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Propésito y Métedo de Estudio: El plomo (Pb) es un metal téxico que s¢ encuentra
ampliamente distribuido en 1a naturaleza. Se absorbe por la via respiratoria, oral y cuténea. Los
principales érganos afectados son: el sistema hematopoyético, cerebro, higado, rifion y hueso
(principal sitio de depésito). El Pb ejerce sus efectos téxicos mediante un gran mimero de
alteraciones bioquimicas, sin embargo, uno de los principales mecanismos de toxicidad es la
generacion de estrés oxidativo, caracterizado por un desbalance en la produccién de radicales
libres y las defensas celulares antioxidantes. Lo anterior ha sido motivo de que se haya propuesto
¢l uso de antioxidantes como terapia coadyuvante de la intoxicacién por Pb, Sin embargo, existe
controversia en relacién al posible efecto quelante que éstos pudieran tener; asi como, su accién
sobre la distribucion o redistribucién del Pb y el posible efecto sinérgico de los antioxidantes al
ser administrados en combinacién con terapia quelante. En el presente trabajo, se evalu6 el
efecto de Vitamina C, Metionina y Glicina administradas como terapia individual y combinada
con el écido 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) en la intoxicacion por Pb en ratas. Los
parametros evaluados fueron: 1) niveles de Pb en sangre, cerebro, higado, rifion y hueso, 2) la
actividad de la enzima 4cido delta aminolevulinico deshidratasa (d-ALA) y 3) niveles de
glutatién (GSH) y de lipidoperoxidacién (LPQ) hepatico y renal.

Contribuciones y Conclusiones: Con los resultados obtenidos se concluye que la Vitamina C,
Metionina y Glicina administradas como terapia individual no tuvieron efecto quelante del Pb en
sangre ni restituyeron la actividad de d-ALA. Los tres antioxidantes produjeron movilizacién de
Pb de hueso sin redistribucién del metal hacia cerebro, higado o miion. Se demostré que el
DMSA ademas de quelar el Pb en sangre y {rganos y restituir la actividad de d-ALA,
increment6 los niveles de GSH y disminuy6 la LPO a nivel hepatico y renal en el mismo grado
que los antioxidantes. Se establecié que la Vitamina C, Metionina y Glicina no fuvieron efecto
sinérgico en cnanto a la accion quelante del DMSA al ser administrados como terapia conjunta.
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CAPITULO1

INTRODUCCION

El plomo (Pb) es un metal pesado, de color gris, flexible, que se encuentra
naturalmente en la corteza terrestre. Su forma mds abundante es el sulfuro de Pb (PbS)
formando las menas de galena. Con frecuencia se encuentra asociado a otros metales,
como plata, cobre, zinc, hierro y antimonio. Por su bajo punto de fusién fue uno de los
primeros metales utilizados por el hombre y su intoxicacién cronica, el saturnismo, se
conoce desde la antigiiedad. El Pb forma aleaciones con muchos metales y en general, se
emplea en esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones. El uso mas amplio se
encuentra en la fabricacién de acumuladores, forros para cable, elementos de

construccién, pigmentos, gasolinas, soldadura y municiones.

La principal fuente ambiental de Pb ha sido la gasolina, que actualmente contiene
concentraciones menores o bien en algunos tipos de ella, el Pb ha sido eliminado. La
exposicién al Pb en el medio profesional se produce en actividades de mineria,
fundiciones, fabricacién y empleo de pinturas, baterias, tuberias, plaguicidas, envases

con soldaduras de Pb, vajillas y cerdmica. La intoxicacién aguda no es comin, sin



embargo, la exposicién a dosis bajas a largo plazo ya sea en el medio laboral o a través
del aire, el agua o los alimentos produce su acumulacion en el organismo y da lugar a la
aparicién de toxicidad cronica. Debido a que la exposicién a una cierta concentracion de
Pb es inevitable, la Norma Oficial Mexicana establece que los niveles de Pb en sangre
en nifios menores de 15 afios y en mujeres embarazadas no deben sobrepasar los 10
ug/dL, mientras que en los adultos no expuestos ocupacionalmente se aceptan valores no

mayores de 25 pg/dL.!

El Pb puede ingresar al organismo por la via oral, respiratoria y cutdnea. La absorcién
gastrointestinal depende de la solubilidad, del tipo de sal y del tamafio de las particulas.
Los adultos no absorben por esta via mas del 20-30% de la dosis ingerida pero en los
nifios la absorcién es de hasta un 50%. En los pulmones el Pb se absorbe bien en forma
de humos o particulas finas que son fagocitadas por los macrofagos alveolares. La
absorcién cutinea tiene escasa importancia aunque pueden absorberse de manera

abundante las formas organicas.

La mayor parte del Pb circula unido a los eritrocitos, desde donde se distribuye a los
tejidos de acuerdo con la tasa de flujo sanguineo y en proporcion a la afinidad tisular por
este metal. La mayor concentracion se alcanza en hueso, higado, rifién, cerebro y bazo.
La acumulacion de Pb en hueso esta influida por pricticamente todos los procesos que
afectan el depdsito o la movilizacién del calcio en el mismo. Dado que cerca del 95% de
la carga corporal total de Pb se encuentra almacenada en este tgjido, cada dia se

reconoce mas el significado toxicolégico del Pb, ya que la movilizacién que éste puede



tener en estados fisiolégicos y patolégicos en los que aumenta la resorcion dsea
(embarazo, lactancia, menopausia, inmovilidad, senectud, etc), causa efectos adversos en

otros tejidos.

Por otro lado, se ha reconocido que ademés de funcionar como un reservorio, el tejido
6seo, es un importante blanco de la toxicidad causada por el Pb, cuyos efectos incluyen

perturbacién del desarrollo, formacién y resorcion 6sea.>*

El Pb produce efectos toxicos en la mayoria de érganos, sistemas y procesos
fisiol6gicos entre los que se incluye el desarrollo de la linea roja hematica, los rifiones, el
sistema cardiovascular, el aparato reproductor y de mayor gravedad, el desarrollo del

sistema nervioso central.

La naturaleza de las manifestaciones de toxicidad depende no sdlo de la magnitud de
la exposicion sino también de las caracteristicas de la persona expuesta; a este respecto
es bien conocido que el factor nutricional y la edad son fundamentales en la intoxicacién
por Pb, como lo demuestran los estudios realizados tanto en humanos como en animales
donde se ha observado que los efectos toxicos son mas severos en nifios y en animales
jévenes que en los adultos®® Lo anterior, ha sido relacionado a las diferencias
toxicocinéticas que el Pb sigue en la poblacién joven (mayor absorcién gastrointestinal y
respiratoria asi como menor eliminacién) lo que conduce a una mayor carga corporal del
metal. Por otro lado, el grado de absorcién aumenta en estados de desnutriciéon o bien,

cuando la dieta carece o es deficiente en elementos esenciales, tales como hierro, calcio

y zine.’



La similitud quimica del Pb con el calcio, le permite interferir con diversas vias
metabolicas en la mitocondria y en sistemas de segundos mensajeros que regulan el
metabolismo energético, asi como en los canales de calcio dependientes de voltaje que
intervienen en la neurotransmisién sindptica, a los que inhibe, y en las protein-cinasas
dependientes de calcio, que activa. Diversos sistemas de neurotransmision afectados por
¢l Pb estan regulados por la acetilcolina, dopamina, noradrenalina, GABA y glutamato.
El Pb es responsable también de una disminucién de la actividad de la Na'/K* ATPasa y
un aumento de la bomba de intercambio Na'/Ca* lo que conduce a cambios en la

contractilidad del masculo liso vascular. >

A pesar de la mencionada variedad de alteraciones bioquimicas que produce el Pb,
cada vez se hace mas evidente que el mecanismo por el cual gjerce sus efectos tdxicos es
multifactorial; sin embargo, se ha propuesto que uno de los mecanismos més
importantes es debido a la generacién de un estado de estrés oxidativo,'? el cual no ha
sido completamente aclarado a la fecha. Uno de los primeros estudios al respecto, fue
realizado por Willis 13 en 1965, quien report6 el papel de los metales en la oxidacién de
dcidos grasos insaturados y no fue sino hasta algunos afios més tarde que otros
investigadores reportaron una correlacion directa entre la concentracién de Pb y los

niveles de lipidoperoxidacién evaluados en distintos érganos. '+

Dentro de los mecanismos propuestos mediante los cuales el Pb induce el estrés
oxidativo estdn tanto el efecto directo producido por la acumulacién del acido delta
aminolevulinico (ALA) que induce la generacion de radicales libres, como el efecto

sobre el sistema de defensa antioxidante de las células.'"?



El estrés oxidativo se genera como consecuencia de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (“ROS” por sus siglas en inglés), asi como por la disminucion de
las defensas celulares antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y el glutatiéon (GSH). Las ROS son moléculas que poseen en su estructura uno o
més electrones no apareados, por lo que son compuestos altamente inestables en busca
de un electrén que puede ser tomado de moléculas vecinas a ellos, lo que los convierte a
su vez en otras moléculas inestables, Asi, este proceso da lugar a que se inicie una serie

de reacciones en cadena que terminan en dafio celular.

En el organismo las ROS reaccionan con moléculas biolégicas, DNA, proteinas y
lipidos lo que conduce a producir mutaciones, alteraciones de proteinas o peroxidacién
de lipidos de membranas. Esta alteracién junto con la inhibicion de las enzimas

antioxidantes lleva a la célula a ser méas vulnerable al dafio oxidativo y culmina en

muerte celular.’

La acumulacién del ALA es consecuencia de la inhibicion de dos enzimas
importantes en la sintesis del grupo hem. Estas enzimas son la dcido & aminolevulinico
deshidratasa (d-ALA) que cataliza la conversién del ALA hacia porfobilinégeno® y la
enzima ferroquelatasa que incorpora hierro al anillo de protoporfirina IX para formar el
grupo hem. Esta inhibicién lleva a la disminucién de la sintesis de hem, lo que a su vez
estimula a la enzima é4cido delta aminolevulinico sintetasa y como consecuencia ocurre
un incremento en la produccién de ALA, que se acumula debido a la inhibicién en su

conversion hacia porfobilinégeno. '® Figura 1
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Figura 1. Representacion esquematica del efecto del Pb sobre la sintesis del grupo

hem.

A su vez, el exceso de ALA genera especies reactivas de oxigeno que se inician con
la tautomerizacién de ALA al pH fisiol6gico lo que da lugar a una serie de reacciones en
cadena que terminan con la produccion de intermediarios alquilantes que se incorporan a
la estructura del DNA.? También se generan radicales hidroxilo que son considerados

como las especies més reactivas.” Figura 2.



ALA (forma ceto) <————> ALA (forma enol)

ALA (forma enol) + O, = —> 0,” + ALA + H'

ALA + H,0 + B &> 1,2-4cido dioxovalérico + NH,"
207 +2H >  HO + 0

H,O, + Fe** =——>  OH + HO + Fe*

Figura 2. Oxidacién de ALA y generacién de radicales libres,

La célula cuenta con mecanismos de defensa que funcionan cuando el balance
prooxidante-antioxidante estd alterado. Estos sistemas son de tipo enzimético y no
enzimético y ambos son capaces de detener la formacién de radicales libres en el interior

de la célula o bien de neutralizar los ya existentes.”®

El sistema antioxidante de tipo enzimatico s una de las primeras defensas frente a la
produccién de radicales libres y se origina en el interior del organismo. Las principales
enzimas que lo forman son: la glutatién peroxidasa (GPX), CAT y SOD. Estas enzimas
son metaloproteinas que ejercen funciones antioxidantes y de destoxificacién enzimética
de peréxidos, peréxido de hidrégeno y radical superéxido respectivamente, sin
consumirse al reaccionar con radicales libres. Son dependientes de ciertos cofactores que
generalmente son metales, la GPX y la CAT dependen de selenio y hierro
respectivamente; mientras que la SOD depende de cobre y de zinc para mantener la
actividad enzimatica y la estructura molecular. Se ha reportado que, tanto el cobre como

el zinc son metales blanco de la toxicidad del plomo.?** La actividad de la GPX



disminuye al formarse un complejo entre el selenio y el Pb, por otro lado, la CAT es
una enzima que contiene un grupo hem en su estructura por lo que en presencia de Pb

disminuye su actividad al inhibirse la sintesis del hem.”*’

El sistema de defensa antioxidante no enzimético, estd formado por distintos
compuestos que atrapan o neutralizan radicales libres lo que interrumpe las reacciones
en cadena que propagan el dafio que éstos producen. Los componentes de este sistema
son principalmente exdgenos e ingresan al organismo a través de los aportes de
Vitamina E, Vitamina C, betacarotenos, polifenoles, flavonoides y oligoelementos.
Existen también algunos compuestos de origen endégeno como el GSH, el urato y el
ubiquinol los cuales a diferencia de las enzimas son consumidos rapidamente durante su

accion antioxidante.

