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1. PROPIEDADES FíSICOQUIMICAS DEL PLOMO

El plomo es un metal pesado de color gris azulado, familiar a todos. Sus

característicasmásrelevantesson: númeroatómico 82, pesoatómico207,19, gravedad

específica11,34, temperaturasde fusión y ebullición, a la presiónatmosférica,327,5W

y 17400Crespectivamente.Tiene4 isótoposnaturales,de pesosatómicos208, 206, 207,

204.

Posee 4 electronesen su órbita de valencia, de los que sólo 2 se ionizan con

facilidad, por lo que el estado de oxidación de este metal en sus compuestos inorgánicos

es, en general, de +2.

Ambientalmenteseencuentraen tresposiblesestados:

A. Plomometálico

Es tóxico al fundirse a 5000C,emitiendovaporesque alcanzanfácilmente los

alveolos. Estos vaporesse oxidan rápidamente,haciéndosepoco solublesy cayendoal

suelo. Es la forma fundamentalde contaminaciónambiental.

B. Derivadosinorgánicos

Sonderivadosinorgánicoslosóxidos delplomo comoel minio (Pb
3O4),el litargirio

(PbO)y la plattnerita(Pb%,los cromatosentrelos queseencuentrala crocoita(PbCrO4),

los sulfatosy sulfuroscomola anglesita(PbSO4)y la galena(PbS),el arseniatode plomo

y los carbonatoscomola cerusita(PbCO3).

C. Derivadosorgánicos

Son derivadosorgánicosel acetatode plomo, abortivo, el tetraetilo de plomo,

antidetonante,el estearatode plomo, que da consistenciaal plástico y el naftenatode

plomo, componentede los aceitesy grasasde uso industrial (1, 2).
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Introducción

2. FUENTES DE EXPOSICION AL PLOMO

La población general está expuesta al plomo tanto por inhalación como por

ingestión.Debido a susespecialescaracterísticaslas poblacionesinfantil y laboral serán

consideradasen otro apartado.

2.1. EXPOSICIONDE LA POBLACION GENERAL

El aire es un claro factor de exposición al metal. Las concentracionesaéreas

maximasseencuentranen los centrosurbanosdensamentepoblados,en relacióncon las

horaspuntade circulación(1) y con las proximidadesde las industriasque trabajancon

plomo (3). El tráfico explicaríade un 7 a un 25 % dela concentraciónsanguíneadel metal

de la población (4, 5). Por otro lado el 3,5% de laspersonasqueviven en la proximidad

de unafuenteindustrial superanlos límites individualesde los 35 gg/dl (3) recomendados

por el ConsejoDirectivo de la ComunidadEuropea.

El aguaesunaimportantefuentede contaminacióncuandolas tuberíasy depósitos

están fabricadoscon plomo. El pH ácido de las aguas(3, 4, 5, 6) y su estancamiento

nocturno,queincrementael tiempodel contactodelos depósitosconel líquido, aumentan

la concentracióndel metal (7). El aguaexplicaríaun 15 % del total de plomo en sangre

(5, 8). Los niños y los ancianos,por su mayor susceptibilidadal metal, son los más

afectadospor el saturnismohídrico (9, 10).

La concentracióndel plomoentrelos alimentosvaría.Engeneralla leche,la harina

y las frutas enlatadascontienenlos valoresmáximosde plomo. Dentrode los productos

lácteosel tipo de leche(materna,concentrada,...)y el lugardeorigendel ganadoinfluyen

en sucontenidoen estemetal (1, 11). La lechematernizadatiene un riesgoadicional,por

su preparaciónconagua,que tambiénpuedeestarcontaminada(12).

Se observandiferencias considerablesen el aporte de plomo a través de los

alimentos entre paIses (13, 14, 15, 16). Estos resultados deben interpretarsecon
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Introducción

precaución al haberse obtenido mediante el uso de diferentes metodologías y en

poblacionesdistintas.

Los nivelesde plomo en el vino ofrecenimportantesvariaciones,segúnel tipo de

vino y, dentro del mismo, entreunasmuestrasy otras(17, 18). La contaminaciónde la

bebidapuedeocurrir a lo largo de todo el procesode elaboración,almacenamientoy

consumo:crecimientodela uva(19),contactocon la maquinaria,tanquesde fermentación,

almacenamiento-suministro(20, 21), conservaciónen botellas(22) y encorchado(23). En

U.S.A. el uso ilegal de los radiadoresde automóviles soldadoscon plomo para la

destilaciónde »whisky” (moonshine)esuna importantefuentede intoxicación (24).

Los envasadosmetálicosy la alfareríapopularbarnizadacon derivadosdel plomo

contaminan,su contenido,con el metal. La concentraciónen los alimentos y bebidas

envasadosaumentacon el tiempo, la capacidadcorrosiva del alimento o líquido y la

presenciade saleso ácidosquecambienel pH (22, 25, 26, 27). En Españay E.E.U.U.

son numerosaslas referenciasaintoxicacionessaturninasderivadasdel usode recipientes

metálicoso barnizadoscon el plomo (28-34).

Tambiénsehandescritofocosde intoxicaciónen drogadictosparenterales,usuarios

de heroínay metanfetaminay en consumidoresde opio, por la adulteraciónde lasdrogas

con plomo (35-38).

El tabacopuedeser otrafuentede exposiciónal metal(39, 40), si seha fumigado

la planta,durantesu crecimiento,con el insecticidaarseniatode plomo (1).

Las lesionespor proyectilesde plomo son causarara de saturnismo,apareciendo

descritasen la literaturamédicamundial menosde 30 casos(41).

La ingestión de perdigonesde plomo, procedentesde los cartuchosde caza,

ocasionacadaalio la muertede millones de aves. La posterior ingestade estasavespor

el hombretambiénprovocasu intoxicación(42, 43).
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Finalmente, la medicina popular, empleadaen el tratamiento de procesos

gastrointestinales y catarros, origina casos de saturnismo en el sur deE.E.U.U.,Méjico,

Sureste Asiático, Arabia y Africa (33).

2.2. EXPOSICION DE LACTANTESY NINOS

El niño preescolar por sus hábitos peculiares de pica (afición a comer sustancias

extrañas),chupeteode manos, tipo de juegosy mayor susceptibilidad,está sometidoa

riesgosespecialespor las fuentesambientalesde plomo.

La prevalenciade concentracionessanguíneasdel metalsuperioresa los 10 Mg/dl,

concentracionesque sehanasociadocon deficienciasintelectuales,pareceser muy alta.

Segilin unaestimaciónrealizadaen 1990 por la EnvironmentalProtectionAgency de los

EstadosUnidos3 millonesde niñosmenoresde 6 añosde edadsuperabanesascifras (44).

La tierra y el polvo son fuentes permanentesdel metal para el niño. Su

contaminaciónseproducepor la proximidada industriascon usode plomo, o acarreteras

contráfico intenso contaminadaspor gasolinasplomadas(45-50).En laszonasconsuelos

contaminadoslas concentracionessanguíneasdel metal en los niños son más altas y se

correlacionancon sus nivelesen tierra y polvo (49, 50).

También la ingestión de pinturasdescascarilladases una importante fuente de

exposiciónen niños en E.E.U.U.y el ReinoUnido (50). La mayorexposiciónseproduce

por el suelo y el polvo, mientras que la ingestión de pintura causa intoxicaciones

moderadasy severas(49).

El uso infantil del “khol” o “surma”, queesun maquillajede ojos original deAsia

y Africa, ha causadogravesintoxicaciones,a travésde un mecanismoquecomprendeel

rascadode conjuntivay la posterioringestióndel metal (33, 51).
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La medicinapopular usa productoscon plomo con diversos fines terapeúticos

infantiles: procesosgastrointestinales,erupcionesdentales,...(33).

Otras fuentesdel metalson las tintasde los “tebeos”, lasenvolturasde caramelos

y chicles (9) y las ropasde trabajodel padre, impregnadascon partículasde plomo (52,

53).

2.3. EXPOSICION LABORAL

La intoxicación por plomo es la enfermedadprofesional de índole tóxica más

extendidaen las nacionesindustrializadas.El númerode actividadesrelacionadasconeste

riesgosuperanel centenar.

Actualmente,debidoala extensareglamentaciónlaboral, hadisminuidoel número

de estasintoxicaciones.Con todo en U.S.A., durante1991, seregistraronen 13 estados

19.000casos con niveles elevadosen sangre (54). La máxima incidencia apareceen

pequeñasempresaso en aquellostrabajoscon plomo que no estánincluidosdentro del

cuadrode enfermedadprofesional.En nuestropaís la escasezde empleoha generadola

creaciónde empresas,conreducidonúmerode trabajadores,sin disponibilidadde servicio

médicode empresae incumplimientode las medidasde protección(55, 56). Durantelos

años 1988, 1989, 1990 y 1991, según el Anuario de EstadísticasLaborales de la

Subsecretaríade Trabajo y SeguridadSocial, se declararon215, 130, 135 y 149,

respectivamente,casosde enfermedadconbajapor saturnismo.Estascifrasdebentomarse

concautela,debidoa la subestimacióndelproblemaporquemuchoscasosde intoxicación

no se registran.

La principal vía de entradadel metal, en la exposiciónindustrial, es la inhalación.

Numerososestudiosrelacionanla concentraciónaéreadeplomoconlos nivelessanguíneos

(26, 57, 58). El polvo generado,unido a una malahigienehacenposiblela ingestiónde

plomo con los alimentos. En el caso de los derivados alquilicos del plomo existe el riesgo

potencialde su absorcióncutánea(1, 26).
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2.4. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA TOXICIDAD DEL PLOMO

2.4.1. Edad

Las concentracionessanguíneasde plomo más elevadasaparecenalrededor de los

2 años (53, 59) descendiendolos niveles duranteel restode la infanciay adolescencia.

Luego comienzaun ascensoestadísticamenteasociadocon la edadhastalos 54 años, a

partir de los queaparece,de nuevo, unabajamoderadade susnivelessanguíneos(60).

2.4.2.Sexo

En adultos el plomo en sangrees más alto en hombresque en mujeres, no

existiendoestasdiferenciasen los niños (3, 40, 53, 60, 61, 62).

2.4.3.Raza

Segúnlos datosrecogidospor el NationalHealthandNutrition ExaminationSurvey

II (NHANES II) deE.E.U.U. existenvaloresdel metalen sangremás altos en personas

de raza negra, pero por la asociaciónexistenteentre raza, nivel socioeconómicoy

urbanismoestosdatosdebeninterpretarsecon cautela(60, 63).

2.4.4.Nivel socioeconémico

También en E.E.U.U. se observa una relación significativa entre las

concentracionessanguíneasde plomo y las ciudadesmuy populosas,relación que es

negativa para los ingresos familiares (60).

2.4.5. Hábitos

Las concentracionessanguíneas de plomo son más altas en fumadores,

extendiéndoseestaasociaciónpositivaa los fumadorespasivos(53, 62).

2.4.6.Variacionesestacionales

En el verano los niveles sanguíneosson más elevados que en el resto de las

estaciones,por la mayorexposiciónambientalal plomo, debidaal aumentodel tiempode
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permanenciaal aire libre, y tambiénporel incrementode los radiacionesultravioletas,que

favorecensu absorción(9, 53, 64).

2.4.7. Factoresque modifican la susceptibilidad al plomo

El papel del estadonutricional,alterandola susceptibilidadal plomo, esconocido

desdehacemásde un siglo. La fracción absorbidapor la vfa digestivaestáincrementada

en la infancia, el ayuno, el usode vitamina D, las deficienciasde hierro y calcio, y la

presenciade leche, grasasy quelantes(65-69). Por el contrario la toma de magnesio,

fósforo y etanol,disminuyensu absorción(66).

3. FISIOPATOLOGIA

3.1. METABOLISMO

La absorciónde plomo estásupeditadaa la cantidady el estadofísico-químicodel

metalpresenteen la vía de entraday a la actividadmetabólicadel organismoreceptor.

3.1.1.Absorción por inhalación

La absorciónde plomo inhaladodependede su posterior absorcióna través del

pulmóno de sudeglucióny digestión.Los factoresquedeterminanunode losdosdestinos

son el tamañode la partícula,la región respiratoriadóndese deposita,la eliminación

(relacionadacon la solubilidad y toxicidad de la partícula), la profundidad,y el ritmo

ventilatoriode la persona(58).

