgCl, via oral y con exposicién inicial a

Pb(C2H303) respecto al control. En relacion con el grupo de exposicion inicial a Pb(C2HsO2), por 4
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meses se observo un aumento de 4 gramos contra el grupo expuesto via ip y al comparar contra el
grupo expuesto via oral a HgCl, la diferencia fue de 2.36 gramos. En el cerebro, el grupo control y
expuesto via oral a HgCl, si presentaron diferencias estadisticas al compararlos con los otros dos

grupos.
Tabla 12. Pesos 6rganos de diferentes grupos expuestos a metales (n= 4 a 6). Los resultados se muestran
con media + desviacién estandar. 2p<0.05 vs control 2 en higado; ?p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de
Pb(C2H3032): , °p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2Hs02). mas 2.5 mg/kg de HgCl2 via oral.

Grupo Control 2 4 meses a 1000 4 meses a 1000 ppm de 6 meses a 1000 ppm de

ppm de Pb(C;H302). mas 2.5 mg/kg Pb(C;Hz02). mas 2.5

Pb(C;H302)2(g) de HgCl, via oral (g) mg/kg de HgCl; viaip (g)
Rifion 2.31 £ 0.08 1.73+£0.23 2.17 £ 0.13 3.26 £ 0.21°¢
Higado 11.18£1.14 6.91 + 0.56 2 8.77 £ 0.95 &P 11.13 £0.98 b¢
Cerebro  2.24+£0.16 1.76 £0.112 2.11+0.15° 1.80£0.18 @°

Examen general de orina. Los datos del EGO se muestran en la Tabla 13, los datos en color
marrén indican los resultados mas relevantes en cada uno de los grupos de estudio. Como ya se ha
descrito las ratas presentaron alteraciones en su fisiologia y su comportamiento. EI EGO revel6 la
presencia de proteinuria (a niveles de 300 y 2000 mg/dL), glucosuria (de 50 a 250 mg/dL), presencia
de sangre (en el 25 % de la poblacién), lo que indica problemas renales. También se observaron
niveles altos de leucocitos (70 c/dL a 125 c/dL) y nitritos (positivo en el 50% de la poblacion), asi
como la presencia de cetonas (50% de la poblacién presenté un nivel de 40) y bilirrubina (50 %
obtuvo resultados positivos), ademas de la acidificacién del pH. El grupo tratado con 5000 ppm de
Pb(C:Hs02). present6 dafios leves como la presencia de valores de proteina de 33 mg/dL en un 30%
de la poblacién, 83% de la poblacién presentd leucocitos a un nivel de 70 c¢/dL, la presencia de
sangre solo fue encontrada en el 6.5% de los integrantes y el nivel de cetonas aumentd a 5 mg/dL
en el 33% de los animales. Al comparar ambos grupos con el grupo solo preexpuesto a plomo se
pudo constatar que los cuatro roedores del grupo expuesto a HgCl; via oral alin con sus severos
problemas renales pudieron soportar las dosis de HgCl, administradas. ElI volumen de orina
recolectado en cada grupo mostr6 que el grupo expuesto por via ip a mercurio presento un volumen
menor de orina, reflejando un problema renal severo asociado, muy posiblemente, con el Sindrome

de Fanconi.
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Tabla 13. Examen general de orina de los grupos expuestos a metales (n= 4 a 6).

4 meses a 1000 4 meses a 1000 ppm de 6 meses a 1000 ppm de

ppm de Pb(C;H302); mas 2.5 mg/kg Pb(C:H30,), mas 2.5 mg/kg de
Pb(C2H302)2(9) de HgCl, via oral (g) HgCl,viaip (9)
Leucocitos 15 (83%) 70 (83%) 125 (50%) 70 (50%)
(c/dL)
Negativo (17%)
Nitritos Negativo Negativo Positivo (50%)
Negativo (50%)
Urobilinégeno Negativo Negativo Negativo
(mg/dL)
Proteinas 15 15 (67%) 15 (25%), 300 (50%),
(mg/dL)
30 (33%) 2000 (25%)
Ph 8.58 + 0.61 8.67 £ 0.47 7.25+1.15

Sangre (Ery/dL)

Negativo (50%)

Positivo (17%)

Negativo (67%)

Positivo (6.5%)

Negativo (75%)

Positivo (25%)

Gravedad 1.004 £ 0.003 1.003 + 0.002 1.014 £ 0.012
especifica
Cetonas Negativo Negativo (67%), 5 (33%) Negativo (50%), 40 (50%)
(mg/dL)
Bilirrubina Negativo (83%) Negativo Negativo (50%)
(mg/dL)

Positivo (17%) Positivo (50%)
Glucosa Negativo Negativo Negativo (50%), 100(25%)
(mg/dL)

250 (25%)
Volumen (mL) 66.17 £ 7.70 57.33 +16.43 22 +25.14*
58(25%); 20(25%); 8(25%);
2(25%)

Especies reactivas de oxigeno. Los resultados obtenidos indicaron que la presencia de especies
reactivas de oxigeno fue diferente en cada uno de los grupos de estudio; sin embargo, el grupo
preexpuesto a plomo por cuatro meses presentdé mayor nivel de especies reactivas de oxigeno en
los tres drganos. A continuacion, se describe lo que sucedié en cada uno. Los datos obtenidos se

muestran en la Figura 11.

Cerebro. Al comparar el grupo expuesto a HgCl; via ip con el grupo preexpuesto 4 meses, se

observé que existi6 una diferencia significativa de 133.9 unidades menos en el primer grupo.
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Ademads, se observé una diferencia significativa en el control y los grupos con exposicion inicial por 4
meses y con tratamiento posterior a HgCl.. Un resultado no esperado fue que la generacion de
especies reactivas de oxigeno no aumento al tratarlo con HgCl,, se observa también diferencia
significativa con respecto al grupo con tratamiento inicial a Pb(C2H3z05)..

Higado. El grupo expuesto via oral a HgCl, present6 una disminucion significativa de 151.5 unidades
en relaciéon con el grupo preexpuesto cuatro meses a plomo. Entre los grupos expuestos a HgCl
previa preexposicion a Pb(C2Hz02)., se observé una diferencia significativa que indicé que el grupo

expuesto via ip obtuvo un aumento de 110.9 unidades en relacion con el grupo expuesto via oral.

Rifién. Los cambios observados en los tres grupos de experimentacion fueron significativamente
diferentes. El grupo con exposicion posterior a HgCl, presenté una disminucién de 236 unidades en
relacién con el grupo tratado con Pb(C:H30). durante cuatro meses. El grupo expuesto via ip a
Pb(C2H30.), disminuyd 76 unidades en relacion con el grupo expuesto a plomo por cuatro meses.
Entre los grupos tratados con HgCl, se encontré concentraciéon de ERO’s mayor en el expuesto via

ip, siendo la diferencia de 160 unidades en relacion con el grupo expuesto via oral.
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Figura 11. Determinaciéon de ERO’s en cerebro, higado y rifion (n=4 a 6). Los resultados se muestran con
media + desviacién estandar. 2p<0.05 vs control 2, ®p<0.05 vs 4m Pb (exposicion inicial), °p<0.05 vs 4m Pb +
1m O Hg (exposicién posterior con HgClz via oral). Ajustado a 1 mg/mL de proteina.

