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RESUMEN

El plomo constituye uno de los elementos contaminantes con mayor abundancia
en la tierra. En este trabajo se realiz6 el estudio de los efectos del plomo en un
modelo animal mediante el uso de un esquema de intoxicacién aguda constituida
por siete inyecciones administradas via intraperitoneal en un periodo de 15 dias.
Los estudios bioquimicos proporcionaron resultados que fueron analizados por
técnicas quimiométricas, mismas que sirvieron para establecer las relaciones
entre los diversos parametros evaluados y con ello, poder restablecer un posible
modelo relacionado con los efectos que el plomo tiene al llegar a las células y

romper el equilibrio de las mismas.

Para conocer a fondo el dafio que causa el plomo se hicieron
determinaciones bioquimicas en higado, rifién, cerebro, sangre, orina tales
como: concentracion de proteina, actividad de la enzima Glutation S-transferasa,
determinacion de la concentracion de plomo por absorcién atémica, medicién de
las especies reactivas al acido barbitirico y examen general de orina; también se
registro el peso corporal de los animales, el peso de los 6rganos y el volumen de

orina al inicio y final del tratamiento.

Para la evaluacion de los resultados, se usaron diversas herramientas
quimiométricas, entre las que destacan la aplicacién del Anadlisis de
Componentes Principales (PCA), el Andlisis Jerarquico de Conglomerados y
Analisis Procrusteano Generalizado (GPA). Finalmente, los resultados obtenidos
del analisis quimiométrico fueron interpretados desde el punto de vista

bioquimico y/o fisiologico.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. EL PLOMO

El plomo es un metal pesado que se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza, sin embargo no es esencial para los seres vivos. Se le considera como
el elemento mas abundante en el medio ambiente. Debido a lo anterior y a sus
caracteristicas fisicoquimicas, este elemento ha formado parte esencial en la
vida de los seres humanos a lo largo de su historia. Bastaria con realizar una
bisqueda a lo largo de las diferentes etapas en la vida del hombre para
comprobar que este elemento ha sido utilizado por la mayoria de las

civilizaciones desde tiempos anteriores a la era Cristiana (Aguilar, 1996).

De acuerdo a sus propiedades quimicas y fisicas el plomo puede formar
diferentes compuestos y aleaciones, ya sean naturales o industriales; organicos o
inorganicos. Entre los compuestos mas utilizados en la industria se encuentran,
entre otros, los 6xidos de plomo, el tetraetilo de plomo y los silicatos de plomo

(Ferrer, 2003).

Lo anterior nos ayuda a comprender el porqué, actualmente, las fuentes
mas frecuentes de exposiciébn a plomo se encuentran constituidas por las
emisiones provenientes de las industrias minero-metalirgicas y las metal-
mecanicas; los establecimientos recicladores de baterias; los pigmentos para
pinturas, asi como la producciéon y el uso de la alfareria vidriada para la

preparacion y almacenamiento de alimentos (NOM-199-SSA1-2000).

Los seres humanos pueden entrar en contacto con el plomo mediante
diferentes formas de exposicién, mismas que se explican a continuacién. En
primer lugar se encuentra la exposicion laboral, la cual se caracteriza por la
exposicion del trabajador a este metal por arriba de los niveles recomendados
para una industria que maneja grandes concentraciones de plomo. En segundo
lugar se tiene la contaminacion para-laboral, la cual sucede cuando el trabajador

se contamina en el trabajo y, por un mal sistema de proteccion y de seguridad,
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

lleva el plomo a su domicilio transportandolo en su ropa y/o herramientas de
trabajo y contaminando, de esta manera, a los miembros de su familia. En tercer
lugar estd la contaminacion laboral-domiciliaria, misma que ocurre cuando se
realizan en el domicilio las actividades laborales, como en las comunidades
rurales o artesanales. El cuarto lugar lo ocupa la contaminacién ambiental, la que
es comun en ambientes abiertos, debido a la cercania con las industrias sin
medidas de proteccién ambiental, yacimientos naturales o sitios de desechos
industriales. Por ultimo, se encuentra a la contaminacién domiciliaria, la que
ocurre cuando los elementos contaminantes se encuentran en el interior del
hogar, ya sea en la forma de preparar, consumir o almacenar alimentos o agua, o
por la presencia del contaminante en la pintura de las paredes u otros accesorios

en el mismo (Figura 1) (Calderén, 2008).

Yacimientos
naturales

|

Industrias <

primarias J,
l Industrias n
+ secundarias v
——*» Industri
AMEIENTE <+ ndustria
rmarmfacturera
Eaterias
Pinturas
Aditivros
Larryinas
Fl1 as v
¥ animales T - Cosméticos
l Accesorios
Juguetes
» Al t -+ <
lmEI DS Lluebles
#——» HUMANOS =-—= <

Deszechos -

!

Reciclamiento

Figura 1. Fuentes principales de exposicion al plomo por los seres humanos

(modificado de Calderdn, 2008).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Como consecuencia del uso exagerado del plomo, los estudios de
toxicidad del mismo han demostrado que éste puede acumularse en el
organismo debido a su dispersion en el aire, la comida, el agua y el polvo (Patra,
2001; Sivaprasad, 2003). La exposiciéon aguda y prolongada a plomo causa
severos dafos a la salud en los seres humanos y animales, donde afecta a los
sistemas gastrointestinal, hematopoyético, cardiovascular, nervioso, inmune,

reproductivo y excretor (Clarkson, 2006).

Una pregunta que puede surgir a lo largo del estudio de este metal es la
siguiente: ;Por qué el plomo es tan dafiino? Una de las posibles respuestas puede
encontrarse dentro del siguiente extracto del articulo titulado: “Una historia

como otra cualquiera: el tetraetilplomo” misma que se narra a continuacién.
Gasolinas: Plomo en nuestras vidas.

Lamentablemente la  historia se repite de innumerables
formas...corrupcion, manipulacién de la informacién, violaciéon de los derechos
humanos elementales incluso en paises "libres" y se destapa un escandalo para
nacer otro en cualquier otro lugar.. seguimos sin revelarnos para exigir
enérgicamente a los tribunales constitucionales mas transparencia y menos
influencia politica, en la que al final rebuscando, se encuentran grandes

corporaciones que mueven a muchas marionetas.

“Hacia finales de la década de los afios cuarenta, un estudiante de la
Universidad Norteamericana de Chicago, llamado Clair Patterson estaba
intentando encontrar un método de mediciéon para determinar la edad de la

Tierra que en aquella época rompia la cabeza de algunos cientificos.

Todas las muestras de rocas de aquellos experimentos, terminaban
contaminadas. Casi todas aquellas muestras contenian unas 200 veces mas

plomo del que debia haber de forma natural. Patterson tardaria muchos afios en
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averiguar que la razon de aquello era causa de un inventor de Ohio conocido por

Thomas Midgley, hijo.

Midgley era ingeniero y se interes6 mucho en las aplicaciones industriales
de la quimica. En 1912 trabajaba para la General Motors Research Corporation
en Dayton (Ohio) e investig6 sobre un compuesto, el tetraetileno de plomo, y
descubri6 que reducia de forma significativa el fendmeno conocido como

trepidacion o golpeteo del motor al a cabo la combustién

En aquellos primeros afios del siglo XX ya era conocida la peligrosidad del
plomo y se podia encontrar este metal pesado en muchos productos de consumo

alimentario.

Las latas de conservas se sellaban con plomo y los depdésitos de agua se
recubrian igualmente. Los de nuestra generacion atin hemos conocido las casas

de nuestros abuelos con tuberias de este metal toxico.

Hasta se rociaba la fruta con arseniato de plomo que era utilizado como
pesticida. Estaba presente también en la composicién de los tubos de la pasta
dentifrica, algo que hacia que se acumulase restos de este metal en la dentadura
humana (estudios que a lo largo de los afios, han ayudado a esclarecer los

efectos nocivos del plomo en nuestras vidas).

Pero nada tuvo unos efectos tan nefastos para LA SALUD HUMANA y en la
dispersion de este veneno en la atmoésfera como en los ecosistemas de la toda la

Tierra, como su uso como aditivo en los combustibles.

El plomo es neurotoéxico. Si ingieres mucho, puede dafar el cerebro y
afectar al sistema nervioso central de una forma irreversible. No hay antidotos ni
medicamentos que puedan reducir las dosis almacenadas en el organismo ya

que no existe forma conocida en la actualidad para que puedan ser eliminadas.
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Entre los sintomas detectables relacionados con la exposicidn excesiva al
contaminante, esta la ceguera, el insomnio, la insuficiencia renal, la pérdida de
audicion, el cancer, la paralisis y las convulsiones. Produce alucinaciones bruscas
y aterradoras, que perturban por igual a victimas manipulantes de este producto
como a observadores, que suelen ir seguidas de estado de coma y muerte. Y no
hace falta incorporar demasiado toxico de este en el organismo para notar sus
efectos. Quieren hacernos creer que somos los responsables de esta situacion
cuando son las administraciones ineficaces, y las leyes que no se aplican, las
responsables de los usos inadecuados y suicidas ante las tecnologias nada
verificadas de sus productos no controlados éticamente hacia una sociedad que
no conoce, que no sabe, que cree a pies juntillas que los gobiernos y sus politicos

velan por su salud... por su bienestar.
Pues NO... NO es del todo asi.

En aquella época el plomo era facil de extraer y de trabajar, y era
vergonzosamente rentable producirlo a escala industrial. Una vez mas en la
historia social podemos ser testigos de los pocos escrupulos y de los pocos
remordimientos que se tuvo para incorporarlo a los combustibles por el
pelotazo econémico que suponia frente a los carburantes mezclados con alcohol
menos rentables comercialmente hablando, y menos impactantes sobre el medio

ambiente.

Asi que en 1923, tres grandes empresas estadounidenses, General
Motors, Du Pont y Standard Oil de Nueva Jersey (hoy EXXON) crearon una
empresa conjunta, la Ethyl Gasoline Corporation (mas tarde sdélo Ethyl
Corporation) para fabricar y distribuir el plomo tetraetilico, tanto como el
mundo estuviese dispuesto a comprar, y eso ha resultado a lo largo del tiempo,

muchisimo mas de lo imaginable en aquel momento.
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Le llamaron "etilo" a aquel componente, porque les parecié un nombre
mas amistoso y menos toxico que "plomo" y lo introdujeron para el consumo
publico el 1 de febrero de 1923. Los trabajadores de aquellas fabricas casi de
inmediato empezaron a acusar sus efectos, a tambalearse y la confusién mental
caracteristica del recién envenenado. La empresa de inmediato se sumergié en
una politica de manipulacidon de la realidad inflexible y serena, que les resultaria

rentable durante decenios.

En las primeras semanas los delirios irreversibles se fueron extendiendo
y murieron unas 15 personas, y otros tantos enfermaron en muchos casos de
gravedad. El nimero exacto de afectados no se conoci6 ni se conoce en nuestros
dias ya que la empresa consigui6 silenciar las noticias y a los medios de

comunicacion a su alcance.

Cuando empezaron a circular los rumores sobre los peligros de este
producto, el inventor Thomas Midgley, decidié ofrecer unas demostraciones a
los periodistas pero ya estaba afectado por los efectos nocivos cuando
investigaba y no se acercaba al producto o a las instalaciones donde se fabricaba,

si podia evitarlo.

Volviendo a los experimentos de Patterson, que intentaba averiguar el
hecho de que hubiera tanto plomo en la atmoésfera después de 7 afios de
experimentos, se quedé asombrado al enterarse de lo poco que se sabia sobre
los efectos del plomo en los humanos... cosa nada sorprendente si tenemos en
cuenta que durante cuarenta afos todos los estudios sobre los efectos del plomo

los habian costeado en exclusiva los fabricantes de aditivos de plomo.

En uno de los estudios, un médico que no estaba especializado en
patologia quimica, emprendié6 un programa que pedia a voluntarios que
aspirasen o ingiriesen elevadas cantidades de plomo. Luego les examinaban la

orina y las heces. No se sabia que el plomo no se excreta como producto de
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desecho. Se acumula mas bien en los huesos y en la sangre -eso es lo que lo hace
tan peligroso- y entonces las autoridades sanitarias no examinaron ni los huesos
ni la sangre de los voluntarios. Y en consecuencia entonces -creemos que con la
influencia de las grandes corporaciones implicadas- se dio el visto bueno

sanitario al plomo.

Pero Patterson no se dio por vencido y siguié persiguiendo al plomo
comprobando que aproximadamente el 90% de este metal pesado presente en el
medio provenia de los tubos de escape de los automoéviles, pero no podia
demostrarlo. El problema es el de siempre, el que los afectados son los que
tienen que demostrar contra aquellos que producen y se enriquecen, comprando
las voluntades, abogados y gabinetes que inundan de informes amafiados todos
los despachos a los que tienen acceso, pasando afios hasta que se puedan
obtener pruebas. Y las vidas que se lleva todo ello por delante nunca cuentan...

siempre se llega demasiado tarde.

Lo que Patterson descubrié fue que antes de 1923 casi no habia plomo en
la atmésfera y que los niveles de plomo habian ido aumentando constante y
peligrosamente desde entonces. A partir de aquel momento fue la obsesion de
este hombre que convirti6 su vida en la misién de que se retirase el plomo de la

gasolina.

Aquello resultaria una campana infernal contra los intereses de la Ethyl,
una empresa poderosa con muchos amigos en puestos elevados (entre sus
directivos habian figurado el magistrado del Tribunal Supremo Lewis Powell y

Gilbert Grosvenor de la National Geografhic Society).

Patterson se encontré con la sorpresa de que retiraron sus fondos para
continuar sus investigaciones o que le resultaban dificiles de conseguir. El
Instituto Americano del Petréleo cancel6 su contrato de investigacion que tenia

con él y lo mismo hizo el servicio de Salud Publica de Estados Unidos, un
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organismo oficial supuestamente neutral. Patterson fue convirtiéndose cada vez
en un problema para su instituciéon, y los miembros del consejo de
administracion del Instituto Tecnolégico de California fueron objeto de repetidas
presiones de directivos de la industria del plomo para que le hiciesen callar o

prescindiesen de él.

Segin decia en el afio 2000 Jamie Linconl Kitman en The Nation,
ejecutivos de Ethyl se ofrecieron a financiar una catedra en el instituto "si se
mandaba a Patterson hacer las maletas”. Se llegé al absurdo de excluirle de una
comision del Consejo Nacional de Investigacién que se credé en 1971 para
investigar los peligros del envenenamiento con plomo atmosférico, a pesar de
ser por entonces indiscutiblemente el especialista mas destacado del pais en

plomo atmosférico.

Para gran honra suya, Patterson se mantuvo firme a las presiones y
amenazas que recibié de forma constante. Finalmente gracias a sus esfuerzos, se
aprob6 la Ley de Aire Limpio de 1970 y acabaria consiguiendo que se retirase
del mercado toda la gasolina plomada en los Estados Unidos en 1986. Casi
inmediatamente se redujo en un 80% el nivel de plomo en la sangre de los
estadounidenses. Pero como el plomo es para siempre, los habitantes actuales
del pais tienen cada uno de ellos 625 veces mas plomo en la sangre del que

tenian los que vivieron en el pais hace un siglo.

La cantidad de plomo en la atmdsfera sigue aumentando también, de una
forma completamente legal, en unas cien mil toneladas al afio, procedentes sobre
todo de la mineria, la fundicién y las actividades industriales. Estados Unidos
prohibi6 también el plomo en la pintura de las casas para interior "44 afos
después que la mayoria de los paises de Europa”, como indica Macgrayne.
Resulta notable que no se prohibiese la soldadura de plomo en los envases de

alimentos en el pais hasta 1993, pese a su toxicidad alarmante.
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En cuanto a la Ethyl Corporation, atn es fuerte, a pesar de que la General
Motors, la Standard Oil y Dupont no tengan ya acciones de ella (se las vendieron

a una empresa llamada Albert Marle Paper en 1962).

Seguin Macgrayne, Ethyl seguia sosteniendo atn en febrero de 2001 "que
la investigacion no ha conseguido demostrar que la gasolina plomada constituya

una amenaza para la salud humana ni para el medio ambiente".

En su portal de la red de Internet, hay una historia de la empresa en la
que no se menciona siquiera el plomo (ni tampoco a Thomas Midgley) y sélo se
dice del producto original que contenia "cierta combinacién de sustancias

quimicas”.

Ethyl no fabrica ya gasolina plomada, aunque, de acuerdo con su balance
de la empresa del afio 2001, todavia hubo unas ventas ese afio de plomo
tetraetilico (o TEL, como le llaman ellos) por el importe de 25 millones en el
2000 (de un total de ventas de 795 millones de d6lares) mas que los 24 millones
de 1999, pero menos que los 117 millones de 1998. La empresa comunic6 en su
informe que habia decidido "maximizar los ingresos generados por TEL, aunque
su utilizacion siga descendiendo en el mundo". Ethyl comercializa TEL en todo el

mundo mediante un acuerdo con Associated Octel LTD, de Inglaterra.

Clair Patterson murié en 1995. No gané el premio Nobel por su trabajo.
Los geologos nunca lo ganan. Ni tampoco se hizo famoso, lo que es mas
desconcertante. Ni siquiera consiguié que le prestasen demasiada atencién pese
a medio siglo de trabajos coherentes y cada vez mas laboriosos. Sin duda podria
afirmarse que fue el geélogo mas influyente del siglo XX. Sin embargo, ; Quién ha
oido hablar de alguna vez de Clair Patterson? La mayoria de los textos de
geologia no lo mencionan. Dos libros recientes de divulgacion sobre la historia
de la datacion de la Tierra, se las arreglan incluso para escribir mal su nombre. A

principios de 2001, un critico que hacia una valoraciéon de uno de esos libros en
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la revista "Nature", cometid el error adicional, bastante asombroso de creer que

Patterson era una mujer.

Lo cierto es que, pese a todo, gracias al trabajo de Clair Patterson, en 1953
la Tierra tenia al fin una edad en la que todos podian estar de acuerdo. El inico
problema era que resultaba ser mas vieja que el universo que la contenia”

(http://es.globedia.com/plomo-gasolina-forma-parte-vidas).
1.1.1. Cuantificacién de plomo en los seres humanos

Una de las maneras existentes para determinar la toxicidad del plomo en los
seres vivos es su cuantificacion en fluidos corporales, principalmente suero y la
orina. Cabe mencionar que este procedimiento debe ser acompafiado por
pruebas clinicas y ensayos bioquimicos para poder hacer un buen diagnéstico de
intoxicacion por este elemento, de tal manera que los ensayos bioquimicos,
fisiolégicos y clinicos junto con los métodos analiticos de cuantificacién del
metal podran determinar, de manera integral, si un paciente o alguna persona

expuesta a plomo se encuentra en situacion de riesgo.

Los métodos analiticos destinados a la determinacién de plomo se
clasifican en dos, los destructivos y los no destructivos. En los primeros, la
muestra es oxidada para destruir toda la materia orgénica y la ceniza es disuelta
en medio acuoso y sujeta a analisis instrumental por los métodos de
Espectrometria de Absorcion Atomica (AAS), Espectrometria de Emision
Atémica con Plasma Acoplado Inductivamente (OES-ICP), Espectrometria UV-
VIS previa extraccién liquido-liquido, Voltamperometria, Polarografia, entre
otros. Los procedimientos no destructivos tienen un origen mas reciente y se
suelen basar principalmente en la Fluorescencia de Rayos X, y la Espectrometria

de Emision Atomica Inducida por Laser (Dieterich, 1975).
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En algunos de los métodos anteriores, se utilizaba con mayor frecuencia,
como una estrategia de preconcentracién de la muestra a la extraccion liquido-
liquido del complejo de plomo-ditizona con un disolvente organoclorado. Sin
embargo al utilizar este método se observo que los niveles de concentracion en
las muestras analizadas se encontraban por debajo de los limites de deteccién de
las técnicas instrumentales. En la actualidad existen técnicas muy sensibles
como la Espectrometria de Absorcién Atomica con Vaporizacion Electrotérmica

(ETAAS) donde la preconcentracidn ya no suele ser necesaria.

1.1.2. Determinacion de los efectos bioquimicos del plomo en los seres

humanos

En la actualidad se han establecido diferentes sustancias como biomarcadores
de exposicién al plomo; es decir, su concentracién o actividad puede aumentar o
disminuir como consecuencia, directa o indirecta de la exposicién a plomo.
McCarthy y Shugart, (1990) han propuesto que los niveles de plomo (sangre)
pueden indicar la exposicion y la magnitud de la respuesta del organismo a tal

contaminante

Uno de los indicadores mas utilizados para determinar un posible dafio
ocasionado por exposicién a plomo es la medicién indirecta de la actividad de la
enzima acido d-aminolevulinicodeshidratasa (6-ALAD) determinada como la
acumulacién de acido aminolevulinico (sustrato de esta enzima, la cual se inhibe
en presencia de plomo). Uno de los métodos utilizados para la determinacién de
la concentracién de sustrato ha sido desarrollado por Mauzerall y Granick
(1956); aunque algunos autores las han modificado debido a que la separacion
de las sustancias involucradas resultaba dificil en la practica. También se han
desarrollado métodos para la determinacion de la actividad de 3-ALAD en
muestras de sangre. Otros métodos desarrollados para la determinacion de dafio

por exposicion a plomo han sido la medicibn de protoporfirinas IX,
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coprotoporfirinas y porfirinas en sangre y orina principalmente, mediante la

técnica de espectrofotometria UV-Vis (Dieterich, 1975).

En general, los biomarcadores incluyen determinaciones bioquimicas,

fisiolégicas, histologicas, morfolégicas (incluyendo aspecto, pigmentacidn,

malformaciones, etc.) del estado de “salud”, excluyendo, en algunas ocasiones,

los efectos sobre el comportamiento. En la actualidad, se han reportado como los

biomarcadores mas utilizados en estudios ecotoxicolégicos son (AAE, 2012) los

siguientes:

a)

b)

g)
h)

j)
k)

Actividad de las enzimas colinesterasicas (acetilcolinesterasa,
butirilcolinesterasa, colineterasas totales).

Actividad de las enzimas ATPsintetasas dependientes de sodio, potasio o
magnesio (Na*-ATPasa, K*-ATPasa y Mg2+-ATPasa)

Actividad de las enzimas detoxificadoras (Glutation S-Transferasa,
Catalasa, Peroxidasa)

Respuestas genotoxicas (Deshidrogenasa Lactica, Alfafetoproteina,
Fosfatasa Acida Prostatica)

Parametros hematolégicos (punteado baséfilo)

Proteinas de estrés (proteinas de choque térmico (HSP), proteinas del
metabolismo de la glucosa)

Estabilidad de membranas de lisosomas (liberacion de enzimas)

Estudios histopatoléogicos (Ultraestructura, inmuno histoquimica para
determinar las uniones intercelulares)

Respuestas fisioldgicas y morfolégicas (disminucién de hemoglobina,
reduccion de la vida media de eritrocitos, cambios fisicos)

Parametros endocrinos (cambios en el perfil hormonal)

Expresion de genes relacionados con la detoxificacion de xenobidticos

(Glutation S-transferasa p, HPS de diferentes pesos moleculares)
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JUSTIFICACION

Actualmente se reconoce como una necesidad el llevar a cabo la cuantificaciéon
de algunos parametros fisicos, biolégicos y bioquimicos en seres humanos, con
el fin de estudiar la toxicidad que la exposiciéon a plomo puede ocasionar en su
organismo. Sin embargo, la discusion integral de la informacién suele

dificultarse en gran medida, dada la heterogeneidad en los siguientes aspectos:

a) Lanaturaleza de los parametros evaluados,

b) Los procedimientos de medicion,

c) La magnitud en los intervalos de medida y variaciones de los parametros
cuantificados,

d) Larespuesta de los organismos (conocida como variabilidad genética).

Por lo anterior, resulta de suma importancia explorar la aplicabilidad de

herramientas analiticas mismas que faciliten tal discusion.
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HIPOTESIS

Si se aplican los conocimientos quimiométricos en un modelo experimental se
podrian obtener datos o correlaciones mas precisas y utiles para entender un

fenbmeno bioquimico.
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OBJETIVOS

Como objetivo general de este trabajo se plantea el aplicar herramientas

quimiométricas al estudio de la intoxicaciébn con plomo en un modelo

constituido por roedores.

Para cumplir con el objetivo general se plantean los siguientes objetivos

particulares.

a)

b)

Establecer grupos de animales no expuestos (control) y expuestos a plomo
mediante una exposicién aguda al metal administrado por via
intraperitoneal.

Cuantificar el contenido de plomo en matrices biolégicas de los organismos
control y expuestos.

Realizar determinaciones bioquimicas, morfolégicas y analiticas en ambos
grupos de estudio.

Aplicar la Quimiometria en el andlisis de los resultados.

Interpretar la informacién obtenida desde el punto de vista bioquimico y/o

fisiologico.
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2.1. EFECTOS TOXICOS DEL PLOMO
2.1.1. El plomo como agente nefrotoxico

La exposicion ocupacional y medioambiental a plomo ha sido asociada con un
deterioro significativo en la funcién renal (Payton, 1994). Varios investigadores
han reportado efectos nefrotéxicos en animales a los que se les administran

dosis diferentes de plomo (Vyskocil, 1989).