En la inhalación del metal en el ambiente general a cadaaumentode 1 pg/m3 del

plomo en el aire correspondería la elevación de 2 ~g¡dl del mismo en la sangre. En

cambio en la población expuestalaboralmenteel incrementode cada~g/m3del metal

aéreo,en la concentraciónmediasemanalde la empresa,setraduceen un aumentode 0,6

a 1 ~¿g/dldel metalen sangre(1).
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3.1.2. Absorción por vía digestiva

El tracto gastrointestinales la principal vía de entradade plomo en el organismo

para la poblacióngeneral,explicandounos2/3 del metal incorporado(67, 70).

El mecanismo de absorción no es bien conocido, pero no pareceser único,

habiéndoseencontradoen animalesde experimentación un componente duodenal con un

transponecomúnal hierro y al calcio y un componente en íleon (65, 68, 7 1-75).

Aproximadamentede un 10 a un 15% del metal ingerido con la comida es

absorbido(66). El consumode cantidadesde plomo superioresa 1000 gg/dl produce

aumentossanguíneosqueseajustana una función logarítmica(1).

3.1.3. Absorciónpor vía entánea

Producela absorciónde cantidadesdespreciables,salvo parael plomo orgánico,

quees liposoluble(67).

3.1.4.Distribución, metabolismoy eliminación

Una vez absorbidoel plomo pasaa la sangre.Más del 90% circula transportado

por el hematíe,en el queseunea la membrana(14%) y a la hemoglobina(80%) (76-78).

El restoes transportadopor el plasma,unido a la albúmina(4%), las globulinas(0,5%)

y los lípidos (1,3%), salvo una pequeñafracción difusible, que es la metabólicamente

activa (76-78).

El metal circula en la sangrey se depositaen los distintos órganos,según su

vascularización y afinidad intrínseca (79).

Existea continuaciónunaredistribucióndel plomoentrela sangre,tejidosblandos

(principalmente riñón e hígado) y hueso, que se ajusta a modelos de reparto

tricompartimentales(70, 80, 81). En estasituaciónde redistribución,el metalen sangre

y tejidos blandos, constituye la carga corporal intercambiable,que es la de mayor

importancia toxicológica. Un 90% sedepositaen tejidosduros,comohuesoy dientes,que

9
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son los reservoriosprincipalesde plomo e indican, por tanto, la exposiciónacumulativa

a largo píazo (82). Finalmentesealcanzaun estadode equilibrio, reflejo del cual es la

concentraciónsanguínea.

La lasadeequilibrio del plomo sanguÍneocon las fuentesde entrada,salida,y los

otros compartimentos orgánicos, ha sido estudiadapor Rabinowitz et al (70, 81). Su

cinética de aparicióny desapariciónen la sangresugiereintercambiosde primer grado

segúnlos modelosdesarrolladospor Rabinowitzet al y Dally et al (70, 80).

El plomoatraviesala placentapordifusiónsimpley dependientede la proporción

deflujo sanguíneofetal, existiendoporello unaestrecharelaciónentrelasconcentraciones

del metal en la sangrematernay las del cordónumbilical (83, 84). Por otra partese

sugierela existenciaen la placentade una proteínaque se une al calcio, como en el

intestino,e intervieneen el transportede plomo (85).

La permeabilidad de la barrera hematoencefálica al plomo es muy alta (mil veces

superior a la del calcio), y su entrada depende,directa o indirectamente,de la

concentracióndel ión p]umboso(86).

La orina es la principal vía de eliminación de plomo en el hombre,suponiendoel

76% del total del metal eliminado (70, 80). Aproximadamenteun 16% del metal es

excretado por las secreciones gastrointestinal, biliar y pancreática, y el resto por otras

rutas como el sudor, las uñas, el cabello, la leche, la saliva y la mucosabucal (ribetede

Burton) (70, 80).

3.2. PATOLOGL4

El plomo afecta muy diversos sistemasorgánicos. A continuación se exponen,

brevemente,las alteracionesy mecanismospatogénicoshematológicos,nerviosos,renales,

cardiovasculares, y de los sistemasreproductory endocrino,ocasionadospor el metal.
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Los dos componentesfundamentalesparael mantenimientodel hematocritoen el

sistemasanguíneo,la eritropoyesisy la supervivenciade los hematies,estánperturbados

por el metal.

En la síntesisde la hemoglobinaintervienenvarias enzimas,cuatrode las cuales

están afectadas por el plomo. La enzima aminolevulíníco (ALA) deshidrasa,de

localización citoplasmática, es inhibidapor el metal y es el indicadormás sensiblede la

exposición al plomo a dosis bajas (76, 87, 88): A nivel mitocondrial el metal bloquea la

acciónde la enzimaferroquelatasa(78) y en menor grado la de la coproporfirinógeno-

oxidasa(78). La disminuciónde la formacióndel HEM conducea suvez a un desbloqueo

del normal retrocontrolnegativodeéstesobrela ALA sintetasay a un acúmulodel ácido

3-aminolevulínico(78) y de los otros metabolitosintermediosen la síntesisde HEM. En

la degradaciónde éstela actividadde la enzimahemoxigenasaestáincrementada(78) por

el metal.

En la intoxicación saturnina también existe una disminución de la vida media de

los hematíescirculantes,aumentandoel envejecimientoprematurode los eritrocitos y su

destrucción al azar (78). Dos líneas bioquímicas parecen explicar este hecho: la

interferenciadel plomo sobre la membrana(26, 87, 89) y sobre la enzimapirimidina-5-

nucleotidasa, conduciendo esta última al acúmulo de metabolitos del RNAy al punteado

basófilo (90).

Sehan descritoalteracionesen la síntesisde las globinascon incrementode la a

hemoglobina,alteraciónen la proporción a/fi o apariciónde cantidadesanormalesde la

hemoglobina A y la hemoglobina F (76).

La anemiasaturninaes consecuenciade todas las alteracionesanteriores. Es

normocítica, salvo en los niños en los que coexiste con deficiencias de Fe, en los que se

manifiesta como microcítica e hipocrómica (78, 91).
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En el sistemanervioso la intoxicaciónplúmbicaproducealteracionestanto a nivel

centralcomoperiférico.

La encefalopatíasaturninacursaen formadecuadrosmeningoencefalíticosatípicos

(26). Hoy dado que esta encefalopatíaes prácticamenteinexistentepor las medidas

preventivas,la atenciónmédicase dirige hacia la sintomatologíasubclínica, que en los

adultossemanifiestacon cuadrosinespecíficoscomopérdidade memoria(92) y cefaleas

frecuentes(93). En la infanciala exposiciónsubclfnicaocasionadeficienciasintelectuales.

Estudiosepidemiológicostransversaleshan encontradouna relaciónpositivaentreniveles

ligeramenteelevadosde plomo en sangre(alrededorde los 10 ng/dl) o en dentinay la

disminución en los resultados de pruebas de inteligencia (45, 94, 95), conclusión a la que

también llega un estudiode meta-análisis(96). Reforzandoesta hipótesisde causalidad

están los resultados de varios estudios longitudinales que se realizan en la actualidad (53,

59, 84, 97).

La mayorpermeabilidadde las célulasendotelialesal plomo (98), la interferencia

del metal en la sinaptogénesisy en la neurotransmisiónde CABA, acetilcolinay dopamina

(99, 100, 101) podríanexplicarestasalteraciones.

El plomo afectaal sistemanerviosoperiférico produciendouna disminución del

umbral de audición, del tiempo de reacción visual y del periodo de latencia en la

conducciónmotora(26, 102).

Histológicamenteestos hallazgoscoexistencon desmielinizacióny degeneración

axonal(26, 76, 103). La inhibiciónde la Na-K-ATPasa,ya por bloqueodirecto del plomo,

ya por el ALA, aumentaríala permeabilidadvasculary lesionaríalas célulasde Schwann,

justificandolos hallazgoshistológicos.

Las alteracionesproducidasen el riñón dependendel tiempo y de la dosis de

exposición. Inicialmente,tanto en la intoxicacióncrónica comoen la aguda, apareceun

cuadro reversible con aminociduria,glucosuriae hiperfosfaturia.Tras varios años de
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exposicióndisminuyela eliminaciónde plomo sin afectarsela función renal. Más tarde

surgela insuficienciarenalen la quela hiperuricemiaes un signoprecozy constante(26,

105). Son necesariostanto una exposición prolongadaal plomo como un periodo de

latencia largosparaqueaparezcaestanefropatía(26, 77, 104).

El interésepidemiológicopor las lesionesrenalescomienzaanteunaepidemiade

nefropatíairreversibleen jóvenesadultosaustralianos,que habían ingerido durantela

infanciaaltasy continuasdosisde plomo y cuyaexcreciónde plomo estabaelevada(26,

105). En E.E.U.U. la nefropatíano se manifestabaen niños sino en bebedoresde

“whisky” destiladoilegalmente(26).

Estudiosde mortalidad, en la población expuestalaboralmente,encuentranun

incrementode2 a 3 vecesen el númerode las defuncionespor nefritis crónicas(103, 106-

109).

La afecciónde la respiracióncelular mitocondrialpor la alteraciónde las enzimas

ALA sintetasay ferroquelatasa,estaríaen el origen de todasestaslesiones.

En los estudiosde mortalidad,realizadosen trabajadoresexpuestosal plomo, se

encuentraun aumentoen lasdefuncionespor accidentescerebrovasculares(106, 107,110).

En estapoblación aparecetambién una mayor incidenciade hipertensióne isquemia

cardíaca(107, 108,110).Tambiénen la poblacióngeneral,el NHANES II realizadoen

los E.E.U.U.,descubreuna relaciónentrelos nivelessanguíneosdel metaly la presión

sanguíneaentrelos 20 y los 74 años(111-113).

El aumento por el plomo del calcio intracelular o su interferencia en la

proteinquinasaC, mecanismosenvueltosen la contracciónde la musculaturalisavascular,

y la alteración por el metal de las hormonasdel eje renina-angiotensina-aldosterona,

podríanexplicarestoshallazgos(77, 113, 114).
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Hace ya un siglo que se mencionaen la bibliografía médicala mayor frecuencia

de abortosy de partosde fetos muertosentrelas mujeres trabajadorasen la industriadel

metal. Los estudiosepidemiológicosrealizadosactualmenteconfirmanestehechoasícomo

la asociaciónde las concentracionessanguíneasde plomo y las malformacionesfetalesde

menor grado (84). El metal interfiere a nivel de la blastogénesis,disminuye la

progesterona(115, 116) e inhibeel eje hipotálamo-gonadal(117).

En el sistemagonadalmasculinose ha descritounadisminuciónen el númeroy la

motilidad de los espermatozoidesy un aumentodel espermamorfológicamenteanormal

(118, 119)por estemetal. En algunosde estospacientesparececoexistir con alteraciones

a nivel central (118).

El plomo interrumpetambién la entradade yodo a la glándulatiroides, desciende

los niveles de glucocorticoidesbasalesy en respuestaa los estímulos,así comotambién

produceunalesión del eje hipotálamo-hipofisario-suprarrenal(26, 118).

La concentraciónde 1,25 hidroxivitaminaD se reducepor el metal (103).

En el NHANES II apareceuna importantecorrelaciónentre la disminución de

estaturay los niveles sanguíneosdel metal entrelos 5 y 35 ng/dl (120).

Es clásicaen la intoxicaciónla existenciadel cólico saturnino(30, 39, 56).

Las artralgias y las artritis gotosas se asocian con la exposición plúmbica,

fundamentalmente con la crónica (26, 121, 122).

Las lesiones por bah localizadasen las articulacionescausan una osteolisis

incompleta(123) con secuestrode plomo y continuoreciclajedel metal, queseconvierte

en fuenteperenneen el organismo.

3.3. PLOMO Y CARCINOGENESIS

Sehan realizadodiversosestudiosde mortalidadqueinvestiganel posibleaumento

de neoplasiasen la exposiciónal plomo. En un antiguo estudio ecológico realizadoen
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Estados Unidos se ha relacionado la cantidad de metal en el agua de consumo y la

mortalidadpor cánceres,siendopositivapara los linfomas, las leucemiasy las neoplasias

renales(124).

En estudios con trabajadores expuestos al plomo se evidencia un incremento en el

fallecimientopor cánceresen general(125), por neoplasiasdel tractodigestivoen los años

anterioresa 1966 (106) y porcánceresde estómago(125),hígado(126) y riñón (109). En

un estudiode meta-análisisseconfirma la relaciónentreel plomo y los tumoresrenales

(127), mientrasqueen otro condiseñode cohortes,retrospectivas,sedescubreun aumento

casi significativo por cáncerde pulmón (128).