Actividad de la enzima Glutatién S-transferasa en érganos. La Figura 12 muestra los resultados
obtenidos en los 6rganos rifion, higado y cerebro de los animales de los diferentes grupos de

estudio.
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Cerebro. El grupo que present6 mayor actividad fue el grupo expuesto a HgCl. via oral. Este grupo
aumentd 6.33 unidades la actividad al compararla con el grupo preexpuesto a Pb(C;Hs0z). por
cuatro meses y de 3.7 unidades con respecto al grupo expuesto via ip a HgCl.. Al comparar el grupo
con tratamiento inicial a Pb(C2Hs0-). y el grupo expuesto a HgCl, via ip se observo que este Ultimo

aumento 2. 6 veces su actividad.

Higado. Solo el grupo expuesto con HgCl, via oral presento diferencia significativa respecto al resto

de los grupos, mostrando un ligero aumento.

Rifién. La actividad de GST registrada para los grupos preexpuesto a cuatro meses con Pb(C2Hs0,).
y grupo tratado posteriormente via ip a HgCl, no mostraron diferencia significativa. Al comparar el
grupo con exposicion inicial y él tratado con HgCl. via oral se observé un aumento de 9.8 unidades
de actividad en relacién con el grupo de exposicion por cuatro meses a Pb(C:H30;), y de 6.8 en
relacion con el expuesto via ip a HgCl.. Ademas, se detecté un aumento significativo en la actividad

entre el control y los grupos tratados via oral e ip con HgCl,.
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Figura 12. Actividad de GST en cerebro, higado y rifién. Los resultados se muestran con media + desviacion
estandar. 3p<0.05 vs control 2, °p<0.05 vs 4m Pb (exposicién inicial a Pb(C2H302)2 1000 ppm), °p<0.05 vs 4m
Pb + IP Hg (grupo con exposicion posterior a HgCl2 via oral).

Actividad de la enzima Glutation S-transferasa en suero y orina. Al analizar los datos de la Tabla
14 se observo que en el suero la actividad de la enzima solo presento diferencia significativa con
respecto al resto de los grupos, observandose una disminucién. En el caso de la orina los resultados

encontrados fueron diferentes estadisticamente en los 4 grupos. Se observé un aumento de 0.28
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unidades entre los grupos con exposicion inicial a Pb(C2Hs0>). y el grupo expuesto a HgCl, via oral,
y de 0.5 unidades entre el grupo con exposicion inicial y el grupo expuesto a HgCl, via ip.

Tabla 14. Actividad de GST en suero y orina de los grupos expuestos a metales (n= 4 a 6). Las actividades se
representan con media + desviacién estandar. 3p<0.05 vs control 2, "p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de
Pb(C2Hz02)2, °p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2H302)> méas 2.5 mg/kg de HgCl: via oral. Ajustado a 1
mg/mL de proteina.

Grupo Control 2 4 meses a 1000 4 meses a 1000 ppm de 6 meses a 1000 ppm de

ppm de Pb(CzH302); mas 2.5 mg/kg Pb(C.H30,), mas 2.5
Pb(C2H302)2(g) de HgCl; via oral (g) mg/kg de HgCl, viaip (g)
Suero 1.53+£0.17 1.19+0.07°2 1.66 +0.26 ° 1.61 +0.06°
Orina 1.60+£0.16 0.74+0.06°2 1.02 +0.05 b 1.24 +0.12 ab¢e

Actividad de la enzima Catalasa en los 6rganos A diferencia de los apartados anteriores, en estos
grupos experimentales se detecté un cambio significativo en la actividad de la enzima Catalasa en la

mayoria de los 6rganos de los tres grupos. La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos.

En el rifién, al comparar los datos obtenidos en el grupo preexpuesto a plomo y grupo expuesto via
oral a HgCl; se puede observar que en relacién con el grupo expuesto solo a plomo existié un
aumento de 5 pmol de actividad y en comparacién con el expuesto via ip a HgCl; la diferencia fue de

6 unidades.

Higado. En este 6rgano el grupo expuesto a mercurio via oral mostré un comportamiento diferente y
significativo en relacién con los otros dos grupos. Al compararlo con el grupo tratado a Pb(C2H302).
se observé que la diferencia de 7 unidades fue significativa. Cuando se comparé con el grupo

expuesto a mercurio via oral, la diferencia fue de 6 pmol de actividad.

En cerebro, el grupo expuesto de forma oral a HgCl, presentd diferencia al compararlo con los dos
grupos restantes. En el caso del grupo expuesto a Pb(C2Hs0), la diferencia fue de seis unidades y

en el caso del grupo expuesto a HgCl, via ip, el valor fue de 4 unidades de actividad.
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Tabla 15. Actividad de Catalasa de los grupos expuestos a metales (n= 4 a 6). Las actividades se muestran
con media + desviacién estandar. 2p<0.05 vs Control 2, °p<0.05 vs 4 meses a 1000ppm de Pb(C2Hz02)2,

‘p<0.05 vs 4 meses a 1000 ppm de Pb(C2Hz02)> mas 2.5 mg/kg de HgCl> via oral. Ajustado a 1mg/mL de
proteina.

Grupo Control 2 4 meses a 4 meses al000 ppm de 6 meses a 1000 ppm
1000ppm de Pb(C;H302); mas 2.5 de Pb(C;H302), mas a
Pb(C2H302) mg/kg de HgCl, via oral 2.5 mg/kg de HgCl; via
(pmol/mg/min) (pmol/mg/min) ip (pmol/mg/min)

Rifion 110.92+3.42  106.89 + 1.68 111.77 + 2.89 105.38 + 0.84 a°¢

Higado 11042 +2.96  109.37 £5.73 108.32 + 3.70 10297 +2.35a

Cerebro 108.80 +1.76  105.92 £ 4.51 111.66 +1.81° 107.54 +1.74
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS
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Para lograr sobrevivir, los seres vivos han logrado desarrollar distintos mecanismos de
supervivencia. Las investigaciones realizadas en base a los fendmenos de adaptacion se han
obtenido mediante métodos netamente observacionales como es el caso del cientifico Charles
Darwin (Darwin,1921; Ginnobili, 2010) o mediante estudios que implican técnicas avanzadas de
biologia molecular en donde se conocen los cambios en la expresion de algunos genes implicados

en estos procesos (Suarez, 2002; Lépez, 2011).