El GSH es un tripéptido formado por L-glutamato, L-cisteina y glicina, y es
considerado como uno de los principales mecanismos no enziméticos de defensa celular
contra el estrés oxidativo.”® Este compuesto actia como coenzima o cofactor. El grupo
sulfhidrilo (—=SH) del GSH es altamente reactivo y dado que ¢l Pb tiene una alta afinidad
por los grupos tiol, su unién al GSH no es la excepcién. De esta manera, el Pb interfiere
con la actividad antioxidante del GSH y disminuye los niveles endégenos del mismo 2
De igual forma, la Vitamina E y la Vitamina C son antioxidantes importantes al limitar
las reacciones oxidativas en cadena ya que producen la neutralizacién de los radicales
libres mediante la transferencia de electrones pero sin dar lugar a la formacién de otras

moléculas inestables.



El esquema del mecanismo propuesto para la accién del Pb sobre el sistema de

defensa antioxidante, la acumulacién de ALA y la generacién de ROS responsables del

dafio celular se muestra en la figura 3.

Inhibicién del sistema Acumulacién y
de defensa antioxidante autoxidacion de ALA

B

L Tifidos DNA ]

Figura 3. Mecanismo mediante el cual el Pb produce el estrés oxidativo.

Actualmente, los niveles elevados de Pb en sangre (mayores de 45ug/dL) se tratan
con terapia de quelacién, donde el principal objetivo es eliminar el Pb del organismo
antes de que ocurran cambios irreversibles, lo anterior, se logra mediante la formacién

de compuestos coordinados atoxicos e hidrosolubles que se eliminan por la orina.
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Aunque el uso de los agentes quelantes no estd aprobado en nuestro pais, en Estados
Unidos de América y en Europa, existen varios agentes quelantes disponibles, los cuales
son prescritos de acuerdo a la concentracién de Pb en sangre. El 4cido etilendiamino
tetracético disédico cdlcico (EDTANa,Ca), el 2,3 dimercaprol (British anti-Lewisite,
BAL) y la D-penicilamina han sido extensamente utilizados en el tratamiento de esta
intoxicacion. A pesar de que los agentes quelantes reducen eficazmente los niveles de Pb
en sangre, los efectos adversos que la mayoria de ellos producen son el principal

limitante en su uso.

En el caso del EDTANa;Ca, se ha reportado que produce una redistribucién del Pb de
hueso y rifién hacia el cerebro lo que aumenta el riesgo de encefalopatia, ademas,
incrementa la excrecion urinaria de metales esenciales.*® Otra desventaja del tratamiento
es su alto costo ya que se requiere de la hospitalizacién del paciente para su
administracién via endovenosa. Por otra parte, la administracién del BAL es via
intramuscular y es dolorosa. Este quelante, puede productr como efectos colaterales
fiebre, taquicardia, nAusea, vémito, sudoracién y en pacientes con deficiencia de la
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) produce hemélisis.”! La D-Penicilamina
produce néusea, vOmito, eosinofilia, leucopenia, trombocitopenia y reacciones de
hipersensibilidad. Ademés se¢ ha reportado que incrementa la excrecién urinaria de

cobre, zinc y hierro.*2

Estas desventajas hicieron necesaria la busqueda de agentes quelantes alternativos
m4s seguros para el tratamiento de individuos con niveles elevados de Pb. Asi, surgieron

dos derivados andlogos del BAL: el dcido 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) y el 4cido
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2,3-dimercapto 1 propanosulfénico (DMPS). Estos quelantes tienen la ventaja de

administrarse por la via oral.*®

El DMSA es un quelante soluble en agua, aprobado por la FDA (Food and Drug

Administration) para su uso €n nifios. Moviliza el Pb de sangre y érganos sin producir su

redistribucién hacia el cerebro 3437

Debido a que parte de la toxicidad del Pb ha sido relacionada con la produccién de un
desbalance entre el estado prooxidante-antioxidante del cuerpo y la generacién de estrés
oxidativo que culmina con €l abatimiento de los mecanismos de defensa (principalmente
glutation) se ha propuesto que las substancias antioxidantes pueden ser de beneficio
como terapia coadyuvante en esta intoxicacion’® En este sentido, uno de los
antioxidantes ms estudiados es la N-acetilcisteina (NAC). Gurer y cols.’? evaluaron el
efecto de NAC en ratas intoxicadas por Pb y tratadas con DMSA o NAC y reportaron
que a pesar de que NAC produjo un incremento en los niveles de glutation hepatico

abatidos por el Pb, no redujo los niveles de Pb en sangre, higado o cerebro.

Por otro lado, Neal y cols.' reportaron que la NAC puede llegar a producir una
disminucién en los niveles de Pb en sangre por lo que se le atnibuye cierta capacidad de
quelacién. En estudios realizados por Pande y cols.”’ se encontré que el tratamiento
combinado de DMSA y NAC fue mas efectivo en reducir la acumulaciéon de Pb en

sangre e higado que la administracién de cada uno por separado.
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El interés por la evaluacién del efecto de la administracion de antioxidantes en la
intoxicacion por Pb  ha hecho que muchos de estos compuestos hayan sido
estudiados.*’** Al respecto, los resultados obtenidos por diferentes investigadores son
contradictorios. Por lo anterior, el rol terapéutico de los antioxidantes en el tratamiento

de la intoxicacion por Pb ain no ha sido establecido.

De particular interés son los estudios realizados con acido ascdrbico y con metionina.

El 4cido ascérbico o Vitamina C es un potente antioxidante que ha sido evaluado en
humanos y en animales con resultados contradictorios, tanto en lo relacionado a su
efecto sobre la toxicocinética del Pb, como a su posible capacidad quelante. Goyer y
cols.* reportaron que el dcido ascorbico tiene accién quelante y que su potencia es
“semejante a la producida por el EDTANa,;Ca. Flora y cols.** reportaron que la terapia
coadyuvante de Vitamina C en la intoxicacién por Pb en ratas, resulté ser efectiva al

disminuir el Pb de sangre, higado y rifién, al formarse un complejo de Pb y Vitamina C.

En otros estudios, se evaludé la efectividad de la Vitamina C administrada en
combinacién con compuestos quelantes como €l EDTANa;Ca, el 4cido a-mercapto-p-
(2-furil) acrilico (MFA) y el DMSA en ratas. En estos estudios se observé que la
administracién de la combinacion del antioxidante con los quelantes fue mas efectiva en

incrementar la eliminacin de Pb que la administracién individual *+4

Por otro lado, Lauwerys y cols.*’ reportaron que la administracién de Vitamina C a

trabajadores expuestos a Pb no produjo ningiin efecto benéfico sobre la concentracion de
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Pb en sangre, su eliminacién o sobre los marcadores bioquimicos de la toxicidad de este
metal. En investigaciones recientes, se ha reportado que existe una relacién inversa entre
los niveles de Pb en sangre y la ingesta de Vitamina C tanto en nifios como en
adultos.®* Ademsas, se ha propuesto que la administracién de suplementos con
antioxidantes que contengan Vitamina C a trabajadores expuestos a Pb puede resultar

benéfico al bloguear el estrés oxidativo generado por la exposicién al Pb.?

Patra y cols.”' evaluaron el efecto de alfa tocoferol, 4cido ascérbico y L-metionina
administrados individualmente y compararon su accién con la del EDTANa,;Ca. Los
resultados de este estudio mostraron que los antioxidantes revirtieron el estrés oxidativo
producido por ¢l Pb pero no tuvieron ningin efecto sobre la concentraciéon del metal en

higado, rifién y cerebro.

En el caso de la metionina, éste es un aminodcido esencial que contribuye en la
sintesis de GSH, es precursor de cisteina y se ha propuesto que el grupo tiol de su

estructura actiia como quelante del Pb en los tejidos.

Kachru y cols.? evaluaron y compararon el efecto de la metionina con el del
EDTANa;Ca y la D-penicilamina y reportaron que la administracion de metionina
produjo un incremento en la excrecién fecal de Pb, y que al ser administrada en
combinacién con los quelantes incrementé la eficacia de éstos en reducir la carga del
metal en higado y rifién, sin embargo, no tuvo ningin efecto sobre la concentraciéon de

Pb en sangre.



14

Flora y cols.” evaluaron el efecto de la combinacién de zinc y metionina en el
tratamiento de la intoxicacién por Pb en ratas y reportaron que esta terapia produjo una
disminucion de la carga del metal en sangre, higado y nifién. Esta misma combinacién
fue evaluada como suplemento durante la terapia de quelacion con EDTANa,Ca y
DMPS y se report6 que la disminucion en la carga corporal de Pb fue mayor que la que
produjo la administracién individual del quelante.® Por otro lado, Patra y cols.”
reportaron que ¢l tratamiento con L-metionina en ratas intoxicadas por Pb no produjo

disminucién en los niveles de Pb en sangre, higado, rifién y cerebro.

Recientemente, también se ha incrementado el interés por la evaluacién del efecto
antioxidante que ejerce la glicina. Este aminodcido que interviene en la sintesis de GSH,
tiene un efecto protector contra el dafio oxidativo producido por compuestos inductores
de dafio hepético mediado por generacién de estrés oxidativo,>>~® Por otro lado, Shaikh
y cols.”’ reportaron que la administracién de glicina en ratas intoxicadas por cadmio
evité el dafio hepético y renal al bloquear la lipidoperoxidacién producido por este
metal.

La mayoria de los estudios realizados a la fecha, en relacion al efecto terapéutico de
los antioxidantes en la intoxicacién por Pb, se han enfocado principalmente a la
evaluacion del efecto de los mismos sobre parametros indicativos de estrés oxidativo. Al
respecto, también es importante sefialar que en la mayoria de esos estudios los
antioxidantes han sido administrados de manera individual a grupos de animales
intoxicados con Pb y en pocos casos se han hecho comparaciones con grupos que

recibieron quelante generalmente el EDTANa;Ca o bien con grupos que no recibieron
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ninguna terapia de quelacién. En este contexto, a pesar de que se ha propuesto que
algunos agentes antioxidantes pueden tener accion quelante, este efecto no ha sido
demostrado. Por otro lado, no existen reportes en cuanto al efecto que estos
antioxidantes pudieran producir sobre pardmetros toxicocinéticos como son la
distribucién y/o redistribucién del Pb, particularmente, su movilizacién de uno de sus

principales 6rganos de depdsito que es el hueso.

Por otro lado, la evaluacién de un esquema de terapia conjunta (antioxidante y
quelante) y del posible efecto sinérgico de los mismos basados en el concepto de dosis

(concentracién por tiempo), no ha sido realizada a la fecha.

Lo anterior, ha contribuido a la controversia que existe en relacién al posible efecto
benéfico de los antioxidantes en la intoxicacién por Pb, a lo que se puede agregar el
hecho de que en los estudios realizados, no se ha evaluado de manera sistematica la
accion de los antioxidantes en la intoxicacién por este metal mediante una correlacion de
su efecto sobre los niveles de Pb, tanto en sangre como en 6rganos blanco y de deposito
con los pardmetros indicativos de estrés oxidativo e indicadores biolégicos de dafio. La
correlacién de dichos pardmetros permitiré establecer el efecto de los antioxidantes no
sélo sobre la concentracién de Pb en sangre, sino sobre la carga corporal del metal asi

como su impacto en el dafio oxidativo producido por el Pb.

Algunos aspectos importantes por determinar en cuanto al efecto de los antioxidantes
en la intoxicacién por Pb son los siguientes:

o El posible efecto quelante de los antioxidantes.
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e Su efecto sobre [a distribucion y/o redistribucién del Pb (particularmente de
hueso).

e La evaluacion del posible efecto sinérgico de la terapia combinada (quelante-
antioxidante).