Estudios realizadosen animales de experimentaciónapuntan hacia el papel

carcinogénicodel plomo en tumores renales y cocarcinogénicoen adenocarcinomas

pulmonares(129, 130).

4. PLOMO E iNMUNiDAD

4.1. CAMBIOS EN LA RECEPTIVIDAD A DIVERSOS AGENTES

BACTERIANOS, VIRALES Y NEOPLASICOS

Numerososinvestigadoreshan descubiertoque el plomo, a dosis bien toleradas,

aumentala letalidadpor endotoxinasdeEscherichiaCoIi, Shigella,Serrada,varias cepas

de Salmonella y de la flora fecal mixta (131-137). La disfunción del sistema

retículoendotelialpodría ser el mecanismode acción (131), por compromisode su

actividad fagocítica. Se han publicado, sin embargo, resultadosdiscordantessobre la

función fagocitaria:estáaumentadaen algunostrabajos(132), disminuidaen otros (133)

e inalterada según otros más (136).

Seha investigadola posibleintervencióndel factor de necrosistumoral (TNF) en

este incrementode la susceptibilidada las endotoxinasprovocadopor el plomo, ya que

esta citoquina la producen los macrófagosen respuestaa las endotoxinasy toxinas
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bacterianas(137). El uso de anticuerposcontra el TNF previene el aumento en la

receptividada las endotoxinaspor el metal, hechoque sugiereel papel causalde este

factorde necrosisinmoral.

Existen diversosfactores que modifican este sinergismo en la susceptibilidad

provocado por el metal y las endotoxinas. En primer lugar dependede la vía de

administracióndeambos,siendomáximocuandoseadministranintravenosamente,en un

intervalode tiempomenorde7horas(135). La juventudaumentatambiénestesinergismo.

Debeconsiderarsela existenciade toleranciaa las endotoxinas,ya que el pretratamiento

con éstasdisminuye la letalidadde su administracióncombinadacon el metal (135). Sin

embargo,no existe especificidadde especie,ya que apareceen ratas, ratones,poílos,

mandrilesy otros primates(131- 133, 135).

También se ha investigado si el plomo aumenta la vulnerabilidad a bacterias Gram-

(E. coil) y Gram+ (Estafilococo),produciéndosesólo con componentestermoestablesde

las primeras(134).

Otros autores(133) han descubiertola capacidadde este metal para sensibilizar

hacia otras formas de “shock” (traumático, isquémico), por lo que mecanismosmás

complejosquelos sugeridosanteriormentedebenestarimplicadosen estegeneralaumento

de vulnerabilidad.

El plomo incrementala letalidad por virus de la encefalomiocarditis(138, 139),

acodandoademásel tiempo hasta el óbito. Tambiénel virus Rauscherde la leucemia

murinase activapor el metal (140). La posiblecausade esteaumentode vulnerabilidad

a los virus es la acción del metal sobreel interferón(138, 139).

El plomo también acrecenta la incidencia de tumores. Su administración subcutánea

y oral, crónica., ocasionatumoresrenales (129). La exposiciónintratraquealproduce

lesionesde metaplasiaalveolary proliferaciónadenomatosa(130).
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4.2. PLOMO E INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

Unabajatitulación, o bajaacción, de los anticuerpospodríanserlas responsables

del aumentode susceptibilidada las endotoxinas,bacteriasy virus, ocasionadopor el

plomo.

La titulación de anticuerpos frente al virus de la seudorrabia está disminuida (141).

En la exposición crónica al metal se reduce la formación de anticuerpos en la

respuesta primaria y, más intensamente, en la secundaria (142), mientras que en la

exposiciónagudasu formación en la respuestaprimaria aumentay en la secundaria

desciende(143). Estaformaciónde anticuerposdisminuyesobretodocuandolos antígenos

utilizados son macrófagodependientes(144).

Sin embargo la estimulación policlonal de los linfocitos B por los mitógenos,que

es inespecífica, aparece aumentada o inalterada (145).

Existen numerososfactoresque pareceninfluir en la respuestade la inmunidad

humoralal plomo, ademásdel factortiempoya mencionado.El antígenoempleado(146),

el tipo (iii vivo o in vitro) (147) y la vía de exposición(148), y la cepade ratón (149)

modifican los efectosdel plomo en la respuestahumoral.

En humanossedescubreun aumentoen el recuentodelos linfocitos B (150, 151).

Las inmunoglobulinas (Ig) O, My A séricas y la IgA de saliva están disminuidas (151,

152). Otrosestudiosno encuentran,sin embargo,cambioshumorales(153, 154).

La modificaciónde la inmunidadcelularporel plomo tambiénpodríacausartodas

lasalteracionesanteriormentedescritas.

En primer lugar el timo, lugar de diferenciaciónde las célulasT, disminuyesu

peso, en la exposición crónica al metal (155).

La hipersensibilidadretardada sereduce(155, 156),relacionándoseademásconlas

concentracionessanguíneasde plomo. La reacciónde los linfocitos mixta (MLR) aumenta
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(157, 158), pero es una medida de la inmunidad celular que se realiza in vitro.

La respuestaproliferativa de los linfocitos T a los mitógenos,realizadain vitro,

incrementacuandola exposicióncon el metal sehacein vitro (158, 159) y disminuyeen

la exposiciónin vivo (145, 158) . Sin embargono cambia cuando el contacto, tanto con

el mitógenocomo con el plomo, severifica in vivo (159).

La formade exposiciónal metal y el tipo deensayopareceninfluir, por lo tanto,

en la respuestade la inmunidadcelularproducidapor el plomo (160).

La producciónde interferón no cambia (161) y la de interleuquina2 desciende

basalmente, pero se mantiene tras la estimulación in vitro por el mitógenoconcanavalina

A (162).

Existe unatercerapoblaciónde célulaslinfoides: lascélulasasesinasnaturales.Su

actividad citotóxica, en la exposiciónin vivo, al metal no cambia, mientras que si la

exposiciónes itt vitro disminuye(163).

En el hombreel recuentode los linfocitos T totalesy los T~ estánaumentadosen

los trabajadoresexpuestos(151), pero el porcentajede linfocitos T estádisminuido(150,

151). Otros estudiosno han podidocorroborarestosresultados(164, 165).

La respuestade los linfocitos humanosalos mitógenosestádisminuidao mantenida

(164, 165). El metal pareceteneruna actividadmitógenapor sí mismo(165).

4.3. PLOMO, GRANULOCITOS Y MACROFAGOS

Despuésde una inyección deplomoapareceneutrofilia (166). Sin embargoen la

exposicióncrónicaal metalsedescubreuna disminuciónde los granulocitosy un aumento

en los linfocitos (167).

El plomoreducela acciónde la enzimamieloperoxidasay la capacidadde yodación

asociadacon ésta (168).
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La viabilidad celular de los granulocitoshumanosexpuestositt vitro disminuye

(169) y tambiénestádescendidasu capacidadquimiotáctica(170, 171, 172).

Los resultadosen la actividadfagocíticagranulocíticason máscontradictorios,no

modificándose(171, 173)o reduciéndose(169).

Se ha descubiertouna disminuciónen el númerode los macrófagosalveolaresy

medulares,en la exposiciónal metal (174, 175, 176).

La viabilidad celular de los macrófagosperitonealesdecrecey la de los alveolares

permaneceinalteradatras contactoin vitro, pero se mantiene después de contactoin vivo

con el plomo (177, 178, 179).

Los resultadosen la fagocitosisde los macrófagossoncontradictorios:se inhibe

(180), aumenta(178) o no cambia(181).

La acción tumoricidade los macrófagosde ratonesexpuestosa este metal no se

afecta, independientemente del hecho de que estén o no inmunizados frente a las células

tumorales (182).

El plomo interfiere tambiénen la acción de las citoquinasfactor inhibidor de la

emigración(MIF) (178) y factor activadorde macrófagos(MAF) (183).

La presentacióndeantígenospor esplenocitoso macrófagosperitonealesdesciende

(181), pero en células de Langerhansaumenta la expresión de las moléculas de

histocompatibilidadde la claseII, queestánen estrecharelacióncon estafunción (184).
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5. DIAGNOSTICO DEL SATURNISMO

Se utilizan dos tipos de indicadoresdel saturnismo,unosque miden la exposición

o dosis interna y los otros su efecto toxicológico.

5.1 MARCADORESDEDOSIS INTERNA

Recogen los valores de plomo en los diversos medios biológicos, siendo la mejor

aproximación al estado de absorción del tóxico.

5.1.1 Plumbemia en sangre

Reflejael equilibrio metabólicofrenteal plomo, refiriendo la absorciónmediade

aproximadamente1 mes.

Los valoreslímites en población no expuestasonde 30 sg/dl paralos adultosy de

10 5g/dl paraniños, segúnrecomendacionesdel Centersfor DiseaseControl (185). Estos

valoresparala población trabajadorasesitúanen 70 a 80 pg/dl (186).

Es el indicador más sensiblede la toxicidad (36). Existe ademásuna estrecha

relación de estaplumbemiasanguíneacon la dosis de exposiciónexterna,la gravedad

clínica, el número de órganosalcanzadopor el tóxico y la intensidadde los efectos

biológicosdetectados(36).

5.1.2. Excreción basal de plomo en orina

Es un reflejo deformadode la concentraciónsanguíneapordependerde la función

renal, por lo queactualmenteno se recomiendasu uso.

Susvaloresnormalesse encuentranentre30 y 80 yg/día. La sensibilidadde esta

pruebaesdel 60% y su especificidaddel 90% (36).
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5.1.3. Plumburia provocada por EDTA

Es el mejor índice de la cargacorpéreatotal y de la cantidadmetabólicamente

activa.

En niños su límite superior es de 500 sg/día, en adultos, no expuestos

laboralmente, de 600 5g/día y en los trabajadoresde 1000 5g/día(9, 36, 187).

Su sensibilidades superioral 97% (7), pero su especificidad es más baja.

Su seguridadcomopruebade despistajeestáactualmentecuestionadaal haberse

descubiertoen animalesdeexperimentación,a los que seadministréEDTA, un aumento

del 100% de los nivelescerebralesdel plomo(188).

5.1.4. Contenidode plomo en tejidos

Las concentracionesde plomo en cabello y dentina se han utilizado como

marcadoresde la dosisinterna,en diversosestudiosepidemiológicos(36, 95, 96, 189).

En la población trabajadoraexpuestaal metal se practica, en la actualidad,la

valoracióndel contenidoóseomediantetécnicasradiológicasde fluorescencia(190, 191).

Tambiénseestáevaluandola posibilidaddeutilizarla comopruebadecribadodiagnóstico

(191).

5.2. MARCADORES DEL EFECTO BIOLOGICO

Traducenla existenciadeunalesiónorgánicay muestranlosresultadosmetabólicos

de la intoxicación.

5.2.1. Actividad de la enzima aminolevulfnico deshidrasa (ALA-D)

El plomo tiene una gran afinidad por los grupos sulfhidrilo de esta enzima

citoplasmática, a los que bloquea a partir de concentraciones de 5 a 15 5g/dl (36). Como

consecuenciaseimpide la unión de las moléculasdeácido aminolevulínicoy la formación

de porfobilinógeno.
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Su valor normalesde 300 unidades/ml(36).

La sensibilidady especificidadde estapruebason dcl 98% (7).

5.2.2. Determinaciónde la protoporfirina eritrocitaria libre

(PEL) o protoporfirina cinc (ZnPP)

Suinhibiciónresultadela interferenciadel plomoenla ferroquelatasamitocondrial,

que impidela inserciónde hierroa la porfirina, y producela formacióndeporfirina libre

(PEL). Ante el defectodel hierro la porfirina seuneal cinc y formala protoporfirina-Zn

(ZnPP).La relaciónentreambases muy alta por lo que puedenusarseindistintamente.

Su concentraciónnormal límite esde 35 jxg/dl (192).

Su sensibilidad es ligeramente inferior a la de la aminolevulínicodeshidrasa(36).

El C.D.C. cuestionasu usocomopruebadedespistajeinfantil al no ser lo suficientemente

sensibleparaconcentracionessanguíneasde plomo inferioresa 25 5g/dl (185).

5.2.3. Determinaciónde la pirimidín-5-nucleotidasa

Estaenzimadegradalos catabolitosdel RNA (90), produciendosu inhibición por

el metal un acUmulode los metabolitosde los ácidosnucleicos.