Durante la preexposicion a 1000 ppm de Pb(C.;Hs0.), por cuatro meses desde el desarrollo
embrionario hasta culminar el tratamiento, las ratas de la cepa Wistar no presentaron efectos
sistematicos observables, por ejemplo, la disminucién en la tasa de nacimiento o defectos motores.
Aungue en este caso no se determiné la concentracion de Pb?* en sangre se puede sugerir que bajo
el esquema de intoxicacion empleado los animales pudieron resistir la presencia del metal debido,
posiblemente, a algunos procesos como el aumento de la absorcion y el depdésito del metal en
sistemas como el 6seo, el renal y el hepatico que representan érganos blanco de la accién del metal.
También podria ser que proteinas o moléculas que presentan afinidad por el metal pudieron unirlo.

Con cualquiera de las dos opciones, lo que se obtendria seria una disminucién en la concentracién
de plomo libre, el cual en forma de cation constituye la forma reactiva y toxica del metal. Se ha
reportado que el plomo, en mujeres embarazadas, atraviesa la placenta a partir de las 12 a 14
semanas de gestacién y que, al avanzar el embarazo, la concentracion de plomo puede ser igual en
la madre y en el feto. El plomo no solo se puede depositar en el sistema 6sea de la madre, sino
también en el del feto (Curros et al., 1999). Durante el embarazo y en la vida temprana del feto, se
pueden suscitar exposiciones oportunistas y diferenciales, las cuales pueden desencadenar
enfermedades en el feto en desarrollo. Los mecanismos placentarios responsables de la regulacion
de la absorcion y excrecion de elementos durante el embarazo no se comprenden completamente
(Riess y Halm, 1999; Rudge et al., 2009). Se sugiere que las células endoteliales inmaduras que forman
los capilares del cerebro en desarrollo son menos resistentes a los efectos del plomo, permitiendo
que los fluidos y los cationes (Pb?*, otros) , lleguen a los componentes recién formados, en particular
los astrocitos y las neuronas; demas, la capacidad de los astrocitos y las neuronas de secuestrar el
Pb?" en forma de complejos de proteinas-Pb?* ocurre solo en las etapas posteriores del desarrollo
fetal, lo que permite que el Pb?* en las células cerebrales maduras interactlle con los organulos
subcelulares vitales, particularmente las mitocondrias, que son la principal fuente de energia celular;
también a nivel intracelular afecta los sitios de unién para el calcio, que puede afectar numerosas
funciones celulares, incluida la liberacién de neurotransmisores (Goyer, 1990 ). Ademas, cuando las

ratas hembra se encuentran intoxicadas con plomo, el metal pasa via circulatoria del hueso al feto
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atravesando la barrera transplacentaria y provocando dafios neurolégicos, hematol6gicos y de otros
organos (Azcona et al., 2015). Carmichael y colaboradores (1981) expusieron ratas prefiadas con
tratamiento oral a concentraciones de 300, 600, 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm, analizando la
cantidad de Pb?" en sangre presente en la rata hembra encontrando 138.7 + 28.4 pug Pb?/100 ml
después del parto, mientras en las crias se obtuvieron 145.1 + 39.8 pg Pb Pb?"/100 ml durante el
primer dia, posteriormente determinaron Pb?* en sangre a los 21 dias después del parto obteniendo
un valor de 85.4 + 25.3 pug Pb?/100 ml, una disminucién de Pb?* en sangre de 59.7 pg Pb?*/100 ml,
este efecto lo observaron desde las concentraciones de 300 ppm hasta la concentracion de 3000
ppm, solo en la concentraciéon de 4000 ppm, cantidad de Pb?" en sangre resulto semejante a la
cantidad de Pb?* observado al primer dia. Este estudio demuestra que durante el desarrollo de la
rata, se empiezan a formar y funcionar los 6rganos y sistemas que inicialmente no se encontraban
desarrollados, es por eso que se observo la disminucion de la concentracion de Pb?* en sangre
después que las ratas empezaron a crecer, ya que se fueron depositando en 6rganos blanco como
higado, huesos, dientes y en menor proporcion en otros tejidos, ya que el Pb?" es dificil de

excretarse y permanece en tiempos muy prologados en el cuerpo (Poma, 2008).

Las ratas preexpuestas a acetato de plomo (Pb(C:H302);) no mostraron diferencias en su
comportamiento cuando fueron comparadas con los controles, lo que puede indicar que el
organismo de este grupo de animales pudo poner en marcha alguno de los mecanismos celulares
tendientes a disminuir la cantidad de metal libre como la union a moléculas, el deposito en érganos
blanco o haber desarrollado algun proceso de reparacion de funciones. Se ha reportado que en
nifios el nivel de aprendizaje disminuye por efecto de la exposicion con Pb?*, lo que se les
caracteriza por déficit en el nivel cognitivo. Lo anterior es debido a que el sistema nervioso es mas
susceptible al dafio provocado por el metal, ya que la barrera hematoencefalica no estd completa
hasta aproximadamente 36 meses de edad. Sin embargo, dentro de los estudios se han detectado
nifos saludables, en los cuales no se han identificado dafios por plomo a nivel neuronal, lo cual
indica que la susceptibilidad individual es un proceso determinante dentro del fenémeno de la

intoxicacién con plomo (Lanphear et al. 2005).

Los resultados de este trabajo reportaron aumento de peso corporal y de los érganos provocado por
la intoxicacién con Pb(CzH30.).. Este efecto fue reportado por Sun y colaboradores (2015) quienes
relacionaron la obesidad con la exposicion a plomo. Ellos propusieron que el mecanismo
responsable de provocar el aumento de peso en la exposicion a Pb?" en ratas adultas fue la

metilacién del ADN. Este proceso se ha sugerido como un mecanismo regulatorio de la obesidad.
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También encontraron un aumento de triglicéridos hepaticos en ratas tratadas a una concentracion de
0.005 % de Pb?",

Cuando se determinaron los analitos en el examen general de orina del grupo preexpuesto, se
observaron pocas variaciones en relacién con el grupo control. En contraste, en el caso del grupo
tratado con dosis ip a HgCl,, después de la exposicion a cuatro meses con plomo se observaron
niveles elevados de leucocitos, lo que indica una posible relacion entre la exposicién al metal y un
estado alterado de la salud relacionada, posiblemente con la leucopoyesis de 6rganos linfoides o
con procesos de infeccion desarrollados en los organismos de estudio (Okediran, et al, 2017). La sal
de mercurio usada en este trabajo, al ser soluble en agua, pudo provocar un efecto mas directo en el
rifidn. Esto se puede explicar teniendo en cuenta que el mercurio puede precipitar muchas de las
proteinas sintetizadas por la célula, ademas de inhibir la acciéon de los grupos sulfidrilo (-SH) de
varias enzimas esenciales. En estado i6nico, se fija a los grupos celulares ricos en grupos -SH
(proteinas, péptidos de bajo peso, y aminoacidos) (Perottoni J., et al, 2004) alterando varios sistemas
metabdlicos y enzimaticos de la célula e inhibiendo la sintesis de proteinas en la mitocondria
afectando, de esta manera, su funcion energética. En el rifién, la exposicion a plomo puede disminuir
la actividad de las fosfatasas alcalinas de los tdbulos proximales y alterar el transporte de K* y el
funcionamiento de la ATP-asa membranal (Ramirez, 2008). Alguno o algunos de los mecanismos
anteriores, fueron posiblemente los responsables de que entre el 50 y el 75 % del grupo expuesto a
cloruro de mercurio via ip presentara proteinuria y glucosuria elevada, sin embargo y aun cuando
solo el 50% de la poblacion murié, el otro 50% sobre vivd, reflejando, posiblemente que la
exposicion crénica a baja dosis de plomo desde la concepcion le proporciond a estos roedores la
capacidad de soportar la exposicion a mercurio. Se debe resaltar que este esquema de intoxicacion
con cloruro de mercurio, sin tratar a los animales previamente con plomo, se ha usado en trabajos
relacionados con el grupo de investigacion de la UNPA, observandose una tasa de mortalidad del
100%. En contraste, el grupo al cual se le administré el Pb(CzH30-), por via ip presenté resultados