¢ La evaluacién de un rango de dosis que permita establecer si estos

compuestos tienen o no accion quelante.

En el presente trabajo se evalué y compar6é de manera sistemética el efecto del
acido ascorbico, la L-metionina y la glicina en un esquema de terapia individual y
combinada con DMSA en la intoxicacion por Pb en ratas. Para la evaluacion se
consideraron parametros indicadores de estrés oxidativo (niveles de glutatién y de
lipidoperoxidacién hepético y renal), niveles de Pb en sangre y érganos blanco de
toxicidad (higado, rifién y cerebro) y de depésito (hueso), asi como la actividad de d-

ALA.
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HIPOTESIS

La combinacién de icido 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) y antioxidantes disminuye
las concentraciones de Pb en sangre y 6rganos blanco e inhibe el estrés oxidativo

producido por el metal en mayor grado que su administracion por separado.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la combinacién de DMSA y substancias antioxidantes (4cido

ascorbico, metionina y glicina) en un modelo de intoxicacién por Pb.

18
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Establecer un modelo de intoxicacién por Pb en ratas.

. Evaluar el efecto del tratamiento con DMSA y antioxidantes administrados de
forma individual y combinada, sobre la concentracién de Pb en ratas intoxicadas

con este metal.

. Evaluar el efecto del tratamiento con DMSA y antioxidantes administrados de
forma individual y combinada, sobre la distribucién y/o redistribucién de Pb en

érganos blanco (higado, cerebro y rifion) y de depésito (hueso).

. Evaluar el efecto del tratamiento con DMSA y antioxidantes administrados de

forma individual y combinada, sobre la actividad de d-ALA en sangre.

. Evaluar el efecto del tratamiento con DMSA y antioxidantes administrados de
forma individual y combinada, sobre los niveles de glutatiéon y de

lipidoperoxidacién.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Material Biol6gico

2.1.1.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos, con un peso de 160 + 20 g Los animales fueron
mantenidos bajo condiciones estiandar de laboratorio, con ciclos luz-oscuridad de 12

horas y temperatura de 22°C.

2.1.2 Equipo
Analizador Hematoldgico Celldyn 1400
Balanza analitica Mettler Toledo AB204
Balanza granataria Mettler-Toledo PB3002
Centrifuga Beckman Avanti 30
Centrifuga Beckman Spinchron KR

Desionizador de Agua Millipore

20
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Espectrofotometro de Absorcién Atdmica Perkin Elmer. Lampara de Pb de catodo
hueco. Tubos de grafito pirolitico

Espectrofotdmetro UV-Vis Beckman, modelo DU-7500, con arreglo de diodos y
controlador de temperatura. Celdas de cuarzo

Homogeneizador Potter-Elvejhem con tubo de vidrio y pistilo de teflon

Hormo de Microondas MDS-2000. Vasos para microondas

Potenciémetro Beckman ®50 pH meter

2.1.3 Reactivos y material general

1,1,3,3 tetractoxipropano Sigma
Acido 8 aminolevulinico Sigma
Acido acético glacial PQM

Acido etilendiamino tetraacético disédico  Sigma

Acido metafosforico Sigma
Acido nitrico Fermont
Acido perclérico Merck
Acido tiobarbitiirico Sigma
Acido tricloroacético Sigma
Agua destilada

Agua tipo I con resistividad de 18.2 MQ cm

Albumina bovina Sigma
Alcohol butilico Fermont
Argon

Carbonato de sodio Merck



Cloruro de mercurio
Cloruro de sodio

Controles de Pb en sangre
(Material de Referencia)

Disolucién espectrofotométrica de Pb
DMSA Chemet®

DTNB Reactivo de Ellman

Duodecil sulfato de sodio

Etanol

Folin & Ciocalteu's

Fosfato dibésico de amonio

Fosfato dibasico de potasio

Fosfato dibasico de sodio anhidro

Fosfato monobasico de potasio

22

Sigma

Sigma

CONTOX
CENAM
Sanofi-synthelabo
Sigma

Sigma

Fermont

Sigma

PQM

Sigma

Baker

Sigma

Fosfato monobasico de sodio monohidratado Sigma

Glicina

Glutatién
Hidréxido de sodio
L-acido ascorbico

L-metionina

Sigma
Sigma
PQM

Sigma

Sigma

Octal-fenoxi-polietoxietanol (Triton X-100) Sigma

Pentobarbital sédico inyectable
Piridina

Reactivo de Ehrlich

Pfizer

Fermont

Sigma



Sulfato ciprico Sigma
Tartrato de sodio y potasio Sigma
Tris Base Sigma

Matraces volumétricos de diferentes capacidades

Pipetas automaticas y puntillas 100-1000 pL y de 1000-5000 uL Eppendorf
Pipetas automaticas y puntillas 2-20 uL, 10-100 pL, 20-200 uL. Oxford
Pipetas volumétricas de diferentes capacidades

Pipeteador automatico

Placa de calentamiento con agitador magnético Sigma

Sondas

Termometro

Tubos al vacio con heparina sédica

Tubos de ensayo de diferentes capacidades

Vasos de precipitado de diferentes capacidades

Vortex

23
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2.2 Métodos

2.2.1 Modelo de intoxicacién por plomo en ratas Wistar

Para establecer el modelo de intoxicaciéon por Pb fue necesario realizar un estudio
piloto para determinar la dosis, (concentracién y tiempo) y la via de administracién a
utilizar, para lo cual se evalué la concentracién del metal en sangre y tejidos con

diferentes esquemas de administracién del Pb.

En ¢l estudio piloto se utilizaron ratas Wistar machos que fueron divididas en grupos
con 4 ratas cada uno. Los animales se colocaron en cajas y tuvieron libre acceso a
alimento y agua. El grupo 1 recibi6é una solucién de acetato de Pb a una concentracién
de 3000 ppm que fue administrado ad /ibitum en el agua de beber durante 5 semanas. El
grupo 2 recibi6 3.5 mg de Pb/kg via i.p. durante 7 dias. Los grupos 3 y 4 recibieron 10
mg de Pb/kg mediante sonda orogéstrica durante 4 semanas, administrado a las 11:00
am. y a las 7:00 p.m., respectivamente (lo anterior, para establecer la influencia del
horario en la distribucién del Pb hacia hueso). Al finalizar el periodo de intoxicacion, los
animales fueron anestesiados con una solucién de pentobarbital sédico (33 mgkg)
administrado via i.p. y se tomaron muestras de sangre mediante puncién intracardiaca.
La sangre fue colectada enm tubos con heparina sédica como anticoagulante.
Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se extrajeron el higado, rifién, cerebro
y fémur para la determinacion de la concentracion de Pb y la evaluacion de 1a actividad

de la enzima d-ALA.
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El esquema seleccionado para este estudio fue el de administracion de Pb ad libitum
con el que se obtuvo la mayor concentracién de Pb en hueso. Las ratas fueron expuestas

a acetato de Pb (3000 ppm) en ¢l agua de beber durante 5 semanas.

2.2.2 Administracién del DMSA y antioxidantes

24 horas después de haber terminado el periodo de exposicién al Pb las ratas se
pesaron, se identificaron y se dividieron al azar en grupos de 5 para recibir el tratamiento
con los antioxidantes y el DMSA administrados individualmente o de manera

combinada (antioxidante mas quelante).

El grupo control negativo (no expuesto al Pb) recibié el solvente (agua) durante todo
el experimento. El grupo control positivo (expuesto al Pb) sdlo recibié6 agua como
tratamiento. Los antioxidantes fueron evaluados a una dosis baja (100 mgkg) y dosis
media (500 mg/kg) administrados durante 5 dias. Como dosis alta se administraron 1000
mg/kg durante 4 semanas. La dosis de DMSA fue de 182 mg/kg durante 5 dias. En el
caso de la dosis alta de los antioxidantes, primero se evalué el efecto de su
administracién como terapia individual sobre los niveles de Pb en sangre y en caso de
que tuvieran accién quelante se procederia a administrar la terapia combinada con el

DMSA para evaluar su posible efecto sinérgico.

Los antioxidantes y el DMSA se disolvieron en agua y las soluciones fueron
preparadas cada dia, previo a su administracién. Todos los tratamientos se administraron
diariamente por la mafiana mediante una sonda orogastrica y en el caso de los grupos

que recibieron de manera combinada el quelante y el antioxidante la administracién se
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realiz6 con una hora de diferencia entre cada tratamiento. El esquema de los diferentes

tratamientos utilizados se muestra en la tabla 1.

Tratamiento Dosis baja | Dosis media | Dosis alta
(mg/kg) | (mghkg) | (mp/kg) |
Agua (control negativo) 3 mL 3 mL 3mL
Apgua (control positivo) 3 mL 3mL 3mL
DMSA 182 182 | e
Vitamina C 100 500 1000
L-Metionina 100 500 1000
Glicina 100 500 1000
DMSA + Vitamina C 182+100 | 182+ 500 e
DMSA + L-Metionina 182+100 |182+500 | e
DMSA + Glicina 182 + 100 182 + 500 —

Tabla I. Esquema de los tratamientos evaluados. Las dosis baja y media se
administraron durante 5 dias y la dosis alta durante 28 dias.

2.2.3 Obtencién de muestras

24 horas después de concluido el tratamiento, las ratas fueron anestesiadas con una
solucion de pentobarbital sédico (33 mg/kg) administrado via i.p. y se tomaron muestras
de sangre mediante puncién intracardiaca. La sangre fue colectada en tubos al vacio y

libres de Pb, con heparina sédica como anticoagulante. Todas las muestras de sangre se
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agitaron suavemente por inversion para mezclar con el anticoagulante y se mantuvieron

a una temperatura de 4 °C para su conservacion.

Posteriormente, las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron los siguientes érganos:
cerebro, higado, ambos rifiones y fémur derecho. El higado fue perfundido in situ con
una solucion fria de NaCl 0.9% para eliminar los restos de sangre. El cerebro y los
rifiones fueron enjuagados con la misma solucién para eliminar la sangre. Al fémur se le
retiraron los restos de tejido. Los dérganos fueron pesados, etiquetados y congelados

inmediatamente.

Una parte del higado y del rifién fue homogeneizada con una solucién amortiguadora
de fosfato de sodio 0.01 M y cloruro de sodio 0.9% a pH 7.4 en una proporcion 1:4
(p/v). El homogenado fue alicuotado en tubos eppendorf los cuales se mantuvieron

almacenados a una temperatura de -20 °C hasta su utilizacion.

2.2.4 Determinacion de proteinas por el método de Lowry

La concentracién de proteinas fue determinada en alicuotas de homogenizados de
higado y rifién de acuerdo al método de Lowry °°, donde la cantidad de producto
formado depende de la concentracién de proteina. Por lo tanto, un incremento de

absorbancia a 750 nm es proporcional al incremento en la concentracién de proteinas.

2.2.4.1 Solucion estindar de albimina
Se utiliz6 una solucién estindar de albimina bovina a una concentraciéon de 100

pg/mL. La albimina bovina se disolvi6 en agua destilada.
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2.2.4.2 Curva de calibracién

Para cada determinacién se realizd una curva de calibracién con estindares de
albumina con un contenido de 12.5 a 100 pug de proteinas. Se utilizé un blanco de agua
libre de iones el cual fue procesado bajo las mismas condiciones que los estdndares. Las
cantidades de los reactivos utilizados se describen en la tabla II. Cada estindar fue

preparado por triplicado y el promedio de sus lecturas fue utilizado para graficar la curva

de calibracién.

Curva de | Solucion stock de | Agua destilada | Solucion Folin
calibracién | albimina (mL) (mL) C (mL) (mL)

Blanco 0 1 5 0.5

1 0.125 0.875 5 0.5

2 0.250 0.750 5 0.5

3 0.5 0.5 5 0.5

4 1 0 5 0.5

Tabla IL. Concentraciones utilizadas en la curva de calibracién para la determinacién de
proteinas

2.2.4.3 Procedimiento

En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de la muestra diluida (1:1000) més 5§ mL de
solucién C (Apéndice I) y se agité en vortex. Esta muestra se dej6 reposar durante 15
min y posteriormente se le adicionaron 0.5 mL del reactivo Folin & Ciocalteu y se agité
nuevamente en vortex. Después de 20 min se midié la absorbancia de las muestras. Cada

muestra fue evaluada por triplicado.
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2.2.4.4 Célculos

La concentracion de proteinas de las muestras fue interpolada de la curva de
calibracién obtenida al graficar el valor de absorbancia contra la concentracién de
proteinas de los estindares, los valores obtenidos fueron ajustados con el método de
minimos cuadrados (programa estadistico del espectrofotémetro UV-VIS Beckman DU-

7500).