Se estáinvestigandosu uso en el diagnósticode saturnismoporqueaportauna

buenasensibilidad,su umbralde efectose sitúaalrededorde los 15 5g/dl y poseeunas

buenascorrelacioneslinealescon la plumbemiaen sangre(r=0,8) (55).

5.2.4. Determinación del ácido amiinolevulínico urinario (ALA-U) y del

coproporfirinógenoen orina (CPU)

Cada día son menos utilizadas, aunque la primera siga empleándoseen el

diagnóstico de intoxicaciónentrela poblaciónlaboralexpuestaen nuestropaís(186, 193).
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6. TRATAMIENTO Y CONTROLDE JA EXPOSICIONPLUMBICA

El antídoto clásico es el EDTA-Ca-Na2 (etilén diamino tetraacéticocálcico

disódico). Se emplea,intravenosamente,en adultoscon concentracionessanguíneasde

plomosuperioresa 80 pg/dl (2) y en niños con nivelesde 25 a 55 5g/dl (192). La dosis

no debesuperarlos 50 mg/Kg/díay seadministradurante5 días(2).

El dimercaprol(BAL) se aplicaconjuntamentecon el EDTA, intramuscularmente,

en casode encefalopatía,ya queel EDTA-Ca-Na2no atraviesala barrerahematoencefálica

(2).

Comotratamientode mantenimientoen las intoxicacionescrónicasse utiliza la D-

penicilaminaoral (194). Es efectiva en reducir los niveles sanguíneosde plomo, a bajas

concentraciones,pero existendatos experimentalesque sugierenuna redistribucióndel

plomo del huesoa los tejidos blandos,con su uso, con lo que los nivelescerebralesdel

metal podríanno descender(188).

El ácido dimercaptosuccínico(DMSA), es un quelante soluble, administrable

oralmente,recientementeaprobadopor laFoodandDrug Administration(FDA) (195)para

el tratamientode niños con concentracionesde metal superioresa 45 5g/dl (188). En

Españatambiénseha utilizado en adultos (196).

Ademásseaplica, lógicamenteel tratamientosintomáticocomplementarioadecuado

para complicaciones como la encefalopatía, la nefropatía, los cólicos, etc,... (sedantes o

barbitúricos, mantenimiento de la función renal, atropina, etc,...>.
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7. PREVENCION DEL SATURNISMO

7.1 PREVENCION PRIMARIA

Hade actuarsobretodos los factoresque influyen en la aparicióndel saturnismo.

Es fundamentalel componentede profilaxis ambiental. Dentro de éste se ha

reguladola cantidadmáximadel metal en el agua(197), alimentos(198), vinos (199),

envasadosy cerámicapopular (55). La cantidadde plomo en la gasolinaseha reducido

a 40 yg/dl (200). En E.E.U.U. tambiénse legislé en 1977una importantedisminuciónen

sus concentracionesen pinturas(50).

La buenahigienelaboral y hogareñacon medidascomo la ducha,el lavadode

manosy la limpieza delas casassonimportantesparala erradicaciónlaborale infantil del

saturnismo(96, 198).

Los programasde educaciónsanitariaencaminadosal asesoramientode padresde

niños de zonasde riesgoes fundamental(198).

Los suplementosnutricionalesdehierro, calcioo cincen los niños, contribuyena

disminuir su mayorabsorcióny susceptibilidadal metal (192).

En la prevenciónprimarialaboral nuestropaísserige segúnla Ordendel 9 deabril

de 1986 (186). En ella se define el conceptode trabajadorexpuestoa partir de las

concentracionesambientalesy biológicasdel metal.

7.2. PREVENCION SECUNDARIA

La prevenciónbiológica secundariaha conducido,en los EstadosUnidos, a la

realizacióndeprogramasde despistaje.Actualmente,la American Academieof Pediatries

recomiendael cribadodiagnósticoanualo semianualen niños en altaszonasde riesgoo

con factorespredisponentes(192).

La legislación españolaprevee la determinaciónde plomo en sangre y de
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protoporfirina-Zn, así corno del ácido deltaaminolevulínicoen orina (ALA U) y de la

deshidrasadel ácido6- aminolevulinicoen sangre(ALA D) con una periodicidadanual,

bianualo trimestral,dependiendodelas concentracionessanguíneasy lasambientales(186,

201).

Cuando las concentracionessanguíneasdel metal están elevadasel tratamiento

comprendeel usode quelantesdel plomo, la mejoradel estadonutricionaly el aportede

suplementosde hierro (192).
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7.



IL OBJETIVOS

Profundizaren el conocimientode lasalteracionesproducidaspor bajasdosisde

plomo, un tóxico ambiental,por medio de un modelo itt vivo. Para ello, nos hemos

planteadolos siguientesobjetivos:

1. Valorar el efecto que el plomo, ejerceen el número,viabilidad y composiciónde

las células peritoneales.

2. Evaluar los efectosdel plomo sobre la función de las célulasperitoneales,en

particularsobre el macrófagoresidente, mediante los siguientes parámetros:

2. 1. Adherencia de células y macrófagos residentes peritoneales.

2.2. Movilidad dirigida o quimiotaxis y movilidad espontánea.

2.3. Capacidad fagocítica y fungicidade las mismas.
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III. MATERL4L Y METODOS



1. ANIMALES DE LABORATORIO

Se empleó, para todos los experimentos,hembrasBalb/c singénicas,suministradas

por CharlesRiver. Su edadal inicio de los distintosestudioserade 4 semanas+ 4 días

y al finalizarlosde 14 semanas±4 días.

Los ratones fueron seleccionadosy distribuidosal azaren los grupostestigo y de

exposición a 13, 130 y 1300 ppm de acetatode plomo, utilizando una tabla denúmeros

aleatorios. Estadistribuciónaleatoriasehizo tantoparael grupodeexposición,comopara

los ratonesasignadosa cadagrupo.

Al finalizar las distintasexposicioneslos ratoneseransacrificadospor dislocación

cervical, que es una técnicaque produceinsensibilidad instantáneay utilizados en los

distintosexperimentos.Los cadávereseran desechadosdespuésde comprobarsu rigidez

cadavérica.

1.1. CONDICIONESDE MANTENIMIENTO DE LOS RATONES

Sesiguieronlas directricesdelas ComunidadesEuropeasreferentesa laprotección

de los animalesutilizadosparala experimentacióny otros fines científicos (202).

Los localesquealbergabanalos animalescontabancon laventilacióneiluminación

adecUadas.La temperaturaambiental osciló entre los 18 y 24 oc. La limpieza del

animalarioserealizódos vecespor semana.Mientras seefectUaronlos experimentosun

veterinarioasesorée inspeccioné,periódicamente,los locales.

Lasjaulaserande material plástico, autoclavablesparala esterilización.El lecho

estabaformado por viruta de maderaesterilizaday comercializada,sin presenciade

colorantes,insecticidas,fungicidas,ni productosquímicos (ULTRASORB, PANLAB).

La superficiepor animal erade 200 cm2 para las unidadesde críay de 120 cm2 paralos

de experimentación.La limpieza de las jaulasse hizo dos vecespor semana,con lejía
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comercialde 50 g/l. Se añadían4 gotas/lde agua.

El suministro del agua, ad flbitwn, se realizaba mediantebiberonesde vidrio

transparente,quepermitíanel controlde sucontenido.Esteliquido secambiabados veces

por semanay se desinfectabanlos biberonescon lejía diluida en agua. Los ratonesse

alimentaroncon un piensogranulado(PAN?LAB SL), att libitum. Diariamentesevigilé

la existenciade ambossuministros.

Mientras duréla experimentaciónlos ratonesno presentaronpatología.

1.2. EXPOSICION AL PLOMO

La exposiciónfue siemprevía oral, a través del aguade la bebida,duranteun

tiempode 70 días (139, 141, 142, 144, 155, 158, 179).

Seempleóacetatode plomocristalizado(QH302)2Pb*3H20(Panreac),quesediluía

enaguadesionizadacaliente,a 37
0C, hastaconseguirunaconcentraciénpurade plomo

de 13, 130, 1300 ppm, segúnel grupode exposición.Los animalestestigo recibíanagua

desionizada.El líquido secambiabadosvecespor semana,y diariamentevigilábamosque

su disoluciónfueraperfecta.Semanalmentecalculamosel consumode aguapor ratón.

Se realizó un experimentoprevio con estas mismasconcentracionesde plomo,

durante10 semanas.El análisis de los resultadosnos demostréel consumosimilar de

líquido por ratón,entrelos diferentesgruposde exposicióny los animalestestigo,por lo

queconsideramosadecUadala exposiciónal metal por estavía.

1.3. VIGILANCIA DE LOS RATONESDURANTE LA EXPOSICION

Dos vecespor semanase comprobabaque los ratonesno mostraransignos de

enfermedad.Una vez por semanase controléel peso,durantelas 10 semanas,en una

básculade precisión(AugustSauterK G Ebingen,Germany).

Cuandofinalizó la exposiciónsevaloré el estadodel sistemasanguíneomediante

el recuentode hematíesy de leucocitosy la fórmula leucocitaria.
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Las extraccionesde sangrese realizarondel saco retroorbitario, mediantetubos

capilaresheparinizados(Dade)y pipetasPotainparaglóbulosrojos y blancos.Despuésde

hacerlasdilucionesadecUadas,1/200paralos hematíesy 1/20paralos leucocitos,sehizo

su recuentoen un hemocitómetro.

El N0 de hematíesse obteníamediantela fórmula:

N0 de hematíesen 1 cuadrado*200*l0.000

El N0 de leucocitosseobtuvomediantela fórmula:

N0 de leucocitosen 1 cuadrado*20*10.000

El frotis sanguíneo,quese utilizó parahacer la fórmula leucocitaria,se fijé y tiñó

medianteel preparadoDiff-Quik’t (Dade). Secontaron200 célulasblancasen 4 campos

diferentesy secalculéel porcentajey el númerode cadalíneacelular de la serieblanca.

2. DETERMINA ClON DEL PLOMO RENAL

2.1. MATERIAL DE ESTUDIO

Dadoqueel riñón esuno delos principalesórganosdeacUmulodeplomo, seeligió

la concentraciónrenal comoindicadorde la exposiciónphimbica.

Se desinfectabala piel abdominalcon povidonayodada.Despuésde extraerseel

intestinoseobteníanlos riñones,queselimpiabancon unagasa,sepesabanenunabáscula

de precisión(AugustSauterK O Ebingen,Oermany)y seguardabanen un arcén

congeladora -70”C (Revco Scientific Mod. ULT 390-V.N.R.), hastala liofilización y

posterioranálisisde su contenidoen plomo.

El equipoinstrumentalconstédeun espectofotómetrodeabsorciónatómicaPerkin-

Elmer HGA 400, muestreadorautomáticoAS-40, sistema de recogidade datosData

System 10 e impresoraPR-lOO. Alternativamenteal Data System 10 los datossepueden

recogerdirectamenteen una impresoraEpson-FX-85.
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2.2. REACTIVOS

* UNO3 concentradoMerck suprapur.

* Solución amoniacal de molibdatoamónico

715 mg demolibdatoamónico(Merck pa), 50 ml deamoníacoconcentrado

(Merck suprapur)y aguahasta100 ml. Estasoluciónsediluyeparatrabajar

‘/5.

* Soluciónpatrónconcentrada:SolucióndePb de 1000 ng/ml.

* Soluciónpatróndiluida: Soluciónde Pbde 10 gg/ml, preparadaa partirde la

anterior.

* Soluciónpatrónde trabajo:Soluciónde Pb de 100 ¡tg/l, obtenidaa partir de la

anterior.

2.3. MATERíAL DE TRABAJO

* Micropipetasautomáticas.

* Matraces,pipetas,tubos de vidrio neutro.

* Material de plásticodesechable.

2.4. PROCEDIMIENTO

2.4.1. Tratamientoy preparaciónde las muestras

Se realizó segúnla metodologíadesarrolladapor Arroyo et al (203).

Los riñonesse recogieronen tubos de plásticode polipropileno. Previamentelos

tubos se aclararonduranteuna noche en aguadestilada,se trataron con ácido nítrico

diluido en aguadestiladaduranteotra nochey aclararon5 vecescon aguadestilada.