en el examen general de orina con dafios menores.

En relacién con las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) en los érganos rifion, higado y cerebro,
se encontraron niveles diferentes. En el cerebro de los animales tratados con HgCl; por via ip hubo
un aumento de 98.88 pmoles de ERQO’s en relacion con el grupo expuesto a Pb(CzH302). por la
misma via. En el rifién, se encontrd un aumento significativo de 99.26 pmoles en el grupo expuesto a
mercurio con respecto al grupo intoxicado con plomo por via ip. El estrés oxidativo se ha asociado a
gran cantidad de factores como la exposicion a Pb?". Es posiblemente debido a ello que en la

preexposicién por 4 meses a plomo se observd un aumento de 162.88 pmoles de especies reactivas
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de oxigeno con respecto al grupo control. Sin embargo, al exponerse los animales posteriormente a
la dosis ip de 25 mg de plomo por Kg de peso, la concentracion de ERO’s disminuyo
aproximadamente 190.65 pmoles. En el tratamiento oral se obtuvo una ligera diferencia observada
en el grupo tratado con HgCl, pero no en el tratamiento con Pb(C;H302),, aqui se mantuvo la
cantidad de ERO’s con respecto al control. Este comportamiento no se asemeja a los encontrados a
Okediran y colaboradores quienes observaron una tendencia en la relacion de concentracion de
Pb(C2H30.).y la generacidn de especies reactivas de oxigeno, si se aumentaba la concentracion del
metal, también aumentaba la cantidad de especies reactivas de oxigeno (Ulberth y Franz, 2000). La

disminucion de la cantidad de EROS se asocia a una menor lipoperoxidacion (Sivaprasad, et al 2004).

Estrés oxidativo y peroxidacion lipidica han sido asociados, al analizar muestras de higado vy rifion,
con el aumento de EROS; indicando que el sistema antioxidante no es capaz de metabolizar las
especies quimicas generadas por el contacto directo del plomo con lipidos o proteinas. Gracias al
sistema antioxidante presente en las células, estas se protegen contra la peroxidacion mediante la
conversién de compuestos reactivos a menos dafiinos 0 a su conversion en metabolitos inofensivos.
(Ozturk-Urek et al, 2001).

Coffigny y colaboradores (1994), estudiaron los efectos de la intoxicacion por Pb?* durante el
embarazo en ratas Sprague-Dawley hembras a las que les hicieron inhalar 5 mg/m?® de 6xido de
plomo 13 dias durante la gestacién. Ademas, observaron que cuando los machos y hembras, se
aparearon, su fertilidad era normal, sin aumento en la muerte prenatal o malformaciones, y sin
cambios en el tamafio o la proporcion de sexos de sus crias, con estos resultados ellos encontraron
gue la intoxicacién con 6xido de plomo no provoca perturbacion en la funcion reproductiva de las
crias. Cuando los animales fueron expuestos cuatro meses a Pb(C;H;02). y posteriormente 1 mes
mas con mayor concentracion de plomo, estos no presentaron diferencia en el peso corporal ni en el
cerebro, sin embargo, en el caso del rindn y del higado si se observaron diferencias, ya que estos
organos tienden a acumular el metal (Emanuelli et al., 1996; Guimardes et al., 2012) y son los que se
encuentran implicados dentro de los mecanismos fisiolégicos que emplean los organismos para
tratar de eliminar las sustancias xenobibticos (George et al., 2017). Esta observacion se pudo
comprobar al analizar el contenido de ERO’s en estos 6rganos rifidn e higado, mostraron mayor
contenido de especies quimicas en relacién con el grupo control y la actividad de la enzima GST fue
mayor también en estos 6rganos. Lo que indica que la relacién entre especies reactivas de oxigeno
y actividad de la enzima se conservd (Ozturk, y Gumusli, 2004). Los animales presentaron porcentajes
bajos de proteina y sangre en orina que no resultaron significativos, los demas analitos fueron

semejantes al grupo control. Lo anterior podria indicar que la preexposicion a plomo durante el
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tiempo de cuatro meses pudo ayudar a los animales a desarrollar condiciones celulares y
metabdlicas que le ayudaron a tolerar una concentracion cinco veces mayor del mismo metal. En
este caso se podria confirmar lo anterior al levar a cabo una serie de determinaciones como el
contenido de moléculas con grupos sulfhidrilo (proteinas como metalotioneinas, glutation y
aminoacidos como la cisteina), el contenido de polifosfatos, la existencia de transportadores
membranales encargados de la eliminacién del metal, la formacion de cuerpos de inclusion,

procesos de reparacion de dafio o el estado de las enzimas antioxidantes presentes a nivel celular.

Entre los mecanismos de defensa celular se puede mencionar el sistema antioxidante y el
metabolismo de los xenobibticos, los cuales se encuentran relacionados con la finalidad de disminuir
el dafio provocado por las especies quimicas generados dentro del metabolismo de la misma célula.
El sistema de defensa antioxidante esta dividido en enzimatico y no enziméatico. El sistema de
defensa antioxidante enzimatico estd formado por tres enzimas especializadas que trabajan en
cadena para desactivar selectivamente radicales libres, ademds, constituye la primera y mejor linea
de defensa contra los radicales libres. Esta constituido por las enzimas superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa; ademas otras tres enzimas, glutation reductasa,
glutation-S-transferasa y I'-glutamil cisteinil sintetasa, sin ser estrictamente enzimas antioxidantes,
colaboran indirectamente con la enzima glutatién peroxidasa ya que contribuyen a regular los niveles
de glutation reducido; uno de los principales antioxidantes celulares no enzimaticos (Lobo, et al., 2010;
Birben et al., 2012). En este trabajo se determind la actividad de la enzima catalasa en los 6rganos
higado, rifidn y cerebro, a través de la capacidad de descomposicion del peréxido de hidrogeno,
obteniendo como resultado que no existié variacion en los datos, ya que gran parte de ellos no
represento diferencia significativa con respecto al control. Este resultado muestra que la actividad de
la catalasa fue la misma en gran parte de los érganos, demostrando que posiblemente el Hg?* logré
inhibir a la enzima, para asi no realizar su funcion protectora (Benov et al., 1990). Las especies
reactivas de oxigeno ayudan a dilucidar la capacidad de reaccion de las enzimas antioxidantes,
ademas es muy conocido que se utilizan como biomarcadores de dafo oxidativo. La cantidad de
EROS en el cerebro de los animales tratados por via oral muestran diferencia significativa entre el
grupo de exposicion inicial mas tratamiento oral con Pb(C;H302). con respecto al grupo control (el
doble de la cantidad de ERQO’s), mientras que en el tratamiento ip con acetato de plomo no existié

diferencia significativa con respecto al grupo control.