Después de la absorcion del plomo por la via respiratoria, gastrointestinal
y cutanea; aproximadamente el 50% pasa a la sangre y el resto es eliminado. Ya
presente en la sangre es distribuido uniformemente en todos los tejidos y

organos (Figura 2).

| Plomo en el organismo |

piel tracto gastrointestinal pulmones
V. p. 1
a. p. v.p. cerebro
" higado (a.h.
bilis <9 4  corazon

v. h. A

———— Vvena cava

\ 4
P
<

v v

heces aire

1 expirado
Orina

Figura 2. Distribucién del plomo en los érganos (v. p: vena porta, v. h: vena

hepdtica, a. h: arteria hepdtica, a. p: arteria porta, a: aorta) (tomado de Navarro,

2004)
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Su acumulacién inicial ocurre primeramente en el rifién, esta toma lugar
principalmente por filtracidon glomerular y subsecuente reabsorcion, asi como en
pequefia medida por absorcién directa en la sangre (resorcién) (Voslta, 1968;
Vander, 1977; Victery, 1979). El plomo puede ser captado por las células
epiteliales tubulares renales a través de la membrana basolateral por transporte

activo en forma de i6n libre (Figura 3) (Vander, 1979).

Filtrado glomerular

Tubulo Proximal

LU

Filtrado tubular

Figura 3. Procesos por los cuales el plomo entra a las células renales del tibulo

proximal (Lu: luz del tiibulo proximal) (tomado de Navarro, 2004).

De acuerdo con Goyer (1989), los efectos renales del plomo ocurren en
tres fases. La fase 1, o fase de exposicion aguda, se caracteriza por disfuncion
tubular proximal, un sindrome tipo Fanconi que consiste en fosfaturia (perdida
excesiva de acido fosforico por la orina), glucosuria (presencia anormal de
glucosa en la orina) y aminoaciduria (presencia anormal de aminoacidos en la
orina) y esta acompafiada por hipofosfatemia (niveles anormalmente bajos de

fosforo en la sangre), hiperuricemia (aumento de la concentracion del acido
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urico en la sangre) y nefritis intersticial (inflamacion del intersticio histico del
rifidn, incluyendo los tubulos) (Chisholm, 1962; Goyer, 1971). También ocurren
cambios mitocondriales y la formacién de cuerpos caracteristicos de inclusion.
La exposicion crénica puede conducir a la fase 2, la cual se caracteriza por la
atrofia progresiva tubular y fibrosis intersticial, donde hay una reduccion en la
incidencia de cuerpos de inclusion (inciso F de la Figura 4) y la filtracién
glomerular se ve afectada (Wedeen, 1975; Cramer, 1974). Finalmente, la
insuficiencia renal puede ocurrir en esta fase (Goyer, 1971). La fase 3 es
caracterizada por neoplasia renal tubular o adenocarcinoma y ha sido observada
en ratas expuestas de manera crénica al metal (Van Esch, 1962; Dobryszycka,

1984).

El dafio que el plomo puede originar en los drganos del ser humano se
pueden clasificar en dos tipos: agudo y crénico. Esta clasificacion se relaciona
con el periodo de exposicion al metal. El dafio agudo al rifién a causa del plomo
se manifiesta principalmente en los tibulos proximales (Goyer, 1971; Goyer,
1973; Wedeen, 1975; Huguet, 1982, Navarro 2009). En la exposicidn crénica el
dafio ocurre a nivel de ambos tibulos (proximal y distal) y en el glomérulo, lo
cual origina que las funciones de filtracién y reabsorcién tubular se alteren

originando insuficiencia renal en grados variables.

La Figura 4 muestra los efectos de la exposiciéon crénica a plomo en
células de tubulo proximal de ratas expuestas. En general los dafios se pueden
observar en las membranas apicales, las cuales se cierran y pierden las
microvellosidades caracteristicas (comparar la fotografia A con la fotografia D).
El dafio en las mitocondrias se puede apreciar como la apariciéon de espacios
blancos dentro de su estructura. Estos espacios son vacuolas y muchas veces se
relacionan con los procesos de apoptosis (fotografia E). Cuando las células se
encuentran libres del toxico, su apariencia es la que se muestra en la fotografia

B. Cuando los animales se exponen a plomo, mediante un tiempo largo, dentro
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del nucleo aparecen estructuras densas y fibrosas, las cuales estan compuestas
de complejos plomo-proteina y que se conocen como cuerpos de inclusidon
(fotografia F). Estas estructuras se encuentran ausentes en los nucleos de las

células renales de los animales no expuestos al tdxico.

Figura 4. Cambios morfoldgicos en rifiones expuestos plomo de manera crénica. A,
B y C muestran la membrana basal, las mitocondrias y los ntcleos de células de
tubulo proximal de animales sin exponer al metal y D, E y F los cambios que

ocurren en las células de animales expuestos a plomo (tomado de Navarro, 2009).

Lo anterior condiciona el gran interés que ha desencadenado el estudio
de la intoxicacion por plomo en los humanos ya que el rifibn tiene como
principal funcién la filtracién del fluido sanguineo unida a los procesos de
reabsorcién de sustancias utilizables por las células y la posterior eliminacién,

mediante la excrecién de sustancias téxicas no benéficas para el cuerpo humano.

Debido a las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de los rifiones,
metales como el plomo pueden alojarse dentro de las células de tibulo proximal

y ocasionar dafios como los mencionados anteriormente. En algunas ocasiones
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las manifestaciones de la intoxicacion con este elemento resultan tan poco
conocidas que se puede llegar a casos como el que se narra a continuaciéon
mismo que demuestra lo que puede llegar a ocurrir cuando existe una

exposicién crénica al metal.
2.1.2. El primer caso de estudio de intoxicacion renal por plomo

En 1931, Black report6 el primer caso clinico de intoxicaciéon con plomo en seres

humanos en Queensland, Australia (Black, 1967).

Una nifia de cuatro afios de edad fue admitida en el hospital con una
historia de dos afios de intermitentes ataques de vomito, constipacion, dolores
de cabeza y extrema irritabilidad. A lo anterior se sumaba debilidad de la pierna
derecha presente por nueve meses, la cual empeor6 dos meses anteriores a la
admision. El examen revel6 una debilidad de todos los movimientos de la
extremidad inferior derecha, con paresia de los musculos extensores de los pies
y la contraccién de los musculos de la pantorrilla. No se detectaron lineas de
plomo a lo largo de las encias; sin embargo los andlisis clinicos demostraron
hemoglobina de 9.0 g/100 mL, punteado baséfilo, proteinuria leve y
concentracion sanguinea de urea de 76 mg/100 mL. El examen de orina reveld
cristales de acido urico, pero no células. Se determiné la presion arterial de
124/76 milimetros de mercurio (mm Hg). La paciente presentaba muchas
dificultades con sus tareas escolares. Con base en las observaciones recolectadas
se consider6 que la nifia presentaba envenenamiento por plomo. Fue tratada
con sulfato de magnesio y yoduro de potasio observando que los efectos del

plomo fueron minimizados.

A la edad de 16 afios la misma paciente presentaba ataques ocasionales
de dolor de cabeza, con nauseas y vomitos. A la edad de 21 afios, y poco después
de haberse casado, su presion arterial era de 145/100 mm Hg. Dos afos

después, cuando tenia 8 semanas de embarazo, presentd proteinuria moderada
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y una presion arterial sin cambio. Tuvo que pasar los dos ultimos meses del
embarazo en el hospital logrando la concepcidon de su hijo. Tres meses mas
tarde, la presion arterial era de 170/80 mm Hg, persistiendo una proteinuria
intensa. Su primer ataque de artritis gotosa aguda, misma que afect6 a la
articulacién metatarsofalangica del dedo gordo, se desarroll6 unos 6 meses mas
tarde. En los siguientes 9 afios, aparecieron nuevos ataques intermitentes en
pies, tobillos y rodillas. Ella quedé embarazada de nuevo a los 26 afios, pero se

realizé histerectomia abdominal y salpingectomia.

A la edad de 29 afios, desarrolld insuficiencia cardiaca con angina de
pecho al hacer esfuerzos. La presion arterial aument6 a 180/115 mm Hg y la
urea en sangre fue de 126 mg/100mL. Estos sintomas desaparecieron
aparentemente con la restriccién de ingesta de sal. A la edad de 31 afios, fue
afectada por anorexia, vomitos, calambres y moretones que se le hacian con
facilidad. Los signos de insuficiencia cardiaca se presentaron de nuevo. La
presion sanguinea volvié a aumentar hasta alcanzar un valor de 240/100 mm
Hg; el contenido de COz en 100 mL de plasma fue 18 mEq/L; la concentracién de
creatinina fue de 8.8 mg, la de fosfato de 6.5 mg, la de urato de 9.8 mg y la de
urea de 180 mg; la concentracién de proteina en orina fue de 0.5 g/L. La
excrecion de coproporfirina fue normal. La orina hilada mostré elementos
celulares s6lo ocasionales y cilindros granulosos. El electroencefalograma se
presentd difusamente anormal, con un exceso de actividad lenta y una lentitud
periodica anormal en la region derecha temporo-occipital sugiriendo actividad
epileptogénica. Una infusién estdndar de 1 g de EDTA calcico aument6 la

excrecion de plomo por 2.5 mg, cuatro veces el limite superior de lo normal.

A los 33 afos presentd insuficiencia renal crénica. No hubo en ningun
momento cualquier sugerencia clinica de pielonefritis. No habia antecedentes
familiares de la gota o enfermedad renal y las concentraciones de acido turico en

plasma fueron normales en ambos padres y sus dos hermanos.
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Al morir, el examen de autopsia reveld hipertrofia ventricular izquierda,
con aterosclerosis y caracteristicas de insuficiencia cardiaca congestiva. Los
riflones pesaron 40 y 55 g, presentando en la capsula una superficie grumosa.
Habia atrofia del parénquima renal, la corteza media de 1 a 2 mm de espesor. En
la médula, se encontraron depositos de cristales de urato. El cuadro histologico
correspondia a una nefropatia por plomo. El examen de la superficie
cartilaginosa de la primera articulacién metatarsofalangica izquierda mostré
depdsitos de cristales de urato. El examen histoquimico de cerebro mostré
depdsitos de plomo en asociaciéon con hierro y calcio, principalmente en los
hemisferios cerebelosos y los ganglios basales. El contenido de plomo en los

huesos del craneo fue de 6.7 mg/100 g.

Este caso constituyd el primer seguimiento clinico de un paciente que
sufri6 las consecuencias de una intoxicacién por plomo. Se puede observar que a
la par de los estudios fisiologicos se llevaron a cabo estudios de tipo clinico y
determinaciones analiticas de contenido de plomo. Este caso fue el primero en el
que se utilizaron herramientas bioldgicas, bioquimicas y analiticas para estudiar
los efectos de la intoxicacién por un metal pesado. El anexo 1 muestra un
articulo que menciona el uso de la resonancia magnética nuclear y la
espectrofotometria en un caso de estudio de un nifio de 10 afios de edad con

niveles elevados de plomo en sangre. Este caso fue reportado en el afio 2007.

A partir de entonces la investigacion de los efectos del plomo a nivel no
solo renal sino sistémico ha incrementado y por ello el nimero de publicaciones
relacionadas con este tema se ha visto acrecentado. De la misma manera los
estudios utilizando modelos de animales, en especial roedores y células en
cultivo han aumentado y a consecuencia de ello ahora se cuenta con mayor
informacion en relacidon con los métodos bioquimicos y analiticos mismos que al
unir sus esfuerzos podran, en un futuro, lograr que el diagnostico de la

intoxicacion con plomo sea un proceso mas preciso.
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2.1.3. El estudio de los efectos del plomo en los seres vivos

Como bien se ha comentado anteriormente, los procesos analiticos pueden ser
empleados a la par de los procesos bioquimicos en el estudio de los efectos de
muchos agentes xenobidticos, como los metales pesados, en los seres vivos.
Dentro de la literatura, se pueden localizar muchos reportes relacionados con
trabajos que implican el estudio de los efectos de la exposicion a plomo llevados
a cabo bajo diferentes modelos experimentales variando vias de exposicion,

dosis, tiempos y sujetos de estudio.

A continuaciéon se describen algunos de los trabajos realizados en un
modelo animal conformado por ratas de laboratorio en las cuales se realizaron
pruebas tanto bioquimicas como analiticas (medicién de la concentraciéon de
plomo en diferentes muestras) para el estudio y la comprension del fendmeno

de la intoxicacion con plomo.

En 1983 Rader y sus colaboradores reportaron que al suministrar dosis
crénicas de plomo correspondientes a 130, 150, 175 y 200 ug/mL via oral
durante siete semanas encontraron valores de 8.8, 216 y 31.6 veces mas
elevados de plomo en muestras de sangre, homogenado de cerebro y rifién de
animales expuestos (44 * 13 pg/dL, 0.39 = 0.19 pg/g, 5.38 = 1.80 nug/g
respectivamente) en comparacion a animales control (5 pg/dL, 0.06 + 0.02 pg/g,
0.17 £ 0.08 pg/g). No encontraron grandes diferencias con el aumento de peso
del rifién de ratas expuestas (1.78 £ 0.19 g) a diferencia de las ratas control (1.76
*+ 0.23 g). En experimentos posteriores, ellos emplearon una dosis aguda de
plomo al 2% (p/V) via oral por diez dias, encontrando nuevamente valores altos
de plomo en el homogenado de cerebro, ademas de una hiperactividad en
animales expuestos comparada con los animales control (Shafigq-Ur-Rehman,
1984). En este trabajo se puede observar que la exposicion cronica y aguda a
dosis altas de plomo ocasion6 un aumento de la concentraciéon del mismo en el

cerebro, por lo cual los animales presentaron cambios conductuales que se
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manifestaron en forma de hiperactividad. Las altas concentraciones de plomo en
rindn podrian reflejar dafios en este drgano mismos que aunque no fueron
reportados se puede intuir sufrian los animales. Al observar los valores de
plomo en sangre, se puede observar que los animales expuestos superan en

mucho los limites de este metal permitidos en humanos (10 mg/dL).

La administracién de una sola dosis de plomo a una concentracién de
100 mg/Kg de peso corporal por via intraperitoneal, mostrdé que la actividad de
la enzima Glutation S-transferasa (GST) en higado disminuy6 22.8 % en
animales expuestos (190 + 10 nmol/mg de proteina) al metal en comparaciéon
con los animales control (246 + 10 nmol/mg de proteina) (Nakagawa, 1991). En
este reporte se estudio el efecto de la exposicién a plomo sobre la actividad de
una enzima que se considera un biomarcador de dafio por exposicion al metal.
Por lo general se ha reportado que la actividad de esta proteina, al medirse en
muestras de orina, aumenta en caso de exposicion al metal. Este estudio
demostré que la isoenzima localizada en higado presenta un comportamiento
contrario al considerado como “normal”. Este resultado podria dar cuenta de
que los efectos por la exposicién a plomo también pueden depender del 6rgano o
el fluido analizado, lo cual nos puede indicar que pueden existir isoenzimas con
diferente susceptibilidad al dafio por los efectos directos o indirectos de la

exposicion al metal (Nakagawa, 1991).

Dagget utiliz6 una dosis de plomo de 114 mg/ Kg de peso via
intraperitoneal durante 7 dias, registrando un aumento de la produccién de
especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en homogenado de rifién
(16.2 + 2.0 nmol/g) e higado (16.1 + 3.6 nmol/g) a diferencia de las ratas control
(13.1 £ 1.2 nmol/g, 9.3 * 1.4 nmol/g respectivamente); también se observo un
aumento de 3 veces en la actividad de Glutation S-transferasa en rifion (4.2
nmol/min/mg de proteina) en animales expuestos al compararlos con el grupo

control (1.3 nmol/min/mg de proteina) (Dagget, 1998). Este articulo demuestra
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que la actividad de la isoenzima de GST localizada en el rifidn aumenta como
consecuencia de la exposicion a plomo, muy probablemente, debido al aumento
de especies reactivas de oxigenos mismas que se forman como consecuencia

indirecta de la exposicién a plomo.

Empleando una dosis de 1 g Pb/L por via oral durante ocho semanas,
Adonaylo y Oteiza reportaron el aumento de 7 unidades de TBARS en
homogenado de cerebro, un incremento de 12.6 veces de los niveles de plomo en
sangre y disminucion de 14.5 % del peso corporal en ratas expuestas (84 * 2
nmol/ g de tejido, 126 + 11 pg/dL, 316 + 15 g respectivamente) comparadas con
ratas control (77 + 1 nmol/ g de tejido, 10 + 1 pg/dL, 370 + 16 g) (Adonaylo,
1999). Sin embargo al utilizarse una dosis de 0.2 % (p/V) de plomo en agua por
cinco semanas, se determinaron niveles altos de TBARS (1.89 + 0.19
nmol/mg/min) y disminucién de la actividad de GST (0.54 + 0.04 nmol/min/mg
de proteina) en homogenados de rifién del grupo expuesto en relaciéon con el
grupo control (1.27 + 0.11 nmol/mg/min, 0.75 +0.06 nmol/min/mg de proteina)
(Sivaprasad, 2002). Al utilizar una dosis de plomo de 100 mg/Kg de peso
durante 30 dias, via intraperitoneal, se alcanzaron niveles altos de TBARS en
homogenados de rifién (56 %) e higado (46 %) en el grupo expuesto comparado
con el grupo control (valor no registrado) (El-Sokkary, 2005). Este trabajo indica
que uno de los efectos fisicos de la exposicién a plomo es el relacionado con la
disminucién de peso corporal. Ademdas indica que el aumento de la
concentracion del metal en sangre puede ser tan alto que no solo existira
aumento del contenido de plomo en el cerebro sino, muy probablemente, en

muchos de los drganos de esos animales.

Al utilizar una dosis de 500 mg de plomo por kilogramo de peso por via
oral (en la comida) durante seis semanas, se obtuvieron valores relativamente
diferentes de plomo en sangre en el grupo expuesto (0.48 * 0.05 pg/dL)
comparado con el grupo control (0.32 + 0.05 pg/dL) (Shalan, 2005). Por otro
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lado, al suministrar una sola dosis de plomo de 100 mg/Kg de peso via
intraperitoneal, se reportaron aumentos de 3.1 veces en la concentracion de
TBARS y una disminucién de 37.7% en la actividad de GST en homogenado de
higado de animales expuestos (31 * 0.082 nmol/h/g de tejido, 84 * 4.12
nmol/min/mg de proteina respectivamente) al metal en comparaciéon con los
animales no expuestos (10 * 0.077 nmol/h/g de tejido, 135 * 9.97
nmol/min/mg de proteina) (Rahman, 2006). La administracién de una dosis
correspondiente a 300 mg/L en agua durante 21 dias en ratas embarazadas,
origind niveles altos en la produccion de TBARS en homogenado de higado,
niveles altos de plomo en muestras de sangre y homogenado de higado, en el
grupo expuesto (35 % nmol/g de tejido, 22.8 + 0.50 pug/100 mL y 1.09 + 0.12
ug/100 mL respectivamente) comparado con el grupo control (valor no
registrado). En cuanto al peso corporal y peso del higado no encontraron
variaciones entre el grupo expuesto (30 £ 3.5 g,0.93 + 0.18 g respectivamente) y

el grupo control (33.6 + 2.0 g, 1.06 + 0.16 g) (Lujan, 2007).

Wang, El-Nekeety, Hamed y Whittaker cada uno con su grupo de
investigacién realizaron experimentos por separado utilizando esquemas de
intoxicacion diferentes cuyos resultados se describen a continuacion. El uso de
una dosis de plomo de 342 pg/mL via oral por seis semanas, report6 niveles
altos de plomo en sangre y homogenizado de cerebro de animales expuestos (1.5
ug/dL, 6.6 pg/g) comparado con los animales control (valor no registrado)
(Wang, 2007). Al emplear una dosis de 20 mg/Kg via oral por 30 dias, se
determin6é un aumento de 3.9 veces en los niveles altos de TBARS en
homogenizado de higado y una disminucién de 60 gramos en el peso corporal
del grupo expuesto (150.8 * 0.74 nmol/g de tejido, 115 g) comparado con el
grupo control (38.43 * 1.01 nmol/g de tejido, 175 g) (El-Nekeety, 2009). Al
utilizar una dosis de 0.4 % (p/p) de plomo en agua por seis semanas, se

encontraron niveles altos de TBARS en sangre y homogenizado de cerebro;
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disminucion en la actividad de GST en homogenizado de cerebro y niveles altos
de plomo en sangre y homogenizado de cerebro en el grupo expuesto (5.815 *
0.910 pmol/g, 2.801 = 0.711 nmol/mg, 50.04 * 6.150 mM/min/g, 0.773 * 0.187
ppm, 1.927 * 0.769 ppm) comparados con el grupo control (2.595 * 0.598
umol/g, 1.857 £+ 0.353 nmol/mg, 56.380 + 6.200 mM/min/g, 0.071 * 0.014 ppm,
0.5357 £ 0.178 ppm) (Hamed, 2010). Cuando se administré una dosis de 25
mg/Kg de plomo en agua por 180 dias, se reportaron niveles altos de plomo en
homogenizado de rifion de animales expuestos (6.1 mg/g tejido) comparado con
los animales controles (1.4 mg/g de tejido) (Whittaker, 2011). Estos
experimentos demuestran que, en general, bajo esquemas de intoxicacion
crénica el nivel de plomo en sangre aumenta ocasionando, consecuentemente,
que el contenido del metal en 6rganos como el cerebro y el rinén aumente. Una
posible consecuencia podria ser el aumento que se observa en la concentraciéon
de TBARS tanto en sangre como en cerebro. De la misma manera, se observa una
disminucién en la actividad de la enzima GST en el cerebro debido, muy
probablemente, a que el metal actia de manera directa o indirecta sobre esta
isoenzima cerebral. Macroscépicamente uno de los efectos de la intoxicacién con
plomo es la disminucion de peso corporal en los animales sometidos a estos

esquemas de intoxicacion.

Navarro y colaboradores en 2009 realizaron la medicién de la generacién
de especies reactivas de oxigeno en ratas macho de la cepa Wistar expuestas de
manera créonica a 500 ppm de plomo en el agua de bebida por un periodo de
siete meses, encontrando que los animales expuestos a plomo presentaron un
aumento de 2.7 veces de TBARS en homogenizado de rifiéon en relacién con el
grupo control (455 * 66 pmol/mg y 170 * 10 respectivamente), asi como
aumentos de hasta 10 veces en las concentraciones de plomo en sangre (43.0 +
76 pg/dL) y plomo en rifidén (7.2 + 1.2 pg/mg de tejido) en los animales

expuestos en relacion con los animales no expuestos al metal (4.3 £ 0.8 pg/dl y
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0.2 £ 0.002 pg/mg de tejido, respectivamente). Este trabajo resulta ser el
antecedente directo del presente estudio. En él se observa que el plomo no solo
es capaz de aumentar el dafio oxidativo, sino de dafiar la ultraestructura celular
dafiando procesos como el transporte de sustancias esenciales para el
metabolismo como los aminoacidos y el calcio, ocasionar glucosuria, proteinuria,
aumento en el pH urinario y presencia de sangre. Todos estos efectos
condicionan el dafo renal ya que se alteran las funciones glomerulares de
filtracion, las de reabsorcion tubular y las de formacién de orina. Lo anterior
condiciona el estado de dafio renal que muchos autores también han reportado,

indicando los posibles blancos de accién del plomo.

Para tener una idea del campo de investigacion en relacién con el
proceso de intoxicacién con plomo en rifién, se muestra la siguiente tabla en la
cual se confrontan los esquemas de intoxicaciéon con los resultados reportados.
La Tabla 1 se ha realizado de acuerdo con los estudios reportados en los

parrafos anteriores.
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Tabla 1. Mediciones Realizadas para diferentes pardmetros en ratas expuestas a plomo bajo esquemas de intoxicacion

diferentes.
Plomo Plomo Plomo Plomo ACHVd Activid “Activid p 0 poc, peso TBARS TBARS TBARS TBARS
. ad de ad de ad de
Dosis en en en en corpor del del en en en en
i ; GSTen GSTen GSTen s ; s ;
sangre cerebro rifion  higado ; c al riién  higado cerebro rifion  higado sangre
higado riién  cerebro
130,
150,
175, 0-39£0. 53841, 170 +
200 | B3 19 g1y 0.19
(5 (0.06 . ND ND ND ND ND . ND ND ND ND ND
ug/ml +0.08 (1.76 +
, pg/dL)  +0.02
via ug/g ug/g 0.23g)
oral, 7
sem.
190 +
10
100 (246 +
mg/K& ) ND  ND ND  ND 10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
viai.p, nmol/
1 dosis mg de
protein
a/min)
16.1
114 42(1.3 16.2 + +3.0
nmol/ 2.0
mg/Kg min/m (13.1 (6.3
via ND ND ND ND ND de ND ND ND ND ND 1'2 - 1.4 ND
oral, 7 & e ' nmol/g
protein nmol/g
sem. )
a) )
ND: No Determinado, el valor en paréntesis corresponde al grupo control.
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Continuacion Tabla 1

Plomo Plomo Plomo Plomo ~ctivid Activid “Activid p 0 pooi peso  TBARS TBARS TBARS TBARS
. ad de ad de ad de
Dosis en en en en corpor del del en en en en
i ; GSTen GSTen GSTen s ; s ;
sangre cerebro rifion  higado ; c al riién  higado cerebro rifion  higado sangre
higado  rifién  cerebro
| 12611 s (7751
oral, 8 (1(};& ND ND ND ND ND ND (370 + ND ND nmol/g ND ND ND
sem. Mg 16 g) )
0.54 + 1.89 +
0.04
(0.75 0.19
0.2% 0 06_ (1.27 +
a | ND ND ND ND ND mmod/ ND ND ND ND ND %M ND o ND
oral, 5 min nmol/
sem. mg de
/mg de ;
. protein
protein .
a a/min)
100
D] ND ND  ND ND  ND ND ND ND ND ND ND  56% 46%
30 dias
500 0.48 +
mg/Kg 0.05
via (0.32 £ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
oral, 6 0.05
sem. pg/dL)
ND: No Determinado, el valor en paréntesis corresponde al grupo control.
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Continuacion Tabla 1

Activid  Activid

Activid

Plomo Plomo Plomo Plomo Peso Peso Peso TBARS TBARS TBARS TBARS
. ad de ad de ad de
Dosis en en en en corpor del del en en en en
i . GSTen GSTen GSTen s ; s ;
sangre cerebro rifion  higado ; c al riién  higado cerebro rifion  higado sangre
higado  rifién  cerebro
31+
4+
2_12 0.082
100 (135 + (10+
mg/Kg 997 0.077n
g ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND mol/mi ND
via i.pl, nmol/h
. /o de n/mg
1 dosis /8
5 de
tejido) ,
protein
a
300
mg/L
via 228+ 1.09 + 30+ 093 +
oral, 21 3.5 0.18 35%
df 0.5 ND ND 0.12 ND ND ND ND ND ND ND
ias, (NR) (NR) (33.6+ (1.06 £ (NR)
ratas 2.0g) 0.16 g)
embara
zadas
342
hg/ml | o ¢ 15
via i ' ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(NR) (NR)
oral, 6
sem.