Los riñonesliofilizados se recogieronen tubos de vidrio de 10 mí, perfectamente

graduadosy tratadoscomolos tubosde plástico.Se les añadió1 ml deHNQ concentrado,

32



Material y Métodos

al que se dejó actuar durante toda una noche y después se sometieronn a una temperatura

de 700C y vibración, durante 2 horas. Una vez enfriados se completé el volumen hasta

10 ml con agua destilada y se homogeneizó mediante agitación mecánica. Posteriormente

secentrifugóa 3000 rpm durante10 minutos, para separar la posible presencia de grasa

inatacada, a pesar de que no afecta al posterior análisis.

2.4.2. Detenn¡nac¡ón del plomo

Se realizó según metodología de Arroyo et al (203).

Fijadaslascondicionesoperatoriasdel sistemainstrumentaly una vezdepositadas

las muestras en los viales del muestreador, se procedió al paso automático de las muestras.

Las condiciones experimentales del espectofotómetrofueron:

Línea de resonancia 283,3nm
Posición de la rendija 0,7slit
Lámpara catodo hueco de Pb
Intensidad de la corriente 10 mA
Corrector de fondo Si
Area del pico Ss

Las condicionesde trabajodel espectofotómetroen las diversasetapasrespectoa

temperaturasy tiemposfueron:

Secado:
Etapa 1 0-80 0C, 1 segundo
Etapa 2 80-120 0C, 5 segundos
Etapa 3 120 0C, 35 segundos

Incineración 120-8000C, 25 segundos
Atomización 2300 0C, 5 segundos
Limpiezade tubo 2700 0C, 3 segundos

En el muestreadorautomático,las condicioneseran:

Volumen de la muestra 20 gl
Volumen medio de mantenimiento 20 pl
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Los datosanalíticosserecogierondirectamenteen la impresora.La concentración

de plomo renalseobtuvoa partir de estosdatos mediantela aplicación de la fórmula:

a* 1 02
[Pb] = , en la que:

M
[Pb] = concentracióndel metal (~g/g).

a = ppb.

M = g depesoseco.

3. ORTENCION Y RECUENTO DE LAS CELULAS

PERITONEALES RESIDENTES

3.1. MATERIAL

* Jeringasdesechablesde 10 ml y 2 ml

* Povidonayodada

* Algodón

* Soluciónbalanceadade Hank’s (HBSS) tamponadacon lOmM

* Hepes,PH de 7,2

* RPMI-1640tamponadocon lOmM Hepes,pH de 7,2

* Tubosde centrífuga,estériles

* Centrífuga (Janetzki T 32c)

* Agitador de tubos (Reax 2000, Heidolph)

* Hemocitómetro(Cámarade Neubauer)

* Micropipetasautomáticasy puntasparamicropipetas

* HembrasBalb/c
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3.2. PROCEDIMIENTO DE ORTENCION

Se sacrificó a los ratonespordislocacióncervical. Se limpió la piel con povidona

yodada.

La obtencióndelas célulasperitonealesse hizo segúnel métododescritopor Leijh

et al (204). Se realizó una incisión de unos 5 cm en la piel, se abrió y se separóde la

cavidadabdominal.Se inyectéun volumende 4 ml de HBSS o de RPMI-1640 (Sigma)

(dependiendodel experimento).Se eligió estevolumen despuésde varios experimentos

previos, que nos mostraron que era la dilución que nos producía la recogida de mayor

cantidadde célulasperitoneales.

La inyecciónse realizóa lo largo de la línea mediaanteriory sehizo circular el

fluido mediantemasajeabdominal,durante1 minuto. El fluido peritonealse obtuvo por

la inserciónde tina agujaen el flanco izquierdo y aspiración.

Se recogióen tubos de centrífugaestériles,de plástico o de vidrio siliconizado,

cerradoscon algodóno taponesdecaucho,dependiendodel experimento.

El líquido peritonealsecentrifugóa 1000rpm durante10 minutos, sedecantéel

sobrenadante y las células se resuspendieron en un medio de mantenimiento, que varió

dependiendodel experimento.

3.3. RECUENTO DEL NUMERO DE CELULAS PERITONEALES

Seobtuvieron4 alícuotasde la suspensióncelulary sediluyeron 1/10en solución

de Hanks. Se hizo su recuentoen cámaraNeubauercon objetivo de 40 aumentos,

valorándoseparacadaalícuotala media por cuadradode la lecturadel retículode los 4

cuadradosde las esquinasde las doscámarasdel hemocitómetrode Neubauer(205). Se

mediabael resultadoobtenidodeestaformade las 4 alícuotas.

El númerode células/mlsecalculómediantela fórmula:

Recuento medio*10000*lO
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El númerototal de células seobteníamultiplicandoel númerodecélulas/mlporel

volumen de la suspensión celular, del que seobteníanlas 4 alícuotas.

En los experimentos en los que los recuentos celulares se empleaban para otras

técnicas se empleaba 2 alícuotas, siendo el resto del procedimiento semejante.

4. MEDIDA DE LA VIABILIDAD DE LA MEMBRANA CELULAR

Tanto la exposición al plomo como factores de tipo técnico pueden alterar la

integridadde la membranacelular. Esta integridadse midió mediantela exclusióndel

colorante azul de trípano al 0,4% (206), coloranteque no penetra las membranas

leucocitariassin soluciónde continuidad.

4.1. MATERIAL

Colorante azul de trípano (Merck) 4% en H2Od 20m1

Solución salina 0,14M c.s.p.lOOml

4.2. PROCEDIMIENTO

Sehicieron3 alícuotasde 100 ~l de la suspensióncelularen 100 jtl de soluciónde

Hank’s, a las que se añadieron200 j¿l de azul de trípano al 0,4%. Se mezclaron

cuidadosamente en un agitador de tubos y se esperó 5 minutos para su lectura.

Se agitó, serecogiócadaunade las suspensionesconunapipetaPasteury se hizo

el recuentoen cámaraNeubauerde un mínimo de 200 célulasperitoneales,con objetivo

de 40 aumentos.Se contaronlascélulas viables(no teñidas)y las no viables(teñidasde

azul). La viabilidad seobtuvomediantela aplicacióndesiguientefórmula y hallandoluego

la mediade las 3 alícuotas:

Células viables
Viabilidad= *100

Células viables + Células no viables
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5. PURIFICAClON DE LAS GEL ULAS PERITONEALES

5.1. PURIFICACION DE HEMATIES

Cuandolas célulasperitonealesestabancontaminadasporunacantidaddehematíes

mayordeI 5%, seprocedíaa su hemólisis, mediantetris-cloruroamónicosegúnel método

descritopor Hudson y Hay (207).

5.1.1. Material

* Tris 0,17 M (hidroximetil amino metano).

* Buffer de lisis decloruro amónico:

Cloruro amónico 8,2900g
Bicarbonatopotásico 1 ,0000 g
EDTA-Na2 0,0372g
Agua destilada 1000 ml

Seañadió10 ml de Tris 0,17 M a 90 ml del buffer decloruro amónicoy seajustó

a pH 7,2.

5.1.2. Procedimiento de hemólisis

Se suspendióla mezclaleucocitoeritrocitariaen 10 ml de tris-cloruroamónicoa

4
0C, manteniéndosea estatemperaturadurante10 minutos.

Se centrifugóa 1000 rpm durante10 minutosy se lavé con PBS. El sedimentose

resuspendióen el medio de mantenimiento,y sehizo un recuentode las célulasblancas

y de su viabilidad en cámarade Neubauer.

5.2. OBTENCION DE UNA POBLACION PERITONEAL RICA EN

MACROFAGOS

Esimposibleobtenerunapoblaciónperitonealcompuestasólopormacrófagos,pero

se puedenconseguirpoblacionesaltamenteenriquecidasen estascélulas. Una de las

técnicasempleadascon estefin es la adherenciaal plásticoo vidrio, que fue descritapor

37



Material y Métodos

Mosier (208). Esteprocedimientopermitela separaciónde lascélulasde unasuspensión

celularen adherentes(ricas en macrófagos)y no adherentes(ricas en linfocitos).

5.2.1. Material

* Solución balanceada de Hank’s tamponada con lOmM HEPES(Sigma)

* Suerofetal de ternera(Gibco)

* Solución salinatamponadacon fosfato (PBS)

* Tripsina(Trypsin, Pankreasprotease;Merck)

* PlacasMIF (Sterilin, England)

* Micropipetasy puntasestériles

* PipetasPasteurestériles

5.2.2. Procedimiento

Las célulasperitonealesse suspendíanen un medio de mantenimientocompuesto

por Hank’s tamponadocon lOmM de HEPES y un 10% de suero fetal de ternera

descomplementado(Gibco).

Se utilizaron para la adherencia placas MIF de plástico. Se partió de diversas

concentracionesdecélulasperitonealesde l*10~ a 2*l0ó/ml incubadasa 37”C duranteun

tiempode 2 horas.Parasu posteriorrecuperaciónsesiguierondiversosprocedimientos.

El primer métodoensayadosehizo segúnel métododel choquetérmico descrito

por Pennline (209). Sedecantóla poblaciónperitonealno adherida,mediantela inclinación

de la placa, formando un ángulo de 30W y absorbiendocuidadosamenteel medio de

mantenimientocon unapipetaPasteur,y el posteriorlavadocon soluciónsalinade Hank

templada.Luegosesometióa las célulasadheridasa un shocktérmico.Paraello seañadió

Hank’s helado y se mantuvo la placa a 40 C durante 15 minutos, recuperándosea

continuaciónlas célulasadheridas.
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Se ensayóotro método de recogidade las célulasadheridas,que consistíaen la

incubación con tripsina al 0,25% en PBS segúnel método descritopor Hudson y Hay

(210). Seañadiótripsina-PBSy se mantuvodurante30 segundosa temperaturaambiente,

severtió y se incubaronlas placasa 370 C durante 5 minutos. Se incorporóel medio de

mantenimientoy seobtuvieronlas células por aspiracióncon unapipeta Pasteur.

Se midió la viabilidad de las célulasperitonealesrecuperadasmediantela exclusión

del coloranteazul de trípano.

6. DETERMINA ClON

PERITONEAL

DELA COMPOSICION CELULAR

Dada la posibilidad de

diversas células peritoneales

investigaciónel empleode una

la existenciade una variación en la proporción de las

por la exposición al plomo, desarrollamos para su

técnicacitológica,de May-Griinwald-Giemsa.

6.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El sedimentocelulareracuidadosamenteagitadodurante1 minuto en un agitador

de tubos y mezcladas5*105 células/ml con 1 gota de suero fetal de ternera, según

modificación del métododescritopor Brummeret al (211).

Se hacíandosextensionessobredosportasparacadaanimal, y sedejabansecar

a temperaturaambiente.

6.2. TINCION CON LA TECNICA DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA

Se utilizó el preparado Diff QuikR.

Los frotis se introdujeron 10 veces en la solución fijadora de

metanol,dejándosegotearel exceso.

Se metieron 10 vecesen la solución de EosinaG tamponadacon

gotearel colorantesobrantey a continuaciónse introdujeron 10 veces

Fast Green en

fosfato, se dejó

en el colorante
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tiazinatamponadocon fosfato.

Los frotis seaclararonabundantementecon aguadestilada,sedejaronsecary se

miraroncon objetivo de inmersión, haciéndoseun recuentode un mínimode 200 células

elegidasen 4 camposdiferentes.

7. ESTUDIO DE LA ADHERENCIA DE LAS CELUL4S

PERITONEALES

Los macrófagosson célulasquetienenla propiedadde unirsea sustratossólidos.

Esta propiedad puede usarse para obtener una población rica en macrófagos, como

mencionamosanteriormente,o como una función de la población celular, que es la que

quisimosmedir en esteapanado.

7.1. MATERIAL

* Tubos de centrífugade plásticoestériles

* Discos de plástico estériles, placas MW(Sterilin)

* Tubos de plásticoestérilesde 5 ml

* Hemocitómetro (cámara de Neubauer)

* PipetasPasteurestériles

* Puntasde micropipetasestériles

* Soluciónbalanceadade Hank’s

* Suerofetal de ternera (Gibco)

* HEPES(Sigma)

* Cloxacilina

* Ampicilina
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* Gentamicina

* Agar sangre(Agar sangre,baseN02, Oxoid)

* Agar Sabouraudmaltosa(Oxoid)

7.2. PREPARACIONDEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

PERITONEALES

Solución balanceadade Hank’s 900 ml
Suerofetal de ternera 100 ml
HEPES 2,l43g
Cloxacilina 90 mg
Ampicilina 90 mg
Gentamicina 4,5 mg

El medioera preparadosegúnDe la Fuente(212), ajustadoa pH 7,2 y guardado

enalícuotasde 4m1 a -200C. Seescogían2 alícuotasal azary severificabaen agarsangre

a 370C y en medio de Sabouraudmaltosa,a temperaturaambiente,la no contaminación

por bacteriasu hongos.