Cuando la segunda exposicidon fue a mercurio por via ip los cerebros mostraron mayor denotando
una mayor susceptibilidad. La catalasa juega un papel importante en la proteccion de las células del

estrés oxidativo (Hussain et al., 1999). Se ha propuesto que el ion Hg?* se une con grupos tiol y, por lo
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tanto, agota el tiol intracelular, especialmente el glutation, lo que provoca estrés oxidativo celular o
predisposicion a las células a dicho estado de estrés (Gstraunthaler et al., 1983) en el cual la formacion
de radicales libres aumenta e induce la peroxidacion lipidica. El dafio molecular de las células en la
toxicidad del Hg?* se debe a la formacion de radicales peroxilo que también pueden formarse en
sistemas lipidicos y no lipidicos como proteinas (Schara et al., 2001). En los diferentes grupos de
experimentacion se pudo observar que la actividad de la enzima catalasa permanecié practicamente
sin cambios. Solo los grupos expuesto via ip u oral a mercurio mostraron cambios significativos en la
actividad de la enzima. En el primer caso la actividad disminuy6 y en el segundo aumentd, lo cual
indica que la via de administracion juega un papel importante, ya que la primera asegura una
concentracion mayor en los 6rganos blanco que la segunda, por lo cual los animales expuestos a
mercurio via ip pudieron aumentar el dafio oxidativo y dafiar directamente la funcionalidad de la
enzima. En el caso de la exposicién oral, posiblemente el aumento de la dosis de forma gradual
pudo activar ya sea la sintesis de la enzima o la actividad de la misma con la finalidad de proteger a

las células del dafio oxidativo adicional.

Relacionado con las observaciones anteriores, el grupo de Jha y colaboradores evaluaron el efecto
prooxidativo y neurotdéxico con dosis 0.25 mg/kg de HgCl, en ratas Wistar, encontrando una
disminucion significativa de la actividad enzimética de la catalasa con respecto al control, mostrando
dafio directo del mercurio hacia la enzima catalasa, con este resultado, observaron que las enzimas
del sistema antioxidante cumplen un papel muy importante en la defensa celular. Las células
intentan contrarrestar el estrés oxidativo utilizando el sistema de defensa de primera linea, sin
embargo, una exposicion aguda al Hg?* puede inducir una disminucion en la actividad de las
enzimas antioxidantes y la lipoperoxidacion (Teixeira et al., 2018; Salazar-Flores et al., 2019). A
diferencia de la dosis utilizada en la descripcién anterior, en el tratamiento empleado en el grupo ip
con cloruro de mercurio fue 10 veces mas la concentracion usada por los autores (2.5 mg/kg). Los
estudios de Jha y colaboradores refuerzan las graves consecuencias de la susceptibilidad al Hg?* en
el cerebro e indican que pueden conducir al deterioro del funcionamiento del mismo, ademas
observaron una arquitectura estructural normal en el grupo de control, mientras que el grupo
administrado con Hg?* mostr6 cambios degenerativos, necrosis, edema perivascular y degeneracion

de neuronas (Jha et al., 2019).

Se han reportado una gran variedad de compuestos antioxidantes exégenos, los cuales actian a
favor de compuestos oxidables (ADN, proteinas, lipidos). Esta bateria de compuestos se oxida antes
para retrasar, inhibir o prevenir su oxidacién en la produccién de radicales libres o los efectos

deletéreos de éstos (Kurutas, 2015). Este sistema incluye una larga serie de compuestos de bajo
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peso molecular, siendo los mas importantes el glutation reducido, la vitamina E (a-tocoferol), la
vitamina C (&cido ascorbico y la vitamina A (trans-retinol/R-caroteno), los flavonoides, &acidos
fendlicos, acido a-lipdico, acido urico, bilirrubina, algunos azlcares y aminoacidos, coenzima Q o
ubiguinona (Barrantes-Balcazar y Peche-Silva, 2018). El examen general de orina indicd que los niveles
de bilirrubina excretados por del rifion fueron de 1 mg/dL en algunos grupos, indicando valores bajos
poco significativos, lo que sugiere que no se encontré un dafio directo en el higado. En los
resultados no hay valores que indiquen dafio en el higado, sin embargo, con estos datos no se
puede afirmar que la bilirrubina y el resto del sistema antioxidante hayan sido las principales
moléculas activadas ante el ataque de las especies reactivas de oxigeno generadas durante la
induccion con acetato de plomo. Dobrakowski y colaboradores, evaluaron a trabajadores expuestos
al Pb?* de forma subcrénica y crénica, investigaron la influencia del Pb* en las defensas
antioxidantes no enzimaticas, incluidos el acido Urico y los niveles de quimiocinas, que pueden estar
relacionados con las propiedades inmunomoduladoras tanto del Pb?" como del acido Urico,
encontrando que los niveles de acido arico y bilirrubina fueron significativamente mas altos después
de una exposicion subcrénica al Pb?" en comparacion con el valor inicial en un 22 y un 35%,
respectivamente (Dobrakowski et al., 2014). La bilirrubina es el producto final de la degradacién del
hemo. El hemo es convertido por la hemo oxigenasa en biliverdina, que a su vez se reduce a
bilirrubina por la biliverdina reductasa. Se ha demostrado que la bilirrubina tiene un fuerte potencial
antioxidante contra los radicales peroxilo; sin embargo, también podria ejercer efectos tdxicos
cuando esta presente en exceso (Fuhua et al., 2012; Annabi et al., 2007). Uno de los principales puntos
a favor del examen general de orina, es que muestran que no hubo excrecion elevada de bilirrubina
en orina, indicando que no hubo, en primer lugar, una alteracion grave en la sintesis del grupo
HEMO o gue no fue necesario que este sistema antioxidante no enzimatico influyera en la regulacion
del estrés oxidativo originado por el esquema de intoxicacion empleado. Estudios en animales han
mostrado niveles elevados de bilirrubina como resultado de la exposicion al Pb?*. Tal elevacion
podria ser beneficiosa debido a sus propiedades antioxidantes. Por lo tanto, un nivel alto de
bilirrubina podria contribuir a la elevacién del valor de capacidad antioxidante total de la célula
(Noriega et al., 2003).