ND: No Determinado, el valor en paréntesis corresponde al grupo control.
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Continuacion Tabla 1

Plomo Plomo Plomo Plomo Actvid —Activid —Activid . = po pesy TBARS TBARS TBARS TBARS
ad de ad de ad de

Dosis en en en en GSTen GSTen GSTen COTPOr .d~e,l Idel en en en en
sangre cerebro rifion  higado ; c al riién  higado cerebro rifion  higado sangre
higado  rifién  cerebro
150.8 +
mz;)l( 0.74
§/18 115 (38.43
via ND ND ND ND ND ND ND (175 g) ND ND ND ND N ND
oral, 30 & nmgl/
dias : g
1.927 + 50.04 +
0.773 + 0.769 6.150 2.801 5.815
04% | 1ig; (0535 (56.38 0.711 +0.910
via : 7% 0+ (1.857 (2.595
oral 6 f%%7114 0.178 ND ND ND ND 6.200 ND ND ND +0178 ND ND +0.598
sem. | 'm) ppm) nmol/ nmol/ pmol/g
PP mg) mg)
25
mg/Kg

via ND ND 6.1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
oral, (1.4)
180

dias
7.2 %
500 | 43.0% 1.2 (0.2 42?
mg(Kg, 7.6 * (170 +
via (43+ ND 0.002) ND ND ND ND ND ND ND ND 10) ND ND
oral, 7 0.8) pg/mg mol/
meses pg/dL de P
tejido me

ND: No Determinado, el valor en paréntesis corresponde al grupo control.
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Como se puede observar en la tabla, existe una gran variedad en cuanto a
los esquemas de intoxicacion en relacién con los resultados obtenidos. Por lo
general, los autores incluidos analizan las concentraciones de plomo en fluidos
como la sangre, y en tejidos. De la misma manera se cuantifica la actividad de la
enzima GST, en 6rganos como higado y rifién; y la generacién de especies
reactivas de oxigeno. En este trabajo se llevara a cabo el andlisis por
quimiometria de los resultados obtenidos mediante un esquema agudo de
intoxicacion, determinando las actividades de la GST, la concentracion de TBARS,
el andlisis de las funciones renales por un examen general de orina y la variacion

de pesos corporales y del rifién.

Por lo anterior se describira a continuacion sobre las generalidades tanto
de la enzima GST como la generacién de estrés oxidativo por la intoxicacién con
plomo y como este proceso, al ser un efecto indirecto de la exposicién al metal,
podria llegar a constituir una condicionante en el desarrollo de los procesos

cancerosos.

2.1.4. Exposicion a plomo, generacion de especies reactivas de oxigeno y

dario celular

El plomo puede inducir dafio oxidativo a través de tres rutas principales, dos de
las cuales pueden considerarse por separado, aunque en realidad representan
dos mecanismos relacionados. Una tercera ruta se relaciona con los fendmenos
de antagonismo que puede presentar el plomo en relacién con elementos

esenciales para las células.

En primera instancia, se ha reportado que el plomo puede inducir, en
animales y humanos, la formacion de especies reactivas de oxigeno entre las
cuales se encuentran los hidroperéxidos, el oxigeno singulete y el peroxido de
hidrogeno. Se ha propuesto que lo anterior puede ocurrir debido probablemente

a que el plomo podria participar en reacciones tipo Fenton u originar un
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desequilibrio en el balance intracelular de oxidantes/antioxidantes al
interactuar directamente con proteinas responsables de la actividad
antioxidante o al repletar a la célula de sustratos esenciales para sus
actividades, como por ejemplo el glutation, quien desempefia un papel esencial

dentro del metabolismo de la detoxificacion celular.

La Figura 5 muestra como se generan las diferentes especies reactivas de
oxigeno. En esta figura se puede ver que estas especies tienen electrones

desapareados, mismos que son los responsables de su gran actividad quimica.

02 + e- + H+ >——— HO° (Radical hidroperoxilo)
HO;°* »—»—>—>—>—>—> H++02.° (Radical superoéxido)
02.°+ H+ + e- >—— H20: (Peréxido de hidrogeno)
H20; + e- >—>——— OH- + OH° (Radical hidroxilo)

OH + e- + H+ »—>—— H20

Figura 5. Reaccidn tipo Fenton por la generacion de radicales libres (tomado de

SWARA, 2009).

El plomo al igual que otros metales como el hierro, el cobre, el cadmio, el
mercurio, el niquel y el arsénico pueden inducir directamente la generacion de
especies reactivas de oxigeno y ocasionar dafio celular, via deplecién de
actividades enzimaticas a través de la lipoperoxidaciéon y reaccién con proteinas

nucleares o con el ADN.

Uno de los mecanismos mas importantes mediante los cuales los metales
pueden generar el estrés oxidativo es mediante una reaccion tipo Haber-Weiss

acoplada a una reaccidn tipo Fenton. La Figura 6 muestra las reacciones de
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generacion de radicales libres de oxigeno generados directamente por la acciéon
de algunos de los metales, cuya caracteristica es que pueden cambiar de
valencia, de tal forma que los electrones pueden moverse de un atomo a otro,

dando lugar a sus efectos téxicos.
Metal 3+ + °0;, ——— Metal?* + 02 Reaccidn tipo Haber-Weiss
Metal?* +H,02, ——— Metal3* + OH- + °OH  Reaccién tipo Fenton

Figura 6. Reacciones de generacién directa de especies reactivas de oxigeno por

metales (tomado de Birben, 2012).

Estos radicales constituyen especies muy reactivas que se pueden unir a
grupos reactivos (los cuales requieren de electrones libres para estabilizar su
estructura) electrofilicos, originando, de esta manera, procesos de oxidacion de
acidos grasos insaturados, proteinas con compuestos que posean dobles
ligaduras y con algunas de las bases que constituyen la estructura del acido
desoxirribonucleico (ADN). Cuando ocurre la interaccién con éste ultimo, se da
lugar a un proceso que promueve el continuo dano al material genético
(conocido como proliferaciéon). Cuando este fenémeno progresa se desarrollan
los episodios de formacién de tumores. Esta es la razén por la cual, la presencia
de plomo en los organismos puede llegar a desencadenar fenémenos de tipo

canceroso.

La Figura 7 muestra el esquema general del modo de acciéon de las
especies reactivas de oxigeno sobre las células hasta llegar a la formacién de

tumores, asi como la posible participaciéon del plomo en estos eventos.

En segunda instancia el plomo puede formar conjugados con el glutation
(GSH) citosolico por lo cual puede alterar la actividad de las enzimas que
dependen de este como la Glutation peroxidasa y la Glutation S- transferasa. El

glutation es un tripéptido que contiene cisteina; ésta posee un grupo sulfhidrilo
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(SH) libre, el cual queda expuesto y puede unirse con alta afinidad al plomo,
formando complejos estables, ocasionando la disminucién de GSH y como
consecuencia de la actividad de las enzimas mencionadas. De esta manera, el
plomo es responsable de romper el equilibrio oxidante/antioxidante celular,

generando el fendémeno conocido como estrés oxidativo.

Figura 7. Modo de accién de las especies reactivas de oxigeno (modificado de

Swaran, 2009).

Se ha observado que el plomo también afecta la actividad de enzimas con
alto contenido de grupos SH dentro de su estructura, entre ellas se puede citar a
la acido 6-aminolevulinico deshidrogenasa (6-ALAD) como la mas importante y
en la cual el metal se une a los grupos SH de las cisteinas localizadas en el sitio
activo. Como consecuencia la sintesis del grupo HEMO puede disminuir
generando severos problemas relacionados con anemia y transporte de oxigeno
a las células. Esto traera como consecuencia la disminucién de la produccion de

energia celular.
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Como tercera causa de dafio por plomo se encuentran algunos procesos
de antagonismo de este elemento con los metales esenciales que forman parte
de algunas proteinas. Se sabe que las enzimas Superéxido dismutasa, Catalasa y
Glutation peroxidasa son metaloproteinas, lo cual indica que dentro de su sitio
activo o como parte de su estructura tridimensional se encuentran iones
metalicos, mismos que resultan esenciales para su actividad. Debido a que el
plomo es un i6n con caracteristicas quimicas especiales, se han observado
fenbmenos de antagonismo entre algunos de los iones presentes en los centros
activos y el plomo. Se tiene conocimiento que el plomo ejerce un efecto
antagoénico con el selenio, ocasionando que la captacién del selenio disminuya y
por ello la actividad de la Glutatién peroxidasa también disminuya, aumentando
su susceptibilidad al ataque de los radicales libres. En el caso de la Catalasa, la
cual requiere hierro para llevar a cabo sus funciones, se sabe que el plomo
disminuye la captacién del metal esencial en el tracto gastrointestinal abatiendo,
con ello, la biosintesis del grupo HEMO. Como consecuencia se inhibe la
actividad de la proteina. La enzima Superéxido dismutasa es una molécula
dependiente de iones metdlicos como el cobre, el manganeso y el zinc, en funcién
de la isoenzima de la cual se trate. En el caso del cobre, el plomo puede ejercer
un efecto antagénico disminuyendo la actividad de la enzima dependiente de
cobre. Se ha observado que este efecto disminuye cuando las células son

sometidas a un exceso del metal esencial.

El plomo puede ejercer su efecto también al interactuar con otras
enzimas, mismas que indirectamente participan en el metabolismo de defensa
antioxidante. Una de estas enzimas es la Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
primera enzima de la ruta de las pentosas fosfato. Esta inhibicién origina que la
concentracion de NADPH (formado como uno de los productos de la reaccion)
disminuya y por consecuencia se reduzca la concentracidon de glutation reducido

(GSH) mismo que sirve como sustrato de la enzima Glutation peroxidasa. La
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Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa posee muchos grupos SH mismos que le
ayudan a conservar su estructura terciaria. En presencia del plomo, estos grupos
forman conjugados y/o complejos S-Pb-S. Estos conjugados han sido
demostrados al utilizar compuestos de naturaleza tidlica, mismos que previenen
la union del plomo a los sulfhidrilos, restableciendo la actividad de la enzima de

la ruta de las pentosas fosfato.

La exposicion a plomo induce la lipoperoxidaciéon y la acumulacién de
malondialdehido (MDA), alterando la fluidez de la membrana. Se ha demostrado
que el plomo puede inducir apoptosis en una gran variedad de lineas celulares,
fenbmeno en el cual, el plomo actia como un mimético del calcio, ya que estos

dos metales comparten ligeramente la misma naturaleza quimica.

El fendmeno de lipoperoxidacion se ha relacionado con la disminucién de
glutation y la generacidon de las especies reactivas de oxigeno (Franco, 2009;

Swaran, 2009; Jomova, 2011; Gurer, 2000).

La Figura 8 muestra el esquema general de accién del plomo al entrar en
las células. El fendmeno de la intoxicacion por plomo resulta un proceso
complicado en el que intervienen muchos factores como la susceptibilidad al
dafio de las macromoléculas dentro de las células, asi como la generacion de
especies alin mas toxicas que el propio plomo, dado que la interaccion directa
del plomo con el material genético puede dar lugar a mutaciones, mismas que a
lo largo terminaran expresandose en diferentes enfermedades, entre ellas el
cancer, por el cual se desencadena la muerte celular (apoptosis) de manera

desregulada y, como consecuencia dando lugar ala muerte del organismo.
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Fuente

T

Pb2+

/

Alteracion de

v

Sistema
antioxidante

Inhibicidén de
ALAD

Inhibicién de
actividades
enzimaticas

dependientes

de GSH

A 4

membranas
Inhibicién de
ATPasa
Na+/K+
A\ 4
Lipoperoxidaciéon

Generacion de ROS

GP, GR, GST

v

Dafio membranal

Lipidos, Proteinas, DNA

Inhibicion de
otras enzimas

|

Oxidacion de proteinas y DNA

Funcion
alterada

Edad, mutagénesis

!

carcinogénesis

S

MUERTE CELULAR

Figura 8. Esquema general de accién del plomo (modificado de Gurer, 2000).

Todos los mecanismos de accion mencionados para el plomo conllevan al

daino celular. En el humano se ha tratado de relacionar la concentraciéon de
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plomo en sangre con el dafio ocasionado por la exposicion a plomo. La figura 9

muestra la propuesta de Swaran, en relacion a lo explicado anteriormente.

Figura 9. Dafio en humanos ocasionado por plomo (la columna de en medio se
refiere a la concentracion de plomo en sangre dada en mg/dL) (modificado de

Gurer, 2009).
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En este esquema se pueden apreciar las diferentes concentraciones de
plomo determinadas en sangre y su posible relacién con los padecimientos que
los seres humanos pueden llegar a desarrollar. Entre los efectos observados
existen diferencias con el sexo y la concentraciéon de plomo en sangre. Por
ejemplo; en relaciéon con la disminucion de la sintesis de Hemoglobina, los
hombres no muestran efectos hasta alcanzar la concentraciéon de 50 mg/dL de
plomo en sangre aproximadamente, mientras que las mujeres, muestran este
efecto a concentraciones 10 veces menores. Los hombres sufren de infertilidad,

mientras que en mujeres, este efecto no se ha reportado.
2.1.5. Glutation S-transferasa

El proceso de detoxificacién es una capacidad metabodlica y de defensa de los
seres vivos. En los mamiferos este proceso se lleva a cabo en el higado, en
donde se localiza toda la maquinaria enzimatica utilizada para proteger a los
organismos de los procesos de intoxicacion de agentes enddgenos o exdgenos a
quienes comuinmente se conocen como xenobidticos. Este metabolismo se lleva a
cabo en dos fases. La primera se encuentra a cargo de la familia del citocromo
Piso y se caracteriza por la transformacién de los compuestos toxicos en
derivados hidrofilicos, mismos que entran a la fase 2. En esta los compuestos
recién formados se conjugan con una serie de ligandos que los vuelven solubles
en agua y facilmente excretables a través de la orina. Uno de éstos es el glutation
(tripéptido formado por tres aminoacidos orientados en forma de a-
glutamilcisteinilglicina). Esta reacciéon de conjugaciéon se lleva a cabo por la
enzima Glutation S-transferasa. La Figura 10 muestra el metabolismo general de

los xenobidticos y la participacién de la GST.
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0 B e

Figura 10. Estructura general de la Glutation S-transferasa(A) y metabolismo de
los xenobidticos (B). La flecha indica el lugar de participacién de la enzima.

(tomado de Recombinant_Human_Glutation_S_transferase_pi_1).

La Glutatién S-transferasa (GSTs; EC 2.5.1.18) es una familia de enzimas
solubles en agua, con masa moleculares tipicas de 25 a 50 kDa y cada una de
ellas se encuentra compuesta de dos unidades polipeptidicas. Se pueden
encontrar en bacterias, levaduras, nematodos, insectos, peces, pdajaros y
mamiferos. En los humanos y muchos mamiferos, estas enzimas se pueden
localizar en diferentes tejidos con patrones de expresion 6rgano-especificos.
Clasicamente, la Glutation S-transferasa cataliza la transferencia del tripéptido
glutatiéon (y-glutamilcisteinilglicina) a un co-sustrato (R-X; puede ser de
diferente naturaleza como drogas terapéuticas, carcindgenos y contaminantes
ambientales) conteniendo un centro electrofilico reactivo para formar un
producto de reaccién S-glutationilado polar (R-SG), mismo que puede ser

desechado por via urinaria.
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Los eucariontes poseen multiples isoenzimas citoso6licas unidas a la
membrana, cada una de ellas tienen propiedades de union cataliticas o no
cataliticas. Las enzimas citoplasmicas son codificadas por al menos cinco genes
relacionados (isoformas alfa, pi, mu, sigma y teta), mientras que las enzimas
unidas a membrana, la GST microsomal y la leucotrienos C4 sintetasa se
encuentran codificadas por genes simples. Su nivel de expresion puede tener
efectos profundos en la susceptibilidad a las agresiones quimicas por lo cual una
sobreexpresion puede originar eventos de resistencia y una expresiéon pobre
puede dar lugar a eventos de susceptibilidad. El control biolégico de estas
enzimas resulta un proceso muy complejo ya que involucra factores como sexo,
edad, tejido, especie y patrones de expresion tumor-especificos. GST es regulada
por un intervalo estructural de xenobidticos muy diverso y a la fecha se han
identificado aproximadamente cerca de 100 quimicos inductores de actividad.
Dentro de estas sustancias se han identificado elementos no nutritivos que se
encuentran en vegetales y frutas citricas, debido posiblemente a la gran

contaminacion con fertilizantes e insecticidas dentro de la agricultura.

Muchos inductores, pero no todos, afectan la activacion transcripcional de
los genes de GST a través del elemento de respuesta antioxidante (ARE), el
elemento de respuesta a xenobidticos (XRE), el enhancer GST P 1 (GPE), o el
elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE). Los barbitdricos pueden activar
transcripcionalmente a GST a través de la caja Barbie. Recientemente se estudia
la participacion de compuestos como el receptor AH, Maf, NRL, Jun, Fos y NF-

kappa B en la induccién de GST.

Muchos de los compuestos que inducen a la GST son sustancias quimicas
que sirven como sustratos para estas enzimas o son metabolizados por
citocromo Piso mono oxigenasas a compuestos que pueden servir como

sustratos de GST. Esto sugiere que la induccion de GST representa parte de un
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mecanismo de respuesta adaptativo al estrés quimico causado por especies

electrofilicas.

Se ha sugerido la posible regulacién in vivo de la GST por las especies
reactivas de oxigeno. En plantas y células de mamifero se ha observado que el

peroxido de hidrégeno (H202) induce la expresion de GST.

En cuanto a la relacién de la GST con los procesos cancerosos, la mayoria
de los tumores humanos expresan cantidades significantes de GST clase pi y en
menor proporcion la expresion de las clases mu y alfa. Los mecanismos
responsables para la sobre expresion de GST incluyen activacion transcripcional,
estabilizacion del RNA mensajero o proteinas y la amplificaciéon genética. En los
humanos existen diferencias interindividuales marcadas en la expresion de las
clases mu, alfa y teta involucrados en diferentes procesos patolégicos (Hayes,

1995).

Estas enzimas fueron descubiertas primero en animales, en la década de
1960 y posteriormente en plantas a partir de 1970. Muchas isoformas han sido
purificadas a partir de tejidos de animales desde hace aproximadamente 30 afios
y se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas e
inmunoldgicas. La Figura 11 muestra la existencia de un gran niimero de genes

codificantes para los tres grupos de GST en mamiferos.

Las GST también catalizan la conjugacién con ligandos enddgenos y la
catdlisis de reacciones en vias metabdlicas no asociadas con el proceso de en el
cual normalmente actdan. Estas proteinas pueden llevar a cabo el proceso de
detoxificacion de cancerigenos quimicos y contaminantes medioambientales
transformadas en xenobioticos electrofilicos por las enzimas de la fase I. Dentro
de las actividades no detoxificantes, la GST se encuentra involucrada en la
biosintesis de prostaglandinas, testosterona y progesterona, asi como en la

degradacidon de tirosina. Ademas y debido a la interaccién de la accion de

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 47



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

conjugacion de GST con factores de transcripcidon puede influir en los procesos
metabolicos relacionados con el metabolismo de las prostaglandinas. La GST que
se encuentra en el citosol de las células de humanos puede mostrar
polimorfismo genético y su variacién puede incrementar la susceptibilidad a los
procesos cancerosos o a dafios inflamatorios. La isoforma MAPEG, se ha asociado
con alteracion de la funcién pulmonar y con el riesgo incrementado de infarto al

miocardio (Sheehan, 2001; Hayes, 2005).

Figura 11. Familia de genes codificantes para GST citosélica, microsomal y

mitocondrial (tomado de Pool-Zobel, 2005).

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 48



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

En relacion al efecto del plomo sobre la actividad de la GST, este puede
ser tanto de forma directa (al unirse al sitio activo inhibiendo la actividad) como
de forma indirecta (mediante la deplecién de glutation o de NADP). Se debe
tomar en cuenta, dentro de este fendmeno, que el efecto del metal también
depende del 6rgano, el modelo de estudio, la dosis y la via de administracion del
toxico. Lo anterior transforma al fen6meno de la intoxicaciéon con plomo un
fendémeno muy complejo, mismo que requiere, para su estudio, de técnicas de
analisis bioquimico y analitico, mismas que al interaccionar podran
proporcionar una informacién mas completa y ayudardn a esclarecer mas el

efecto de metales como el plomo en los seres vivos.

2.2. ANALISIS DE LA INFORMACION A TRAVES DE LA QUIMIOMETRIA

De acuerdo a Massart (1997), "la Quimiometria puede definirse como aquélla
parte de la Quimica que utiliza matematicas, estadistica y légica formal como
herramientas para: a) disefiar o seleccionar procedimientos experimentales
6ptimos, b) identificar la mayor cantidad de informacion relevante a través del
analisis de datos quimicos, y c) obtener conocimiento acerca de los sistemas
quimicos". Beebe (1998) prefiere definirla de una manera mas simple como "el
uso de herramientas matematicas y estadisticas para analizar datos quimicos" o
incluso como "el proceso mediante el cual los datos son transformados en
informacion para la toma de decisiones". Por su parte, Adams (1995) considera
que "abarca técnicas y operaciones asociadas a la manipulacion matematica e
interpretacién de datos quimicos". Los tres casos coinciden en la utilizacién de
herramientas matematicas y estadisticas para generar informacién a partir de

datos quimicos.

Para su utilizacion eficaz, Beebe (1998) sugieren los seis habitos de un

quimiométrico efectivo:
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1. Examinar los datos, generalmente a través de su visualizacién en tablas o
graficas, mediante las cuales puedan identificarse a simple vista datos
sospechosos o tendencias en los datos observados.

2. Preprocesar los datos, segun se requiera.

3. Estimar un modelo, y con ello realizar un diagnoéstico.

4. Examinar los resultados. Ya que todo proceso quimiométrico genera
numeros, tablas o representaciones graficas, es necesario evaluar qué tan
validos o significativos son tales resultados.

5. Utilizar el modelo para predecir. Para aquéllos ejercicios donde se generan
modelos predictivos, este paso consiste en aplicarlos a objetos desconocidos
para conocer sus propiedades o clasificarlos.

6. Validar la prediccion. A través de herramientas de diagndstico, es posible

determinar si el modelo es o no aplicable a los datos a analizar.

En todo caso, nunca debe perderse de vista que los conocimientos previos
sobre el sistema bajo estudio son fundamentales para utilizar con éxito la
Quimiometria. En otras palabras, el conocimiento quimico prevalece siempre
sobre el quimiométrico. A continuaciéon se da una breve descripcién de las

herramientas quimiomeétricas utilizadas en este trabajo.

2.2.1. Medidas de tendencia central
Para representar una serie de mediciones, cominmente se utilizan dos
parametros que reflejan su tendencia: el valor promedio (una medida de la
localizacion del valor central) y el grado de variabilidad (o dispersién).

La media aritmética (también conocida como media o promedio, ¥)
representa la ubicacion del centro de un grupo de n datos x; (i=1, 2, 3,...n) en una
distribucién estadistica y se calcula de acuerdo a:
LXi

T

T =

(1)
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La desviacion estandar (s) es la medida de la dispersion de los datos

respecto a la media (n<30), la cual esta dada por la siguiente formula:

N (n-1) (2)

Otro parametro importante es el intervalo de confianza de la media, que
se usa para identificar el intervalo en el cual se encuentra el valor verdadero de x

de acuerdo a:

_ 5
X +th_ 3 —

- Vn (3)

Donde t se obtiene de la tabla de distribucion t de student, con un nivel de

significacia a y n-1 grados de libertad (Miller, 2002).

2.2.2. Pruebas de hipotesis

Es el area mdas importante de la estadistica, junto con la estimacién de
parametros. Se usa para evaluar si se acepta o rechaza una hipotesis estadistica,
generalmente sobre parametros, distribuciones de probabilidad o la bondad del
ajuste entre dos poblaciones (tedricas o empiricas). Se basa en la aplicacién de

una prueba estadistica a las observaciones realizadas (Frank, 1994).

La hipétesis a evaluar se llama hip6tesis nula (Ho); la hipotesis alternativa
(H1) es aquélla que se acepta en caso de que la hip6tesis nula sea rechazada. El
error cometido al rechazar una hipétesis nula verdadera se llama error a o tipo |,
mientras que el cometido al aceptar una hipotesis nula falsa recibe el nombre de

error 3 o tipo II.
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La region de rechazo es aquélla region de la distribucion que lleva a
rechazar la hipdtesis nula si el valor de la prueba estadistica cae en ella. Una
prueba de hipdtesis en la cual la region de rechazo se encuentra en un sélo lado
de la distribucion se llama prueba de una cola, un extremo o unilateral. Por el
contrario, si la region de rechazo comprende areas a ambos extremos de la
distribucién recibe el nombre de prueba de dos colas, dos extremos o bilateral.
Generalmente, se usan pruebas bilaterales cuando se desea establecer si dos
parametros son iguales o diferentes, en cuyo dltimo caso no importa quién es
mayor o menor; las pruebas unilaterales se aplican cuando se desea evaluar si

un parametro es mayor o igual (o menor o igual) a otro (Miller, 2002).