7.3. PROCEDIMIENTO

Lascélulasperitonealesseajustaron,deacuerdocon suproporciónen macrófagos,

obtenidaen estudiosprevios, a una concentraciónde 5*105 macrófagos/míen el mediode

cultivo, segúnel métododeDe La Fuente(212).

Se midió su viabilidad celular con azul de trípano,usándosesólo las suspensiones

celularesque tuvieronuna viabilidad superioral 95%. Cuandolos hematíessuperaronel

5 % de las célulasperitonealesse hemolizaron,segúnel método descritoanteriormente

(207).

Seañadieron200 gl de la suspensióncelular alas placasMIF plástico, relizándose

para cadaratón 3 pruebasy obteniéndosela media. Se mantuvierona 370C durante2

horas,en ambientehúmedo.
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Los discosselavaron3 vecescon Hank’s frío, segúnel métododescritoporMosier

(208), y el númerode células recuperadassemidió en una cámaraNeubauer,haciéndose

2 recuentospor cadaplacade adherencia,y hallándosesu media.

El Indice de adherenciasecalculósegúnla fórmula:

N0 inicial de células-N0 de células del sobrenadante
________________________________________________________* ~~~

N0 inicial de células

Este índice, que representabala adherenciade la poblaciónperitoneal,se ajustó

despuéspara la poblaciónmacrofágica,segúnsu proporciónen la poblaciónperitoneal.

Se realizó tambiénla medidade la viabilidad celular, por exclusiónde azul de

trípano, de cada placa de adherencia, que nos garantizó el buen estadode las célulasal

finalizar el experimento.También,setestóen agarsangre,la no contaminaciónbacteriana

de las placas.

8. ESTUDIODELA QUIMíOTAXIS YMOVIL íDÁD ESPONTÁNEA

DE LAS GEL ULAS PERITONEALES

Seeligió paramedirtanto la quimiotaxiscomola movilidadespontánea,el método

de Boyden modificado(213). Realizamosla técnicaen cámaras,de las denominadasde

vasociego,quetienendoscompartimentosseparadosporun filtro con poros,quepermiten

el movimiento quimiotáctico y al azar de las células, pero no su caída de un

compartimentoal otro. En el piso superior se colocaronlas células y en el inferior la

sustanciaquimiotáctica o el medio en el que se preparabaésta, según midiéramos

quimiotaxis o movilidadespontánea.Las célulasemigrarona travésde los poros haciael

compartimento inferior. La pruebaseparó por la fijación del filtro y su tinción.
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8.1. MATERIAL

* Cámarade flujo laminar

* Estufaa 37<’C

* Tubos decentrífugasiliconizados

* Cámarasde vasociego(Neuro Probe,Quirnigranel)

* Filtros de microporodepolicarbonato,Sjím de diámetro(Nuclepore,

Quimigranel)

* Tubos de plásticoestériles,5 ml

* Hemocitómetro(cámarade Neubauer)

* PipetasPasteurestériles

* Puntasde micropipetasestériles

* Tiras pH (Merck)

* RPM]-1640(Sigma)

* Albúmina Bovina, libre de ácidosgrasos(Sigma)

* HEPES (Sigma)

* Caseína(Sigma)

* Agar sangre(Agar sangrebaseN0 2, Oxoid)

* Agar Sabouraudmaltosa(Oxoid)

8.2. PROCEDIMIENTO DE SILICONIZADO

Soluciónde silicona

Agua destilada

Los tubos de vidrio

15 ml

985m1

limpios y secosse sumergieronen este líquido durante24
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horas, a temperatura ambiente. Se secaban en la estufa, puestosbocabajo,duranteuna

mañana.Se esterilizarontapadoscon algodón en horno Pasteura 1400C, duranteun

tiempode 3 horas.

8.3. PREPARACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

PERITONEALES

RPMI-1640 100 ml
Bicarbonato sódico 0,2 g
HEPES . 0,2383 g
Albúmina bovina 2 g

Se ajustabacon ácido clorhídrico 0,1 N a pH 7. Se hicieron alícuotas y se

guardabana-200C. Seescogíanal azar2 alícuotasy severificabaenagarsangre,a 370C,

y en agar Sabouraudmaltosa, a temperaturaambiente, durante 1 semanala no

contaminación por bacterias u hongos.

8.4. PREPARACIONDE LA SUSTANCIA QUIMIOTACTICA

RPMI-1640 15 ml
Bicarbonato sódico 30 mg
HEPES 35,8 mg
Caseína 45 mg

Se realizó mediante una modificación del métododescritoporWilkinson (214),que

consistióenel cambiodel mediodecultivo Medium 199 porRPMI-1640. Se subióel pH

del RPMI-1640a 12 conhidróxido sódico0, 1M. Seañadióla caseínay seacidificó el pH

con ácido fosfórico 0, 1M. Cuandoel pH erade 8 seañadióel bicarbonatosódico y el

HEPESy se terminó de ajustar, con el ácido fosfórico, a pH 7,2. Sehicieronalícuotasy

seguardarona -200C.

Se escogíanal azar 2 alícuotas y severificaba la no contaminación bacteriana o

fúngicaen cultivos de agarsangrey mediode Sabouraudmaltosa.

44



Material y Métodos

8.5. PROCEDIMIENTO DE LA QUIMIOTAXIS

Se realizó según una modificación del procedimiento descrito por Lohr y

Snyderman(215),en cuantoa la sustanciaquimiotáctica.Seempleócomoquimioatrayente

caserna.

Sepreparéla suspensióncelularen el mediodemantenimiento,a unaconcentración

de 2*106 macrófagos/mí.

Se añadieron100 M1 de la sustanciaquimiotácticaa la parteinferior de 3 cámaras

dequimiotaxis.

Se colocaron los filtros y se enroscó la parte superior de la cámaras.En el

compartimentosuperior secolocaron200 ¡tI de la suspensióncelular.

Se incubaronlas cámarasa 37”C, en presenciade humedad,durante4 horas.

Se aspiró, cuidadosamente,la suspensióncelulardel compartimentosuperior. Se

midió su pH, su viabilidad y la no contaminaciónbacterianao fúngica.

Serecogieronlos filtros y secolocaroninvertidos sobreun cubreobjetos,demodo

que las célulasemigradasquedabanen contactocon el aire. Se dejaronsecarduranteun

tiempode 50 a 60 minutos.

Se tiñeronmedianteel preparadocomercialDiff~QuikR, secolocaronlos filtros en

un portaobjetosy secubrieron.Secontaronlas célulasmononuclearesemigradasa la cara

inferior del filtro en 10 camposelegidosal azar,con objetivo de inmersión. Se hicieron

2 lecturasde cadafiltro y el resultadoseexpresócomo la mediade la sumadecélulasde

la línea monocito-macrofágicaemigradasen los 10 campos(Indice quixn¡otáctico).

8.6. PROCEDIMIENTO DE LA MOVILIDAD ESPONTANEA

Seañadieron100 ¡tí deRPMI-1640con HEPESen la parteinferior de 3 cámaras.

Se colocó el filtro y se añadieron 200 ¡tI de la suspensión celular, a una

45



Material y Métodos

concentraciónde 2*106 macrófagos/mí,a la partesuperiorde la cámara.Se incubarona

37~’C y en presenciade humedad,durante4 horas.

La fijación de las células emigradas,su tinción y lecturaserealizaroncomo en el

caso de la quimiotaxis.

9. ESTUDIO DE LA OPSONIZACION, FAGOCITOSIS Y PODER

CANDIDICIDA

La fagocitosis es uno de los más importantes mecanismos de defensadel huesped

frentea los microorganismosque lo invaden,siendo el macrófagouna de las principales

célulasque participanen ella.

El proceso de la fagocitosis puede separarse en varias etapas: opsonización del

microorganismo por factoresséricos,adhesiónde los microorganismosopsonizadosa la

superficiedel fagocito, englobamientoy muerteintracelularde los microorganismosy su

posterior digestión.

Ante la posiblealteraciónde estasfuncionespor la exposiciónal plomo, serealizó

suestudio.

Se eligió un ensayoin vitro frentea C. albicans, segúnmodificacióndel método

de Zeligs (216), empleando2:1 Candidaspor macrófago.

9.1. MATERIAL

* Tubosde centrífugasiliconizados,estériles

* PipetasPasteurestériles

* Puntasamarillasde micropipeta,estériles

* Agitador de tubos (Reax2000, Heidolph)

* Centrífuga(JanetzkiT 32 c)
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* Baño con agitación(Baño Unitronic 320 OR, Selecta)

* Azul de trípano0,4% (Merck)

* Azul de metileno0,1%

* RPMI-1640

* Suerofetal de ternera(Gibco)

* HEPES(Sigma)

* C. albicans

* Célulasperitoneales

* Agar sangre(Agar sangre,baseN0 2, Oxoid)

* Agar Sabouraudmaltosa(Oxoid)

9.2. PREPARACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

PERITONEALES

RPMI-1640 1000 ml
Bicarbonatosódico
HEPES 2,383 g

Se ajustabael pH a 7,2 y sepreparabanalícuotasde 4 ml en jeringuillasestériles

y de 2 ml en tubos de plásticotambiénestériles.Se guardabanen el congeladora -200C

y se elegían al azar 2, verificándoseen agar sangrey en agar de Sabouraud,la no

contaminaciónporbacteriasu hongos.

9.3. PREPARACION DEL MEDIO PARA OPSONIZACION DE Candidaalbicans

RPMI-1640 80 ml
Bicarbonatosódico
HEPES
Suero fetal de ternera

El suerofetal erapreviamentedescomplementado,a 560C durante30 minutos.Se

160 mg
90,4 mg
20 ml
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hacíanalícuotasde 2 ml y seguardabanenel congeladora -200C. Secomprobabaen agar

sangrey en Sabouraudmaltosala no presenciade bacteriasy hongos.

9.4. PREPARACIONDE LA CEPA DE C. albicaus

Seutilizó una cepade C. albícans, cedidaporel laboratoriodeMicrobiologíadel

Hospital Militar Central GómezUlla. Seperpetuóla cepade C. albicanspor cultivo en

agar de Sabouraud maltosa que se renovó cada 3 días. Se usaronsiemprecultivos de 18

a 20 horas, para evitar la formación de hifas y la presencia de levaduras en estado de

gemación.Se preparóunaalícuotaen el medio de opsonizacióna unaconcentraciónC.

albicans de 4*106/ml y seincubó30 minutosa370C en un bañocon agitaciónde 60 rpm.

Una segundaalícuotasc preparabaen PBS y semedíasu viabilidad con azulde metileno

al 0,1 % (217). Sólo seusaronlas suspensionescon unaviabilidad superioral 99%. Las

suspensionesseconservarona 40C hastasu usopara la opsonizacióno la medidade la

viabilidad.

9.4.1. Procedimiento

La suspensióncelularseajustóa unaconcentraciónde 2*106 macrófagos/míen el

medio de mantenimiento.Se midió suviabilidad celular,por exclusiónde azulde trípano,

usándosesuspensionesconla viabilidad superioral 95%. Se hicieron 2 alícuotas con 0,25

ml de la suspensiónencadatubo. Se cultivó unaterceraalícuotaen agarsangrea 370C,

durante1 semana,paracomprobarla no contaminaciónde la suspensióncelular

Inmediatamentedespuésseañadieron0,25ml dela suspensiónde C. albicans,que

habíasido previamenteopsonizada,segúnse mencionóanteriormente.

Se mantuvoa 370C en un bañocon unaagitaciónde 60 rpm, duranteun tiempo

de 120 minutos,que la estandarizaciónprevia nosmostrócomoel másadecúado.
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Cuando faltaban 5 minutos para los 120, se obteníauna alícuotay se medía la

viabilidad de las células peritonealescon azul de trípanoal 0,4%. Al restoseañadíaazul

de metilenoal 0,1%.

Se centrifugabanlos tubos a 1750 rpm durante 10 minutos. Se decantabael

sobrenadantey con la puntade una micropipeta seresuspendíay setomabauna muestra

que semiraba con objetivo de 40* en un hemocitómetro,contándoseun mínimo de 200

célulasperitoneales-

Se usabansuspensionescontrolesde C. albicans en el medio de opsonizacióne

igual volumende medio de mantenimientode macrófagospero sin fagocitos,para medir

la viabilidad de las C. albicans duranteel ensayo.