2.2.5 Determinacion de los niveles de Pb

La concentracion de Pb en sangre y tejidos fue determinada por Espectrofotometria
de Absorcion Atémica con horno de grafito, automuestreador automatico y corrector de
fondo'. El método se basa en que a partir de muestras y estdndares de concentracién
conocida, se obtienen 4tomos de Pb en estado elemental, a través de los cuales se hace
pasar un haz de luz de 283.3 nm. La cantidad de luz absorbida es proporcional al nimero

de 4tomos presentes.

2.2.5.1 Tratamiento de la muestra
2.2.5.1.1 Sangre. Las muestras de sangre no requirieron de digestién previa para la

determinacion del Pb. Se us6 sangre completa con anticoagulante.

2.2.5.1.2 Tejidos. Para determinar el contenido de Pb en tejidos se realiz6 una
digestién 4cida de los mismos en homo de microondas para eliminar las interferencias
bioldgicas. A las muestras de higado y rifién se les retird el tejido parenquimatoso, al
fémur se le retiré la médula dsea y para la determinacion de Pb, se utilizd la porcién

cormrespondiente a la di4fisis. Para realizar la digestion se colocaron 0.5 g de la muestra y
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5 mL de 4cido nitrico concentrado en un vaso de teflon para el microondas. Los vasos
fueron puestos dentro de una camisa de seguridad y se cerraron. Cada vez que se realizd
una digestién, se utilizd un vaso especial como controlador de la presion, en el cual se
colocd la muestra de mayor tamaiio o mas reactiva. Los vasos fueron puestos en un
carrusel y se conectaron a un sistema de seguridad localizado en el mismo carrusel. El
proceso de digestion se realizd en 5 etapas con una potencia del 90% y un tiempo de 15
min para cada etapa. Una vez finalizado el proceso de digestién y cuando la presién y
temperatura habian descendido, las muestras se recuperaron, se colocaron en un matraz
volumétrico clase A y se aforaron a 10 mL con agua libre de tones (agua tipo I 18.2 MQ
cm’). En cada serie de digestion se corrié un blanco de reactivos, un tejido blanco y una
muestra fortificada (tejido blanco adicionado con una concentracién conocida del Pb).
Las condiciones de operacién del hormo de microondas para el proceso de digestién de
las diferentes muestras fueron optimizadas en el laboratorio.

Todo el material de vidrio utilizado para la preparacién y el anélisis de muestras para
la determinacién de Pb, que se us6 mas de una vez, se sometié a técnicas especiales de

limpieza quimica con el fin de evitar contaminacién por Pb y polvo.

2.2.5.2. Estdndares de Pb
A partir de una solucién estindar de Pb (1000 pg/mL), se prepar6 una solucién
intermedia de 10 pg/ml.. Se coloc6 en un matraz volumétrico 1 mL de solucién estindar

més 5 ml de é4cido nitrico concentrado y se afor6 a 100 mL con agua tipo L Los
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estandares para realizar la curva de calibracion fueron preparados a partir de la solucién

intermedia como se indica en la tabla II1.

Solucion Pb HNO; (uL) Aforar conagua | Concentracién final
10pg/mL (ul) tipo I (mL) de Pb (ug/mL)
Blanco 500 10 0
50 500 10 0.05
100 500 10 0.10
200 500 10 0.20
400 500 10 0.40
600 500 10 0.60
250 500 10 0.25

Tabla III. Concentraciones de Pb empleadas para la realizacién de la curva de
calibracién y del estandar de optimizacion de Pb (0.25 pug de Pb /mL).

2.2.5.3 Procedimiento

Para cada determinacion se realizé una curva de calibracién con estindares de Pb con
un contenido de S a 60 pg del metal. Se colocaron en copas de muestreo 100 L del
estdndar o de la muestra mas 900uL de una solucién modificadora de matriz biolégica
que contiene: fosfato dibdsico de amonio, tritén X-100 y acido nitrico concentrado
ultrapuro. Se prepar6 también el estindar de optimizacién a partir de la solucién de 25
pg/dL asi como, los controles de Pb en sangre con certificado de analisis, los cuales
contienen un nivel alto (46 + 5 pg/dL), medio (23 + 4 pg/dL), y bajo (7 + 3 pg/dL) de
Pb. Las muestras se homogeneizaron con agitacién suave, al mezclar mediante bombeo

repetido con la pipeta, utilizando la punta como agitador.
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2.2.5.4 Curva de calibracion

Antes de iniciar el an4lisis fue necesario optimizar la sefial del equipo, para lo cual se
colocéd en el automuestreador una copa de muestreo con un blanco para ajustar el cero
del instrumento, enseguida se inyect6 el estAndar de optimizacion 25 pg/L para obtener
una altura de pico > 0.18. Las muestras fueron sometidas a un tratamiento térmico donde
se obtuvieron los d4tomos de plomo en estado elemental. El analisis de los estdndares de
calibracion se realizé midiendo la absorbancia de cada uno de los niveles de
concentracion para realizar la curva, el criterio de aceptacién para determinar la

linealidad de la curva fue un coeficiente de correlacion r 12 0.995.

Una vez preparada la curva de calibracion y aceptada la linealidad de respuesta, se
procedi6 a analizar los controles de Pb en sangre con certificado de analisis. La
determinacién de Pb en las muestras reales procedi6é unicamente cuando los valores de
los controles estaban dentro del intervalo certificado. Cuando una muestra excedi6 el
intervalo lineal definido de la curva, ésta se analizd nuevamente, realizando la dilucién
adecuada. Después del andlisis de un lote de 20 muestras se hizo una determinacién
alternada del control certificado bajo, medio y alto de Pb, para comprobar la calidad de
los resultados. En caso de que 1a lectura del control de Pb, estuviera fuera del intervalo

certificado se recalibré y se repitieron las lecturas del ultimo lote de muestras.

2.2.5.5 Célculos
La concentracién de Pb de las muestras fue interpolada de la curva de calibracién

Los niveles de Pb en sangre se reportan en ug/dL. Para las muesiras a las que se les
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realizé digestidn 4cida, los resultados se reportan en pg/g de tejido y se consideraron

tanto las diluciones realizadas como el peso de la muestra.

2.2.6 Determinaciéon de hematocrito
El valor del hematocrito (HCT) se determiné en un analizador hematolégico
automatizado a partir del volumen corpuscular medio (MCV) y del niamero de eritrocitos

(RBC) de la muestra de acuerdo con la siguiente formula:

HCT=(RBC x MCV)/10

El HCT se reporté como el porcentaje del paquete de eritrocitos y fue determinado el

mismo dia en que se colectaron las muestras de sangre.

2.2.7 Evaluacién de la actividad de d-ALA

La actividad de d-ALA se determiné de acuerdo a la técnica descrita por Tomokuni®,
la cual se basa en la medicién espectrofotométrica del porfobilindgeno formado en un
medio con exceso de ALA. El porfobilindgeno formado reacciona con el reactivo de
Ehrlich y se desarrolla un color que s¢ lee contra un blanco a una longitud de onda de
555 nm. La cantidad de porfobilinégeno formado es proporcional a la actividad de la
enzima. La técnica se desarrollé el mismo dia en que se obtuvieron las muestras de

sangre (la enzima mantiene su actividad por un periodo de 24 horas a 4 °C).
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2.2.7.1 Hemdlisis de la muestra
La hemolisis fue realizada mediante la adicion de 3.25 mL de agua destilada a 0.5 mL
de sangre. La muestra se agitd y se incubé a 37 °C por 10 minutos para obtener una

hemolisis completa.

2.2.7.2 Procedimiento

Se colocaron en un tubo 0.25 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a pH de 6.8,
con 0.25 mL de ALA 0.02 M y se incubaron a 37 °C por 5 min. Posteriormente, s¢
adicionaron 0.75 mL de la sangre hemolisada y se incubaron nuevamente durante una
hora a 37 °C. Después del periodo de incubacidén, la reaccién se detuvo mediante la
adicién de 0.5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% que contiene HgCl, 0.1 M,
posteriormente, 1os tubos se centrifugaron por 5 min a 3000 rpm. Finalmente, 0.5 mL del
sobrenadante fueron mezclados con 1.5 mL del reactivo de Ehrlich y se agité en vértex,
Las muestras se dejaron reposar durante 10 min a temperatura ambiente y la absorbancia
se midi6 en un espectrofotdmetro a 555 nm. El blanco se preparé con 0.5 mL de agua

destilada y 1.5 mL del reactivo de Ehrlich.

2,2.7.3 Célculos
La actividad de la enzima se calcul6 a partir del valor de absorbancia dividido entre el
valor del HCT y multiplicado por un factor de 109.4. La actividad de la enzima se

reporté en nmol/min/mL de eritrocitos.
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2.2.8 Determinaci6én de los niveles de GSH
El GSH fue determinado en homogeneizados de higado y rifién, mediante el método
espectrofotometrico descrito por Eliman (1959)°, que se basa en la medicion de la

absorbancia del complejo formado a 412 nm.

2.2.8.1 Solucidén estdndar de GSH
Se prepar6 una solucién de GSH a una concentracién de 100 pg/mL. El GSH se

disolvié en una solucién fria de dcido metafosforico al 3% y se prepar6 cada vez que se

realizaron las determinaciones ya que es inestable.

| 2.2.8.2 Tratamiento de la muestra
Se colocaron 500 uL del homogeneizado en tubos para centrifuga y se mantuvieron
sobre hiclo. Se le agregd a cada tubo 1 mL de solucién amertiguadora de solubilizacién
y se agitd en vortex. Las muestras se dejaron reposar 15 min y se agitd cada 5 min.
Posteriormente, se les adicioné 1 mL de TCA al 5% y se agito en vortex durante 5 min.
La muestra se centrifugd a 6000 rpm a 4°C durante 15 min. El sobrenadante fue

utilizado para realizar las mediciones.

2.2,8.3 Curva de calibracién

Para cada determinacion se realiz6 una curva de calibracién con estandares de GSH
con un contenido de 0.5 a 25 pug de GSH. Se utilizé un blanco de agua procesado bajo
las mismas condiciones que los estandares. Las cantidades de cada reactivo empleadas

para la preparacién de la curva de calibracion se describen en la tabla IV. Cada estindar
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fue preparado por triplicado y el promedio de sus lecturas fue utilizado para graficar la

curva de calibracion.
Curva de Sol amortig. [ EDTA Acido Soluciéon | DTNB
calibracién GSH de PO, (uL) | metafosforico | stock de (uL)
0.05M (mL) (uL) GSH (uL)
Blanco 25 800 200 0 30
1 25 800 195 5 30
2 25 800 190 10 30
3 2.5 800 150 50 30
4 25 800 100 100 30
S 25 800 0 200 30
6 2.5 800 0 250 30

Tabla IV. Concentraciones de GSH empleadas para la realizacién de la curva de
calibracidn.

2.2.8.4 Procedimiento

A 200 pL del sobrenadante se le agregaron 2.5 mL de solucién amortiguadora de
fosfatos 0.05 M més 800 uL de EDTA y 30 uL del reactivo de Ellman (DTNB). Las
muestras se agitaron en vortex durante 20 segundos y la absorbancia de los estandares de
la curva de calibracién y de las muestras fue leida a 412 nm. Cada muestra fue evaluada

por triplicado.

2.2.8.5 Célculos
La concentracién de GSH de las muestras fue interpolada de la curva de calibracién
obtenida al graficar el valor de absorbancia contra la concentraciéon de GSH de los

estandares, los valores fueron ajustados con el método de minimos cuadrados (programa
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estadistico del espectrofotometro UV-VIS Beckman DU-7500). Los valores de GSH se

reportaron en pug de GSH por mg de proteina.