El nivel de significancia de una prueba de hipotesis equivale a la
probabilidad de cometer un error tipo I; es decir, a la probabilidad de rechazar

una hipotesis nula verdadera (Frank, 1994).

2.2.2.1. Pruebas de Distribucion

Las pruebas de distribuciéon o bondad de ajuste permiten evaluar si los datos
cumplen una distribucién particular. Se basan en la comparacién de la

distribucién observada con una distribucion teérica o esperada.

Es comlUn asumir que una muestra pertenece a una poblacién con
distribucién normal, ya que la mayoria de las pruebas estadisticas se basan en
ello (pruebas paramétricas). Las pruebas usadas cominmente para evaluar si
una serie de datos sigue una distribucién normal son la Prueba Chi cuadrada y la
Prueba de Kolmogorov-Smirnov. Sin embargo, se recomienda aplicarlas cuando

n>50 (Massart, 1997), siendo n el nimero de datos.

Si bien no hay pruebas que a partir de tres o cuatro datos puedan evaluar

con gran confiabilidad si éstos siguen o no una distribucién normal (Hibbert,
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2006), existen pruebas dirigidas a pocos de ellos. Todas parten de las siguientes

hipdtesis:
Ho: los datos estan normalmente distribuidos
Hi: los datos no estidn normalmente distribuidos

La prueba de Shapiro-Wilk es considerada como la prueba mas potente

cuando n<30. La prueba W se calcula de acuerdo a:

W — Eitia:x,)

T, O — X) 4)
Donde x; son los valores evaluados previamente ordenados y a; son constantes
generadas de las medias, varianzas y covarianzas del estadistico para una serie

de n datos con distribucién normal. La hipdtesis es aceptada si su nivel de

significancia es menor a 0.05 (Pefia, 1997).

La prueba no paramétrica de Anderson-Darling es una modificacién de la
prueba de Kolmogorov-Smirnov test y se aplica cuando los parametros de la
distribucién deben determinarse. Permite evaluar una distribucién normal, log-

normal, exponencial, Weibull y logistica. La prueba A se estima a partir de:
A*=-N-5 (5)

Donde

N

(2i —1)
s=) L InF®) + (1 — F¥yeq D)l
i=1 N (6)

Siendo y;<.. <Yy los datos previamente ordenados ascendentemente y F es la

funcion de distribucion acumulativa de la distribuciéon a evaluar. La prueba es
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unilateral y la hipotesis de que los datos siguen cierta distribucion es rechazada

si A es mayor que el valor critico (NIST/SEMATECH, 2012).

La prueba de Lilliefors es una modificacién de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y se aplica en casos en los que la media y la varianza no se conocen y
deben ser estimados. La prueba estadistica D se define en base a la mayor

diferencia absoluta entre S(x) y F(x), esto es:
D = max|F (x) — S5(x)l (7)

Donde S(x) es la distribucién acumulativa de la muestra y F(x) es la probabilidad
acumulativa normal. Si la hipétesis nula es cierta, entonces ambas distribuciones
debieran ser similares. S(x) se define como la proporciéon de los valores de la
muestra que tienen valores menores o iguales a los valores en x. Si la D estimada

es menor al valor critico, se acepta la hip6tesis nula (Dickinson, 2003).

La prueba Jarque-Bera se basa en que la asimetria y curtosis de una
distribucién normal es igual a cero; por ello, el valor absoluto de estos
parametros puede ser una medida de la desviaciéon de una distribucién normal.

La Prueba SB se calcula de acuerdo a:

(curtxg}z}

n _ .
JB = E[(a.samxs} + :

(8)
Entonces, el valor p se calcula usando una tabla de distribucién de
cuantiles. La prueba es mas poderosa conforme aumenta el nimero de muestras,
ya que conforme aumenta el nimero de n converge en la distribucién Chi
cuadrada con dos grados de libertad. La hipédtesis es aceptada si su nivel de

significacion es menor a 0.05 (ALGLIB, 2012).

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 54



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.2.2.2. Identificacion de datos aberrantes

Un dato sospechoso, aberrante o anormal es aquél que a simple vista se observa
alejado de la tendencia central del resto de datos. Las pruebas mas comunes
para su identificaciéon son la Prueba de Dixon (Q10) y la Prueba de Grubbs (G),

que parten de las siguientes hipdtesis:

Ho: todos los datos provienen de la misma poblacion.

H1: un dato proviene de diferente poblacién que el resto.

Donde:
Xn —Xp1
Quo=—F"7"_—- 9
n 1

para un tamafio de muestra de n=3 a 7 y una poblaciéon normal, asi como

==l
s (10)

En casos donde el valor de Q0 0 G calculado sea menor que Qig, critica O
Geritica, €ntonces se acepta la hipotesis nula, sin el rechazo del dato sospechoso.
Cuando el valor calculado de Q0 0 G sea mayor que el valor critico, entonces el

dato se identifica como aberrante y se retira de la serie.
2.2.2.3. Comparacion de varianzas

La comparacion de varianzas de dos series de datos independientes se realiza a

través de la Prueba F, partiendo de las hipoétesis:
Ho: 612 = 022

H1i: 012 # 022
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Donde las varianzas poblacionales 012 y 02? son estimadas por las varianzas

muestrales s1? y s22, respectivamente. En tal caso,

F =

t-".llt-".l
M| E ol

(11)

Siendo F el valor a comparar con la Feritica de n1-1'y nz-1 grados de libertad, s: y sz
la mayor y menor varianza, respectivamente. Si Feaiculada<Feritica, 12 hipdtesis nula
se acepta y las dos varianzas se consideran estadisticamente iguales. Si
Fealculada> Feritica, 12 hipétesis nula se rechaza y se acepta la hipotesis alternativa,

considerandose ambas varianzas diferentes.
2.2.2.4. Comparacion de medias experimentales

Para la comparacion de dos medias aritméticas de series de datos

independientes donde n<30, se consideran como hipétesis:
Ho: p1 = p2
Hi:pt # 2

Donde ¥1y *z son estimaciones de 1 y yz, las medias poblacionales. Entonces,

- x)
e
\n, T, (12)
y

[(n]1 —1)sf +(np — 1)s]

5% = — :
L(n]q +ny —2) (13)

Donde t es el valor a comparar con la distribucion t de Student con n; + nz -2

grados de libertad; n; y nz son los datos relacionados con la mayor *¥1 y menor

z media aritmética, respectivamente; s es la desviacion estandar combinada.
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Esta expresion se utiliza en los casos en que las varianzas sean homogéneas (es
decir, no hay una diferencia estadisticamente significativa entre ellas). Para

varianzas estadisticamente diferentes, se usan las ecuaciones:

ry — x;)
t = .‘:
i, N, (14)
y
53 g3y
G +32)
gradosdelibertad = = = o
1 i
ni(n, —1) * niln, — 1]') (15)

Si tealculada<tcritica, €ntonces se acepta la hipotesis nula, considerandose que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias. En el caso de
que tealculada>teritica 12 hipotesis nula se rechaza y se acepta la alternativa,

considerandose ambas medias estadisticamente diferentes.
2.2.2.5. Andlisis de Varianza (ANOVA)

ANOVA es una herramienta estadistica que permite comparar mas de dos
medias e identificar qué factores de los evaluados influyen en los resultados. El
analisis se sustenta en que para una serie de datos obtenidos en las mismas

condiciones, cada resultado individual x; se puede representar como:
Xij = BT e (16)

Donde xj es el i-ésimo resultado en la columna j, u es la media verdadera y ejj es
la desviacion de x;; respecto a p. Se asume que e; tiene una distribuciéon normal,

con media igual a cero y varianza %¢ = @~

Sin embargo, si un factor o mas influyen significativamente en los datos,

entonces:
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Xij = gt aj+ ey (17)

Zflj =0

(18)
Donde g; es el efecto del factor influyente en relacién a la media total. En tales
condiciones, la varianza de x; alrededor de u no puede determinarse solamente
por e; y no sera igual a 02. El término g; introduce varianza adicional a los datos,
de manera que sera mayor a 2 . Por lo tanto, puede esperarse que el analisis de
la varianza permita determinar si ciertos factores tienen un efecto en los datos, o
no. No se requiere que los efectos sean independientes, pero si que los datos

tengan una distribuciéon normal.

Asi, ANOVA en general permite determinar si hay una diferencia
significativa entre diferentes condiciones de un mismo factor (ANOVA simple, en
un sentido), o entre diferentes factores (ANOVA muiltiple, en miiltiples sentidos).
Se parte de la hipétesis nula de que todos los datos provienen de una poblacién
con media y y varianza o2. Por lo tanto, o puede estimarse de dos formas: a
través de la variacion al interior de los grupos o de la variacién entre los grupos.
Si no hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos, entonces se acepta
la hipotesis nula y se deduce que el factor (o factores) no influye en los

resultados.

Para el ANOVA simple, considere una serie de k grupos, cada uno

integrado por n medidas, dispuestas de acuerdo a la Tabla 2.
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Tabla 2. Organizacion de datos para el ANOVA simple.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo k
X11 X12 ce X1k
X21 X22 ce X2k
Xn1 Xn2 cee Xnk
Media X, Xg Xy
Varianza 53 53 s2

Gran media=*

Aritméticamente, la relacion entre las fuentes de variacion puede
establecerse a través de la estimacion de las sumas de cuadrados y grados de

libertad, de acuerdo a la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de las sumas de cuadrados.

Fuente de variacion Suma de cuadrados
k
Entre grupos 55, = Zn}-{f}- _z)
=1
k n
Dentro de grupos 55z = Z Z{XU _%)
j=1i=1
k n
Total 585r = Z Z{xz-}- —x)
j=1i=1
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Finalmente, se contrasta la existencia de diferencias significativas entre
las medias de mas de dos grupos; las formulas utilizadas se resumen en la Tabla

4,

Tabla 4. Comparacion de medias por ANOVA simple.

Fuente de Grados de Suma de Media de v
variacion libertad cuadrados cuadrados
55, M5,
Entre grupos k-1 SSa MS, = 1 Mg
Dentro de 55z
n'k SSR MSH =
grupos n—k
Total n-1 SSt

Si F <Fo.05; k-1, n-k €entonces se acepta la hipotesis nula.

Cabe destacar que en ANOVA se consideran ciertas premisas. La primera
es que la varianza de errores aleatorios es practicamente la misma en todos los
grupos, por lo que se asume una homogeneidad de las varianzas. En segundo
lugar, se considera que la variacion no controlada es aleatoria; por ello, de existir
la posibilidad de que se presenten factores no controlados, se recomienda la
aleatoriedad en el orden de obtencién de datos o la definicion de bloques

(Massart, 1997; Miller, 2002).
2.2.3. Resumir, correlacionar y visualizar: los objetivos del Andlisis de Datos

A partir de una serie de datos es posible generar conocimientos, a través de a)
desarrollar nuevos conceptos sustentados en ellos, o bien b) establecer nuevas
relaciones entre conceptos ya existentes a través del analisis de la correlacion de

datos.
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Cabe destacar que en el Analisis de Datos, el término "correlaciéon” va mas
alla de la expresion de una relacion lineal entre dos o mas variables; supone una
afinidad entre dos o mas aspectos de una serie de datos, que generalmente

involucra cinco aspectos (Mirkin, 2011):

a) Busqueda de estructuras matematicas en los datos.

b) Modelos computacionales que relacionan los datos con estructuras
matematicas.

c) Criterios para evaluar la correspondencia entre los datos y las estructuras
matematicas.

d) Métodos para optimizar tal correspondencia.

e) Visualizacion de los resultados.
Entiéndase por estructuras matematicas:

a) Combinaciones lineales de las caracteristicas que describen el sistema bajo
estudio.

b) Redes neuronales que establecen las conexiones entre informaciéon de
entrada y salida.

c) Esquemas de decision.

d) Conglomerados.
2.2.3.1. Preprocesamiento de datos

Esta es una etapa muy importante del Analisis de Datos. Se divide en dos
grandes grupos: preprocesamiento por objetos o por variables (Infometrix,

1998; Beebe, 1998).

En el preprocesamiento por objetos, se opera sobre todas las variables de
un objeto, antes de pasar al siguiente. Si un objeto se identificase como aberrante

y se eliminase de la serie, esto no afectaria a los datos relacionados con el resto
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de objetos. Las herramientas de preprocesamiento mas destacadas son las

siguientes:

a) Normalizacién. Pone todos los objetos en la misma escala, dividiendo sus
variables por la misma constante en todos los casos.

b) Ponderacion. Da a un objeto mayor influencia en el analisis que al resto.

c) Suavizado. Reduce la cantidad de variacidn aleatoria (ruido).

d) Correccion de linea base. Reduce la variacion sistematica.

En el preprocesamiento por variables, se opera sobre la misma variable de
todos los objetos, antes de pasar a la siguiente. Si se identificase un objeto como
aberrante y se eliminase de la serie, o se adicionara un objeto a la misma,
cambiaria el resultado del preprocesamiento, por lo que deberia repetirse. Las

herramientas mas destacadas son:

a) Centrado sobre la media. Se utiliza para identificar el centro de los datos en
la serie de objetos; es de gran utilidad para visualizar los datos y sus
tendencias. Se realiza a través de las siguientes expresiones:

T

_ 1

.‘I_I' =EZIU
i (19)

Xijomey = Xij — Xj (20)

b) Escalamiento sobre la varianza. Se recomienda en aquéllos casos donde las
variables estan dadas en diferentes 6rdenes de magnitud, o diferentes

unidades (por corresponder a diferentes propiedades). Se calcula mediante:

T

1 .
(v -5
ﬂ_lzz r 21)

1
I
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Xijivsy — xi
5 (22)
c) Autoescalamiento. Consiste en centrar sobre la media y escalar sobre la
varianza, simultdneamente. Cuando se recurre a este algoritmo, se dice que
se han estandarizado los datos; se aplica cuando se persiguen los beneficios
de ambos tipos de preprocesamiento, de acuerdo a:
Xij — Xj

fuas T (23)

d) Escalamiento por rango. Todos los valores de las variables se llevan al
intervalo entre 0 y 1; debe tenerse especial cuidado por la presencia de
objetos aberrantes, que afectarian en gran medida los resultados. Se realiza a

través de la expresion:

Xij — Xjimin)

Xijirsy =
J Xigmaxr — Xjimin) (24)

2.2.3.2. Coeficiente de correlacion de Pearson

En algunos casos resulta de interés establecer si dos variables, caracteristicas o
parametros del mismo sistema estan relacionados (de manera que el cambio de

uno tienda a ocurrir con cambios en el otro), con el fin de:

e Predecir los valores de una variable a partir de la otra.

e Generar conocimiento, a través de la interpretacién y/o explicacion de tal

relacién en funcién de conocimientos previos (Mirkin, 2011).

Sin embargo, debe tenerse siempre presente que la correlacién no debe

confundirse con la causalidad. Es decir, ante las preguntas:

1. ;Existe una relacion causal detras de una correlaciéon alta entre dos

variables?

2. ;Son independientes dos variables que presentan una correlacion baja?
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3. Si existe una relacion causal entre dos variables, ;se traduce en una gran

correlacion?

La respuesta es: no necesariamente, en todos los casos. El hecho de que x
se incremente conforme lo hace y, puede deberse a un cambio en una tercera

variable z, por ejemplo (Mirkin, 2005; Berthouex, 2002).

Covarianza y correlacion

La covarianza entre las variables x y y es una medida de su dependencia lineal;

se estima de acuerdo a:

Tix, — D)y, — )
N (25)

Covix,y)=

Donde Hx yH¥ sonlas medias poblacionales de las variables x y y, mientras que
N es el tamano de la poblacion. Si x y y son independientes, la Cov (X, y) es cero.
Sin embargo, si Cov (x, y)=0 no necesariamente significa que las variables son

independientes.

La covarianza depende de la escala de las variables, lo que hace imposible
en la practica establecer si la covarianza es grande o pequefia. Por ello, se suele
recurrir a una covarianza sin influencia de escalas, que es el coeficiente de
correlaciéon p(x, y) o simplemente p, el cual se obtiene al dividir la covarianza por
las dos desviaciones estandar ox y oy, respectivamente. Los posibles valores de p
varian entre -1 y +1. Si x es independiente de y, entonces p es cero. Valores
cercanos a -1 6 +1 indican una gran correspondencia entre x y y (Berthouex,

2002).

El coeficiente de correlacion del producto-momento de Pearson,

coeficiente de correlacién de Pearson p 6 simplemente r se calcula de acuerdo a:

Zi{(xi_f)(yi_y} (26)

P mc o mo e
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La prueba de hipdtesis aplicada a p para determinar si las variables de
origen tienen correlacion significativa parte de Ho: p=0 y H1: p#0, en la que:
rVn —2
t == :_
¥l -—r* (27)
En este caso, t representa el valor a comparar con la distribucién t de
Student con n-2 grados de libertad y un nivel de significaciéon a (Massart, 1997).
Si tealculado<tcritico, €ntonces se acepta la hipoétesis nula y la correlacién entre

ambas variables es despreciable; en caso contrario, se rechaza la hip6tesis nula,

se acepta la alternativa y la correlacion entre x y y es significativa.
2.2.3.3. Correlacion en series de tiempo

Una serie de tiempo consiste en un conjunto de datos discretos ordenados x;,
X2, Xe1, Xt Xe+1.-, Zn, CUyas observaciones ocurren a intervalos de tiempo
determinados. Es decir, el valor de x; corresponde a un tiempo t;, el valor de xz a
un tiempo tz, y asi sucesivamente. El valor de x puede conocerse con precision, o
bien ser una medicién con un error asociado. Las series pueden ser univariantes
o multivariantes, dependiendo si estan representadas por una variable o varias.
También pueden diferenciarse las estacionarias (la media y varianza no cambian

con el tiempo) de las no estacionarias (la media aumenta o disminuye).

Cualquiera que sea el caso, existen factores que provocan variaciones en
uno u otro sentido, lo cual es "recordado” por el sistema; por ende, las
observaciones dependen de las que les anteceden, lo cual se conoce como
autocorrelacion (Berthouex, 2002; Mitsa, 2010). Asi, el Andlisis de las Series de
Tiempo consiste en un conjunto de herramientas que permiten describirlas y
estudiarlas, generalmente para descubrir patrones (tales como la periodicidad

estacional o ciclos), al igual que predecir informacion (Fichet, 2011).
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Generalmente, el primer paso de un analisis de esta naturaleza consiste

en representar graficamente los datos, de acuerdo a:
x = f(t) (28)

Donde x es la variable dependiente del tiempo, t el tiempo y x(t) la serie de
tiempo. Este ejercicio permite reconocer visualmente periodicidad, tendencias,

fluctuaciones y datos aberrantes, para decidir posteriormente los pasos a seguir.

Entre las herramientas de analisis mas simples, se encuentran las técnicas
de correlacion, las cuales comprenden las funciones de autocorrelacion,
correlacion cruzada y autocorrelacién parcial. El objetivo es comparar una o mas
funciones y estimar su relacién con respecto a un intervalo en tiempo o espacio
(7). De esta forma, pueden revelarse los efectos de memoria dentro de la serie de

tiempo o entre series (Einax, 1997).

La correlacion entre dos series de tiempo recibe el nombre de correlacion
cruzada px, (0); suele calcularse igual que un coeficiente de correlacion
convencional (ecuacién 26) y sirve para establecer si hay una relacion lineal
entre ambas series. Su significacidn se evalia igualmente a través de la prueba
de hipoétesis expresada en la ecuacion 27. Para ejecutar este andlisis, se

sustituyen las fechas por nimeros enteros consecutivos (Einax, 1997).
2.2.3.4. Andlisis de Conglomerados

Debido a que las técnicas analiticas modernas generan gran cantidad de
informacion cualitativa y cuantitativa, con frecuencia es necesario aplicar
métodos formales capaces de resaltar las similitudes y diferencias entre series
de objetos. El Analisis de Conglomerados integra una serie de herramientas de
exploraciéon que permiten determinar las tendencias o estructuras latentes en
tablas de datos aparentemente no relacionados. Se sitiia dentro de las técnicas

de Reconocimiento de Pautas Sin Supervision (Unsupervised Pattern
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Recognition). Para su aplicacion no es necesario conocer a priori las
caracteristicas de las clases existentes en la informacion de partida, ya que éstas
son determinadas a partir del propio analisis (Adams, 1995). En la Figura 2 se
sitia el Reconocimiento de Pautas no Supervisado en el contexto de la

Inteligencia Artificial, de acuerdo a Sharaf (1986).

En general, las técnicas de Andlisis de Conglomerados requieren que los
datos sean manejados en términos de proximidades. La proximidad es una
medida cuantitativa de cercania; denota similitud, en base a distancia: dos
objetos estan cerca cuando su distancia es pequefia, o bien su similitud es

grande: véase Figura 12 (Govaert, 2009).

| Inteligencia artificial |

= S

| Reconocimiento de pautas |

Paramétrico 4' No paramétrico |

—

| Preprocesamiento |

| Visualizacién l—

| Clasificacion y aprendizaje |

| Sin supervision | Supervisado

Figura 12. Reconocimiento de Pautas (tomado de Sharaf, 1986).

Actualmente existen diferentes algoritmos basados en los conceptos de
proximidad. La diferencia entre ellos radica en las estrategias utilizadas para

construir o dividir los grupos. En términos generales, se subdividen en:
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a) Técnicas jerarquicas, donde los objetos se agrupan para formar nuevos
objetos representativos, repitiéndose el proceso en distintos niveles hasta
crear una estructura de arbol, el dendograma.

b) Técnicas que emplean algoritmos iterativos para la optimizaciéon de la
division de los objetos en grupos, hasta alcanzar variaciones minimas; una de
las mas populares se basa en el algoritmo de las K medias (K-Means).

c) Técnicas con las que no sélo se reldnen los objetos en grupos de acuerdo a sus
proximidades, sino también se evalda el grado en que cada uno de los objetos
pertenece a un grupo en particular; la técnica mas reconocida es la de

Agrupamiento Difuso (Fuzzy Clustering) (Adams, 1995).

o ©
Preprocesamiento °e
o
—
. . .z o ©
Visualizacion o o
o
o
a
. . ~
Aprendizaje no ". \ a
supervisado N 7N
- / l... 1
Ve /
[ EEE———
Aprendizaje 8 ...
: o
supervisado &,
*? ...

Figura 13. Tipos de técnicas de Reconocimiento de Pautas (tomado de Sharaf,

1986).
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Andlisis Jerdrquico de Conglomerados

La técnica suele basarse en la distancia euclidiana para identificar la similitud

entre objetos, expresada por:

1
m 7
dap = [Z{xa;’ — Xpj }‘
bi (29)

Donde da» es la distancia entre dos vectores muestra, a y b, calculada para m

objetos.

Debido a que las distancias entre objetos varian de un caso a otro, se

transforman a una escala estandar de similitud, de acuerdo a:

Similitudg, =1 -
Apax £ (30)
Donde dmax es la mayor distancia euclidiana calculada en la serie de datos. En
esta escala, un valor de 1 se asigna a muestras idénticas y el valor 0 corresponde

a las muestras mas diferentes (Infometrix, 1998).

En este caso, la técnica es del tipo aglomerativa; es decir, va de abajo
hacia arriba. Se parte de objetos individuales que se van asociando (o
acoplando) con los mas cercanos, hasta formar un solo grupo. En otras palabras,
después de estimar las distancias entre todos los pares de muestras, las dos
muestras mas similares se acoplan y forman un nuevo grupo. Se calculan
entonces las distancias entre el nuevo grupo y los ya existentes, para identificar
a quién acoplarlo de acuerdo a la distancia mas pequefia, y asi sucesivamente

(Mirkin, 2011).

La distancia entre un nuevo grupo A-B y un grupo ya existente C se
calcula cominmente de acuerdo a los siguientes algoritmos: a) acoplamiento

sencillo, b) acoplamiento completo y c) acoplamiento por centroide. Si el
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acoplamiento sencillo y el completo coinciden, la asociacion es la mas
pertinente; si no, se recurre al acoplamiento por centroide para elegir el

acoplamiento mas apropiado (Massart, 1997).

Los resultados se visualizan a través de dendogramas (véase Figura 14).
El eje y corresponde a la altura del nodo. El nodo raiz es el mas alto, con una
altura del 100%, que integra a todos los objetos de estudio. Cada nodo interno
representa una subdivisiéon del grupo; asocia a todos los objetos ligados a él.

Notese que cada nodo se subdivide en dos (Mirkin, 2011).

| raiz

1001

nodo

lineao

borde

0 ]

Objetos individuales

Figura 14. Representacion de un dendograma.

Método de las K-medias

Esta es la técnica mas usada en el Andlisis de Conglomerados. En la Figura 15 se
representan los principales pasos de esta técnica. En su forma genérica, el

método se basa en los siguientes pasos:

1. Inicializacién. El usuario elige K nimero de grupos y se generan entonces K
centroides hipotéticos entre los I objetos de estudio (Figura 15a).

2. ldentificacion de grupos. Dados K centroides ck (k=1, 2,..., K), cada uno de los
objetos i € | es asignado a uno de los centroides de acuerdo a la regla de la

distancia minima: se calculan las distancias entre i y cada ck, asignandose i al
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cx mas cercano (Figura 15b). Para cada centroide cy, los objetos asignados a
él forman el grupo Sk (k=1, 2,.., K), de acuerdo a la Figura 15c.