Se obtuvieronlos siguientesíndices:

* Indice fagocítico: Número de células con C. albicans ingeridas/lOO macrófagos.

* Número medio de C. albicans por macrófago con C. albicans.

* Número de macrófagos con C. albicansadheridas/lOO macrófagos.

* Indice candidicida: Número de C. albicans fagocitadasy muertas/lOO

macrófagos.

Se contaban200 células peritonealesy se calculabanlos anterioresíndicessegún

el porcentajede macrófagosde la poblaciónperitoneal.

10. TRATAMIENTO ESTADíSTICODE LOS DATOS

Los datos recogidossobrelos efectosde la exposiciónen las diversasvariables

dependientes,seanalizaronen un primer estadiosegúnlos parámetrosde la estadística

descriptiva:mediay desviacióntípica.

En un segundafaseseemplearonlos métodosde la estadísticaanalíticanecesarios

en cada estudio para la comparación de los datos en los distintos grupos.
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En las pruebasdeestandarización,que requeríanla comparaciónde los resultados

de 2 grupos, el análisis se realizó mediantela prueba t de Student. Se consideraron

significativaslas diferenciascon unap =0,05y cuandolas diferenciaseran significativas

seestimó la magnitudde la diferenciamedianteun intervalo de confianza(218). Cuando

los supuestosde normalidado de igualdadde varianzasno secumplieronse empleó la

pruebaU de Mann-Whitney(218).

La comparaciónde los resultadosentreel grupocontrol y los expuestosa 13, 130

y 1300 ppm, sehizo medianteel análisisde la varianza,rechazándosela hipótesisnula

cuandola p =0,05.Paraexplorar los gruposque producíanlas diferenciasse utilizaron

comparacionesmúltiples mediante“contrastesa posteriori”, segúnla pruebade Scheffé

(219). Cuando las condicionesde normalidad y de homogeneidadde varianzasno se

cumplieron, se empleó la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis (219).

En el casodequela modificaciónde la variabledependienteserelacionaracon el

progresivoaumentode la dosis, seutilizó el métodode la regresiónlineal simple (220).
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1. ESTANDARIZA ClON DE LAS TECNICAS

En un primerestadiosecomprobóla fiabilidadde la exposiciónal plomoa través

de la vía oral, por medio de la bebida,registrándosela gananciade pesosemanalde los

ratonesy su pesofinal, indicadoresde un buen estadogeneral y de la intoxicación

subclínica.También seestandarizaronlas diferentestécnicas.

1.1. ESTUDIOBELA VALIiDEZ DE LA EXPOSICIONAL PLOMO A TRAVES

DE LA BEBIDA

Se emplearon40 ratoneshembrasBalb/cde 4 semanasde edad,constituyéndose

4 gruposexperimentalesde 10 ratonescadauno: el control y los expuestosa 13, 130 y

1300 ppm. La comparación en los resultados se realizó medianteel análisisde la varianza

(ANOVA).

El consumo medio de agua por ratón se midió semanalmentedurante70 días. Se

calculó la ingestamediadiaria de líquido decadaratón,que serepresentaen la Tabla 1.

Al comparar el consumo medio de líquido de los animales expuestos a los

diferentes grupos de intoxicación y de los controles no se obtuvieron diferencias

significativas(ANOVA p=O,35).El consumomediodeaguade los animalesestabaentre

3,95 y 4,34 ml al día.

1.2. RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE LOS RATONES DURANTE EL

ESTUDIO PILOTO

El desarrolloponderalfue semejanteen todoslos gruposy durantelas 10 semanas

de exposiciónal plomo, comoserepresentaen la Figura 1.

La ganancia de pesototal también era similar (ANOVA p=O,59) en todos los

grupos: 7,24±0,49g en los controles,7,31+1 91 g en el grupo de 13 ppm, 7,78+046

g enel de 130 ppm y 7 82+2 97 g en el de 1300ppm.
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La comparación del peso final de los ratones dió también diferencias no

significativas(ANOVA p=’O,54), siendode 199±1,02g, 19,9±1,4g 206+1,89g y

de 20 7+ 1 84 g, paralos animalestestigo y los expuestosa 13 ppm, 130 ppm y 1300

ppm respectivamente.

1.3. ESTANDARIZACION DE LA OBTENCION DE LAS CELULAS

PERITONEALES

1.3.1. Diseñoexperimental

Se utilizaron 24 ratones hembras Balb/c de 8 a 12 semanas de edad.

En 12 ratonesseinyectó en el centrode la línea mediaabdominalun volumende

2 ml de Hank’s y en los otros 12 un volumende 4 ml.

Se recogióel fluido peritonealmedianteaspiración,secentrifugóy secalculósu

recuento celular medio en cámaraNeubauer.

La comparación de los resultados se realizó mediante la pruebano paramétricaU

de Mann-Whitney,porqueno se cumplió la condición denormalidad.

1.3.2. Resultados

La Figura2 representael númeromedio decélulasperitoneales,obtenidastras la

inyección de 2 y 4 ml de medio demantenimientoen peritoneo.

El lavadodeperitoneocon 4 ml de mediode mantenimiento obtenía el 154,8% de

célulasmásque cuandoserealizabacon 2 ml. Las diferenciasfueron significativas(U de

Mann-Whitney p= 0,001),por lo que elegimosla inyección con 4 ml para todos los

experimentosrealizadosposteriormente.
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1.4. ESTANDARIZACION DE LA RECUPERACION DE LAS CELULAS

PERITONEALES ADHERIDAS AL PLASTICO

1.4.1. Diseñoexperimental

Se emplearon13 ratonescon una edadcomprendidaentrelas 8 y las 12 semanas.

Se obtuvieronsus célulasperitonealesy seestudióla recuperaciónmediade éstas

tras la adherenciaa placas MIF de plástico, dependiendodel uso de concentraciones

celularesinicialesde2.000.000/mlo de l.000.000/mly de sutratamientocon un choque

térmico, o de una concentracióninicial de 2.000.000/mly la utilización de tripsina para

despegarías.

Se realizaron3 pruebaspor ratón y el resultadoseexpresómediantela mediay la

DE. También se midió la viabilidad celular con azul de trípano, segúnel método de

recuperación. Se utilizaron 5 y 5 ratonesparacompararlas dosconcentracionescelulares

usadasparael métododel choquetérmico y 3 ratonesparael método de la tripsina.

Se analizaron los resultadosobtenidos mediante la prueba no paramétricade

Kruskall-Wallis para el número de células recuperadasy ANOVA para la viabilidad

celular.

1.4.2. Resultados

En la Tabla JI semuestranla mediay DE de las célulasperitonealesrecuperadas

despuésde la adherenciaa placasMIF de plástico.

El uso de 1 .000.000 de células y de un choque térmico permitía recuperar un

105,65% del empleo de 2.000.000de células y un choquetérmico y un 122,5% del uso

de tripsina.

Esteporcentajemediodecélulasrecuperadasfueel mismo,con unagrandispersión

de los resultados,con independenciadel método utilizado. Por ello su análisis serealizó

medianteunapruebano paramétrica,la pruebade Kruskall Wallis p=O,5.
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La viabilidad celulartampocomostródiferenciassignificativas(ANOVA p0, 84),

siendode 82±9,7parael grupode 2.000.000de célulasde partiday choquetérmico,de

81+10,59parael de 1.000.000y choquetérmico, y de 82±3para el de 2.000.000y

tripsina.

1.5. ESTANDARIZACION DELA DIFERENCIACION CELULAR PERITONEAL

En esteexperimentotrabajamoscon 12 ratoneshembrasBalb/cde 8 a 12 semanas

de edad.

Debido al escasonúmerode macrófagosaisladospor la adherenciay posterior

despegamiento,insuficientes para la realización del resto de las técnicas, decidimos

conocerel porcentajemonocito-macrofágicoen las células peritonealesy realizar la

corrección,segúnestaproporción,en las célulasobtenidasparala verificar las técnicas

con el númerode macrófagosadecúados.Empleamosla técnicadeMay-Grunwald-Giemsa

parala diferenciacióncelular.

La diferenciación celular nos mostró una población peritoneal del 32% de

macrófagos,0,33% decélulasNK, 65,75%de linfocitos, 1,33% de polimorfonucleares,

0,25% de eosinófilosy 0,34%debasófilos.

1.6. ESTANDARIZACION DEL INDICE DE ADHERENCIA DE LAS CELULAS

PERITONEALES

1.6.1. Diseñoexperimental

Seutilizaron6 ratoneshembrasBalb/c con unaedadde 8 a 12 semanas.Seempleó

como Indice de adherenciael porcentajede célulasperitonealesadheridasaplacasMIF,

segúnel protocolo mencionadoanteriormente,usándose3 placas para cada ratón y

valorándoseel resultadomedio. Se calculó ademásel Indice de adherenciade la

población monocito-macrofágicaa partir del índice anterior y de la proporciónde esta

línea en las célulasperitoneales.
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Tambiénsemidieron la viabilidad celular inicial y la final, con azul de trípano.

1.6.2. Resultados

La media del porcentaje de adherencia de las células peritoneales fue de

32,8+672

El Indice de adherencia de los macrófagos era de 93,9+9 7

Las viabilidades inicial y final de las células fueron 98+0,61 y 97+1 11

respectivamente.

1.7. ESTANDARIZACION DE LA QUIMIOTAXIS Y MOVILIDAD

ESPONTANEA

1.7.1. Diseñoexperimental

Se utilizaron 12 ratoneshembrasBalb/c con edadesentrelas 8 y las 12 semanas

de edad,a los que sedividió en 2 grupos.

En el primergrupo,compuestopor 7 ratones,seusócomosustanciaquimiotáctica

la caseínaa unadosis de 5 mg/ml y en el segundo,formado por 5 ratones,estamisma

sustanciaa una dosis de 3 mg/ml. En las pruebade movilidad espontáneala sustancia

control fue RPMI-1640. Se realizaron 3 pruebas de quimiotaxis y 3 de movilidad

espontáneaparacadaratón, segúnla técnicade Boyden. Se valoró el númerode células

de la línea monocito-macrofágicaqueemigraron a la carainferior de una membranade

policarbamato.Tambiénsemidieron las viabilidadesinicial y final de las célulasutilizadas

en el experimento.

El análisisestadísticoserealizómediantela pruebat de Studenty comoéstaresultó

significativase estimóel intervalo queexpresala magnitudde la diferencia.
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1.7.2. Resultados

En la Tabla III se representael Indice quimiotáctico,es decir el númeromedio

de célulasemigradasa la carainferior del filtro, con las 2 dosisde caseína(Figura 3).

La dosis de 3 mg/ml de caseína produjo un paso de células de la línea monocito-

macrofágicadel 190,7%del uso de Smg/mldecaseína.Las diferenciasfueron altamente

significativas(p=O,0009)por lo que elegimosla dosisde 3 mg/ml parala realizaciónde

experimentosposteriores.El usode 3 mg/mlde caseínapermitíael pasode 10,36a 29,61

célulasmás que La dosisde 5 mg/mI, con un intervalo deconfianzadel 95%.

La movilidadespontánea,fue semejante,no mostrandodiferenciasestadísticamente

significativas(p=O,14) (Figura 3).

La viabilidad inicial y la final de las célulasdurantela realizacióndel experimento

fueron 98±0,85y 97,5±0,87respectivamente.

1.8. ESTANDARIZACION DE LA OPSONIZACION, FAGOCITOSIS Y PODER

CANDIDICIDA DE LAS CELULAS PERITONEALES

1.8.1. Diseñoexperimental

En esteexperimentotrabajamoscon 12 ratoneshembrasBalb/cde 8 a 12 semanas

deedad.

Se incubaronsusmacrófagosperitonealesconC. albicans,siguiendola metodología

ya mencionadaen el apartadode material y métodos,y obteniéndoselos índicesreferidos

en dicho apartado.Se utilizaron 6 ratonesduranteun periodode 90 minutosy 6 ratones

durante 120 minutos.

La comparación de medias se hizo con la prueba t de Student. Cuando las

diferenciascon la t de Studentfueron significativasseestimaronlas magnitudesde las

diferencias.
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1.8.2. Resultados

En la TablaIV serecogeel Indicefagodtico,estoesel númerode macrófagoscon

C. albicans fagocitadas,a los 90 y 120 minutos.Esteíndice realizadoa los 120 minutos

eraun 193,4% del índice a los 90 minutos.