2.2.9 Determinacién de los niveles de LPO

El nivel de LPO en homogeneizados de higado y rifion se determiné mediante la
técnica del 4cido tiobarbiturico descrita por Ohkawa (1978)°!. La técnica s¢ basa en la
lectura espectrofotométrica de la absorbancia del complejo malondialdehido-dcido

tiobarbiturico (MDA-TBA) a 532 nm.

2.2.9.1 Soluci6n estindar de MDA
Se prepard una solucién del 1,1,3,3 tetraetoxipropano a una concentracién de 40 nmol
de MDA/mL. Esta solucién fue empleada para la preparacién de los estandares de la

curva de calibracién.

2.2.9.2 Curva de calibracién

Para cada determinacion se realizé una curva de calibracién con estindares de MDA
a una concentracién de 0.8 a 16 nmoles/mL. Cada punto de la curva se midié por
triplicado y el promedio de estos valores fue utilizado para graficar la curva de
calibracién. Las cantidades de los estdndares empleadas para la realizacion de la curva

de calibracion se describen en la tabla V.
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Curva de MDA | SDS8.1% Acido TBA Agua
calibracion (uL) (uL) acético 20% | 0.8% | destilada

(mL) (mlL) | (ub)

Blanco 0 200 15 L3 800

1 20 200 1.5 15 780

2 50 200 1.5 L5 750

3 100 200 L5 1.5 700

4 200 200 1.5 1.5 600

5 400 200 1.5 1.5 400

Tabla V. Concentraciones de MDA empleadas para la realizacién de la curva de
calibracion.

2.2.9.3 Procedimiento

100 pL del homogenizado se colocaron en un tubo de ensayo con tapén de rosca y se
le adicionaron 200 uL de SDS al 8.1%, 1.5 mL de dcido acético al 20%, 1.5 mL de TBA
al 0.8% y 700 ul. de agua. Las muestras se colocaron en un bafio de agua a 95 °C
durante 1 hora. Posteriormente se enfriaron en bafio de hielo y se les adicioné 1 mL de
agua destilada, enseguida se realizé la extracciéon del complejo formado, mediante la
adicién de 5 mL de una mezcla de n-butanol y piridina (15:1 v/v) los tubos se agitaron
vigorosamente en un vértex. Por iltimo, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 min. La capa organica fue utilizada para medir la absorbancia a 532 nm. Los
estandares de la curva de calibracién y el blanco fueron procesados bajo las mismas

condiciones que las muestras.
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2.2.9.4 Célculos

La concentracién de MDA de las muestras fue interpolada de la curva de calibracién
obtenida al graficar el valor de absorbancia contra la concentracién de MDA de los
estandares, los valores fueron ajustados con el método de minimos cuadrados (programa
estadistico del espectrofotémetro UV-VIS Beckman DU-7500). Los valores de LPO se

expresaron en nmol de MDA por mg de proteina.

2.3 Anilisis estadistico
Los datos se analizaron a través de un disefio completamente al azar. La comparacion
de medias se realizé por el método de Tukey mediante el programa: Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS). Se consideré un valor de p < 0.05 para establecer

significancia estadistica.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Modelo de intoxicacién por Pb en ratas

La administracion de Pb ad libitum (3000 ppm) en el agua de beber durante 5 semanas
produjo un incremento significativo en los niveles de este metal en sangre (43.3 + 4.5
ug/dL) y oérganos. El esquema de administracién de Pb (3.5 mg/kg) via intraperitoneal
durante 7 dias produjo un incremento significativo en su concentraciéon en sangre y
Organos. La concentracién de Pb en sangre con este esquema fue de 113 + 55.6 pg/dL. En
los esquemas de administracién de Pb v.o. en horario matutino y vespertino, no se
observé diferencia significativa en los niveles de Pb en sangre y drganos entre los grupos

que recibieron el metal en horarios diferentes.

La secuencia de los niveles de Pb en érganos en los tres esquemas evaluados fue:

hueso>rifion>higado>cerebro.

40
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El esquema seleccionado fue el de administracién de Pb ad libitum con el cual se

obtuvo la mayor concentracion del metal en hueso. Los niveles de Pb en sangre y 6rganos

de los esquemas evaluados se muestran en la tabla VI.

Grupo Sangre Cerebro | Higado | Rifién Hueso
control negativo 1.4+ 058 05+02 |04£02 (0101 [03x0.1
Pb 3000 ppm (ad libitum) 43345+ 13+40.1* |2£0.02* | 12+ 1.2*% | 537+ 102*
Pb 3.5 mg/kg (i.p.) 113£556* | 0.5+03*% [27+72* |38+10* |529=+15*
Pb 10 mg/kg (v.0.) matutino | 12.5+3.3* 0.5+02% | 08+0.1* |25+04* [33+17.7*
Pb 10 mg/kg (v.0.) vespertino | 11.3 +2.0* 0.402* | 0.9£0.1* | 2.8+£03* | 33+8.7*

Tabla VL Niveles de Pb en sangre (ug/dL) y tejidos (jg/g) en ratas Wistar machos
intoxicadas por Pb. n=4. * p <0.05.

La actividad de la d-ALA fue inhibida en un 70% en el modelo ad libitum, un 75% en

el ip y un 53% en los esquemas de administracién v.0. matutino y vespertino. Los

valores se muestran en la tabla VIL

Grupo d-ALA
Control negativo 57+0.25
Pb 3000 ppm (ad libitum) 1.72 £0.30*
Pb 3.5 mg/kg (i.p.) 1.45 £ 0.35*
Pb 10 mg/kg (v.0.) matutino 3.1+0.25¢*
Pb 10 mg/kg (v.0.) vespertino 3.0+0.30*

Tabla VII. Actividad de d-ALA (nmol de PBG/min/ml de eritrocitos). * p<0.05.n=4
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3.2 Efecto del DMSA y antioxidantes (Vitamina C, metionina y glicina)

administrados como terapia individual y combinada sobre los niveles de Pb en

sangre.

Los niveles de Pb en sangre de ratas intoxicadas con Pb durante 5 semanas y tratadas

con DMSA y antioxidantes administrados como terapia individual y combinada se

muestran en la tabla VIII.
Tratamiento Pb en sangre Pb en sangre Pb en sangre
Dosis baja* Dosis media Dosis alta ©
Control (-) 0.65 = 0.23 0.65+0.23 0.65+0.23
Control Pb (+) 39.2+51 39.2+51 243+36
DMSA (182 mg/kg) 123+£29 123+29 e
Vitamina C 472+28 434+7.1 220+£29
Metionina 400+2.1 42+6.1 193+3.0
Glicina 405+23 39.1+£2.1 225+19
DMSA + Vitamina C 16.2+1.5 102+16 e
DMSA + Metionina 10325 16.4+3.6 —_—
DMSA + Glicina 105+ 1.6 11.3.£1.2 emaman

Tabla VIIL Valores promedio y desviacion estdndar de la concentracion de Pb en sangre
(ng/dL). a) Dosis baja de antioxidantes (100 mg/kg/S dias). b) Dosis media de
antioxidantes (500 mg/kg/5 dias). ¢) Dosis alta de antioxidantes (1000 mg/kg/28 dias).
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3.2.1 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis baja)
sobre los niveles de Pb en sangre,

La concentracién de Pb en sangre del grupo control positivo el cual fue expuesto a Pb
y no recibié tratamiento fue de 39.2 + 5.1 pg/dL. La Vitamina C, metionina y glicina
administradas como terapia individual a la dosis de 100 mg/kg durante S5 dias, no
disminuyeron los niveles de Pb en sangre. El DMSA administrado a una dosis de 182
mg/kg durante 5 dias produjo una disminucién significativa de los niveles de Pb en
sangre (12.3 £ 2.9 ug /dL). No se observo diferencia significativa entre los grupos que
recibieron terapia combinada de Vitamina C, metionina o glicina con DMSA y el grupo

que soélo recibié DMSA. Figura 4.

60 - |
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OPlomo (+) |
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|

'E@DMSA
mvitc
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'@ DMSA+Vit C
O DMSA+Met
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Tratamientos

Figura 4. Niveles de Pb en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n =35
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3.2.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre los niveles de Pb en sangre.

No se observd diferencia significativa en la concentracién de Pb en sangre de los
grupos que recibieron el tratamiento con Vitamina C, metionina y glicina administrados
como terapia individual a la dosis de 500 mg/kg y el grupo control positivo. Por otro
lado, los valores de Pb en sangre de los grupos que recibieron como tratamiento la
combinaciéon de cada uno de los antioxidantes con €]l DMSA no mostraron diferencia

significativa con el grupo que sélo recibié DMSA. Figura 5.
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Figura 5. Niveles de Pb en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n=35
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3.2.3 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis alta)
sobre los niveles de Pb en sangre.

No se observé diferencia significativa entre los valores de Pb en sangre de los grupos
que recibieron el tratamiento con Vitamina C, metionina o glicina administrados como
terapia individual a la dosis alta (1000 mg/kg) y el grupo control positivo. Figura 6. Por
lo anterior no se evalué la combinacién de los antioxidantes a la dosis alta con el DMSA

para determinar sinergismo ya que individualmente no produjeron quelacién del Pb en

sangre.
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Figura 6. Niveles de Pb en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). n=35
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3.3 Efecto del DMSA y antioxidantes (Vitamina C, metionina y glicina)

administrados como terapia individual y combinada sobre los niveles de Pb en

6rganos.

3.3.1. Efecto de la admiristracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los

niveles de Pb en cerebro.

Los niveles de Pb en cerebro de ratas intoxicadas con Pb durante 5 semanas y tratadas

con DMSA y antioxidantes administrados como terapia individual y combinada se

muestran en la tabla IX.
Tratamiento Pb en cerebro Pb en cerebro Pb en cerebro
Dosis baja * Dosis media ® Dosis alta ¢
Control (-) 0.21+£0.05 0.21+0.05 0.21+0.05
Control Pb (+) 1.54+0.3 1.54+0.3 0.90+0.15
DMSA (182 mg/kg) 0.84 + 0.22 0.84 +0.22 ————n
Vitamina C 1.77+£0.35 1.30£0.33 1.02+0.27
Metionina 1.06 £ 0.25 1.27+0.08 0.90+0.16
Glicina 1.25+0.24 1.41+0.24 091+0.18
DMSA + Vitamina C 0.84+0.19 0.84+0.21 emenen
DMSA + Metionina 0.62+0.36 0.72+0.19 ———
DMSA + Glicina 0.83+0.14 096+ 0.13 i

Tabla IX. Valores promedio y desviacién estindar de la concentracion de Pb en cerebro
(ng/g de tejido). n = S. &) Dosis baja de antioxidantes (100 mg/kg/5 dias). b) Dosis media
de antioxidantes (500 mg/kg/5 dias). c) Dosis alta de antioxidantes (1000 mg/kg/28 dias).
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3.3.1.1 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
baja) sobre los niveles de Pb en cerebro.

La concentracién de Pb del grupo control positivo fue de 1.54 + 0.3 pg/g de tejido. No
se observé diferencia significativa entre los niveles de Pb en cerebro de los grupos que
recibieron Vitamina C, metionina o glicina administrados como terapia individual a la
dosis de 100 mg/kg (baja) durante 5 dias y el grupo control que no recibié tratamiento. El
DMSA (182 mg/kg) produjo una disminucién significativa de la concentracién de Pb en
cerebro (0.84 + 0.2 ng/g de tejido). No se observé diferencia significativa entre el grupo
que sélo recibié DMSA vy los que fueron tratados con el DMSA combinado con cada uno

de los antioxidantes durante 5 dias. Figura 7.
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Figura 7. Niveles de Pb en cerebro de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con ¢l grupo control (+). n=5
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3.3.1.2. Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre los niveles de Pb en cerebro.

La Vitamina C, metionina o glicina administradas como terapia individual a la dosis
de 500 mg/kg durante 5 dias no produjo disminucién de los niveles de Pb en cerebro. El
DMSA administrado como terapia individual disminuy6 significativamente los niveles de
Pb en cerebro. No se observé diferencia significativa entre el grupo que recibié DMSA y

los que recibieron DMSA combinado con cada uno de los antioxidantes a la dosis media.

Figura 8.
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Figura 8. Niveles de Pb en cerebro de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual 0 combinada con
DMSA. * p < 0.05 comparados con ¢l grupo control (+).n=35
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3.3.1.3. Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
alta) sobre los niveles de Pb en cerebro.