3. Actualizacion de centroides. Para cada uno de los K grupos Sk, se calcula su
centro de simetria y se generan nuevos centroides ci' (k=1, 2,..., K), como se
observa en la Figura 15d.

4. Evaluacién. Los nuevos centroides cx' son comparados con los c previos. Si
ck'=ck en K casos, se finaliza la operacion y se proporciona como informacién

de salida cx'y Sk para los K grupos. Si no, se vuelve al paso 2.

Se reconocen como ventajas que los calculos son faciles y rapidos. Sin

embargo, entre sus desventajas estan:

a) La definicién del nimero de grupos la da el usuario, no se identifica a partir
de la estructura latente de los datos.

b) Lainterpretacién de la informacién es muy limitada (Mirkin, 2011).
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Figura 15. Principales pasos de la técnica de Andlisis de Conglomerados por K-
medias: a) inicializacion con K centroides, b) aplicacién de la regla de distancia
minima para identificacién de grupos, donde las lineas punteadas muestran la
distancia de cada objeto hacia todos los centroides, c) integracién de grupos, d) re-

estimacion de centroides (tomado de Mirkin, 2011).
2.2.3.5. Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Es una técnica exploratoria que permite la descripcion grafica de la informacion
contenida en un conjunto de datos muy grande, a través de la sintesis de toda la
informacion en un formato sencillo y entendible (Govaert, 2009). Es
probablemente la técnica quimiométrica multivariante mas utilizada por los
quimicos, que mas ha incidido en la forma en que se visualiza el Analisis de

Datos actualmente.

Si bien es de gran utilidad cuando se dispone de informaciéon
multivariante (es decir, se tienen multiples mediciones por cada muestra
analizada), para su comprension se suele partir de un ejemplo simple.
Considérese una serie de 10 objetos representados en la Figura 16 por tres

variables obtenidas experimentalmente (x;, x2y x3).
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Figura 16. Representacién de la serie de objetos en funcién de las variables

originales.

A simple vista, puede observarse una tendencia en la distribucion de tales
objetos. Sin embargo, no toda la informacién que los describe es relevante,
debido a la presencia de errores aleatorios en los datos experimentales. Por ello,
estos objetos pueden representarse en funciéon de una nueva variable, llamada
Componente Principal (PC) o Factor, que se integra a la representacién grafica
anterior como un nuevo eje que servird para identificar los objetos originales
(véase PC; en Figura 17). El nuevo PC se proyecta de tal manera que describa la
mayor variabilidad contenida en los datos, ya que ello se traduce en la
descripcion de mayor cantidad de informaciéon. Ahora, cada objeto estara
representado por un nuevo “score” o punto, que corresponde a su coordenada

en el nuevo eje o PC.

Sin embargo, puede apreciarse que algunos objetos que no son iguales
adquieren las mismas coordenadas en el nuevo PC, por lo que no se esta
considerando suficiente informacién relevante para distinguirlos. La solucion
esta en incorporar un segundo PC, proyectado perpendicularmente al primero.

Asi, la serie de 10 objetos puede describirse exitosamente a través de dos nuevas
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variables (PC;y PC2), en lugar de las tres variables originales (x;, xz y x3), lo que
ha dado lugar a la compresion de informacién, tras encontrar PC que sean

combinaciones lineales de las variables originales.

Figura 17. Proyeccién de dos Componentes Principales (lineas punteadas) en los

ejes de coordenadas originales.

Asi, PCA consiste en una transformacion matematica de la matriz de datos

originales en:
X=T.P (31)

Donde T es la matriz de “scores” o coordenadas de los objetos en las nuevas
variables (PC), mientras que P es la matriz de “loadings” o vectores carga, que

son coeficientes de regresion.

Existen diversos algoritmos a través de los cuales puede llevarse a cabo el
PCA. Sin embargo, el Algoritmo de Nipals esta entre los mas populares, el cual se

describe simplificadamente a continuacién. En éste, cada PC se obtiene

iterativamente por regresiones repetidas de X en los vectores de puntos fpara
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obtener los vectores carga dptimos P, y regresiones de X en estos P para

optimizar .

El algoritmo procede como sigue (Martens, 1989). Inicialmente se

recomienda preprocesar mediante el centrado sobre la media, para obtener Xo.
Asi, para el componente principal a=1, 2,3,...,, 4 se calcularan ta y Pa a partir de

Xg-1.Paralos valores de partida, t1 puede ser igual a la columna en Xo que tiene

la suma de cuadrados mas alto. El proceso iterativo es:

i) Optimice el vector carga Pa para este factor proyectando la matriz Xa-1 en

ta, de acuerdo a:

-1 f

Pa =\tata) o X, (32)

ii) Escalelalongitud de Pa a1 para evitar ambigiiedad de escalas:

T — e B e , —03
Pa =Pa [.Pa 'Pazj (33)

iii) Optimice el vector fa para este factor proyectando la matriz Xa-1 en Pa :

— -1

to = Ko yPg (pa P’E] (34)

iv) Optimice el eig en valor Ta :

—t
-

Tg =15 L, (35)

v) Verifique convergencia. Si Ta menos Ta en la iteracién previa es menor
que cierto valor predefinido (por ejemplo 0.0001%Ta), el método ha
convergido para este factor. Si no, vuelva al paso i). Finalmente, sustraiga el

efecto de este factor en la matriz de datos originales:

Xg= Xg_4—tgPa (36)
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Repita desde el paso i) para el siguiente factor.

En la practica, la elecciéon del preprocesamiento de datos adecuado, la
eliminacion de datos aberrantes, asi como la identificacién del nimero de PC
relevantes en la descripcién del sistema, condicionan el éxito en la aplicacion de

la técnica (Brereton, 2007).
2.2.3.6. Andlisis Procrusteano Generalizado (GPA)

Esta herramienta se usa ampliamente en el Analisis Sensorial para evaluar
variables categdricas (atributos), cuando se desea relacionar dos conjuntos de

datos multivariantes Xy Y.

El GPA tiene una interpretacién preponderantemente geométrica. Los
datos (u objetos) son visualizados como puntos en un espacio de variables de
grandes dimensiones. El objetivo es encontrar una transformacién que permita
que la configuracién de los datos en el espacio X coincida de la mejor manera
con la configuracion de los datos en el espacio Y. Sin embargo, no se permite
cualquier transformacién, ya que debe preservarse la configuracién interna de
los datos (es decir, la distancia entre los objetos). Asi, en GPA se tratan los dos
conjuntos de datos simétricamente; es decir, no hay una diferencia esencial
entre transformar a Y para corresponder con X o aplicar la transformacion
inversa para que X corresponda con Y. Generalmente, ambas configuraciones se
transforman para encontrar un punto medio. Cabe destacar que si los conjuntos
de datos no tienen el mismo nimero de variables, el de menor dimensién debe

completarse con variables de relleno que tienen ceros como valores.

En la Figura 18 se representa graficamente la evoluciéon del andlisis.
Comunmente, el primer paso es preprocesar los datos, mediante un centrado

sobre la media, con el fin de que los centroides
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X1

Mx == (37)
_¥T1

My ==~ (38)

sean movidos hacia el centro de un plano cartesiano (Figura 18b). El centrado de
las columnas es una transformacién admisible debido a que no altera las
distancias entre objetos al interior de cada conjunto. El siguiente paso es la
reflexion, que igualmente deja las distancias entre objetos sin alteracién alguna
(Figura 18c). Posteriormente se da la rotacién, que cambia la orientaciéon pero
no la estructura interna de la configuracion (Figura 18d). Cuando se encuentra la
mayor correspondencia entre ambos, pueden rotarse libremente (Figura 18e).
Finalmente, se estima la configuracién promedio o consenso, que representa un

estado intermedio entre las configuraciones individuales (Figura 18f).

{ a) b)
N
c) d)
N T
e) f)

Figura 18. Representacion de las etapas del GPA: a) datos originales, b) traslacion,

c) reflexion, d) rotacion, e) rotacion general para PCA y f) consenso (tomado de

Massart, 1998).
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Cabe destacar que el GPA no es una técnica de regresion. Solamente
consiste en permitir operaciones de traslacion, rotacién y reflexion, que
permiten preservar las distancias entre objetos. Por el contrario, la regresion

permite cualquier transformacién lineal.

De acuerdo a Massart (1998), el algoritmo puede resumirse de la

siguiente manera:

XX — 1,m} y Ye¥ - 1,mi

Centrado de columnas (39)
T T
. T
Rotacion de X X XWQ (41)
7 ¥ +X)
Promedio =2 (42)
T
PCA de Z VeEIGEZ'2) (43)
Rotacion final E'4F ) }r-_}'v ,X'EX'V (44)

Después del andlisis, las distancias entre los objetos correspondientes
pueden interpretarse como las configuraciones trasladadas, escaladas y rotadas,
que son las minimas que pueden obtenerse a través del algoritmo. En
consecuencia, puede establecerse el grado de concordancia entre ambos
conjuntos, asi como qué variable de un grupo es similar o no a otra variable del

otro grupo.

Por otro lado, debe resaltarse que las transformaciones derivadas del
GPA se dan en la mayor dimensionalidad posible. Cuando se encuentra la
solucién 6ptima, la forma mas conveniente de representarla es a través de un

PCA de dos dimensiones. Los porcentajes de varianza representada pueden
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utilizarse para reconocer si es necesario incluir un tercer o cuarto PC para la

representacion grafica de la solucion (Naes, 1996).
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3.1. EQUIPO Y REACTIVOS
Equipo

Para la cuantificacion de plomo en las muestras bioldgicas se utilizé un
espectrometro de absorcion atdmica modelo Analyst 400, acoplado a un horno
de grafito modelo HGA-900 y un automuestreador modelo AS-800, todos de la
marca Perkin Elmer. Para la determinacién de algunos de los parametros
bioquimicos analizados en este trabajo se usé un espectrofotometro UV-Visible,

modelo LABDA 25, marca Perkin Elmer.

Se usé como equipo menor de laboratorio, un potenciémetro, modelo
pH209, de la marca Hanna; una balanza analitica, modelo CX220, de Daigger; una
microcentrifuga, modelo 5424, marca Eppendorf; un bafo ultrasénico, marca
Branson; un horno, modelo A62060, de la marca Scorpion Scientific, campana de
extraccion de humos, marca Scorpion Scientific y cajas metabdlicas marca

Nalgene.
Reactivos

Todos los reactivos y disolventes fueron al menos grado analitico. La
disolucion estandar para determinacién de plomo por espectrometria de
absorcion atémica fue de 1 000 mg L-1, grado AAS. Los acidos nitrico (HNO3) y
clorhidrico (HCI) fueron grado para analisis de metales, de Sigma Aldrich. El

agua fue destilada o ultrapura, seglin se requirio.

3.2. SELECCION DE ROEDORES Y GRUPOS DE ESTUDIO

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos de peso corporal aproximado de
200 g, las cuales fueron depositadas en cajas especiales para roedores

acondicionadas con una cama de aserrin estéril bajo un clima constante (16 a 20
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° C). Se colocaron como maximo dos ratas por caja. Los roedores fueron

alimentados mediante una dieta normal y agua potable.

Se formaron dos grupos: el control (con cinco ratas hembra) y el grupo
intoxicado con plomo (con dos ratas hembra y cinco machos), los cuales se
sometieron a los mismos tratamientos y analisis. Para el grupo expuesto, las
ratas fueron intoxicadas via intraperitoneal con una dosis de 25 mg de acetato
de plomo por kilogramo de peso corporal. El tiempo de intoxicacién fue de 15
dias, periodo en el cual se administraron siete dosis, distribuidas en un periodo

de 48 horas.

Las ratas fueron pesadas al inicio del tratamiento llevando un control de
peso cada tercer dia. Se tomaron muestras de suero, orina, higado, cerebro y
rifién al inicio y al final del tratamiento. Para las muestras de orina los animales
se colocaron en cajas metabdlicas, bajo condiciones de alimentacién normales; la
muestra fue recolectada al transcurrir 12 horas. La muestra de sangre fue
obtenida directamente de la arteria renal después del sacrificio de la rata. Se
separd el suero de los eritrocitos. El higado, los rifiones y el cerebro se
colectaron después de la dislocacion cervical del animal y se conservaron en PBS

(amortiguador de fosfatos pH 7.4) en congelacion hasta el andlisis.

3.3. DETERMINACION DE PLOMO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

3.3.1. Preparacion de las muestras de suero y eritrocitos de acuerdo a la

NOM-199-SSA1-2000

Todo el material de vidrio utilizado se mantuvo en una disoluciéon de Aacido
nitrico (HNOs) al 20% V/V durante al menos 24 horas; se lavé con una

disolucion jabonosa y se enjuagd con agua destilada y finalmente agua ultrapura.
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La muestra de sangre se extrajo después de la dislocacién cervical del
animal, tomandose de la arteria renal aproximadamente 2 mL de muestra. Se
trasvasé a un tubo de ensayo con Aacido etilendiaminoetraacético disddico
(EDTA) como anticoagulante y se almacend6 a 2-8° C. Para la separacién de suero

y eritrocitos, se centrifugd 5 minutos a 4 000 rpm.

El modificador de matriz se prepar6 a partir del fosfato dibasico de
amonio ((NH4)2HPO4), Tritén X-100 y HNO3 en agua ultrapura. Para lavar el
automuestreador se usé una disolucién acuosa de Triton X-100 al 0.5 % V/V. A
partir de la disolucién patrén de plomo 1 000 mg/L, se preparé una disolucion
intermedia y disoluciones de trabajo en concentraciones de plomo de 50, 100,
250, 500 y 750 pg/L en matraces volumétricos de 10 mL. Finalmente, las
muestras de calibracién y las muestras problema se prepararon de acuerdo a la

Tabla 5.

Tabla 5. Composicion de muestras estdndar, suero y eritrocitos por calibracion

directa. Las concentraciones de las disoluciones de trabajo estdn dadas en ug/L.

Modif. Matriz Agua Soluciones de trabajo Muestra

(uL) (uL) 50 100 250 500 750 (uL)
Blanco reactivo 900 100 - - - - - -
Estandar 5 900 - 100 - - - - -
Estandar 10 900 - - 100 - - - -
Estandar 25 900 - - - 100 - - -
Estandar 50 900 - - - - 100 - -
Estandar 75 900 - - - - - 100 -

Muestras 900 - - - - - - 100
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3.3.2. Preparacion de las muestras de orina

Después de su recoleccidon se almacenaron de 2 a 8 grados centigrados (°C).
Antes de su transferencia al automuestreador del EVAAS, se pasaron a través de
un filtro de jeringa con membrana de nylon de 0.45 um de tamafio de poro, para

evitar el paso de material biolégico.
3.3.3. Preparacion de muestras sdlidas

Se pesé con exactitud de 0.1 a 0.5 g de muestra en peso seco (de acuerdo a su
disponibilidad) y se transfiri6 a un matraz Erlenmeyer de 250 mL para su
digestion. Se afiadieron al matraz 10 mL de una disolucién acuosa de HNOs3
(1:1V/V) y se cubrié con un vidrio de reloj, para después colocarse encima de
una parrilla de calentamiento y mantenerse en condiciones de reflujo durante 10
minutos. Se retird la muestra de la parrilla de calentamiento y se dejé enfriar. Se
afiadié entonces 5 mL de HNO3 concentrado, colocAndose nuevamente encima
del matraz el vidrio de reloj y se regreso éste a la parrilla de calentamiento para
mantener en reflujo la muestra durante 30 minutos. Se repitié una vez mas este
ultimo paso y se separo el matraz de la parrilla de calentamiento para permitir el

enfriamiento de la muestra.

Posteriormente, se anadieron 2 mL de agua ultrapura y 3 mL de H20; al
30 % V/V (presentacion comercial). Se colocd6 nuevamente el matraz
conteniendo la muestra encima de la parrilla de calentamiento y se calent6 hasta
observar efervescencia. Después de ceder la reaccién, se afiadieron siete
alicuotas subsecuentes de 1 mL de H202 al 30 % V/V cada una, hasta no observar
mas efervescencia. La cantidad total de H20; al 30 % V/V afnadida a la muestra
no excedio de 10 mL. Después, se afiadieron a la muestra 10 mL de agua
ultrapura y 2 mL de HCL concentrado, se cubrio el matraz con el vidrio de reloj y

se dejo en condiciones de reflujo por 15 minutos mas (US EPA, 2001).
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Concluida la digestion, se dejo enfriar la muestra y se pasoé a través de una
membrana de filtraciéon de nylon de 0.45 um de tamafio de poro. La muestra
filtrada se transfiri6 cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mlL,
aforandose hasta la marca con agua ultrapura. La disolucién final se transfirig
entonces en un recipiente de polipropileno inerte, a prueba de fugas, para su

almacenamiento en refrigeracidn a 4° C y analisis posterior.

3.4. CUANTIFICACION DE PLOMO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCION
ATOMICA CON VAPORIZACION ELECTROTERMICA

Los parametros instrumentales utilizados fueron los recomendados por el
fabricante: a) longitud de onda de 283.3 nanémetros (nm), b) sefial de
absorbancia integrada midiendo area de pico, c¢) 2.7 nm de rendija, d) tres
réplicas de inyeccién por muestra, e) correccion de fondo con lampara de

deuterio. El programa de temperatura usado se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa de temperatura del horno de grafito empleado para la

cuantificacién de plomo.

Tiempo Flujo gas
Paso T (°C) Lectura

(seg) (L/min)

1 100 5 250 No

2 140 15 250 No

3 700 10 250 No

4 1800 0 0 Si

5 2600 1 250 No
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3.5. ENSAYOS BIOQUIMICOS
3.5.1. Medicion de Proteina por el método de Lowry
3.5.1.1. Curva de calibracién

Se realiz6 una curva de calibracion con albiimina sérica bovina a una
concentracion patrén de 5 mM. Las muestras se prepararon tal y como se indica

en la tabla 7. Se utilizé un blanco de agua para la calibracién del equipo.

Tabla 7. Preparacion de la curva de calibracién para la cuantificacién de proteinas

por el método de Lowry modificado (Lowry, 1951).

Agua Albimina  Solucién D  Solucién C Folin

(uL) (nL) (nL) (1L) (1L)
11 800 0 100 2000 100
2 795 5 100 2000 100
3 790 10 100 2000 100
4 785 15 100 2000 100
5 780 20 100 2000 100
6 775 25 100 2000 100
7 770 30 100 2000 100
8 765 35 100 2000 100
9 760 40 100 2000 100
10 750 50 100 2000 100
11 730 70 100 2000 100
12 700 100 100 2000 100

1Blanco de proteina; Solucion A: (10 g de Na,COs, 2 g de NaOH, 0.134 g de tartrato de
sodio y potasio (KNaC4H40se4H->0) en 500 mL de agua); Solucion B: (0.5% p/V de
CuS04.5H,0); Solucién C: 50 volimenes de solucién A mas un volumen de solucién B.
Solucién D: desoxicolato de sodio (Cz4H39NaO4) al 1% p/V. Solucién E: solucién 1:2 V/V
del reactivo de Folin-Ciocalteu.
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3.5.1.2. Medicion de proteinas totales en las muestras seleccionadas

Una alicuota de 10 uL de cada una de las muestras utilizadas en los ensayos
bioquimicos se colocd en un tubo de ensayo conteniendo 790 pL de agua.
Posteriormente se adicionaron 100 puL de una solucién D, 2 ml de la solucién Cy
finalmente 100 pL de una soluciéon E. Las muestras fueron agitadas en un
agitador tipo vortex y se incubaron a temperatura ambiente por un tiempo de 15
minutos. Transcurrido el tiempo de incubacién se programé el
espectrofotémetro para medir la concentracion de proteina de la curva y a partir
de la ecuacién obtenida determinar la concentracion de proteinas totales en las

muestras analizadas. La absorbancia de las muestras se registré a una longitud

de onda de 750 nm.
3.5.2. Medicion de la actividad de la enzima Glutation S-transferasa (GST)

El higado, el rifién y el cerebro fueron extraidos después de la dislocacién
cervical y se homogenizaron en una solucién amortiguadora compuesta por
fosfatos (K2HPO4, KH2PO4), 20 mM, EGTA (etilenglicol tretraacético) 0.1 mM y
KCl 5 mM a pH 7.4.

Mediante la determinacion de proteina total por el método de Lowry se
realizaron los calculos para ajustar el ensayo a una concentraciéon de 1 mg mL-!

de proteinas por muestra.

Para el ensayo de la medicién de la actividad de la GST se utilizé una celda
de vidrio de 1 cm de diametro y en ella se colocé el volumen correspondiente del
amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 6.5), el sustrato dinitroclorobenceno
(DNCB) (1mM) y glutation reducido (GSH) (1mM). Los reactivos fueron
mezclados por inversidn y finalmente se coloc6 el volumen de muestra ajustado
a 1mg/mL de proteina. El volumen final del ensayo fue de 3 mililitros. El

espectrofotometro fue programado para la medicion de cinética enzimatica
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utilizando periodos de registro de 1 minuto. Durante tres minutos totales de
reaccion con un tiempo de respuesta de 20 segundos. La celda se introdujo y se

registro el incremento de la absorbancia a una longitud de onda de 350 nm.
3.5.3. Medicion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROS)

Alicuotas de 200 uL de homogenizado celular fueron colocadas cada una en un
tubo de ensayo al cual se le adicionaron 800 uL de amortiguador de fosfatos PBS
(8.1 gde NaCl, 2.302 g de NaHPO4, 0.194 g de NaH2PO4 en un volumen final de 1L
y un pH de 7.4). Se adicionaron 25 pL de butirihidroxitolueno (BHT: 88 mg de
BHT en 10 mL de etanol absoluto), y finalmente se afiadieron 500 pL de acido
tricloroacético (TCA 30% p/V). Se agité y se coloc6 en hielo durante 2 horas. Se
centrifugdé a 2000 rpm por 15 minutos en una microcentrifuga. Al finalizar el
tiempo se tomd 1 mL de sobrenadante, se colocé en un tubo y se adicionaron 75
uL de una solucion 0.1 M de EDTA y 250 uL de una solucién al 25 % p/V de acido
tiobarbitirico (TBA) disuelto en una solucién 0.05N de hidroxido de sodio
(NaOH). Se agit6 y se puso a ebullicién por 15 minutos. Se enfrié y se registré la

absorbancia en el espectrofotémetro a las longitudes de onda de 532 y 600 nm.
3.5.4. Examen general de orina (EGO)

Para realizar este ensayo se utilizé6 un kit de tiras reactivas para Uroanalisis
(URI-10P). Se us6é una muestra de orina sin centrifugar tomada al inicio y al final
del tratamiento. Se tomo6 una tira reactiva y se sumergié brevemente en el tubo
de ensayo conteniendo la muestra, procurando que todas las areas reactivas
quedaran en contacto con la muestra. Se secé el exceso de muestra y se sostuvo
la tira en posicion horizontal. La lectura de los resultados se llevé a cabo
comparando los colores obtenidos con la escala de colores proporcionada por el
fabricante. Los resultados fueron obtenidos siguiendo instrucciones
proporcionadas para cada prueba y respetando el tiempo de reaccion de cada

reactivo presente en la tira.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Inicialmente se aplicaron las pruebas de distribuciéon normal de datos de
Shapiro-Wilk, de Anderson-Darling, de Lilliefors y de Jarque-Bera, utilizando el
paquete estadistico de XLSTAT v2012.5.01 de Addinsoft. En el caso de algunas
series de datos (GST en orina inicial, GST en orina final, GST en cerebro y GST en
sangre) fue necesario transformar los valores originales a su forma logaritmica
antes de aplicar las pruebas de distribucion.

La obtenciéon de medias aritméticas, desviaciones estandar, varianzas e
intervalos de confianza, asi como la aplicacién de las pruebas de hipotesis para
la identificacion de datos aberrantes (Pruebas de Dixon y Grubbs), comparaciéon
de varianzas (Prueba F) y comparacion de medias (Prueba t), se realizé a través
de hojas de calculo de Excel 2007 de Microsoft. Cabe destacar que en todas las
pruebas de hipdtesis se utilizé un nivel de significacién del 5% y los valores
criticos se obtuvieron de las tablas correspondientes (Massart, 1997; Miller,
2002).

Se realiz6 un Analisis de Varianza en dos sentidos para evaluar si habia
diferencias significativas en el volumen de orina entre los grupos control y
expuesto, a través del paquete estadistico Origin Pro 8 SRO de Origin Lab
Corporation.

A través del paquete estadistico Statistica 99 de Statsoft Inc., se establecio
el grado de asociacion lineal entre pares de series de datos mediante la
estimacion del coeficiente de correlacién de Pearson ry su grado de significacion
a través de una prueba de hipotesis. Igualmente, se calculé este parametro en las
series de tiempo correspondientes al peso de ratas control (x (t)) y expuestas (y
(t)), en cuyo caso recibe el nombre de coeficiente de correlacion cruzada ryy (0),
cuya significacion se evalud igualmente a través de una prueba de hipotesis. Para
ejecutar este analisis, se sustituyeron los valores de x (fechas) por numeros

enteros consecutivos.
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Se uso el paquete estadistico de Pirouette v3.11 de Infometrix Inc. para la
aplicacion del Andlisis de Componentes Principales y el Analisis Jerarquico de
Conglomerados. Para la técnica de reconocimiento de pautas no supervisado de

las K medias, se usé el paquete estadistico de Statistica 99 de Statsoft Inc.

Para el Analisis Procrusteano Generalizado, se usé el paquete estadistico
de XLSTAT v2012.5.01 de Addinsoft. En tal caso, los datos se organizaron en dos
configuraciones (grupos control y expuesto), con 6 dimensiones (especimenes

en cada grupo) y 9 objetos (parametros estimados).