Por ultimo, otro de los sistemas de defensa celular es el metabolismo de los xenobibéticos, el cual
estd formado por dos fases: la primera de conversion a compuestos hidrofilicos y la segunda de
unién para posterior eliminacion. En este trabajo se evalu6 la actividad de la enzima glutation s-
transferasa, proteina perteneciente a la segunda fase, en los érganos rifién, cerebro e higado. Los
resultados de este trabajo indicaron que el grupo expuesto por via oral y por via ip a HgCl, fueron

mas susceptibles con respecto a los intoxicados con Pb(C.Hs0-), por via oral en la mayoria de los
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organos. Por via ip se observd mayor susceptibilidad hacia la sal de mercurio que a la de
Pb(C,H302). en cerebro y rifion.

Se ha reportado que el cloruro de mercurio entra en contacto directo con los grupos tioles de las
biomoléculas, lo que genera que los organismos vivos sufran un dafio directo en las enzimas
metabdlicas; aumento de los productos de oxidacién e inhibicion de las enzimas antioxidantes (Jan et
al., 2015; Sharma et al., 2014; BAS et al., 2015). En muchos estudios se ha encontrado un aumento
significativo en la generacién de especies reactivas de oxigeno con respecto a la intoxicacion con
Pb?"y Hg?* (Tchounwou et al., 2012; Ercal et al., 2001). BAS y colaboradores encontraron un mayor
aumento en la generacion de ERO’s, ademas observaron que este fendmeno provocaba la
disminucion de las actividades de las enzimas antioxidantes catalasa, superoxido dismutasa,
glutation peroxidasa en cerebro. En la actividad de la enzima GST y catalasa observaron que se
encontraban mas inhibida con HgCl, respecto al grupo intoxicado con nitrato de plomo (BAS et al.,
2015). En respuesta al peligro representado por los contaminantes ambientales, las células buscan
contrarrestar utilizando como medios de proteccidn a las enzimas antioxidantes y detoxificadores
(Valavanidis et al., 2006). La actividad de la enzima GST se ha encontrado disminuida
significativamente en el rifion de ratas macho y hembras, mientras en el higado aumenté la actividad
del enzima, las diferencias en las respuestas de la enzima antioxidante después de la exposicion al
Pb?" pueden ser una respuesta compensatoria a la acumulacion de Pb?* diferente en los 6rganos
(Alghazal et al., 2008).

Algunos investigadores han propuesto que la susceptibilidad hacia la intoxicacidon con este metal
podria estar relacionada con algunos determinantes genéticos entre ellos los genes que codifican
para el enzima acido d-aminolevulinico deshidratasa, el gen para el receptor de vitamina D, el gen
de la hematocromatosis, debido a que el metabolismo en el cual participan los productos codificados
por estos genes se relaciona con procesos que pueden favorecer los efectos del Pb2. En el caso del
primer gen se ha reportado que sus isoformas pueden afectar los niveles de Pb?" en sangre y en
hueso en humanos. El segundo también puede afectar la acumulacién en hueso y el tercero podria
interferir en la absorcién del metal (Onalaja y Claudio, 2000; Tian et al., 2013; Szymanska-Chabowska et
al., 2015). En los afios 2017 y 2018 un grupo de investigadores chinos realizaron investigaciones en
humanos expuesto a Pb?* en su pais y encontraron que existen dos posibles genes implicados en la
susceptibilidad hacia el metal. ElI primero se conoce como HOTAIR y se ha involucrado en la
alteracion del nivel de estrés oxidativo, la proliferacion celular, la progresién del ciclo celular y la
apoptosis. El segundo se ha asociado como un gen critico involucrado en los procesos de

desarrollo, proliferacion, diferenciaciéon y también apoptosis y se conoce como Exportina-5. Los
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investigadores han propuesto que el Pb?* puede alterar la expresion de los mismos y por ello
desencadenar dafios en los procesos celulares antes mencionados (Zhang et al., 2017; Lin et al., 2018).

En este trabajo se ha podido observar que la exposicion previa a plomo a una concentracion de
1000 ppm por via oral durante el periodo de la gestacion, la lactancia y los primeros dos meses de
vida condicioné a los animales a tolerar concentraciones mayores de las sales inorganicas de plomo
y mercurio por las via intraperitoneal y oral. Estas vias de administracion implican diferentes
dinamicas toxicocinéticas de los metales en el organismo, por lo cual implican dafios diferentes a los
mismos. El hecho de haber obtenido el 50% de sobrevivencia en animales expuestos a mercurio por
via ip, indica que si bien, los dafios mencionados anteriormente por el metal estuvieron presentes,
también se pudieron generar condiciones celulares que permitieron que esos animales de estudio
sobrevivieran. De ahi la necesidad de establecer una serie de estudios tendientes a explicar que

procesos se desencadenaron tanto en el aspecto toxicolégico como en el de resistencia.

Las sales de mercurio afectan directamente al rifién, este metal tiene gran afinidad por los grupos
tioles (-SH) de las proteinas, estos grupos son tan abundantes que solo le permiten una breve
presencia en estado idnico, ademas el Hg?* se une también a grupos fosfato, carboxilo, amida y
amina (Ramirez, 2008). Los resultados indicaron en el grupo ip con HgCI, represent6 un 50% de
animales sobrevivientes, valores logrados por el aumento del tiempo y el nimero de individuos a
comparacion con el 100% de mortalidad en estudios de animales sin preexposicion. Los animales
aumentaron de peso, asi como el higado y el riidén quienes mostraban tejido graso en exceso, éste
puede ser un mecanismo de defensa para tratar de acumular metal y disminuir su toxicidad, se ha
reportado que la exposicién por plomo puede ser un factor por el aumento de peso (Guimaréaes et al.,
2012; Sun et al., 2017). Cuando se determinaron los ERO’s se vio que éstos no disminuyeron con

respecto al grupo control ya que se esperaria que aumentaran al administrar el Hg?* (Jha et al., 2017).

Durante el proceso de crecimiento la cantidad de ERO’s aumenta, ya que las células envejecen
(Luceri et al. 2018). Por tanto, en el resultado mostrado anteriormente el grupo de ratas tratadas con
HgCl,, tenian 2 meses mas de edad con respecto a los grupos de 4 meses, esto debié provocar el
aumento de la cantidad de EROS, también al exponerse posteriormente con cloruro de mercurio,
pero ese efecto no se observd. Los sistemas celulares estan bien protegidos de las lesiones
inducidas por ERO’s mediante una serie de defensas compuestas de varios antioxidantes con
diferentes funciones, cada vez que las EROS presentes en el sistema celular dominan estos
sistemas de defensa, causan estrés oxidativo o dafio celular, lo que lleva al desarrollo de
enfermedades (Lakshmi et al., 2013). Se sabe que el aumento de la formacion de las especies

dependiente de la edad se acompafia por una pérdida de grupos tiol, degradacion de triptéfano y
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aumento de la peroxidacion lipidica, ademéas de los complejos | y Il, otros sitios mitocondriales
pueden contribuir a la generacion acelerada de estas especies y al dafio oxidativo durante el
envejecimiento (Kuka et al., 2013).