La administracion de Vitamina C, metionina o glicina a la dosis de 1000 mg/kg
durante 28 dias no produjo disminucién de los niveles de Pb en cerebro en relacién al

grupo control positivo. Figura 9.
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Figura 9. Niveles de Pb en cerebro de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). n= 5



50

3.3.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los

piveles de Pb en higado.

Los niveles de Pb en higado de ratas intoxicadas con Pb durante S semanas y tratadas

con DMSA y antioxidantes administrados como terapia individual y combinada se

muestran en la tabla X.
Tratamiento Pb en higado Pb en higado Pb en higado
Dosis baja * Dosis media Dosis alta ©
Control (-) 0.50+0.17 0.50 £ 0.17 050+0.17
Control Pb (+) 23+£03 23103 1.0+0.2
DMSA (182 mg/kg) 1.0+0.3 1.0+£03 e
Vitamina C 22+02 1.9+0.5 0.9+0.2
Metionina 20+0.2 1.7£0.5 0.7+0.1
Glicina 22+03 1.9+0.3 0.8+04
DMSA + Vitamina C 1.3£04 1.0+£02 —meee-
DMSA + Metionina 1.1+0.4 09+03 emamm
DMSA + Glicina 1.0+0.2 0.9+0.2 —

Tabla X. Valores promedio y desviacién estandar de la concentracién de Pb en higado
(ng/g de tejido). n = 5. a) Dosis baja de antioxidantes (100 mg/kg/5 dias). b) Dosis media
de antioxidantes (500 mg/kg/5 dias). ¢) Dosis alta de antioxidantes (1000 mg/kg/28 dias).




51

3.3.2.1. Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
baja) sobre los niveles de Pb en higado.

La concentracién de Pb en higado del grupo control positivo fue de 2.3 + 0.3 pg/g de
tejido. No se observo diferencia significativa en los niveles de Pb en este 6rgano entre los
grupos que recibieron Vitamina C, metionina o glicina administrados como terapia
individual a la dosis de 100 mg/kg (baja) durante 5 dias y el grupo control que no recibié
tratamiento. El DMSA administrado como terapia individual produjo una disminucién
significativa de los niveles de Pb en higado (1.0 + 0.3 pg/g de tejido). No se observé
diferencia significativa entre el grupo que sélo recibi6 DMSA y los que recibieron

DMSA combinado con cada uno de los antioxidantes. Figura 10.
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Figura 10. Niveles de Pb en higado de ratas intoxicadas con Pb y fratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada. * p <0.05
comparados con el grupo control (+). n=35



52

3.3.2.2. Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre los niveles de Pb en higado.

La administracién de Vitamina C, metionina o glicina como terapia individual a la
dosis de 500 mg/kg durante 5 dias no produjo disminucién en los niveles de Pb en
higado. Por otra parte, en el grupo tratado con DMSA se observé una disminucién
significativa de los niveles de Pb en este 6rgano. No se observé diferencia significativa
entre los grupos que recibieron terapia individual con DMSA y los que recibieron DMSA

combinado con cada uno de los antioxidantes. Figura 11.
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Figura 11. Niveles de Pb en higado de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n=5
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3.3.2.3 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis alta)
sobre los niveles de Pb en higado.

La administracién de Vitamina C, metionina o glicina a la dosis de 1000 mg/kg no
produjo disminucién de los niveles de Pb en higado en relacién con el grupo control que

sélo recibid agua. Figura 12.
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Figura 12, Niveles de Pb en higado de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). n=35

3.3.3 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de Pb en rifién.

Los niveles de Pb en rifién de ratas intoxicadas por Pb durante 5 semanas y tratadas
con DMSA y antioxidantes administrados como terapia individual y combinada se

muestran en la tabla XI.
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Tratamiento Pb en rifién Pb en riiién Pb en riiién
Dosis baja * Dosis media ® Dosis alta ©
Control (-) 0.20 + 0.05 0.20 +0.05 0.20 +0.05
Control Pb (+) 109+2.7 109+2.7 6.7+14
DMSA (182 mg/kg) 27£14 2714 —-
Vitamina C 123+ 1.0 114+27 7.7x25
Metionina 9.6+ 1.6 94+1.0 74+14
Glicina 10.1+1.3 9.1+14 59+1.7
DMSA + Vitamina C 29+0.5 44+0.5 R
DMSA + Metionina 21+05 39+3.2 ———-
DMSA + Glicina 2205 32+10 e

Tabla XL Valores promedio y desviacién estdndar de la concentracién de Pb en rifién
(ug/g de tejido). n = 5. a) Dosis baja de antioxidantes (100 mg/kg/S dias). b) Dosis media
de antioxidantes (500 mg/kg/5 dias). ¢) Dosis alta de antioxidantes (1000 mg/kg/28 dias).

3.3.3.1 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis

baja) sobre los niveles de Pb en riién.

Los niveles de Pb en el rifién del grupo control positivo fueron de 10.9 + 2.7 pg/g de

tejido. La Vitamina C, metionina o glicina (100 mg/kg) administrados como terapia

individual no produjeron disminucién en los niveles de Pb en este érgano. En el grupo
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que recibi6 DMSA como terapia individual se observé una disminucién significativa de
los niveles de Pb en rifién (2.7 £ 1.4 pg/g de tejido). No se observé diferencia
significativa entre el grupo que recibié el DMSA como terapia individual y los grupos

que recibieron DMSA combinado con cada uno de los antioxidantes. Figura 13.

16 —l
14 - §
‘ | Control (-)
12+ 0 Plomo (+)
|
[ 10 - 0 DMSA
| 2 Vit C
(& 87 /0 Met
I S sl B Gli
B DMSA+Vit C|
|
il 718 O DMSA+Met | |
B DMSA+GIi
2 -
ok T |
J
f Tratamientos

Figura 13. Niveles de Pb en rifién de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n=35

3.3.3.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre los niveles de Pb en riiién.

El tratamiento con Vitamina C, metionina o glicina administrados individualmente a la
dosis de 500 mg/kg durante 5 dias no produjo disminucion de los niveles de Pb en rifién.

El DMSA disminuyé significativamente los niveles de Pb en rifion. No se observéd
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diferencia significativa entre el grupo que recibié6 DMSA y los que recibiecron DMSA

combinado con cada uno de los antioxidantes a la dosis media. Figura 14.
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Figura 14. Niveles de Pb en rifién de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA.* p < 0.05 comparados con el grupo control (+)n=15

3.3.3.3 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis alta)
sobre los niveles de Pb en rifién.

La Vitamina C, metionina o glicina administradas a la dosis alta como terapia
individual no disminuyeron la concentracién de Pb en rifién en relacién al grupo control

positivo. Figura 15.
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Figura 15. Niveles de Pb en rifion de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). n= 35

3.3.4 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de Pb en hueso.

Los niveles de Pb en hueso de ratas intoxicadas por Pb durante 5 semanas y tratadas
con DMSA y antioxidantes administrados como terapia individual y combinada se

muestran en la tabla XII.
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Tratamiento Pb en hueso Pb en hueso Pb en hueso
Dosis baja * Dosis media Dosis alta
Control (-) 1.1+03 1.1+03 1.1+03
Control Pb (+) 5145+ 69.0 5145+ 69.0 4074 +31.2
DMSA (182 mg/kg) 373.4+ 543 3734543 -
Vitamina C 514.0£40.8 4982+ 79.4 293.2430.5
Metionina 506.8+ 13.1 432.2 + 100.4 320.3+37.0
Glicina 4999+ 163 446.9+42.8 3069+ 35.5
DMSA + Vitamina C 406.0 + 33.6 3884 +483 e
DMSA + Metionina 408.8 +£ 35.0 357.5+45.1 N
DMSA + Glicina 399.0£ 34.2 358.6 +28.2 ————

Tabla XIIL. Valores promedio y desviacién estdndar de la concentracién de Pb en hueso
(ug/g de tejido). n = 5. a) Dosis baja de antioxidantes (100 mg/kg/5 dias). b) Dosis media
de antioxidantes (500 mg/kg/5 dias). ¢) Dosis alta de antioxidantes (1000 mg/kg/28 dias).

3.3.4.1 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis

baja) sobre los niveles de Pb en hueso.

El nivel de Pb en hueso del grupo control positivo fue de 514.5 + 69.0 pg/g de tejido.

La administracion de Vitamina C, metionina o glicina a la dosis de 100 mg/kg durante 5

dias no produjo disminucién de los niveles de Pb en hueso. Sin embargo, €sos niveles

disminuyeron significativamente en el grupo que recibié el DMSA como terapia

individual. No se observé diferencia significativa entre los grupos que recibieron terapia
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combinada de DMSA con Vitamina C, metionina o glicina y el grupo que sélo recibié

DMSA. Figura 16.
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Figura 16. Niveles de Pb en hueso de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n=35

3.3.4.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre los niveles de Pb en hueso.

La Vitamina C, metionina o glicina administradas como terapia individual a la dosis
de 500 mg/kg no disminuyeron los niveles de Pb en hueso en relacién al grupo control.
No se observd diferencia significativa entre los valores de Pb en hueso del grupo que
recibi6 DMSA y los grupos que recibieron DMSA combinado con cada uno de los

antioxidantes. Figura 17.
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Figura 17. Niveles de Pb en hueso de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual y combinada con
DMSA. * p < 0.05 comparados con €l grupo control (+). n=5

3.3.4.3 Efecto de la administracion de Vitamina C, metionina y glicina (dosis alta)
sobre los niveles de Pb en hueso.

La administracién de Vitamina C, metionina o glicina a la dosis de 1000 mg/kg
durante 28 dias produjo una disminucién significativa de los niveles de Pb en hueso en
relacion al grupo control que sélo recibié agua. Los niveles de Pb en hueso del grupo
control positivo fueron de 407.4 + 31.2 ug de Pb/g de tejido contra 293.2 + 30.5 pug de
Pb/g de tejido del grupo tratado con Vitamina C, 320.3 + 37 ug de Pb/g de tejido del
grupo tratado con metionina y 306.9 £ 35.5 pug de Pb/g de tejido del grupo tratado con

glicina. Figura 18.
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Figura 18. Niveles de Pb en hueso de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). * p< 0.05 comparados con el grupo control (+). n=5

34 Efecto del DMSA y antioxidantes (Vitamina C, metionina y glicina)
administrados como terapia individuai y combinada sobre la actividad de la enzima
d-ALA en sangre.

3.4.1 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis baja)
sobre la actividad de la enzima d-ALA en sangre.

En la figura 19 se muestra la actividad de d-ALA del grupo control negativo, no
expuesto al Pb, el cual tuvo un valor de 5.47 + 0.71 nmol de PBG/min/ml de eritrocitos.
En el grupo expuesto al Pb se observ6 una inhibicion de la actividad enzimética (1.22 +
0.35 nmol de PBG/min/ml de eritrocitos). El tratamiento con el DMSA revirtié la
inhibicién de la enzima en un 85% mientras que en los grupos que recibieron Vitamina C,

metionina y glicina a la dosis de 100 mg/kg durante 5 dias no se observo reactivacién de
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la actividad de la enzima. Por otro lado no se observé diferencia significativa entre los
grupos que recibieron s6lo DMSA y los que recibieron DMSA combinado con cada uno

de los antioxidantes a la dosis baja.
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Figura 19. Actividad de la d-ALA en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p < 0.05 comparados con el grupo control (+). n =35

3.4.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina (dosis
media) sobre la actividad de la enzima d-ALA en sangre.

La Vitamina C, metionina o glicina administrados a la dosis de 500 mg/kg durante 5
dias no produjeron reactivaciéon de la d-ALA. Por otro lado, no se observé diferencia
significativa entre los grupos que recibiecron DMSA y los que recibieron DMSA

combinado con cada uno de los antioxidantes. Figura 20.
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Figura 20. Actividad de la d-ALA en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis media) administrados como terapia individual o combinada con
DMSA. * p <0.05 comparados con el grupo control (+). n=35

3.4.3 Efecto de la administraciéon de Vitamina C, metionina y glicina (dosis alta)
sobre la actividad de la enzima d-ALA en sangre.