Finalmente, en el andlisis de los resultados de EGO por PCA, las variables
cualitativas ordinales se transformaron a valores numeéricos consecutivos, de

acuerdo a Gifi (1990).
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4.1. MODELO EXPERIMENTAL

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho y hembra con una edad de 21
dias y peso corporal entre 35 y 40 gramos. Se aplicaron 7 inyecciones durante 15
dias, via intraperitoneal a una dosis de 25 mg de acetato de plomo por kilogramo

de peso del animal.
4.2. PESO CORPORAL

Se llevdé un control de peso durante el tratamiento. Algunos autores han
demostrado que uno de los efectos de la exposiciéon a plomo es el aumento o la
disminucién del peso corporal dependiendo del esquema de intoxicacién y de la

dosis de metal al que se exponga el animal.

Antes de iniciar el proceso de intoxicacién, los animales fueron adaptados
a las condiciones requeridas para iniciar el trabajo de investigacion. Entre estas
condiciones se encuentran la comida, el agua, la temperatura, los ciclos luz-
oscuridad y el aseo. Durante este periodo las ratas aumentaron entre 100 y 150
gramos, pesos que se utilizaron para calcular el volumen de plomo administrado
via intraperitoneal. Al final del esquema de intoxicacién los animales al ser
sacrificados aumentaron de 12 a 30 gramos con relacion al peso de la primera
dosis. La Tabla 8 muestra los pesos de los animales en los diferentes tiempos de

intoxicacién.
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Tabla 8. Peso de los animales en diferentes etapas del proceso experimental. Los
valores muestran el promedio mds la desviacion estdndar del niimero de

determinaciones mostradas entre paréntesis.

Peso inicial Primera dosis Tercera dosis Sacrificio
Grupo (42 dias) (45 dias) (55 dias)
Control (g) 35.12+3.13 130.55 147.3 162.95
° (n=5) (n=2) (n=2) (n=2)
Expuesto (g) 41.57+7.91 195.62+26.55 199.42+19.18 207.65%+23.8
p g (l’l=6) (]’1:6) (n=6) (n=6)

4.3. PESO DE LOS ORGANOS

El peso de los 6rganos fue registrado para analizar el efecto sistémico de la
exposicion a plomo. Los tres 6rganos seleccionados resultan blancos faciles a ser
dafiados por plomo, el aumento de su tamafio podria constituir un posible
indicador de esta intoxicacién. La Tabla 9 muestra el peso de los 6rganos rifidn,
higado y cerebro. En los tres se observa una disminucién general en el peso. En

los animales expuestos existe un aumento en higado y rifién pero no en cerebro.

Tabla 9. Peso de los érganos de animales control y expuesto a una dosis de 25 mg
de plomo/Kg de peso, al finalizar el periodo de experimentacién. Los valores
muestran el promedio mds la desviacion estdndar del niimero de determinaciones

mostradas entre paréntesis.

Grupo Higado Rifién Cerebro
(8) (g) (g)
Control inicial 7.16x0.71 1.42£0.21 1.69+0.22
(n=3) (n=3) (n=3)
5.06 1.27 1.61
Control final
ontrol fina (n=2) ne2) oo
Expuesto 7.44%0.79 2.17+0.33 1.69+0.15
’ (n=6) (n=6) (n=6)
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4.4. VOLUMEN DE ORINA

Uno de los principales 6rganos afectados por la intoxicacién con plomo es el
rifién. Bajo el esquema de intoxicacidon utilizado se encontr6 aumento de su
peso. El volumen de orina aumenté también en los animales expuestos en
relacion con los animales control. La Tabla 10 muestra los volumenes de orina

recolectada por un periodo de 24 horas.

Tabla 10. Valor promedio y desviacion estandar del volumen de orina. Los valores
muestran el promedio mds la desviacion estdndar del nimero de determinaciones

mostradas entre paréntesis.

Grupo Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2
1 (mL
Control (mL) (n=5) o)
Expuesto (mL) 12.83+7.65 14.33£3.83 24.5+3.56
’ (n=6) (n=6) (n=6)

4.5. DETERMIACION DE PLOMO EN RINON, HIGADO, CEREBRO, SANGRE
(SUERO Y PAQUETE GLOBULAR) Y ORINA

Para conocer el contenido de plomo en los diferentes dérganos y fluidos
corporales, y tratar de establecer un posible mecanismo del dafio del metal en
los animales expuestos a plomo, se realizaron estudios de determinacién de
plomo mediante espectroscopia de absorcién atémica. La Tabla 11 muestra el
contenido de plomo en muestras de los érganos rifiéon, higado y, cerebro y, en los
fluidos sangre y orina. En cerebro no se detect6 plomo, mientras que en rifi6on e
higado la concentracion de plomo aumentd. Para el caso de los fluidos, solo en el

suero se encontrd un incremento en la concentracion del metal en los animales
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expuestos respecto a los no expuestos. En las muestras de orina no se observd

un incremento en la concentracion de plomo.

Tabla 11. Concentracién de plomo en las diferentes muestras estudiadas de ratas
control y expuestas. Los valores muestran el promedio mds la desviacion estdandar

del niimero de determinaciones mostradas entre paréntesis.

Grupo Higado Rifién Cerebro | Eritrocitos Suero Orina | Orina F
ng/Kg ug/L
Conrel 7.14217.5 ND ND 41.641&55. 13.99+9.34 53.81+9. 79.60
= = = =1
sy 09 @) | (n=5) sy 07D
48.15x26 1031.60=% . 154, 49+£13.
Expuest | 9.81£6.1 38.37+19.2 ND 348.15¢26 1031.60605. 55.15 80.49:13
0 (n=6) (n=6) (n=6) 3.2 2 9 3
- - - (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

4.6. DETERMINACION DE PROTEINA TOTAL

La determinaciéon de la concentracion de proteinas se determin6é en los

diferentes 6rganos y fluidos y los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Concentracién de proteina en las diferentes muestras de ratas control y
expuestas. Los valores muestran el promedio mds la desviacién estdndar del

nimero de determinaciones mostradas entre paréntesis.

Grupo Higado Rifiéon Cerebro Orina I Orina F Sangre
mg/mL
Control 0.91+0.08 0.63+0.06  0.57+0.02  1.23+0.68 2.07 0.83+0.06
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=2) (n=5)

0.88+0.13 0.66+0.06 0.64+0.05 2.20+1.6 1.27+0.68 0.96%0.10
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Expuesto
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4.7. ACTIVIDAD DE GST

Un biomarcador importante en la intoxicaciéon por plomo es la actividad de la
enzima GST. Se ha establecido que la actividad de esta enzima se ve afectada por
el plomo ya sea de manera directa e indirecta. Directamente el efecto podria
deberse a la union del metal a las proteinas a través de enlaces con grupos
sulfhidrilo o carboxilo. De manera indirecta al dejar a la célula con poco glutation
reducido (GSH), mismo que sirve como cofactor de la enzima. La Tabla 13

muestra la actividad de GST en las muestras seleccionadas.

Tabla 13. Actividad de GST en las diferentes muestras. Los valores muestran el
promedio mds la desviacion estdndar del niimero de determinaciones mostradas

entre paréntesis.

Grupo Higado Rifién Cerebro Orina | Orina F Sangre
pmol/mg/min
1.12E-
6.49E- 1.51E- 1.74E- 7.96E-

5.72E-04 03£1.3

Control | 03£2E-03  03+4E-04 03+6.7E-04 04+9.6E-04 (n=2) E-03
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5) - (n=5)
6.22 E- 452 E- 2.83 E- 1.48 E-04+1E- 1.0 E- (34156]34

Expuesto | 03+8E-04  03+4E-04 03+2.8E-03 04 04+2.71E-05 E_04
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

4.8. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno son los causantes del estrés oxidativo
ocasionado por la presencia de plomo dentro de las células. Su determinacién
resulta importante debido a que ello puede indicar el modo de accién del plomo.

Los resultados mostrados en la Tabla 14 muestran que no existen cambios en
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los niveles de TBARS cuantificados, lo cual podria deberse a posibles problemas

con los reactivos utilizados.

Tabla 14. Concentracién de EROS en las muestras de ratas control y expuestas. Los
valores muestran el promedio mds la desviacion estdndar del niimero de

determinaciones mostradas entre paréntesis.

Grupo Higado Rifion Cerebro Suero
nmol/mg de proteina

3.03E-08+6.68E-09 5.05E-08+3.81E-09 3.54E-08+2.96E-09 6.57E-09+1.72E-09
Control (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

3.19 E-08+7.30E-09 5.19 E-08+7.36E-09 3.42 E-08+3.19E-09 7.09 E-09+1.87E-09
Expuesto (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

4.9. EXAMEN GENERAL DE ORINA

Este andlisis es utilizado para comprobar si existe dafio a nivel renal. Se realizé
el examen al inicio del tratamiento para conocer las condiciones de salud de las
ratas ya que no se sabia si tenian alguna enfermedad o algin dafio debido al
lugar de procedencia. La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos al inicio del

tratamiento para las ratas control y ratas expuestas.
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Tabla 15. Examen general de orina de ratas control (C1-C5) y ratas expuestas (E1-

E6) al inicio del tratamiento con plomo.

Rata | Glucosa Bilirrubina Cetona  G.E Sangre pH Proteina Urobilinégeno Nitra Leuco
Cc1 ND ND ND 1 ++ 85  trazas 0.2 U/dL + ND
C2 ND ND ND 1.01 + 7.5 ND 0.2 U/dL + ND
c3 ND ND ND 1 + 8.5 ND 0.2 U/dL + ND
Ca ND ND ND 1 + 8.5 30 mg/dL 0.2 U/dL + ND
C5 ND ND ND 1.015 ++ 6.5 trazas 0.2 U/dL + ND
El ND + 5mg/mL 1 + 8.5 300 mg/dL 0.2 U/dL + ND
E2 ND ND ND 1.01 TNH 8 100 mg/dL 0.2 U/dL + ND
E3 ND ND ND 1 + 8.5 ND 0.2 U/dL + ND
E4 ND ND ND 1.015 ++ 6.5 ND 0.2 U/dL + ND
ES ND ND ND 1 TNH 8.5 100 mg/dL 0.2 U/dL + ND
E6 ND ND ND 1 trazas 8.5 trazas 0.2 U/dL + ND

(TNH: trazas no hemolizadas)

Al final del tratamiento con plomo se realiz6 de nuevo el examen, esta vez
para conocer los estragos que el plomo habia causado a nivel renal. La Tabla 16

muestra los resultados obtenidos.

Tabla 16. Examen general de orina de ratas control (C1, C2) y ratas expuestas (E1-

E6) al final del tratamiento con plomo.

Rata | Glucosa Bilirrubina Cetona  G.E Sangre pH Proteina Urobilindgeno Nitra Leuco
Cc1 ND ND ND 1.015 ND 6 30mg/dL 0.2 U/dL + ND
c2 ND ND ND 1.01 trazas 6.5 30mg/dL 0.2 U/dL + ND
El ND ND ND L 1 TNH 8 100 mg/dL 0.2 U/dL ND ND
E2 ND + 5 mg/m 1 TNH 8.5 100 mg/dL 0.2 U/dL + ND
E3 ND ND ND 1.005 ++ 8 ND 0.2 U/dL + ND
E4 ND ND ND 1.005 +++ 7.5 trazas 0.2 U/dL + ND
E5 ND ND ND 1.005 +++ 8 30mg/dL 0.2 U/dL + ND
E6 ND ND ND 1 +++ 8.5 30mg/dL 0.2 U/dL + ND

(TNH: trazas no hemolizadas)
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4.10. ANALISIS QUIMIOMETRICO DE LOS DATOS OBTENIDOS

En las variables continuas se aplicaron las siguientes pruebas de distribucion
normal: Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, Lilliefors y Jarque-Bera. De acuerdo a
los resultados obtenidos, sélo cuatro de los seis parametros GST no mostraron
una distribucién normal (GST orina inicial, GST orina final, GST cerebro y GST en
sangre). Sin embargo, al transformar sus valores a log (xi) se encontré que

seguian una distribucién normal (Massart, 1997).

Durante la cuantificacién de plomo se identificé un valor excesivamente
alto en higado (682.0464 pg/Kg) en una de las ratas control, por lo que se
aplicaron las pruebas estadisticas de Dixon y Grubbs a la serie de datos
correspondiente para determinar si el valor se rechazaba o se mantenia en la
serie. El valor de Qioestimado fue mayor que el Qcritico (0.976 >0.710) usando la
prueba a dos extremos, por lo que el valor fue rechazado. El mismo resultado se
obtuvo de la prueba de Grubbs, donde el valor estimado fue mayor que el valor

critico (1.789 >1.715). En consecuencia este dato, se retir6 de la serie.

Otro dato aberrante se identific6 en el contenido de plomo en eritrocitos
en una de las ratas expuestas (1576.4 pg/L), que se rechazé de acuerdo a la
prueba de Grubbs (257.5 >1.9), mientras que el resultado de la prueba de Dixon
no fue excluyente (0.61<0.62). Se identific6 otro dato aberrante en el contenido
de plomo en orina final en una de las ratas expuestas (200.5 ug/L), que fue
rechazado de acuerdo a las pruebas de Dixon (0.75>0.6) y Grubbs (9.03>1.88).
Finalmente, otro dato aberrante en el contenido de plomo en suero en una de las
ratas expuestas (2188.7 ug/L) fue rechazado a partir de la prueba de Grubbs
(12.08 >1.88), si bien el resultado de la prueba de Dixon no fue excluyente

(0.27<0.60). Enla Tabla 17 se muestran los datos aberrantes en color rojo.

Otro dato aberrante fue observado en la actividad de GST en orina inicial

en una de las ratas control (0.014 pg/L), que fue rechazado de acuerdo a las

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 99



CAPITULO 4. RESULTADOS

pruebas de Dixon (0.858 > 0.717) y Grubbs (1.77 > 1.715). También fue
identificado un dato aberrante en la actividad de GST en sangre en una de las
ratas expuestas (0.0211 pg/L) que fue rechazada de acuerdo a las pruebas de
Dixon (0.923 > 0.621) y Grubbs (2.03 > 1.88). De la misma manera se detect6 un
dato aberrante en la actividad de GST en cerebro en una de las ratas control
(0.00089 pg/Kg) que se rechazé de acuerdo a la prueba de Dixon (1.65 > 0.621),
mientras que el resultado de la prueba de Grubbs no fue excluyente (1.65 <
1.88). Finalmente, otro dato aberrante en el contenido de GST en orina final en
una de las ratas expuestas (0.0102 pg/L) fue rechazado a partir de las pruebas
de Dixon (0.993 > 0.621) y Grubbs (2.04 > 1.88). La Tabla 18 muestra los datos

aberrantes.
En el resto de las series de datos no se identificaron datos aberrantes.

Tabla 17. Concentracién de Plomo en las diferentes muestras.

Rata Higado Rifién Eritrocitos Suero Orinal Orina F
ng/Kg ug/L
C1 18.22 ND 8.6315 ND 48.67
C2 1.70 ND ND 3.77 54.48
C3 3.42 ND 1.49 ND 69.89 79.60
C4 682.04 ND 121.42 22.11 47.84
C5 5.21 ND 35.01 16.08 48.15
Promedio | 7.14+7.52 41.64+55.1 13.9949.34 53.81+9.4 79.60
E1l 19.50 16.63 678.31 1183.69 48.36 83.77
E3 5.86 45.97 1576.4 2188.7 59.06 88.40
E4 7.80 25.22 218.98 1616.77 60.92 63.06
E5 8.83 44.05 118.91 1472.66 56.73 200.46
E6 2.65 70.06 584.14 767.23 55.32 71.21
E7 14.18 28.29 140.35 117.66 50.49 96.04
Promedio | 9.80+6.08 38.37+19.19 348.15+263.2 1031.60+605.2 55.15+4.87 80.49+13.27
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Tabla 18. Actividad de GST en las diferentes muestras.

Rata Higado Rifién Cerebro Orinal Orina F Sangre
ng/Kg pug/L

C1 7.72E-03 1.41E-03 1.52E-03 0.014 2'?)1]5'
C2 9.00E-03 2.14E-03 1.19E-03 2.22E-03 4‘32]5'
2.80E-

C3 4.06E-03 1.31E-03 1.52E-03 2.76E-04 1.42E-04 04
C4 6.52E-03 9.68E-04 8.90E-04 2.76E-04 3'32]5'
1.24E-

C5 5.16E-03 1.73E-03 2.72E-03 3.02E-04 1.00E-03 03
Prome 6.49E 1.51E 1.74E 7.96E 1.12E-
dio 03+2E-03 03+4E-04 03+6.7E-04  04+9.6E-04 >.72E-04 0;?01?;3
6.92E-

El 6.74E-03 3.82 E-03 2.14 E-03 2.76 E-04 8.52 E-05 04
2.42E-

E3 5.74E-03 3.84 E-03 1.30 E-03 2.55 E-04 8.25 E-05 04
1.85E-

E4 6.84 E-03 412 E-03 1.21 E-03 6.41 E-05 8.94 E-05 03
0.021

E5 494 E-03 452 E-03 8.54 E-03 1.25 E-04 9.70 E-05 L
3.33E-

E6 6.26 E-03 424 E-03 1.70 E-03 9.44 E-05 1.48 E-04 04
7.59E-

E7 6.80 E-03 4.96 E-03 2.10 E-03 7.225 0.0102 04
7.75E-
Prome 6.22 E- 452 E- 2.83 E- 1.48 E-04+1E- 1.0 E- 04+6.4

dio 03+8E-04 03+4E-04 03+2.8E-03 04 04+2.71E-05 E-_mi
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4.11. COMPARACION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES (CONTROL Y
EXPUESTO)

4.11.1. Parametros fisicos

Se registro el peso de los organismos desde su arribo al laboratorio para su
adaptacion a las condiciones del medio hasta su sacrificio, algunos de los cuales
se presentan en la Figura 19. Tres ratas control se sacrificaron, un dia antes de la
intoxicacion de los demadas organismos, con el fin de tener parametros de
referencia. Las dos ratas controles restantes se sacrificaron hasta el final del

estudio.

1 I
I I i

150

Peso, g

100
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Peso Inicial Primera Dosis Segunda dosis Sacrificio

Fechas

Figura 19. Peso a lo largo del estudio: organismos control (negro) y expuestos

(rojo).

Obsérvese que en todos los casos (Figura 19), los pesos de los organismos
control fueron menores que los pesos de los animales expuestos. Lo anterior se
debe probablemente a que en el segundo grupo se encontraron todos los
machos, un tanto mas corpulentos por naturaleza que las hembras. Sin embargo,

las tendencias observadas parecen no mostrar cambios significativos en estos
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grupos después de la exposicion a plomo durante el periodo de intoxicacion (de
15 dias).

EL coeficiente de correlacion cruzada ryy, (0) fue de 0.9795 para las series
de tiempo de los promedios de pesos de las ratas control y expuestas. Dado que
el valor calculado de t fue mayor que el valor critico (22.28 > 2.09), se rechaz¢ la
hipdtesis nula y en consecuencia se identific6 una correlacidn significativa entre
las dos series de tiempo; es decir, los pesos de las ratas control y las ratas

expuestas variaron en una proporcion similar a lo largo del periodo de estudio.

Sin embargo, al analizar la fisonomia interna de los organismos, al final
del periodo de exposicion, se observo una clara diferencia entre los dos grupos.
Los organismos expuestos presentaron edemas y formacion de tejido graso en

exceso, no asi los organismos control.

En cuanto al peso de los 6rganos, en la Figura 20 se presentan los
parametros de tendencia central de los organismos control sacrificados al inicio
del proceso de intoxicaciéon (n=3) y al final (n=2). Como puede observarse, entre
los controles sacrificados el 13 y 27 de junio no se aprecian alteraciones
evidentes en las muestras de rifién y cerebro, pero si en el higado, lo cual se
constaté a través de la prueba F para el caso de las varianzas y la prueba t para
las medias, con pruebas bilaterales. Entre las varianzas no hubo diferencias
significativas en el caso del rifién (6.0 < 799) ni el cerebro (8.3 < 799), ni entre
las medias (rifién, 0.88<3.18; cerebro, 0.46<3.18). En cuanto al peso del higado
en ambos grupos, si bien no hubo variaciones significativas en las varianzas

(1.16 < 799) si lo hubo entre las medias (3.32 > 3.18).
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Figura 20. Peso de higado, rifién y cerebro de animales control al inicio (negro) y

al final del estudio (rojo). (H: higado, R: rifidn, C: cerebro).

Estos resultados dieron la pauta para realizar la comparacién de pesos de
6rganos entre los organismos control sacrificado y los expuestos al metal, al final
del estudio. Para esto, se considerd organismos con periodos de crecimiento

similares. Los resultados se presentan en la Figura 21.

Se observo un aumento de peso en el higado y rifién para los organismos
expuestos, no asi en el cerebro. La comparacién de los parametros de tendencia
central entre el grupo control y expuesto sacrificados el mismo dia, llevd a
establecer que no hubo variaciones significativas entre las varianzas, ya que
Festimada fue menor en todos los casos que Feritica (1.26<921.8 en higado;
2.55<921.8 en rifién; 2.20<10.01 en cerebro). Por otro lado, hubo variaciones
significativas en las medias de higado y rifién (3.71>2.45 en higado; 3.44>2.45
en rifién), no asi en cerebro (0.61<2.45). A partir de estos resultados, se
consider6 que el peso de higado y rifién pudieran ser parametros indicadores de
intoxicacion por plomo, por lo que se conservarian en el resto de las

comparaciones, no asi el peso de cerebro.
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Figura 21. Peso de higado (H), rifion (R) y cerebro (C) de organismos control

(negro) y expuestos (rojo) al final del periodo de experimentacion.

El daltimo parametro fisico considerado fue el volumen de orina, cuyos
resultados se muestran en la Figura 22. Se aplicé un ANOVA en dos sentidos
para evaluar simultdneamente todos los datos. Los resultados se muestran en la
Tabla 19. No hubo variaciones significativas entre el estado inicial y final de
ambos grupos. Calculando el limite de confianza de las medias del estado inicial
y final (13.7 a 27.3 y 1.26 a 18.5, respectivamente), pudo observarse que ambos
coincidieron en cierto intervalo, razén por la cual no se identificaron variaciones
significativas. Por el contrario, si pudo distinguirse una clara diferencia entre las
ratas control y expuestas al final del tratamiento, debido a que el segundo grupo

presentd un incremento significativo en el volumen de orina.
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Figura 22. Volumen de orina al inicio y al final del periodo de experimentacién de

organismos control (negro) y expuestos (rojo) (In: inicial, Fi: final).

Tabla 19. Andlisis de Varianza en dos sentidos para el volumen de orina registrado

durante el estudio.

Grados de Suma de Valorde Valorde
Media

libertad cuadrados F P

1 242.6075 242.6075 6.6306 0.0211
Factor A

Factor B 1 49,7043 49,7043 1.3584 0.2620
Modelo 3 650.9561 2169853 5.9303 0.0070

Error 15 548.8333 36.5888 - --

Total 18 1199.7894 -- - --

A un nivel de significaciéon de 5%, las medias del Factor A (grupos control y expuesto)
son significativamente diferentes.

A un nivel de significaciéon de 5%, las medias del Factor B (estado inicial y final) no son
significativamente diferentes.
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4.11.2. Parametros quimicos: concentracion de Plomo

En la Figura 23 se presentan las concentraciones de plomo estimadas en las
muestras biologicas por EVAAS. De las pruebas F aplicadas, s6lo en el contenido
de plomo en suero en el grupo control y expuesto se encontraron varianzas
estadisticamente diferentes (64.75>6.97). Las medias de ambos grupos tampoco
fueron estadisticamente equivalentes en este rubro (4.11>2.57), ni en el
contenido de plomo en eritrocitos (2.53>2.26). En el caso del rifidn, sélo se
muestran la media y desviacion estandar del grupo expuesto, ya que en las
muestras del grupo control el contenido de plomo estuvo por debajo del limite

de deteccién instrumental, por lo que se reporté como no detectado en todos los

especimenes.
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Figura 23. Contenido de plomo en las diferentes muestras analizadas: organismos
control (negro) y expuestos (rojo). (H: higado, R: riidn, E: eritrocitos, Sr: suero,

Or I: orina inicial, Or Fi: orina final).
4.11.3. Parametros bioquimicos

En la Figura 24 se presentan los valores de contenido de proteina en las

muestras bioldgicas. En las pruebas F aplicadas en todos los casos, no se
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encontraron varianzas estadisticamente significativas. En lo que respecta a la
prueba t, se encontraron valores estadisticamente diferentes en sangre y

cerebro (2.42>2.26,y 2.81>2.26 respectivamente).
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Figura 24. Contenido de proteinas en muestras biolégicas: organismos control
(negro) y expuestos (rojo). (Sn: sangre, H: higado, R: rifidn, C: cerebro, Or I: orina

inicial, Or Fi: orina final).

En relacién a la actividad de GST en las muestras biolégicas (Figura 25), el
analisis estadistico de los valores de tendencia central, establece que las
varianzas fueron equivalentes casi en todos los casos, con excepcién de la
actividad de la enzima GST en orina inicial (63.79 >5.98). Sin embargo, en el
valor de t no hubo cambios significativos entre los especimenes control y
expuestos en lo que corresponde a este parametro (1.33 < 2.57). Sélo en el caso
de la actividad de GST en rifiéon hubo cambios considerables entre ambos grupos,

lo que se reflejé en medias estadisticamente diferentes (10.26 >2.26).

La comparacién de EROS estimada en muestras bioldgicas del grupo

control y expuesto llevd a concluir que las varianzas y medias son
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estadisticamente equiparables. En otras palabras, no hubo cambios significativos

entre ambos. La figura 26 muestra los resultados obtenidos.