Kenston y colaboradores (2017), expusieron ratas Sprague Dawley por via oral una dosis de
mezclas los metales pesados (HMM) zinc, cobre, manganeso, cromo, niquel, cadmio, plomo y
mercurio, los ocho metales pesados detectables mas comunes en el &rea de Ningbo, China. Las
ratas los observaron durante 4 semanas registrando el momento de la muerte y el tiempo de
supervivencia de los animales. Concluyeron que la mortalidad podria deberse a la precipitacion de
metales en el grupo de dosis alta o al efecto protector de la mayor proporcidon de cobre, zinc y
manganeso en el grupo de 1000 mg por kg de peso corporal comparado a la proporcion en el grupo
de 464 mg/kg de peso corporal que puede tener un efecto protector relativamente menor. Algo
similar ocurrié en nuestro grupo expuesto con HgCl,, a diferencia de la cantidad de sal de mercurio

organico que se uso en el estudio anterior, se utilizé una sal de mercurio inorganico, a dosis baja.

Cruz en el afio 2016, observo la mortalidad en cuestion de horas. El efecto de la toxicidad del cloruro
de mercurio se vio mas reflejado en el tratamiento con HgCl, via intraperitoneal que en la via oral. Se
debe destacar que a cantidad de cloruro de metilmercurio (mayor toxicidad que el HgCl.) que se
administrd6 por el tratamiento via oral en el trabajo de Kenston fue superior a los 2.5 mg/kg
empleados en este trabajo, ademas de que el tiempo de mortalidad en los animales de este trabajo
sucedid en cuestion de horas y la via de administracién fue mas directa (Cruz, 2016). Ademas otro de
los puntos interesantes que se observd en el examen general de orina fue el aumento de los
leucocitos, proteinuria elevada, presencia de nitritos, glucosa y cetonas en el 50% de las ratas,
generalmente la sal de mercurio se dirige al tracto gastrointestinal y los rifiones, lo que induce la
precipitaciébn extensa de proteinas de enterocitos, con dolor abdominal, vémitos y diarrea
sanguinolenta, un caracteristica observa en las ratas tratadas con la sal de mercurio por disenteria,
con posible necrosis de la mucosa intestinal. Lo que provocé la muerte de nuestras ratas en el uso
de este metal fue por peritonitis 0 por shock séptico o hipovolémico. Un punto muy importante con
respecto a las ratas sobrevivientes es que en el transcurso de los dias morian ya que se suele
desarrollar necrosis tubular renal con anuria (Bernhoft, 2011), la toxicidad renal con HgCl, implica
necrosis tubular renal o glomerulonefritis autoinmune, o ambas. Los resultados de este trabajo
indican que en ratas la preexposicion al Pb?* desde el desarrollo embrionario ayudé a los animales a
tolerar satisfactoriamente concentraciones mayores del mismo metal por las vias oral e

intraperitoneal.
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En el caso del plomo resulta de interés el estudio de los mecanismos de defensa que se podrian
estar generando. Calderdn ha reportado, en su libro “Contaminacién e intoxicacion por plomo”, que
algunos autores han indicado que en el caso de este metal existen procesos que podrian ayudar a
tolerar su presencia en seres humanos. Entre ellos menciona factores tendientes a disminuir la
entrada del toxico a la célula, a sacarlo de la misma, su unién con moléculas especificas conocidas
como ligandos organicos e inorganicos, procesos enzimaticos que pueden disminuir productos
generados de forma indirecta por el mismo, procesos de reparacion celular y modificacion de
procesos celulares (Calder6n y Vega, 2018). Esto abre un amplio panorama de investigacion y
puede ayudar a profundizar el estudio de los procesos de tolerancia o sensibilidad a la intoxicacion

por metales como el plomo.
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Las ratas preexpuestas desde el desarrollo embrionario mostraron comportamientos observables

similares a los animales no expuestos. El grupo con exposicion a cloruro de mercurio via

intraperitoneal presento mayor tolerancia respecto a un trabajo previo (no sobrevivian), gracias al

aumento de tiempo de preexposicion a acetato de plomo y al aumento de la poblacién, logrando la

supervivencia del 50%. La administracion de una dosis baja de acetato de plomo con exposicion

inicial ayud6 a disminuir el dafio provocado por los tratamientos posteriores, generando mayor

tolerancia.

PERSPECTIVAS.

Debido a las observaciones se plantean las siguientes perspectivas:

Determinar la concentracion de metales en los diversos érganos de estudio de los
grupos experimentales para saber si este es un factor determinante dentro del
fendmeno observado, de tal suerte que posiblemente la concentracion de plomo juegue
un papel esencial en el fendmeno estudiado.

Evaluar el comportamiento de los animales de los grupos experimentales usando
técnicas especializadas y estandarizadas para roedores.

Establecer grupos experimentales usando dosis mas bajas de mercurio y periodos mas
largos de exposicion a plomo.

Establecer grupos experimentales de preexposicion a dosis bajas de otros metales
pesados para llevar a cabo los ensayos de tolerancia cruzada o de exposicion a dosis
mayores de los metales iniciales.

Realizar analisis de susceptibilidad genética del plomo para saber si en los animales
preexpuestos se encuentran involucrados los genes descritos por los diversos
investigadores como posibles responsables de la susceptibilidad hacia el metal.

Estudiar los posibles mecanismos de defensa que pueden estar implicados en relacion
con la susceptibilidad al plomo incluyendo la determinacién de moléculas de unién de
tipo proteico y no proteico, mecanismos de entrada y salida del metal, células u érganos
de depdsito y mecanismos de reparacion, asi como ampliar el estudio de las enzimas

del sistema antioxidante.
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Anexo 1. Comparacion de los controles experimentales.

Grupos control.

En este trabajo se estudiaron dos poblaciones de ratas Wistar, una de cuatro y otra de cinco meses,
debido a que hubo la necesidad de establecer dos poblaciones experimentales. Por esta razén se
determinaron las mismas mediciones que se hicieron en los grupos preexpuesto a plomo y
expuestos posteriormente a plomo y mercurio a concentraciones altas y por las via oral e

intraperitoneal.

Pesos corporales. Los datos obtenidos al medir los pesos en los animales control de cuatro y cinco
meses sin exponer a metal mostraron que hubo un aumento de peso de 82 gramos en un periodo de

30 dias. Los valores fueron 292.33 + 21.84 y 374.73 + 32.07 gramos respectivamente.