En la figura 21 se muestra la actividad de d-ALA en los grupos que fueron tratados
con antioxidantes a la dosis alta. Ninguno de los antioxidantes produjo reactivacién de la
enzima. No hubo diferencia significativa entre estos grupos y el grupo intoxicado por

plomo y que sélo recibi6 agua.
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Figura 21. Actividad de la d-ALA en sangre de ratas intoxicadas con Pb y tratadas con
antioxidantes (dosis alta). n=15

3.5 Efecto de los antioxidantes (Vitamina C, metionina y glicina) administrados
como terapia individual o combinada sobre los parimetros de estrés oxidativo.
Niveles de GSH y de LPO hepatico y renal.

El esquema de intoxicacién por Pb produjo una disminucién significativa en los
niveles de GSH en higado y en rifién y un aumento en los niveles de LPO hepético y

renal.

3.5.1 Efecto de Ia administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de GSH en higado.

En Ia tabla XIII se muestran los niveles de GSH en homogeneizados de higado de
ratas expuestas a Pb. La Vitamina C, metionina y glicina a la dosis de 100 mg/kg

restituyeron los niveles de GSH abatidos por la exposicién a Pb. El mismo efecto se
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observé con la dosis de antioxidantes media y alta y no hubo diferencia significativa entre
los valores de GSH en cada uno de los grupos. El DMSA produjo un incremento
significativo en los niveles de GSH y no se observé diferencia significativa entre ¢l grupo
que recibié el quelante y los que recibieron los antioxidantes administrados como terapia
individual. No se observo diferencia significativa entre el grupo que recibié DMSA y los
que recibieron DMSA combinado con la Vitamina C o metionina. Por otro lado, la
terapia combinada de DMSA con glicina fue més efectiva en incrementar los niveles de

GSH y no se observo diferencia significativa entre este grupo y el grupo control negativo

no expuesto al Pb.
Tratamientos GSH (Higado)
Control (-) 7.91+0.35
Control Pb (+) 1,71 £ 0.30
DMSA (182 mg/kg) 5.54 £ 0.62*
Vit C (100 mg/kg) 5.35+0.54*
Metionina (100 mg/kg) 520+ 0.21*
Glicina (100 mg/kg) 5.04+0.18*
DMSA+Vit C (182+100 mg/kg) 6.25 + 0.14*
DMSA+Metionina (182+100 mg/kg) 5.89 + 0.35*
DMSA+Glicina (182+100 mg/kg) 72+047*

Tabla XIII. Niveles de GSH hepatico (ug/mg de proteina) de ratas intoxicadas con Pb y
tratadas con antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o
combinada con DMSA. * p < 0.05 comparados con ¢l control de Pb (+). n=5
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3.5.2 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de GSH en rifién.

En la tabla XIV se muestran los niveles de GSH en homogeneizados de rifién de ratas
expuestas a Pb. La administracion de Vitamina C, metionina y glicina a la dosis de 100
mg/kg durante 5 dias produjo un incremento significativo en los niveles de GSH abatidos
por la exposicién al Pb. El mismo efecto se observé con las dosis media y alta de los
antioxidantes. El DMSA produjo un incremento significativo de los niveles de GSH y no
se observd diferencia entre los grupos que recibieron DMSA y los que recibieron los
antioxidantes administrados como terapia individual. Se observé una diferencia
significativa entre el grupo que recibi6 DMSA y el que recibi6 DMSA combinado con

glicina siendo esta ultima terapia mas efectiva para incrementar los niveles de GSH.

Tratamientos GSH (riiién)
Control (-) 440+ 0.38
Control Pb (+) 0.57+0.08
DMSA (182 mg/kg) 1.64 + 0.16*
Vit C (100 mg/kg) 1.72+0.15*
Metionina (100 mg/kg) 1.83 + 0.23*
Glicina (100 mg/kg) 1.11+0.18*
DMSA+Vit C (182+100 mg/kg) 1.58+0.11*
DMSA+Metionina (182+100 mg/kg) 1.74 + 0.19*
DMSA+Glicina (182+100 mg/kg) 1.77+0.17*

Tabla XIV. Niveles de GSH renal (ug/mg de proteina) de ratas intoxicadas con Pb y
tratadas con antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o
combinada con DMSA.* p < 0.05 comparados con ¢l grupo control Pb (+)n=35
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3.5.3 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de LPO en higado.

En la tabla XV se muestran los niveles de LPO en homogeneizados de higado. Los
niveles de LPO incrementados por la exposicion a Pb fueron disminuidos
significativamente en los grupos que recibieron Viamina C, metionina y glicina
administrados como terapia individual a la dosis de 100 mg/kg durante 5 dias. No se
observo diferencia significativa en los valores de LPO entre los grupos que recibieron las
dosis baja, media y alta de los antioxidantes. No se observd diferencia significativa entre
los grupos que recibieron DMSA y los que recibieron los antioxidantes, ni entre los

grupos que recibieron el DMSA combinado con los antioxidantes.

Tratamientos LPO (Higado)
Control (-) 0.50 = 0.09
Control Pb (+) 243+ 046
DMSA (182 mg/kg) 0.58 + 0,08*
Vit C (100 mg/kg) 0.68+0.07*
Metionina (100 mg/kg) 0.55+0.10*
Glicina (100 mg/kg) 0.76 + 0.04*
DMSA+Vit C (182+100 mg/kg) 0.69 = 0.07*
DMSA+Metionina (182+100 mg/kg) 0.56 + 0.07*
DMSA+Glicina (182+100 mg/kg) 0.66 + 0.08*

Tabla XV. Niveles de LPO hepatico (nmol MDA/mg de proteina) de ratas intoxicadas
con Pb y tratadas con antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o
combinada con DMSA. * p < 0.05 comparados con el control Pb (+). n=5
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3.5.4 Efecto de la administracién de Vitamina C, metionina y glicina sobre los
niveles de LPO en riiién.

En la tabla XVI se muestran los niveles de LPO en homogeneizados de rifién de ratas
expuestas a Pb. La administraciéon de Vitamina C, metionina y glicina a la dosis de 100
mg/kg durante 5 dias produjo una disminucion significativa en los niveles de LPO
incrementados por la exposicién al Pb. El mismo efecto se observé con las dosis media y
alta de los antioxidantes y no hubo diferencia significativa en los valores de LPO de los
grupos que recibieron las dosis baja, media y alta de los antioxidantes. El DMSA produjo
una disminucién significativa de los niveles de LPO y no se observé diferencia entre los

grupos que recibieron DMSA y los que recibieron los antioxidantes administrados como

terapia individual.

Tratamientos LPO (Rifién)
Control (-) 0.59+0.11
Control Pb (+) 2.18+0.0.40
DMSA (182 mg/kg) 0.59+0.12¢
Vit C (100 mg/kg) 0.74+0.11%
Metionina (100 mg/kg) 0.60 + 0.10*
Glicina (100 mg/kg) 0.69 + 0.09*
DMSA+Vit C (182+100 mg/kg) 0.72 + 0.08*
DMSA-+Metionina (182+100 mg/kg) 0.53+0.08*
DMSA-+Glicina (182+100 mg/kg) 0.54 +0.15*

Tabla XVL Niveles de LPO renal (nmol MDA/mg de proteina) de ratas intoxicadas con
Pb y tratadas con antioxidantes (dosis baja) administrados como terapia individual o
combinada con DMSA. * p < 0.05 comparados con control Pb (+). n=5



CAPITULO 4

DISCUSION

En relacion a la evaluacién del riesgo de intoxicacién por Pb, existen dos tipos de
pruebas que informan de la absorcién de Pb en el organismo: los indicadores de
exposicién y los indicadores de efecto. Los primeros revelan el grado de exposicion,
mientras que, los segundos detectan las alteraciones que ocurren en los 6rganos blanco

después de la absorcion.

En este trabajo se evalué como indicador de exposicion, la concentracién de Pb en
sangre como una prueba que indica el grado de exposicién reciente, sin embargo, no
informa sobre la carga corporal de Pb acumulado en el organismo, o sobre la intensidad
de alteraciones bioquimicas. Por lo anterior, en este estudio como indicador de
exposicién se evalud también la carga corporal del Pb, mediante la determinacion de la
concentracion del metal acumulado en cerebro, higado, nfion y el hueso ya que el
deposito en estos tejidos se lleva a cabo de manera gradual con la exposicion prolongada

al Pb.

69



70

Como indicador de efecto se evalud la actividad de la d-ALA por ser una enzima
altamente sensible al Pb y porque su inhibicién precede a otras alteraciones bioquimicas
generadas como consecuencia a la acumulaciéon de ALA. Los niveles de GSH se
evaluaron con la finalidad de establecer el grado de reactivacion inducida por la terapia a
nivel de compuestos endogenos dependientes de grupos —SH abatidos por el Pb. Ademas,
debido a que el Pb produce sus efectos téxicos al atacar las moléculas de 4cidos grasos
poliinsaturados de la membrana celular, se evalué el nivel de LPO como otro indicador
de efecto. Por otro lado, esta prueba es considerada el estandar de oro en la evaluacién

del grado de estrés oxidativo en el organismo.

4.1 Modelo experimental de intoxicacién por Pb

Para la evaluacion experimental de nuevos esquemas terapéuticos en el tratamiento de
la intoxicacion por Pb en modelos animales, se requicre establecer inicialmente el
esquema de intoxicacién que considere la dosis y el tiempo de exposicion, asi como la
concentraciéon de Pb en sangre y tejidos. Lo anterior, debido a que los reportes de niveles
de Pb en modelos de intoxicacién en animales son muy variables.'" %' Ademas, en la
evaluacion de compuestos con posible accion quelante de Pb resulta necesario determinar
el mejor tiempo de administracion de los tratamientos. Al considerar que el Pb sigue la
misma movilizacién que el calcio fue necesario establecer si el ciclo circadiano influia en
el deposito de Pb en hueso, para lo cual se evaluaron esquemas de administracion del Pb

en horario matutino y vespertino.
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Al respecto, en este estudio se encontr6é que el esquema de administracién de Pb en
horarios diferentes no afecté la distribuciéon de Pb a hueso y érganos, por lo que se
considerd que el ciclo circadiano no influiria en la efectividad de los tratamientos a

evaluar.

El modelo de intoxicacién con Pb administrado ad /ibitum a una concentracién de
3000 ppm durante 5 semanas, utilizado en este estudio mostrd ser eficaz, ademés de tener
ventajas sobre los modelos de intoxicacion con Pb por via intraperitoneal y oral
evaluados, ya que con este modelo se observé que ademas de alcanzar valores de Pb en
sangre considerados como toxicos, hubo una mayor distribucién del metal hacia hueso.
Debido a esto, este modelo permitié evaluar el efecto de los esquemas terapéuticos no
sblo en la disminucién del Pb en sangre sino también en la movilizacién de su principal
sitio de depésito (hueso). Con la concentracién de Pb alcanzada en sangre se observé
ademas la inhibicién de la actividad de la d-ALA lo que permitié evaluar el efecto
terapéutico de los diferentes tratamientos sobre la actividad de esta enzima. Por otro lado,
la exposicion de los diferentes tejidos a este metal durante un tiempo mayor (5 semanas)
que los reportados para los modelos de administracién i.p. u oral permitié evaluar el dafio
celular producido por el Pb sobre los pardmetros indicativos de estrés oxidativo
(inhibicién de GSH e incremento de la LPO), lo cual es dificil de lograr con tiempos de

exposicién cortos, atn con la administracién de dosis elevadas.

Cabe destacar, que el incremento de Pb en hueso observado con este esquema de

intoxicacién confirma lo reportado por varios autores en cuanto a que la exposicién
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continua a Pb produce su acumulacién en el hueso y que éste actia como su principal

reservorio. >

Al respecto, aunque desde hace muchos afios se ha reconocido que el Pb se acumula
en hueso, se tenfa la idea de que se trataba de un secuestro de Pb a manera de depésito
con una sola via, en la cual el Pb removido de la circulacién y de los tejidos blandos se
acumulaba en el hueso. Ahora, se sabe que este concepto es incorrecto, ya que el depdsito
y la remocién del Pb de hueso sigue la fisiologia activa del calcio y estd sometida a los
efectos de factores generales, tales como la nutricién y el ejercicio por mencionar
algunos. Por este motivo, el tejido 6seo constituye un elemento importante en el estudio
de la exposicion crénica a Pb y del efecto que los diversos esquemas terapéuticos

pudieran tener en cuanto a su movilizacién,

4.2 Efecto del DMSA sobre la concentracion de Pb.

El mecanismo de quelacion de los metales pesados se alcanza cuando la afinidad del
quelante por el metal es mayor que la afinidad del bioligando. E1 DMSA es un quelante
de Pb que tiene en su estructura dos grupos tiol y dos grupos carboxilo lo que le permite
remover el Pb de sitios intracelulares. Se ha propuesto que, el complejo del DMSA con el
Pb se forma por medio de un enlace con el 4tomo de azufre y de oxigeno.* Los
resultados obtenidos en el presente trabajo confirman lo reportado por otros autores en
cuanto a que el DMSA es un quelante efectivo del Pb en sangre, higado, rifion, cerebro y

hueso.
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4.3 Efecto de la Vitamina C, L-Metionina y Glicina sobre la concentracién de Pb.