0.015

0.012

-1

0.009

-1

GST, pmol mg ~ min

o
o
S
>
1

-

0.003

T
1

0.000

Sn ' H ' Pl{ ' C ' Orl ' Or Fi

Tipo de muestra
Figura 25. Actividad de GST en muestras de sangre (Sn), higado (H), rifién (R),
cerebro (C), orina inicial (Or 1) y orina final (Or Fi) de animales control (negro) y

expuestos (rojo).
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Figura 26. Especies reactivas de oxigeno medidas como especies reactivas al dcido
tiobarbiturico (TBARS) en higado, riiidn, cerebro y suero de organismos control

(negro) y expuestos a plomo (rojo).
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En resumen, las variables que mostraron variaciones significativas entre
las medias del grupo control y expuesto, fueron: peso de rifidn, peso de higado,
volumen de orina final, plomo en suero, plomo en eritrocitos, plomo en rifidn,
proteinas en sangre, proteinas en cerebro y GST en rifion. Todos ellos se
consideran como parametros tentativamente afectados por la de exposicién a

plomo.

4.12. CORRELACION DE PARAMETROS EN ORGANISMOS EXPUESTOS

A partir de los parametros identificados como representativos de la exposicion a
plomo en la seccion anterior (4.1.), se estimaron los coeficientes de correlacion
de Pearson con el fin de identificar tendencias de asociacién lineal entre pares de
variables. En todos los casos se incluyeron los resultados asociados a las ratas
control (5 especimenes) y expuestas (6 especimenes). Los resultados se
muestran en la Tabla 20. A partir de la aplicacién de la ecuacién 27, se estimé t
para la comparaciéon de tales coeficientes, obteniéndose como resultado que
varios pares de variables mostraron una correlacion significativa, los cuales se

resaltan en negritas en la Tabla 20.

4.13. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES Y ANALISIS DE
CONGLOMERADOS POR EL METODO DE LAS K MEDIAS

Inicialmente, se analizaron los datos correspondientes a todas las variables (con
cambios significativos o no entre ambos grupos), por lo cual se trabajé con una
matriz de 11 objetos representados por 27 variables independientes. Los datos
fueron autoescalados como técnica de preprocesamiento, dado que las variables
estuvieron expresadas en distintas unidades y por ende diferentes magnitudes

en sus intervalos de valores. El nimero maximo de factores fue de 9.
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Tabla 20. Coeficientes de correlacién de Pearson estimados para las variables identificadas como significativas en la seccién
4.1

Pb_Suero Pb_Eritr =~ Pb_Rifiéon  Prot_San Prot_Cer GST_Rin6n Vol Or_F Peso_Hig  Peso_Rifi

Pb_Suero 1.00 0.57 0.62 0.42 0.28 0.71 0.75 0.33 0.60
Pb._Eritr 1.00 0.63 -0.05 0.23 0.56 0.56 0.55 0.52
Pb_Rifién 1.00 0.41 0.40 0.80 0.83 0.55 0.84
Prot_San 1.00 0.80 0.70 0.67 -0.02 0.56
Prot_Cer 1.00 0.76 0.61 0.40 0.69
GST_Rifién 1.00 0.94 0.52 0.87
Vol Or_F 1.00 0.33 0.82
Peso_Hig 1.00 0.71
Peso_Riii 1.00
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En la Figura 27 se presentan los resultados asociados a la eleccion del
numero significativo de factores. Se recurri6 inicialmente a la comparacion de
PRESS (sumatoria de los errores cuadraticos de prediccidon) asociados a cada
factor a través de la prueba F (Haaland, 1988). Se identific6 que en todos los
casos las varianzas fueron estadisticamente equivalentes (Fcaculada<Feritica), por lo
que el numero 6ptimo de factores no pudo seleccionarse por este criterio.
Entonces, se utilizé el criterio del minimo local (Lépez de Alba, 1997),

eligiéndose 3 factores como significativos.

80000

60000

PRESS val

40000

20000 . T . T . T

PC o factores

Figura 27. Identificacién de factores significativos en funcion del PRESS de

validacion.

En la Figura 28 se observa la distribucién de objetos (o especimenes) en
el nuevo espacio representado por los factores encontrados, a través de las
nuevas coordenadas o scores que los describen. Ningtin objeto se identific6 como
dato aberrante considerando 3 factores como éptimos, de acuerdo a la distancia
de Mahalanobis. Obsérvese que pudo diferenciarse el grupo control (c1 a c5) y el
expuesto (el a e6), dispuestos principalmente a lo largo del primer factor, que es

el que integra la mayor cantidad de la informacion que describe el sistema.

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 112



CAPITULO 4. RESULTADOS

Al aplicar el Analisis de Conglomerados por el método de las K medias a
las nuevas coordenadas derivadas del PCA para 3 factores, pudo observarse la
distribucién de los especimenes en los dos grupos descritos por los circulos

rojos, lo cual coincidieron con la visualizacion inicial en el PCA.

Factor1

Factor2

Figura 28. Representacion de los objetos en el espacio definido por los tres factores
considerados como significativos, considerando todas las variables estimadas en el

estudio. (e: expuesto, c: control)

La Figura 29 representa la distribuciéon de variables originales en el
espacio definido por tres factores. Dado que resultaba dificil establecer la
asociacién entre variables originales a través de este PCA (Figura 29), se
procedié a realizar un segundo PCA tomando en consideracion s6lo las variables
que mostraron variaciones significativas entre los organismos control y los
expuestos. Asi, se integré una segunda matriz de datos con 9 variables y 11
objetos (o especimenes, control y expuestos), utilizando también el autoescalado

como preprocesamiento, con 4 factores maximos.
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Figura 29. Representaciéon de las todas las variables originales, en el espacio

definido por los tres factores considerados como significativos.

En la Figura 30 se muestra la representacion del PRESS de validacién en
relacién con el numero de factores. De acuerdo a la prueba F a partir de los
valores del PRESS de validacion, son dos los factores que se consideraron como

Optimos para describir el sistema, que fueron los elegidos en el resto del PCA.

Nuevamente, ningiin objeto o espécimen se identific6 como dato
aberrante de acuerdo a la distancia de Mahalanobis, considerando dos factores

como Optimos.
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Figura 30. Identificacién de factores significativos en funcién del PRESS de

validacion.

En la Figura 31 se observa la distribucién de los especimenes control y
expuestos en el nuevo espacio definido por los 2 factores identificados como los
mas significativos tras el PCA. Nuevamente, se observé que pudo hacerse una
clara distincién entre ambos grupos, dispuestos a lo largo del primer factor, el
mas importante del andlisis, considerando sé6lo las nueve variables mas
relevantes (peso de rifién, peso de higado, volumen de orina final, plomo en
suero, plomo en eritrocitos, plomo en rifién, proteinas en sangre, proteinas en
cerebro y actividad de GST en rifién). Tras el Analisis de Conglomerados por el
método de las K medias, se identificaron los grupos enmarcados por los circulos
rojos, considerando como datos sélo los scores o nuevas coordenadas que

definen los especimenes de los dos factores significativos.
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Figura 31. Representacion de los objetos en el espacio definido por los dos factores
considerados como significativos, considerando sélo nueve variables para

describirlos.

En la Figura 32 se observa la distribucién de las variables originales en el
nuevo espacio definido por los dos factores considerados como significativos.
Como pudo apreciarse, existen cuatro variables en el extremo positivo del
Factor 1 (plomo en rifién, volumen de orina final, peso del rifién y actividad de
GST en rifién) que se identificaron con una tendencia, es decir, que estan
claramente asociadas entre ellas. Al otro extremo se encontraron el resto de
variables. Si se considera la informacion aportada por el Factor 2, pudo
establecerse que plomo en suero, peso de higado y plomo en eritrocitos
mostraron una segunda tendencia por estar asociados en el extremo superior de
este factor, y que fueron distinguibles de otro grupo integrado por proteinas en

cerebro y proteinas en sangre.
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Al realizar el Analisis de Conglomerados considerando a priori tres
grupos, se identificaron las asociaciones descritas por los circulos en rojo. A
diferencia de lo que hubiera podido pensarse por la visualizacion de los vectores
de regresion o loadings, el plomo en suero fue asociado al grupo de variables

correspondientes al rifién.
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Figura 32. Representacion de las nueve variables originales, en el espacio definido

por los dos factores considerados como significativos.

4.14. ANALISIS DE CONGLOMERADOSPOR JERARQUIAS

Inicialmente se trabajé con la matriz de 11 objetos (ratas) representados por 27
variables (las mediciones) independientes. Los datos fueron nuevamente
autoescalados como técnica de preprocesamiento. Se probaron tres métodos de
enlace o acoplamiento: simple, completo y por centroide. S6lo en el

acoplamiento completo se observo la distincion correcta de los grupos control y

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 117



CAPITULO 4. RESULTADOS

expuesto, a diferencia de los otros acoplamientos, donde la distribucién no fue

apropiada. La figura 33 muestra el analisis jerarquico.

Figura 33. Representacion del Andlisis Jerdrquico por objeto, considerando el
método de enlace o acoplamiento completo, a partir de 27 variables

independientes.

En segunda instancia, se realizd el Andlisis de Conglomerados por
Jerarquias considerando 11 objetos representados por 9 variables (las que
mostraron variaciones significativas entre los grupos control y expuestos). Con
los tres métodos de enlace o acoplamiento se lleg6 a la asociacidn esperada entre

los grupos control y expuestos, cuyos resultados se presentan en la Figura 34.

Finalmente, se realizé otro Andlisis Jerarquico sin preprocesamiento de
los datos, ya que se considerd como informacion de partida una matriz integrada
por 11 objetos descritos solo por dos variables: las nuevas coordenadas

asociadas a los Factores 1y 2 del PCA derivado de las 9 variables significativas.
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En los tres métodos de enlace utilizados se observé la distribucién esperada
entre los grupos control y expuesto; en la Figura 35 se observan los resultados
de uno de ellos.
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Figura 34. Representacion del Andlisis Jerdrquico por objeto, considerando el

método de enlace o acoplamiento completo, a partir de 9 variables independientes.
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Figura 35. Representacion del Andlisis Jerdrquico por objeto, considerando el
método de enlace o acoplamiento completo, a partir de las coordenadas de los dos

Factores.
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En cuanto a la asociacién por variables, en las Figuras 36 a 38 se
presentan las asociaciones entre las 27 variables originales que describen a los
11 especimenes, utilizando el autoescalado como preprocesamiento de los datos.
Como puede observarse, los resultados fueron distintos en los tres casos. Cabe
destacar que en las Figuras 36 y 38 pudo apreciarse una primera distincion

entre la actividad de GST en sangre y el resto de las variables.

Por otro lado, en la Figura 37 se pueden visualizar tres grandes grupos; el
primero, integrado por EROS en suero, EROS en rifién, GST en orina final, GST en
orina inicial, GST en higado, proteina en higado y volumen de orina inicial; el
segundo grupo, con EROS en higado, proteina en cerebro, proteina en sangre,
plomo en higado, GST en cerebro, plomo en orina final, proteina en rifién, GST en
rifién, volumen de orina final, peso de rifién, plomo en rifién, plomo en suero,
plomo en eritrocitos y peso en higado; el tercer grupo, con EROS en cerebro,
plomo en orina inicial, proteina en orina final, proteina en orinal inicial, GST en

sangre y peso del cerebro.

En el segundo grupo, a su vez, puede observarse una subidivisiéon, donde
el primer subgrupo integra a las variables EROS en higado, proteina en cerebro,
proteina en sangre, plomo en higado, GST en cerebro, plomo en orina final y
proteina en rifién, mientras que el segundo subgrupo asocia la actividad de GST
en rifién, volumen de orina final, peso de rifién, plomo en suero, plomo en
eritrocitos y peso en higado. Cabe destacar que de las 9 variables independientes
iniciales consideradas como las mas relevantes, 7 parametros los ubicé en el
segundo subgrupo, mientras que las dos restantes (proteina en cerebro y
sangre) las ubic6 en el primer subgrupo, asociadas a otras variables
consideradas como irrelevantes (sin diferencias significativas entre los grupos
control y expuestos). Comparando estos resultados con los derivados del PCA, la
distribuciéon en los subgrupos coincidid en gran manera con la distribucion de

variables asociada al Factor 2.
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Figura 36. Representacion del Andlisis Jerdrquico de 27 variables, considerando el

método de enlace o acoplamiento simple.

erossuero
erosrifion
gstorF
gstorl
gsthigado
prothig
volorl
eroshigado
protcerebro

Figura 37. Representacion del Andlisis Jerdrquico de 27 variables, considerando el

método de enlace o acoplamiento completo.
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erossuero
erosrifion
gstorF
protcerebro

pesorifion
pbrifion

pb suero
pberitrocitos
pesohigado

gstcerebro
pborF
protrifion
protorF
protorl

pb higado

pesocerebro
eroscerebro
pborl
gstssangre

Figura 38. Representacion del Andlisis Jerdrquico de 27 variables, considerando el

método de enlace o acoplamiento por centroide.

Posteriormente, se aplicé el Andlisis de Conglomerados por Jerarquias a
las 9 variables significativas asociadas a los especimenes control y expuestos. De
acuerdo a lo observado, los métodos de enlace o acoplamiento simple (Figura
39) y por centroide (Figura 40) derivaron practicamente en las mismas
asociaciones, donde hubo una clara diferencia entre el plomo en eritrocitos y el
resto de las variables; en segundo término, se separaron al peso del higado y
plomo en suero del resto, y en un siguiente nivel se diferencié a las proteinas (en
sangre y cerebro) de las variables asociadas al rifiéon (GST en rif6n, peso del

rinén, volumen de orina final y plomo en rifién).
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peso rinon

vol orina fi

Protcerebro

Protsangre

peso higado

Pb eritrocitos

Figura 39. Representacion del Andlisis Jerdrquico de 9 variables, considerando el

método de enlace o acoplamiento simple.

GSTrinon
peso rinon

vol orina fi

Prot cerebro

Prot sangre

peso higado

Pb eritrocitos

Figura 40. Representacion del Andlisis Jerdrquico de 9 variables, considerando el

método de enlace o acoplamiento por centroide.
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Respecto al método de acoplamiento completo (Figura 41), pudo
apreciarse que en primera instancia se identificaron a las proteinas (en sangre y
cerebro) en un grupo, como diferentes del resto de variables. En un segundo
nivel de jerarquias, se asoci6 en un subgrupo al peso en higado y
plomo en eritrocitos, mientras que en el otro subgrupo quedd el resto de
variables. A este nivel, la agrupaciéon entre variables fue la misma que la

identificada por PCA.

Figura 41. Representacion del Andlisis Jerdrquico de nueve variables, considerando

el método de enlace o acoplamiento completo.

4.15. ANALISIS PROCRUSTEANO GENERALIZADO

Como ultima etapa del analisis de variables continuas, se realiz6 para comparar

los dos conjuntos de datos multivariantes (grupo control y expuesto), para
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encontrar la similitud (o diferencia) entre ellos. Particularmente, se buscd

identificar en qué variables habia mayores diferencias entre los dos grupos.

Para ello, se construyeron dos matrices de 9 filas (variables con
diferencias significativas entre organismos control y expuestos), cada una con 6
columnas (correspondientes a cada organismo). Debido a que el grupo control
s6lo contaba con 5 organismos, se afiadié una columna con ceros (relleno), ya
que el algoritmo requiere que haya el mismo nimero de columnas en ambos
conjuntos de datos. Igualmente fue necesario normalizar a 1 los datos
correspondientes a cada fila, para minimizar la influencia de las escalas en que

fueron medidos cada uno de estos parametros.

En la Tabla 21 se observan los resultados del ANOVA multiple. De las tres
transformaciones ejecutadas, el reescalamiento fue el dnico que no se identificé
como significativo, lo cual estuvo de acuerdo a lo esperado dado el

preprocesamiento realizado a los datos (normalizacién).

Tabla 21. ANOVA multivariante.

Suma de los Media de los
Fuente GDL F P
cuadrados cuadrados
Reescalamiento 1 0.087 0.087 2.590 0.117
Rotaciéon 15 1.168 0.078 2.310 0.023
Traslacion 6 5.463 0.910 26.99 <0.0001

En la Figura 42 se observan los residuales por objeto, donde pudo
apreciarse que en el plomo en suero fue donde se identific6 el menor consenso
(o similitud) entre los dos grupos (control y expuesto), mientras que en el
extremo contrario se ubicé al peso de rifién (es decir, donde los datos fueron

mas parecidos entre los grupos control y expuestos).
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Figura 42. Residuales por pardmetro, derivados del Andlisis Procrusteano
Generalizado. (Peso H: peso higado, Peso R: peso rifién, Vol Or F: volumen de orina
final, Pb Sro: plomo en suero, Pb E: plomo en eritrocitos, Pb R: plomo en rifién, Prot

Sn: proteina en sangre, Prot C: proteina en cerebro, GST R: GST rifidn).

En la Figura 43 se representa el consenso encontrado entre los dos
grupos (control y expuesto). Hay que destacar que los parametros del plomo en
eritrocitos, suero y rifién mostraron tendencias diferentes que el resto (extremo
derecho del Factor 1). La mayor diferencia entre el grupo control y el expuesto
estuvo en el orden Pb en suero > Pb eritrocitos > Pb en rifién. En la parte central
de la Figura se observa la actividad de GST en rifi6n, igualmente con marcadas
diferencias entre el grupo control y expuesto (véase igualmente la Tabla 21). Por
ultimo, el parametro para el cual se identificé la menor diferencia entre ambos

grupos fue el peso del rifién, ya que se ubicaron practicamente en el mismo

espacio.
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Figura 43. Consenso derivado del Andlisis Procrusteano Generalizado.
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4.16. EXAMEN GENERAL DE ORINA (EGO)
4.16.1. Grupo control y expuesto antes del tratamiento

Antes de llevar a cabo la exposicién al metal y para conocer el estado renal
inicial de los animales control y expuesto se realizé un examen general de orina
en ambos grupos. En la Tabla 22 se observa que en general no hay variaciones
en las cuantificaciones realizadas en las muestras de orina medidas con
excepcion de las determinaciones de cetona y proteina, debido posiblemente a
las caracteristicas individuales de cada animal de laboratorio (estado de salud,
edad, procedencia y/o alimentacion). En relaciéon a los valores de proteina
encontrados en las ratas expuestas al momento inicial y antes del tratamiento,
solo una de las seis ratas presenté un valor de 300 mg/dL de orina, dos de ellas
mostraron valores de 100 y en las restantes no se detecté la presencia de

proteinas en orina.

Tabla 22. Examen general de orina de los grupos control y expuesto antes del

tratamiento.
Control Expuesto
(n=5) (n=6)
Glucosa - -
Bilirrubina - -
Cetona - 0 a5mg/dL
Gravedad especifica 1a1.015 1a1.015
Sangre poco a moderado poco a moderado
pH 6.5a8.5 6.5a8.5
Proteina 0 a30 mg/dL 0a300 mg/dL
Urobilin6geno 0.2 U/dL 0.2 U/dL
Nitritos + +
Leucocitos - -
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4.16.2. Grupo control y expuesto después del tratamiento

En la Tabla 23 se presentan los resultados de la determinacion del examen
general de orina en los animales control y los expuestos a plomo. Analizando los
mismos se pudo observar que los miembros del grupo expuesto presentaron
valores mas altos que los del grupo control (presencia de sangre, concentracion

de proteinas y pH).

Tabla 23. Examen general de orina de los grupos control y expuesto al final del

tratamiento.
Control Expuesto
(n=2) (n=6)
Glucosa - -
Bilirrubina - 0 a poco
Cetona - 0a5mg/dL
Gravedad especifica 1.010a1.015 1a1.005
Sangre 0aTNH TNH a mucho
pH 6.0a6.5 7.5a8.5
Proteina 30 mg/dL 0a 100 mg/dL
Urobilinégeno 0.2 U/dL 0.2 U/dL
Nitritos + Oa+
Leucocitos - -

(TNH: trazas no hemolizadas)

Analiticamente, s6lo cuatro (pH, sangre, gravedad especifica y proteina)
de las diez variables medidas en el examen general de orina fueron codificadas
de acuerdo a Gifi (1990), debido a que en las otras variables no hubo una
distincion clara entre los resultados del grupo control y expuesto. Después de la
codificacion de las variables cualitativas ordinales, se realiz6 el PCA y el Analisis

de Conglomerados por Jerarquias. En la Figura 44 se muestra la representacion
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del PRESS de validacion vs el nimero de factores. De acuerdo a la prueba F a
partir de los valores del PRESS de validacién, fueron dos los factores que se

consideraron como 6ptimos para describir el sistema.

En la Figura 45 se presenta el PCA por objeto. Pudo observarse que no
existe una clara identificacion de los grupos control y expuesto. Por otro lado, en
la Figura 46 se presenta el PCA por variable, donde pudo observarse que no hay

una asociacion entre las cuatro variables.

40

30 L]

20

PRESS val

10

T T T

1 2 3

PC o Factores

Figura 44. Identificacién de factores significativos en funcion del PRESS de
validacion en el PCA aplicado a los pardmetros medidos de forma semicuantitativa

en el examen general de orina.

Debido a estos resultados, se realiz6 un PCA con las nueve variables
significativas (Tabla 20) y las cuatro variables del EGO; los resultados mostraron
que las cuatro variables no tenian relacion entre ellas ni con las nueve variables

agregadas.
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Posteriormente se realiz6 el Analisis de Conglomerados por Jerarquias, a
partir de una matriz de 11 objetos representados por 4 variables
independientes. Los datos fueron nuevamente autoescalados como técnica de
preprocesamiento. Se probaron tres métodos de enlace o acoplamiento: simple,
completo y por centroide. En ninguno de los acoplamientos realizados se
observo la distincion correcta de los grupos control y expuesto. En la Figura 47
se observan los resultados de clasificacién por objetos con acoplamiento
completo. Por otro lado, en la Figura 48 se presenta el Andlisis Jerarquico por

Variable considerando el método de acoplamiento completo.

S

Factor2 es

Factorl

Factor3

Figura 45. Representacién de los objetos en el espacio definido por los dos factores

considerados como significativos en el PCA aplicado a los pardmetros de EGO.

Licenciatura en Ciencias Quimicas Pagina 131



CAPITULO 4. RESULTADOS

" Proteina

Factorl

Figura 46. Representacion de las cuatro variables, en el espacio definido por los

dos factores considerados como significativos en el PCA aplicado a EGO.

Figura 47. Representacion del Andlisis Jerdrquico por objeto, considerando el

método de enlace o acoplamiento completo en el andlisis de EGO.
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Figura 48. Representacion del Andlisis Jerdrquico por variable, considerando el

método de enlace o acoplamiento completo en andlisis de los pardmetros de EGO.
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5.1. PARAMETROS INDIVIDUALES

El plomo puede dafiar un gran nimero de érganos vitales en el ser humano y
otros seres vivos (Flora, 2000, Villeda-Hernandez, 2001; El-Sokkary, 2003). Los
tejidos son mas susceptibles de acumularlo en altas concentraciones (Shafiq-Ur-
Rehman 1984). De ellos el rifidn es un 6rgano sensible a la exposicién por
cualquier via a este elemento (Nolan, 1992). Dentro del riiién este metal puede
originar alteraciones morfoldgicas y bioquimicas mismas que se conocen como
nefrotoxicidad. Esta ha sido extensamente reportada en la bibliografia desde
1930 a la fecha (Ercal, 1996; Loghman-Adham, 1997; Patra, 2001; Antonio
Garcia, 2004; Muntner, 2007; Wang, 2009a) y se ha observado que la presencia
de este metal en el 6rgano induce extenso dafio principalmente en las células del

tubulo contorneado proximal (Yiin, 1995; Navarro, 2009).

El dafio general ocasionado por plomo varia de acuerdo a la via de
entrada y a la concentracion. En este trabajo se utilizé una exposiciéon aguda a
una dosis alta por via intraperitoneal. En relacién al peso corporal, los resultados
de este trabajo indican que no se encontré una variacion significativa en el peso
corporal medio de las ratas tratadas con plomo (207+24 g) en relacién con las
ratas no expuestas al metal (163+17 g) al término del periodo de
experimentacion. Un resultado similar se reporta por Lujan (2007), quien no
observd cambios significativos en el peso corporal de las ratas tratadas con
plomo (dosis aguda de 300 mg/L en agua durante 21 dias). Cabe mencionar que
este investigador utilizé ratas prefiadas. Sin embargo Adonaylo (1999), El-
Nekeety (2009) y Kang (2004) observaron una disminucién en el peso corporal
(dosis cronica de 1 g/L via oral por 8 semanas; dosis aguda de 20 mg/L via oral
por 30 dias respectivamente) de las ratas expuestas comparadas con el grupo
control. La no variacion del peso corporal obtenido con este esquema de
intoxicacion se podria deber probablemente a que la dosis de plomo, la via de

administracion y el tiempo que dura la intoxicacién no tuvieron un efecto
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significativo en el peso de los animales. No obstante, el aumento en el tejido
graso es notoriamente mayor en el grupo expuesto: este dato no fue
cuantificado, simplemente fue detectado por observacion directa de los animales

al momento de realizar los cortes.

Se registré el peso de los o6rganos higado, cerebro y rifién. El peso
correspondiente al higado (7.4+0.8 g) y al rifién (2.2+0.3 g) de las ratas
expuestas a plomo fue mayor que los pesos de los drganos de los animales
control (higado 5.06 g, rifién 1.27 g). Una posible explicacion de esta observacion
la constituye la idea de que los 6rganos podrian estar respondiendo al estrés
osmoético producido por la presencia de plomo dentro de las células,
incrementando la cantidad de agua en las mismas, para disminuir la
concentracion del metal, originando edema en los 6rganos. Un resultado
similar fue encontrado por el grupo de Rader (1983), quienes reportaron una
variacion significativa en el peso del rifién de ratas expuestas de forma crénica a
plomo (130, 150, 175 y 200 pg/mL via oral durante siete semanas) comparada
con el peso del rifién de las ratas control. Sin embargo, Lujan y col. (2007) no
encontraron variaciones significativas en el peso de higado de ratas prefiadas
expuestas a plomo por 21 dias (300 mg/L). En cuanto al peso del cerebro no se
encontraron variaciones significativas en el grupo expuesto (1.7#0.1 g)
comparado con el grupo control (1.61 g), esto podria deberse a que al no haber

plomo en el érgano, no se incremento la cantidad de agua.