Pesos de los drganos. Los tres drganos de estudio (rifién, higado y cerebro) aumentaron de peso
en funcién de la edad. El riién aumentd 0.55 gramos (inicio: 1.76 + 0.16, final: 2.31 + 0.08 gramos),
el higado presenté un aumento de 2.73 gramos (inicio: 8.45 + 1.43, final: 11.18 + 1.55 gramos) y el
cerebro por su parte aumento 0.46 gramos (inicio: 1.78 + 0.16, final: 2.24 + 0.14 gramos) en un

periodo de 30 dias.

Examen general de orina. Uno de los 6rganos mas afectados por la exposicion a varios metales
pesados es el rifion, por esta razén se realiz6 un examen general de orina a todos los grupos de
estudio. El volumen de orina recolectado no fue diferente entre los grupos. De la misma forma se
puede observar que de los 11 analitos analizados mediante esta metodologia solo cuatro mostraron
diferencias. En primer lugar, los leucocitos se encuentran aumentados en ambos grupos,
incrementandose hasta 70 em cinco animales del grupo control de cinco meses. De la misma
manera presentan 15 miligramos de proteinas lo cual es constante en ambos grupos. El pH no sufrié
ninguna alteracion significativa. En relacion con la presencia de sangre a los cuatro meses solo en
un roedor dio un valor positivo y a los cinco meses todos los animales dieron resultados negativos.

El cambio de gravedad especifica no tuvo significancia estadistica.

Especies reactivas de oxigeno. Los valores obtenidos indicaron que el nivel de especies reactivas
de oxigeno determinadas en rifion fueron diferentes ya que el grupo de cinco meses disminuyé

aproximadamente 23 unidades en relacion con el grupo de cuatro meses.

Actividad de la enzima Glutation S-transferasa (GST). Los resultados indican que en el cerebro la

actividad de la enzima no cambié entre los grupos (control de cuatro meses: 5.19 + 0.99 vs control
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de cinco meses: 5.97 + 1.15 umol/mg/min). En el caso del higado se observé un aumento de 8.1
gramos (control de cuatro meses: 19.62 + 2.88 vs control de cinco meses: 27.71 pmol/mg/min). En el
rifidn hubo un aumento de 2.2 unidades (control de cuatro meses 2.59 + 0.42 vs control de cinco
meses: 4.79 = 0.82 yumol/mg/min).

Actividad de GST en orinay suero. En el suero se observé una tendencia a aumentar la actividad.
En el caso de la orina, la actividad aument6 2.4 veces en el grupo de cinco meses. Este aumento

coincidié con lo observado al analizar la actividad de la enzima en el rifdn.

Actividad de la enzima Catalasa. La actividad de la enzima no cambié en los tres 6rganos de los
dos grupos experimentales. Solo en rifién e higado se observaron ligeros aumentos, pero no fueron

significativamente diferentes.

En resumen, se encontré un aumento de peso de los organismos y de los drganos de los animales
control en funcion de la edad. No se observaron cambios importantes en el examen general de
orina. Las especies reactivas de oxigeno solo variaron en el rifion, en el cual disminuyeron y la
actividad de la enzima GST solo aumento en rifién. La actividad de GST aument6 en orina en igual
proporcion que en rifion. La enzima Catalasa se mantuvo constante en los dos grupos y en todos los
organos. En rifidn se observd que las especies reactivas disminuyeron y la actividad de la enzima
aumento. Este hecho resulta diferente a lo que se puede observar en los animales expuestos a

plomo sin haber sido antes preexpuestos al mismo.
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Anexo 2. Valores e interpretacion del examen general de orina.

Parametro Valores normales  Interpretacion de resultado.

Leucocitos <5 1 Leucocituria, infeccién de las vias urinarias
Nitritos Negativo 1 bacteriuria, infeccion de las vias urinarias
Urobilindbgeno 0,1 a 1,0 mg/dL 1 estados hemoliticos

| ictericia mecénica

Proteinas 0-4 mg/dL 1 proteinuria prerrenal, glomerular, tubular o mixta.

pH 5a8. | dieta rica en proteinas, fiebre

1 dieta pobre en proteinas, acidosis tubular

Sangre Negativo

G. especifica 1.003a 1.040 g/mL | alteracion de la funcion renal, diabetes insipida, trastornos
electroliticos, (hipercalcemia, hipopotasemia), hipo/hipertiroidismo
1 glucosuria importante, farmacos (manitol, dextrano), medios

radiolégicos de contraste.

Cetonas Negativo 1 cetosis/cetoacidosis
Bilirrubina Negativo 1 ictericia parenquimatosa/mecénica, estados hemoliticos
Glucosa Negativo 1 diabetes descompensada, glucosuria tubular

Tabla 16. Niveles normales de analitos en el examen general de orina y su implicacién clinica cuando
aumentan o disminuyen (Tomado de edigar.com; empedium.com; Wiener-lab.com).

Anexo 3. Curva de calibracion usada para la determinacion de proteinas

en el ensayo de Lowry.

Para determinar la concentracién de proteinas totales en nuestros homogenizados, se realizé una
curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina y su cuantificaciébn a través del uso del

método Lowry.
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Longitud | Concentracién Absorbancia
de onda (mg/mL)

0 0
0.0083 0.0407
0.0166 0.0586
0.0249 0.0857
0.0332 0.085
0.0415 0.1075

750 nm 0.0498 0.122
0.0581 0.1584
0.0664 0.1622
0.083 0.1941
0.1162 0.2575
0.166 0.2797

Tabla 17. Absorbancia y concentracion utilizados para la obtencién de la curva de calibracion.
Ecuacion: y= 4.356290 e-02 + 1.619844x Error residual: 0.018414

Coeficiente de correlacion: 0.974475

Para el calculo de la cantidad de proteinas, se despeja x de la ecuacién de la recta, y asi se obtiene
de forma manual la cantidad de proteinas, aunque el equipo UV-vis ya nos calcula la cantidad de
proteinas presentes de las muestras automaticamente. En la Figura 13 se observa la curva de
calibracion obtenido en el espectrofotémetro UV-vis Perkin Elmer para los valores de concentracién

y absorbancia mostrados en la Tabla 17.

Figura 13. Curva de calibracion obtenido en un espectrofotometro UV-vis Perkin Elmer.
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Anexo 4. Constancias de participacion realizadas con el trabajo de

investigacion: Susceptibilidad hacia la intoxicacién con plomo.

Figura 14. Participacion en el 3to Encuentro Regional de Investigacién Multidisciplinaria, presentacion de
cartel, en la Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec (2017).
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Figura 15. Participacion en el 4to Encuentro Regional de Investigacion Multidisciplinaria, presentacion de
cartel, en la Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec (2018).
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Figura 16. Participacion en la 52 reunion de materiales, nanotecnologia y ciencias aplicadas, en la Universidad
del Papaloapan, campus Tuxtepec (2017).
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