La acumulacién de Pb en el organismo es un importante factor de toxicidad tanto
aguda como crénica. Parte de la toxicidad del Pb ha sido atribuida a su unién con los
grupos sulfhidrilo de las proteinas. Estudios recientes, han sugerido que la administracién
de compuestos con efecto antioxidante o con grupos tiol en su estructura pueden tener

4243 Sin embargo, en

accion quelante y disminuir la concentracién de Pb en el organismo.
este trabajo se observé que ninguno de los antioxidantes administrados en sus dosis baja

y media produjo disminucién significativa de los niveles de Pb en sangre y érganos.

Este fenémeno puede ser atribuido quiz4 a que el tiempo durante ¢l cual los animales
recibieron el tratamiento fue corto, lo que probablemente no pemnitié que se alcanzaran

concentraciones efectivas de estos compuestos en sangre y tejidos.

Ademds, la disminucién en los niveles de Pb en hueso observada cuando los
antioxidantes (Vitamina C, metionina y glicina) se administraron en su dosis alta (1000
mg/kg) durante 28 dias, indica que tanto la concentracién como la duracién del

tratamiento son determinantes para que este efecto se manifieste.

Se sabe que el Pb en su distribucién sigue un modelo toxicocinético
tricompartamental,® es decir, tiene una primera localizacién en sangre de donde se
incorpora a tejidos blandos para finalmente llegar al hueso donde se deposita durante

décadas. Cuando €l Pb es movilizado de este sitio, ocurre ripidamente un fenémeno de
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redistribucion y la concentracién del metal en los otros compartimentos puede
incrementarse de manera importante. En este estudio, los tres antioxidantes evaluados
produjeron una disminucion de los niveles de Pb del hueso sin redistribucién hacia
tejidos blandos. Lo anterior, indica que probablemente los antioxidantes estan
movilizando el Pb de hueso y a su vez incrementando los mecanismos de climinacién del

metal.

La metionina es un aminoacido esencial precursor de cisteina, la cual confribuye en la
sintesis del GSH > % y se ha propuesto que el grupo tiol de su estructura actiia como
quelante de Pb en los tejidos.”’ Xie y cols.® reportaron que la administracién de L-
metionina en ratones intoxicados produjo una disminucién de la concentracién de Pb en
6rganos. Sin embargo, en este estudio, la metionina no disminuyé la concentracion de Pb

en sangre y en tejidos, estos resultados concuerdan con lo reportado por Patra y cols.’!

En relacién al restablecimiento de los niveles de GSH producido por la metionina, se
sabe que el GSH es un compuesto que se combina con algunos compuestos exdgenos y
que participa en su transformacion o bien en su eliminacién del organismo. Esto ha sido
atribuido principalmente al cardcter nucleofilico del grupo tiol localizado en el residuo de

cisteina,

En este sentido, la metionina probablemente pudiera haber movilizado el Pb por dos
vias: una por interaccién directa del grupo tiol con el Pb y la otra debida al efecto directo

del GSH con este metal.
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Por otro lado, la Vitamina C es un potente antioxidante que conserva los niveles de
GSH al actuar como cofactor del ciclo redox del mismo y por medio de una transferencia
de electrones secuestra las ROS y produce una inhibicién de la LPO.*" 105 resultados
obtenidos en este estudio, en donde la Vitamina C restituy6 los niveles de GSH abatidos
por el Pb y revirti6 el incremento de la LPO concuerdan con la actividad previamente
reportada para este compuesto.’’ Recientemente, se ha sugerido que existe una relacién
inversa entre los niveles de Vitamina C y los niveles de Pb en el organismo, asi mismo,
se ha sugerido que la Vitamina C tiene un papel protector en la intoxicacién con este
metal.” Se ha reportado que la administracién de Vitamina C es efectiva tanto en la
prevencion como en el tratamiento de esta intoxicacién al disminuir la absorcién del
metal o bien al aumentar su eliminacién.*® Sin embargo, también existen reportes que
indican que la administracién de Vitamina C no produce ningun efecto sobre la carga
corporal de Pb, pero sugieren que por su potencial antioxidante pudiera ser de beneficio

al atenuar los indices de estrés oxidativo.”!

En los resultados obtenidos en este estudio, la movilizacién del Pb de hueso producida
por la Vitamina C sin redistribucién hacia los érganos evaluados, sugiere que de alguna
manera se pudiera presentar un aumento en la eliminacion de Pb del organismo y que,
probablemente esto ocurra de manera conjunta a la eliminacién de la Vitamina C por
orina. Se sabe que este antioxidante puede producir un aumento en la acidificacién de la
orina lo que llevaria a una mayor solubilizacién del Pb a pH 4cido y produciria una

mayor excrecién del metal. Hay que seiialar, sin embargo, que se requieren de mas
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estudios que incluyan la medicién de la excrecion urinaria del Pb en presencia de

Vitamina C para poder aclarar este fenémeno.

En relacién al efecto antioxidante de la glicina, este compuesto es un aminoécido
constituyente del GSH que ha sido utilizado en la terapéutica de enfermedades asociadas
al estrés oxidativo.” Existen reportes donde se menciona que la concentracién de cisteina
es un factor limitante en la sintesis del GSH, actualmente, se reconoce que la glicina
juega un papel muy importante en este proceso. Nishida y cols.”* demostraron que la
glicina facilita la actividad de la enzima que cataliza la unién entre la glutamil-cisteina y
glicina lo que lleva a un incremento en los niveles de GSH intracelular. Es importante
mencionar que no existen reportes en la literatura donde se haya evaluado el efecto de

este compuesto en el tratamiento de la intoxicacion por Pb.

En este estudio, el tratamiento con glicina produjo un aumento en los niveles de GSH
e inhibié el proceso de LPO inducido por el Pb. Ademas, se¢ observd que la
administracion de glicina en su dosis alta produjo movilizacién del Pb depositado en
hueso sin producir su redistribucién hacia los érganos evaluados. Esto sugiere que, de
alguna manera el compuesto pudiera incrementar la eliminacién de Pb del organismo. En
este caso, dada la importancia que la glicina tiene en restaurar los niveles de GSH, es
factible suponer que la movilizacién de Pb pudiera ser debida a la interaccién del GSH

con este metal.
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4.4 Efecto de la Vitamina C, L-Metionina y Glicina sobre la actividad de la

enzima d-ALA.

Se sabe que el Pb ejerce parte de sus efectos tdxicos por interaccién con enzimas
dependientes de grupos —SH. La d-ALA es una enzima que posee un grupo tiol y su
actividad es ripidamente inhibida en presencia de Pb. La determinacién de la actividad de
esta enzima es un pardmetro 1itil para establecer el grado de exposicién a este metal, ya
que aun a concentraciones bajas de Pb en sangre (15 pg/dL) puede observarse su

inhibicién,”

A pesar de que algunos autores han reportado que la administracién de Vitamina C o

metionina produce reactivacién de esta enzima,*#%°

en este trabajo se observé que
ninguno de ellos reestablecié su actividad. Por otro lado, a pesar de que la glicina
participa en la biosintesis del grupo hem, el tratamiento con este compuesto tampoco

produjo reactivacion de la d-ALA.

Es importante sefialar, que con ninguna de las tres dosis evaluadas (baja, media y alta)
se produjo reactivaciéon de la funcién de la enzima. Lo anterior, concuerda con el efecto
observado en cuanto a los niveles de Pb en sangre donde ninguno de los antioxidantes

aun a la dosis alta produjo la disminucion de los niveles sanguineos del metal.
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4.5 Efecto del DMSA, Vitamina C, L-Metionina y Glicina sobre los pardmetros

del estrés oxidativo.

El principal mecanismo de toxicidad de Pb se ha atribuido a la generacién de estrés
oxidativo caracterizado por un desbalance en el estado prooxidante-antioxidante. En este
trabajo se corrobord el efecto benéfico de la Vitamina C, metionina y glicina, sobre el
estrés oxidativo producido por el Pb. Sin embargo, cabe destacar que un hallazgo muy
importante de este estudio fue el becho de que el DMSA produjo la restauracion de los
niveles de GSH e inhibié la LPO de igual manera que lo hicieron los antioxidantes
evaluados. Si bien, este efecto pudiera atribuirse a que el DMSA disminuyd la
concentracién del Pb circulante y por lo tanto hubo una disminucién en la generacién de
radicales libres; también pudiera ser atribuido directamente al agente quelante, el cual
pudiera tener actividad antioxidante. En este sentido, se sabe que el DMSA posee dos
grupos sulfhidrilo a los que se les pudiera atribuir la accién antioxidante. En base a estos
resultados, se evalué la actividad antioxidante del DMSA in vitro mediante la técnica de
la 2°,7°- diacetato de diclorofluoresceina (datos no reportados en este trabajo). Al
respecto se encontré que el DMSA disminuy6 la actividad oxidativa de la xantina oxidasa
utilizada como generador de radicales libres. Esto indica que el DMSA ademds de poseer
efecto quelante tiene accién antioxidante protectora contra el estrés oxidativo producido

por la exposicién al Pb.
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Los resultados de este estudio mostraron que la Vitamina C, metionina y glicina no
tuvieron efecto quelante sobre el Pb circulante al ser administradas como terapia
individual en su dosis baja, media y alta y por lo tanto no mostraron efecto sinérgico al
ser administradas en combinacién con el DMSA. Ya que el DMSA ademis de quelar el
Pb en sangre y tejidos mostrd tener un efecto antioxidante igual al observado con la
Vitamina C, metionina o glicina, se sugiere, que la administracién de terapia coadyuvante
con antioxidantes quizd no produzca un efecto terapéutico adicional en casos de
exposicion aguda a Pb. Por otro lado, si bien ninguno de los antioxidantes produjo
quelaciéon de Pb en sangre, la administracién individual de los antioxidantes en su dosis
alta disminuyé la concentracion del Pb depositado en hueso, por lo que seria importante,
dilucidar ¢l mecanismo involucrado en este proceso de movilizacién de Pb, ya que esto
contribuiria a determinar el potencial que estos compuestos pudieran tener como terapia

coadyuvante en casos de exposicion cronica a Pb.



CAPITULO §

CONCLUSIONES

. El1 DMSA disminuy6 la concentracién de plomo en sangre y drganos y revirtio la
inhibicién de la actividad de d-ALA.

. El DMSA increment los niveles de GSH y disminuy6 la LPO en higado y rifién.

. Ninguno de los antioxidantes disminuy6 los niveles de plomo en sangre, higado,

rifién y cerebro, ni restituyeron la actividad de d-ALA.

. Todos los antioxidantes movilizaron plomo de hueso.
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PERSPECTIVAS

. Establecer el mecanismo mediante el cual los antioxidantes producen la

movilizacién de plomo de hueso.

. Establecer el mecanismo mediante el cual DMSA restablece los niveles de GSH e

inhibe la LPO.

. Evaluar si los antioxidantes revierten el dafio producido por el plomo mediante

estudios histopatolégicos en érganos blanco.
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APENDICE I

Reactivos para la determinacién de protefnas

1. Solucién A

Esta solucién se prepara con carbonato de sodio al 2% en hidréxido de sodio 0.1 N.

2. Solucién B

Se mezclan partes iguales de una solucion de tartrato de sodio y potasio al 2% con

una solucién de sulfato de cobre al 1%.

3. Solucién C

Se prepara con 50 ml de la solucién A més 1 ml de la solucién B.

4. Reactivo de Folin & Ciocalteu’s

Se prepara haciendo una dilucién 1:1 con agua destilada.
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