El dafo celular ocasionado por plomo se debe a los efectos que éste tiene
a nivel macromolecular o por generacion de estrés oxidativo. Para iniciar el
estudio analitico de los efectos del metal, se procedié a cuantificar el contenido
del metal en los 6rganos. La medicion de la concentracion de plomo en los
diferentes 6rganos podria ser indicativa de que los efectos observados en estos

son producto de la presencia del metal.
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Una vez absorbido, el plomo circula en sangre periférica, transportado
por los hematies en un 95%. Se distribuye con lentitud y se deposita en un 90%
en los huesos, donde es relativamente inactivo. El 10% restante se distribuye
por otros O0rganos, especialmente cerebro, higado y rifiones. En este trabajo se
utilizaron los 6rganos antes mencionados para ambos grupos experimentales de
ratas. El plomo al ser inyectado via intraperitoneal empieza un transporte por el
torrente sanguineo, principalmente por la vena porta en donde llega al higado,
donde no es metabolizado y por medio de la vena hepatica llega a la vena cava de
donde se distribuye al rifién y corazén y por medio de la aorta llega al cerebro.
Una manera en la que el plomo puede llegar al interior de las células de los
6rganos mencionados es por medio de los canales de calcio, debido a que el
plomo interfiere en su transporte y puede utilizar este mecanismo para

interiorizarse en las células.

En el higado, el plomo se une a proteinas debido a su afinidad por los
grupos sulfhidrilos, o es tratado de metabolizarse; pero debido a que es un
xenobidtico que no es degradado o absorbido, este metal pasa a los intestinos en
donde es desechado en forma de heces. Cuando el higado degrada sustancias
nocivas, los subproductos se excretan hacia la bilis o la sangre. El plomo unido a
proteinas de bajo peso molecular, se filtra libremente a través del glomérulo y es
reabsorbido por las células del tubulo contornado proximal por diferentes
procesos de transporte. Un porcentaje elevado de plomo es excretado por orina,

ya sea de forma libre o unido a ligantes de diferente composicién y tamafio.

La exposicion a plomo podria ocasionar que este metal se acumulase
dentro de las células de rifién. Los resultados de este trabajo muestran que la
concentracion de plomo en homogenizados de rifiéon de ratas control no fue
detectable, en contraste con el nivel de plomo determinado en homogenizados
de rifiobn de ratas expuestas (38.37+19.2 pg/Kg). Rader (1983) reporto

resultados similares en sus grupos de estudio. Lo anterior se debe
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probablemente a que las células de tubulo proximal de rifion podrian poseer
mecanismos de transferencia de iones o moléculas que podrian estar siendo
utilizados por el plomo para entrar a las células, un ejemplo lo constituye el
transportador de cationes divalentes reportado para células renales de

mamiferos (DMT) (Sabath, 2012).

El plomo afecta las funciones del rifién. Para estudiar el efecto se llevaron
a cabo ensayos de funcion renal. Al medir el volumen de orina recolectado en un
periodo de 12 horas se observé que éste no varié de manera significativa entre
los grupos control y expuesto (13 +7 mL y 13 + 8 mL, respectivamente) al inicio
del tratamiento; sin embargo se not6 una diferencia significativa entre ambos
grupos (8.5 mL y 24 + 5 mL) al final del periodo de experimentacidn. Este
resultado podria indicar que la formacion de orina se encuentra afectada por la

intoxicacién con plomo.

El higado regula los niveles sanguineos de la mayoria de los compuestos
quimicos y excreta un producto llamado bilis, que ayuda a eliminar los
productos de desecho del higado. Toda la sangre que sale del estémago y los
intestinos pasa a través del higado. El higado procesa esta sangre y descompone
los nutrientes y drogas en formas mas faciles de usar para el resto del cuerpo.
Cuando el higado degrada sustancias nocivas, los subproductos se excretan hacia
la bilis o la sangre. Los subproductos biliares entran en el intestino y finalmente
se eliminan del cuerpo en forma de heces. En el higado la concentracién de
plomo fue estadisticamente equivalente en las ratas expuestas (10 + 6 ug/Kg) y
control (7.14 £ 7.5 pg/Kg), esto debido probablemente a la variabilidad asociada
a la cuantificaciéon (véanse desviaciones estandar en ambos casos). Contrario a
esto, Lujan (2007) reportan niveles altos de plomo en higado de ratas

expuestas a diferencia de las ratas control.

Tanto en el grupo control como en el expuesto no se detecté plomo en

cerebro, aun cuando algunos cambios de conducta como hiperactividad y
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agresion fueron observados en ratas expuestas y no asi en ratas control. Esto
podria deberse a que el tiempo de exposicion a plomo fue corto y la dosis
utilizada no logré afectar este 6rgano. Probablemente, se necesita un tiempo de
exposicién prolongado para que este metal llegue al cerebro y pueda causar
dafio, debido a que es el 6rgano en el cual se va acumulando lentamente en el
espacio endoneural de los nervios periféricos causando edema, aumento en la
presién en dicho espacio y finalmente dafio axonal. Autores como Rader (1983),
Shafig-Ur-Rehman (1984), Wang (2007) y Hamed (2010) reportan altos
contenidos de plomo en cerebro de ratas expuestas al metal a comparacién con
las ratas control. Otra razén no menos importante es que aun al existir plomo en
cerebros de ratas expuestas, éste se encontrara por debajo de los limites de
deteccion de la metodologia utilizada. Se sabe que el plomo es un potente
neurotdéxico que puede ocasionar alteraciones en la conducta y en la funciéon
motriz de animales y humanos expuestos, ya sea de manera ocupacional o no al
mismo (Shannon, 1992; Lockitch, 1993; Rice, 1993; West, 1994; Goyer, 1996;
Meadows, 1996; Ruff, 1996).

El contenido de plomo en sangre (suma del contenido de plomo en suero
y eritrocitos) fue estadisticamente diferente entre ratas expuestas (690 +434.2
ug/Kg) y las ratas control (27.8 £ 32.2 ug/Kg). Este resultado es comparable con el
encontrado por algunos grupos de investigacién como el de Rader que en 1983
report6 un aumento de la concentracién de plomo al medirse en sangre de ratas
expuestas (44 +13 pg/dL) durante siete semanas a 130, 150, 175y 200 ug/mL via
oral. Resultados similares fueron obtenidos por los grupos de Adonaylo (1999),
Shalan (2005), Lujan (2007) y Hamed (2010). Todos ellos reportaron niveles de
plomo estadisticamente diferentes en sangre del grupo expuesto (126 *11
ng/dL; 52.94%; 22.8 + 0.5; 0.8 = 0.2 ppm, respectivamente) comparado con el
control (10 + 1 pg/dL; 50%; NR; 0.07 + 0.01 ppm, respectivamente). Se ha

propuesto que en los eritrocitos la captacion celular de plomo se produce a
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través de intercambio con aniones (Bannon, 2000). El sistema hematologico
constituye un importante blanco de toxicidad y de transporte de plomo. Estudios
sugieren que las células en sangre tienen una alta afinidad por plomo. Cerca del
99% de plomo presente en sangre se localiza en los eritrocitos, lo cual los hace
mas vulnerables a dafio oxidativo que muchas otras células (Gurrer, 1999). En
este trabajo la mayor concentracion de plomo fue encontrado en suero de ratas

expuestas.

La concentracién de proteina en cada muestra sirve para ajustar la
concentracion de muestra para la mediciéon de la actividad de la Glutatién S-
Transferasa y de especies reactivas de oxigeno. Se determiné la concentracion
de proteina en todas las muestras biolégicas, teniendo como resultado valores
estadisticamente equivalentes en ambos grupos a excepciéon de proteina en
sangre (1.0 £ 0.1 mg/mL) y cerebro (0.64 = 0.05 mg/mL) de ratas expuestas
comparado con ratas control (0.83 * 0.06 mg/mL; 0.57 * 0.02 mg/mL
respectivamente). Estos valores no se compararon con las de otros autores,

debido a que no se han reportado en la literatura.

Las glutation S-transferasas pertenecen a una familia de enzimas de gran
importancia en mecanismos de desintoxicacion celular, eliminando xenobidticos
o substancias nocivas para las células. Estas enzimas catalizan el ataque
nucleofilico del sustrato fisiolégico, glutation reducido 6 GSH, sobre el centro
electréfilo de un gran nimero de estructuras toxicas y protege contra los
compuestos reactivos producidos durante el estrés oxidativo (Somashekaraiah,
1992). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la actividad de GST
fue equivalente para ambos grupos, a excepcion de GST en orina inicial (1E-%4 +
1E-%4 ymol/mg/min) y rifién (4.52E-03 + 4E-4 ymol/mg/min) de ratas expuestas
comparados con ratas control (7.96E-%4 + 6.7E-93 ymol/mg/min; 1.5E-03 +4 E-04

umol/mg/min, respectivamente), lo cual podria indicar que existe un dafio a
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nivel renal, ya que la actividad de GST es un indicador de dafio debido a que su

actividad en general aumenta por presencia de compuestos toxicos.

Algunos autores como Dagget (1998) reportan el aumento en la actividad
de GST en rifién de ratas expuestas a plomo. Sin embargo, Sivaprasad (2002)
reportan una disminucion de la actividad de GST en rifién de ratas expuestas al
metal (0.54 + 0.04 nmol/min/mg de proteina) en comparaciéon con las ratas
control (0.75 * 0.06 nmol/min/mg de proteina). Kazuo Nakagawa (1991),
Dagget (1998), asi como Rahman (2006) reportan disminucion en la actividad
de GST en higado de ratas expuestas comparada con las ratas control. Hamed
(2010) reportan una disminucién de la actividad de GST en cerebro de ratas
expuestas a plomo (50 + 6 nmol/mg) en comparacién con las ratas no expuestas
(56 £ 6 nmol/mg). Lo anterior se encuentra relacionado con la existencia de

isoformas de GST con diferente sensibilidad a los efectos del plomo.

Las especies reactivas de oxigeno se producen a partir del metabolismo
celular normal o como consecuencia de la exposicion a xenobidticos. La
mitocondria es la mayor fuente intracelular de especies reactivas de oxigeno, las
cuales a niveles fisioldgicos se comportan como mensajeros de éxido-reduccion
en cascadas de sefalizacidén intracelular, mientras a niveles elevados inducen
modificaciones de macromoléculas afectando la funcionalidad celular o
promoviendo apoptosis. La patogénesis de la toxicidad del plomo es
multifactorial puesto que interfiere directamente sobre la activacion de ciertas
enzimas, interrumpe la sintesis de proteinas estructurales, altera la homeostasis
del calcio, inhibe por competicién la absorcién de elementos trazas y altera el
sistema 6xido-reduccion celular, siendo en la actualidad este Gltimo mecanismo
el mas relacionado con la etiologia de las alteraciones observadas en organismos
intoxicados con plomo. A pesar de que es un metal que no sufre reacciones
quimicas de 6xido-reduccion, tiene la capacidad de incrementar la produccion de

radicales libres (mediante reacciones tipo Fenton) y disminuir la disponibilidad
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de reservas antioxidantes del organismo, convirtiendo al estrés oxidativo en un

componente clave en las consecuencias fisiopatologicas generadas por metales.

En este trabajo no se encontraron diferencias significativas en el nivel de
especies reactivas de oxigeno entre ambos grupos (los valores oscilan entre
6.57E%9 nmol/mg de proteina a 5.19E-® nmol/mg de proteina). Sin embargo,
debido a que las muestras permanecieron congeladas durante un largo periodo,

ya que no se tenia el reactivo para su medicidn, el resultado es poco confiable.

Algunos autores reportan alteraciones en el nivel de especies reactivas de
oxigeno (TBARS) en ratas expuestas a plomo. Por ejemplo, Dagget (1998)
report6 un aumento en la produccién de TBARS en higado (16.1 = 3.0 nmol/g) y
rifién (16.2 + 2.0 nmol/g); Sivaprasad (2002) reportd niveles altos de oxidacion
en rinon (1.89 £ 0.19 nmol/mg de proteina/min); El-Sokkary (2005) y Rahman
(2006) reportan niveles altos de TBARS en higado (46%, 31.00 = 0.08
nmol/min/mg de proteina respectivamente); Adonaylo (1999) report6 niveles

altos de TBARS en cerebro (84 + 2 nmol/g).

El ultimo parametro determinado fue el examen general de orina el cual
se realiz6 para medir el efecto de la intoxicacién con plomo sobre el
funcionamiento renal. La deteccién de sangre y proteinas en orina indica dafio
glomerular, mientras que la presencia de glucosa indica dafio en tubulo
proximal. Una variacion en el pH de la orina indica dafio en asa de Henle y tibulo
distal. Por su parte, la presencia de leucocitos y nitritos indican probable
presencia de bacterias. Finalmente contenidos de cetona y bilirrubina indican

perturbacién en metabolismo de cuerpos ceténicos y hemoglobina.

Cabe destacar que uno de los animales del grupo expuesto presentd
valores altos de proteina en orina al inicio del tratamiento, y al final del
tratamiento el valor disminuyd. Esto podria haber sido producto de alguna

enfermedad previa en el animal antes de incorporarlo al laboratorio para los
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estudios. Asi al someterlo a la exposicion a plomo, este no se afecté como el

resto, o en su caso el efecto fue diferente.

Al final de la exposiciéon al metal se puede observar que en el grupo
expuesto, los valores de proteinas en sangre y pH son mayores que en el grupo
control, lo cual podria deberse a que existe un dafio a nivel glomerular, un dafio

en el asa de Henle y tubo distal.

5.2. ANALISIS MULTIVARIANTE

El plomo provoca un amplio espectro de efectos adversos multisistémicos en los
organismos, a consecuencia de su capacidad de interferir en diversos procesos
bioquimicos a nivel celular (Kosnett, 2007). Por ende, en un esfuerzo por
encontrar relaciéon entre los biomarcadores estimados en este trabajo, se

utilizaron herramientas quimiométricas multivariantes.

En primera instancia, se observé que el Andlisis de Conglomerados
asociado al Andlisis de Componentes Principales permitié distinguir claramente
entre los organismos expuestos y los controles, considerando los 27 parametros
originales o sélo los nueve identificados como significativos. Por otro lado,
también fue exitosa la identificacién de los dos grupos (control y expuesto) a
través del Andlisis Jerarquico por el método de acoplamiento completo, ya fuese
a partir de las 27 variables estimadas originalmente, las nueve variables
significativas o los scores o coordenadas derivadas de los dos componentes
principales identificados por PCA. Sin embargo, a partir del examen general de
orina, ni el Analisis de Componentes Principales ni el Andlisis Jerarquico con
acoplamiento completo permitieron clasificar adecuadamente los especimenes
de ambos grupos. Posiblemente la transformacion de variables categdricas a
numeéricas fue demasiado robusta, derivando en un modelo de clasificacién poco

significativo.
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Respecto a la relacién entre los nueve biomarcadores o parametros
significativos, el Andlisis de Conglomerados acoplado al Analisis de

Componentes Principales permiti6 identificar tres grupos o asociaciones:

a) El mas significativo (por estar definido preponderantemente por el
primer PCA), fue el integrado por plomo en suero, plomo en rifién, GST en
rifién, volumen de orina final y peso de rinon.

b) Otro grupo se integré a partir de proteina en sangre y proteina en
cerebro.

c) Un grupo mas asoci6 a plomo en eritrocitos y peso de higado.

Estos tres grupos se repitieron nuevamente en el Analisis Jerarquico con
acoplamiento completo, derivado del andlisis de las nueve variables
significativas. Por otro lado, se encontraron pequefias diferencias respecto a los
resultados del Analisis de Componentes Principales, en el Analisis Jerarquico con
acoplamiento simple o por centroide; s6lo cuatro de las cinco variables del grupo
principal de PCA se asociaron nuevamente, quedando fuera plomo en suero, lo

que modificé al resto de los grupos.

Revisando los coeficientes de Pearson y comparandolos con los de
Andlisis de Conglomerados y Analisis de Componentes Principales, pudo
observarse que plomo en suero present6 correlaciones significativas con plomo
en rifién, GST en rifdn y volumen final de orina; s6lo con el peso de rifién tuvo
una correlaciéon por arriba de 0.5, pero no significativa. Por otra parte, proteina
en sangre y proteina en cerebro también tuvieron una correlacién significativa,
coincidiendo con su integraciéon a un grupo por las otras técnicas. Plomo en
eritrocitos y peso de higado no tuvieron una correlacion significativa, aunque

estuvieron asociados en el mismo grupo por PCA.

Finalmente, del Analisis Procrusteano Generalizado se derivdé que el

plomo en suero fue la variable que mayor diferencia mostré entre los
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organismos expuestos y los controles, seguida de plomo en eritrocitos y en

tercer término el plomo en rifidn.

A través de estudios con animales y seres humanos, se ha observado que
el plomo absorbido por los organismos se distribuye rapida y simultdneamente
hacia eritrocitos, tejidos blandos y huesos. Tanto en seres humanos como en
ratas, las mayores concentraciones de plomo en tejido blando se encuentran en

el higado y el rifidn, con una proporcién mucho menor en cerebro (IARC, 2006).

El plomo en sangre se encuentra asociado principalmente a los
eritrocitos, mas que al plasma o suero (Bergdahl, 1997). Sin embargo, varios
autores han propuesto que el plomo en suero refleja mejor la fracciéon del
elemento que esta disponible en la circulaciéon para intercambio con 6rganos
como el sistema nervioso central o los rifiones (Manton, 1984; Schiitz, 1996;
Hernandez-Avila, 1998; Bergdahl, 1999). Por ejemplo, la concentracién de
plomo excretada en orina en seres humanos es directamente proporcional a la
concentracion de plomo en suero, pero no a la concentraciéon de plomo en
eritrocitos (O'Flaherty, 1993). Otro aspecto a considerar es que la relaciéon entre
la concentraciéon de plomo en suero y en sangre no es lineal, debido en parte a
los sitios limitados de los eritrocitos para enlazarse al metal (Marcus, 1985); por
ello, la fraccion del elemento en el suero se incrementa no proporcionalmente a

altas concentraciones de plomo en sangre (Manton, 2001).

En base a lo anterior, puede justificarse el hecho de que el plomo en suero
y no en eritrocitos fuese el biomarcador asociado con la concentracién de plomo
en rifidon y otros pardmetros relacionados con este 6rgano (GST en rifidn,
volumen de orina final y peso de rifién), a través del Andlisis de Conglomerados-
Andlisis de Componentes Principales, asi como del Analisis Jerarquico.
[gualmente, los coeficientes de correlacion de Pearson resaltaron la correlacion
entre plomo en suero y estas variables, a excepcion del peso del rifon. Ademas,

se respalda la observacibn hecha a través del Analisis Procrusteano
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Generalizado de que el plomo en suero fue la variable con mayores diferencias
entre el grupo control y expuesto, seguido de plomo en eritrocitos y plomo en
rifién; es decir, que pudo considerarse como el indicador mas evidente de la

intoxicacion con plomo.

En cuanto a las demas variables asociadas al rifiéon en un mismo grupo,
resulta evidente que esta tendencia es el resultado de la nefrotoxicidad del
elemento. La exposicién aguda a éste provoca alteraciones en el tibulo proximal,
tales como inclusiones intranucleares que se ha demostrado estan integradas
fundamentalmente por plomo y proteinas enlazadas a plomo, que actian como
depdsitos del metal que no pudo difundirse (IARC, 2006); de ahi las altas
concentraciones identificadas en este 6rgano. También se ha identificado un
incremento en la excrecion urinaria (idem), tal como lo observado en este
trabajo. El incremento de peso puede asociarse a una falla renal generalizada.
Finalmente, la GST interviene en el metabolismo que permite la detoxificacion
del organismo debido a la presencia de compuestos exdgenos (Hayes, 1995),

razon por la fue encontrada en concentraciones apreciables en este 6rgano.

En cuanto a la proteina en sangre y proteina en cerebro, se ha identificado
un incremento en el contenido de proteinas de bajo peso molecular en orina,
sangre y ciertos drganos blandos en seres humanos expuestos a este elemento,
como resultado de un proceso de detoxificaciéon (Gonick, 2011; Raghavan, 1977;
Raghavan, 1980). Ambas variables fueron asociadas en el mismo grupo por
Andlisis de Conglomerados-Andlisis de Componentes Principales y Analisis
Jerarquico, al igual que el coeficiente de correlaciéon de Pearson fue significativo

entre ellas.

En lo que respecta a plomo en eritrocitos y peso de higado, no se
identifico ninguna relacidn fisiolégica entre ellos. Probablemente esta asociacion
se deba a que todas las técnicas de reconocimiento de pautas no supervisado

realizan una clasificacion exhaustiva; es decir, de todas las variables
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suministradas. Tales técnicas integran muchas de las veces en un mismo grupo a
aquéllas variables que a priori no tienen relacidon alguna entre si, una de sus

principales limitaciones (Sharaf, 1986).

Finalmente, debe destacarse que los resultados obtenidos en el Analisis
de Componentes Principales del analisis en general de orina no fueron positivos,
debido a que soélo 4 variables (gravedad especifica, sangre, pH y proteina)
fueron cuantificadas, y no existe agrupacién entre ellas, ya que estan
distribuidas individualmente. El resultado en el Andlisis Jerarquico no es el

esperado ya que la asociacion entre las variables no tuvo sentido.

En la Figura 49 se puede observar que el plomo al entrar al organismo via
intraperitoneal se une a la sangre (Pb-S) y se transporta por la vena porta (v.p.)
hasta llegar al higado, en donde por la aorta es dirigido al cerebro. Mediante la
vena cava (v.c.) es distribuido al corazén y al rifién. La concentracién de plomo
en riién se ve involucrado con el aumento del peso del mismo, afecta la
actividad enzimatica de la GST, podria relacionarse con el aumento de las
especies reactivas de oxigeno; y aunque no se sabe a ciencia cierta podria
participar en el aumento o disminuciéon de GSH 6 en la actividad de enzimas
antioxidantes. Finalmente y debido a que la concentraciéon de plomo en rifién es
elevada, parte de este metal se excreta por la orina, en donde existe aumento en
la concentracién de proteinas y aumento en la concentracién de sangre, lo cual
indica dafios severos tanto en glomérulos como en tubulos proximales. La figura
muestra los dos érganos en donde también se realizaron determinaciones de
plomo, pero que, sin embargo y en base a los andlisis de quimiometria no se

relacionaron satisfactoriamente con otros parametros.

Todo lo anterior nos permite decir que la intoxicaciéon con plomo, bajo el
esquema aplicado, dafia de manera preferente al riién de los animales

intoxicados bajo el esquema empleado.
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Figura 49. Modelo propuesto sobre el efecto de la intoxicacién con plomo
mediante un esquema de intoxicacién aguda empleando siete dosis de 25 mg/ kg
de peso via intraperitoneal utilizando datos bioquimicos experimentales

analizados por técnicas quimiométricas.
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6.1. CONCLUSIONES

a)

b)

d)

El uso de las técnicas quimiométricas ayuda a establecer un posible
modelo bioquimico de intoxicacién aguda con plomo en ratas Wistar
expuestas al metal por via intraperitoneal.

El uso de estrategias quimiométricas facilitan la comparaciéon de los
grupos control y expuestos, identificar los parametros mas significativos
en la intoxicacién con plomo y analizar variables dependientes del
tiempo.

Los resultados asociados a las variables identificadas como significativas
estuvieron acordes a los encontrados por otros autores en estudios
similares.

No todos los parametros estudiados mostraron diferencias entre el
grupo control y el expuesto. En algunos de los casos negativos, debido al
tiempo corto de exposicion del organismo al elemento, mientras que en
algunos otros la variabilidad en la medicién de tales parametros fue alta,
lo que impidié observar cambios significativos entre ambos grupos.
Particularmente, las técnicas multivariantes de Reconocimiento de
Pautas no Supervisado, como el Andlisis de Conglomerados-Anadlisis de
Componentes Principales y el Analisis Jerarquico permitieron identificar
asociaciones entre variables acordes a la fisiologia de los organismos
intoxicados, por lo que resultaron de gran valor en el andlisis de la
informaci6n analizada.

El andlisis de variables categdricas no arrojoé resultados contundentes en
este trabajo, por lo que resulta necesario aplicar estrategias

quimiométricas distintas.
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6.2. PERSPECTIVAS.

a)

Explorar estrategias quimiométricas mas acordes a variables categoricas,
con el fin de encontrar relaciones estadisticamente significativas entre

estas variables y las continuas.

b) Analizar el efecto del plomo en cuanto al contenido de glutatién y la

d)

actividad de enzimas antioxidantes para profundizar en el estudio de este
modelo de intoxicacion.

Establecer técnicas quimiométricas mas especiales para llevar a cabo
analisis con datos proporcionados por ensayos cualitativos como el
examen general de orina.

Establecer nuevos grupos de intoxicacion con el fin de analizar mas a
fondo el efecto toxico en otros 6rganos y con ello poder establecer un
modelo sistémico del efecto de la intoxicacién con plomo.

Profundizar el estudio del efecto del plomo en la produccién de TBARS
con la finalidad de poder explicar el papel del plomo como agente

causante de dafio por estrés oxidativo.
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