La comparacióndemostró diferencias estadísticamentesignificativas con una

p=0,O16.El intervalo de confianzaparael 95% del Indice fagocíticoa los 120 minutos

respectoal de los 90 minutoserade 5,91 a 46,57 vecesmayor.

El Número medio de C. albicans por fagocitofue de 1 08+0 20 paraun tiempo

de 90 minutosy de 1,31+008 (121,3%del anterior)para los 120 minutos, no siendo

estadísticamentesignificativos (p=0,11).

El Númerode macrófagoscon C. albicans adheridas era de 19 16+10 43 y de

13,01+944 (67,9% de las C. albicans adheridasen un tiempo de 90 minutos),

respectivamente,no diferenciándoseestadísticamente(p= 0,42).

El Indice candidicidade los macrófagosserepresentaen la Figura 4, siendo las

diferenciasmuy significativas(p=0,O052).El Indice candidicidaa los 120 minutosera

de 11,95 a 51,79 más células que a los 90 minutos, con un intervalo de confianzadel

95%.

Ante estosresultadoselegimoslos 120 minutoscomoel tiempomásadecuadopara

la realizaciónde la prueba.

2. MODELO MURINO DE EXPOSICIONAL PLOMO

Ya que sepretendiódemostrarque esla exposicióna dosissubclínicasdeplomo

la quealteradiversasfuncionesde los macrófagos,semidieron el pesofinal y la ganancia

total depeso,así como el consumomedio diario de agua, como control tanto del buen

estado de los animales ante una intoxicación subclínica, como de la validez de la

exposiciónoral a estemetal a través de la bebida.
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Durantela realizaciónde estetrabajodeexperimentaciónse emplearon3 series

diferentesde ratonesasignadosa los grupostestigo y a los expuestosa 13, 130 y 1300

ppmdeacetatodeplomo. Semuestranlasestadísticasdescriptivay analíticadelpesofinal,

de la gananciade peso y del consumo de agua de estos ratones,delantede las diferentes

técnicasempleadascon cadaseriede animales.

2.1. PARAMETROS GENERALESDEL BUEN ESTADO DE LOS ANIMALES

Esta serieestabaformadapor 40 animales,10 por cadagrupo. La exposiciónde

los ratones al metal se realizó durante 70 días, periodo en el cual se pesó a los animales

semanalmente y semidió el consumode liquido, que seexpresóen mililitros/día.

La comparación de los resultados entre los diferentes grupos se ha realizado

mediante la prueba de análisis de la varianza (ANOVA) y cuando no se han cumplido las

condicionesparasu aplicacióncon el “test” no paramétricode Kruskall-Wallis.

2.1.1. Resultadosen el pesormal

La Tabla V recogeel pesofinal, en gramos,de los diferentesgrupos.

La comparaciónde los pesosde los 4 gruposno dió diferenciassignificativasen

el pesofinal. La pruebaANOVA dió unap=0,?l.

2.1.2. Resultadosen la gananciade peso

El desarrolloponderalde los ratonesfue semejantea lo largo de todo el periodo,

aunquedurantela fasedegananciarápidadepeso(de la 2a a la 4~’ semanadeexposición)

la grandispersiónde los datosnosobligóa analizarlosmediantela pruebano paramétrica

de Kruskall-Wallis.

La gananciade pesototal, durantelas 10 semanas,fuede 7,52±1,75,7,84+208

7,86±1,98 y 8,22±1,63 g paralos ratonestestigoy los expuestosa 13 ppm, 130 ppm y

1300 ppm de plomo. Estasgananciasde pesofueron semejantes(ANOVA p=O,W7).
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2.1.3. Consumo medio de agua al día

En la Tabla VI semuestrael consumomedio diario de agua.

El consumomediodeaguaaldía no variaba, independientementedel grupoal que

pertenecieran los ratones. Esta comparación fue realizada mediante la pmeba no

paramétricade Kruskall-Wallis y dió unap=O,S8.

2.2. PLOMO RENAL

Se escogió al riñón como indicador de la exposición al plomo, ya que es órgano

dianadel plomo, intervieneen su metabolismoy acumulametal.

2.2.1. Diseñoexperimental

Se utilizaron los 40 ratones hembras Balb/c, ya mencionados, distribuidos

aleatoriamente en un número de 10 para cada grupo.

Cuando terminó el periodo de 70 días de exposición,sesacrificarony seextrajeron

y pesaron sus riñones. Se valoró la proporción del peso renalrespectoal pesocorporal

total. Se midió el plomo renalen ppb y corrigió estamedida respectoal pesodel riñón

mediante la razón de los ~g de metal/g de peso renal seco (liofilizado previamente a la

determinación).

2.2.2. Resultados

El pesorenal, medido en gramos, fue semejanteen los 4 grupos. En el grupo

control fue de 0,037 g, siendo un 101,8% de éstosparalos intoxicadoscon 13 ppm, un

106,4% para los animalesde 130 ppm y un 105,6%para aquéllosde 1300 ppm. La

comparaciónmedianteel análisisde la varianzadió unap=0,67.

La proporción del peso renal respecto al peso total fue de 0 0018+0,0001,

0,0018+0 0002, 0,0019±0,0001,0,0019±0,0002 para los ratones testigo y los expuestos

a 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm respectivamente.EL análisis de la varianzadió una
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ptO,12.

En laFigura5 serepresentael contenidorenalen plomoen ppb. La concentración

del plomo renal aumentabaen un 458,8%respectoal control en el grupode 13 ppm,en

un 1388,6%en el sometidoa 130 ppmy en un 7041,3%en el expuestoa 1300 ppm. La

comparacióndel contenidoen estemetal serealizómediantela pruebano paramétricade

Kruskall-Wallis, siendolas diferenciasestadísticamentesignificativas(p= 0,0000000561).

En la Tabla VII semuestrael contenidoen plomorenalcorregidorespectoal peso

del riñón liofilizado. Las diferenciasentre los gruposen el contenidoen plomocorregido

por el pesorenalaumentabansobrelas realizadaspreviamentea la corrección.El análisis

de estosresultados,realizadotambién mediantela pruebano paramétricade Kruskall-

Wallis dió un p:=O,OOOOOOOS63.

Se intentó establecersi habíauna relación lineal entrela dosis de exposiciónal

plomoy su contenidorenal. Paraello serealizó un análisisde regresiónlineal simple en

el que la dosisdeplomo era la variableindependientey el contenidodeplomo del riñón

en ppb la variable dependiente (Figura 6). Sepodíaobtenerel contenidoen plomo renal

a partir de la dosis de metal bebida mediantela recta y=21¿, 12+0,276x, con una

p <0,0001. Su coeficiente de correlación (r) era igual a 0,9898. La dosisde exposición

al plomo explicaba un 97,96%del contenidoen metal,en ppb, del riñón.

La recta de regresiónparael contenidoen plomo, en ~gfg renal, a partir de la

dosisdeexposición(Figura 7) eray=5,48+0,071x,con un coeficientedecorrelaciónde

0,9897y unap<O,OOOl.Un 97,95%del plomoen ¡xg/g renalprocedía de la dosisbebida.

2.3. CUADRO HEMATICO

En esteapartadose valora el estadodel sistema sanguíneo,en una exposición

subclínicaal plomo, duranteun tiempo de 10 semanas.Se realizaronlos recuentosde

glóbulos rojos y blancos, así como las fórmulasleucocitarias,en 10 ratonesen cadauno
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de los gruposel control y los expuestosa 13, 130 y 1300 pprn.

2.3.1. Resultados

La media de hematíes/plfue de 6.458.840+262.053en el grupo testigo y de

6.538.290+534.515,6.944.330+863.682y 6.732.190+387.964en los gruposexpuestos

a 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm de metal. La comparación,relizadamediantela prueba

no paramétrica de Kruska]l-Wallis, mostró que las diferencias observadasno eran

significativas (p=0,45).

La Tabla VIII y la Figura 8 muestran el efecto del plomo sobreel recuentode

leucocitos en sangre periférica de ratón,despuésde 10 semanasde exposiciónal metal.

El número de leucocitosaumentabaa un 111,6%del control en el grupoexpuesto

a 130 ppm, permaneciendo prácticamente igual para los animales de los grupos de 13 y

1300 ppm. Sucomparaciónno dió diferenciassignificativas(ANOVA p=O,SS).

Los resultadosde la fórmula leucocitaria,analizadosmediantelaprueba5<7, fueron

semejantes (X2=0,5333p=O,99).

El número de neutrófilos fue de 990,6+5962 1241+568, 1050±455y

744 5+474 para los animales controles y los expuestosa 13, 130 y 1300 ppm,

respectivamente.Suanálisismostróquelos resultadoseransemejantes(ANOVA p=O,23).

Los linfocitos fueron de 4818,9±1992 en el grupo testigo, 52204+1384 en el

grupo de 13 ppm, 5933 3+2095 en el grupo de 130 ppm y de 5465+2519en el grupode

1300 ppm. El análisis de estosresultados,realizadomediantela pruebaANOVA, dió que

lasdiferenciasno eranestadísticamentesignificativas(p=0,67).

Los monocitosfueronde 157 7+100,196±131,96,8±95y 118 3+82 3 paralos

ratonestestigoy sometidosa 13, 130 y 1300 ppm, respectivamente.Estos resultadosno

diferían estadísticamente(ANOVA, p=0,18).
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2.4. NUMERO DE CELULAS PERITONEALES

2.4.1. Diseñoexperimental

En los animales anteriores se obtuvieron las células peritoneales de los ratones y

semidieron 4 parámetrosdiferentesque se podríanmodificar por la exposiciónal plomo:

el número, la viabilidad, la composicióncelular segúnMay-Grunwald y el índice de

adherencia.

2.4.2. Resultados

En la Figura9 quedanreflejadoselnúmerodecélulasperitonealesde losdiferentes

grupos. Se puede observar como eran semejantes excepto para el grupo expuesto a 1300

ppm de plomo queexperimentabaun aumentoen su númeroa un 119,36%del control.

El análisisde estos resultados,realizadomediantela pruebano paramétricade Kruskall-

Wallis, pusode manifiestoque eransemejantes(p=O,39).

2.5. VIABILIDAD CELULAR

En la Tabla IX representamoslos resultadosobtenidosen la medida de la

viabilidadde las célulasperitoneales,porla técnicadeexclusióncelulardeazulde tripano.

Los resultados de la viabilidad fueron siemprebuenos(mayoresdel 97%). La

comparaciónde las viabilidadesmostróque no habíadiferenciassignificativasentreellas

(ANOVA p=0,50).

2.6. COMPOSICIONCELULAR

En la Figura 11 semuestranlas subpoblacionesde célulasperitoneales.

Los resultadosfueron muy semejantesen los 4 grupos.El porcentajedemacrófagos

aumentóligeramentecon laexposiciónal metal,así comoeldecélulasNK. La proporción

de linfocitos disminuyó cuandose elevabala dosis de plomo. El análisis de los datos

cualitativos,realizadomediantela puebaX2, dlii quelos resultadosno eransignificativos
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con una p=O,99.

2.7. INDICE DE LA ADHERENCIA CELULAR

En esteapartadoinvestigamosla hipótesisdequelaexposiciónalplomo modifican

la función de adherenciade las células del peritoneo, mediante el uso del índice

mencionado anteriormente en el material y métodos.

El Indice de adherencia del conjunto de células blancas del peritoneo se muestra

en la Figura 12. Esteíndice aumentabaa un 122,6%y a un 115,8% del control en los

gruposexpuestosa 13 y 130 ppm y experimentabaunagrandisminución,a un 55,15%en

los animalesexpuestosa 1300ppmdeplomo. Estasdiferenciasseanalizaronmedianteel

“test de Kruskall-Wallis”, obteniéndose una p= 0,00044.

El Indice de adherencia de los macrófagossemuestraen la Tabla 5<, dondese

puedeobservarque aumentabaa un 108,8% de los controlesen el grupo de 13 ppm,

descendía a un 99% en el sometido a 130 ppm y a un 55,8%en el expuestoa 1300ppm

de metal. El análisis de estos resultados,mediante la pruebaanálisis de la varianza,

mostraba que las diferencias eran estadísticamente significativas con una p <0,0001.

Realizando la prueba de Scheffé, para “contrastes a posteriori” obtuvimosqueel grupo

expuestoa 1300 ppmes el que producíala significaciónestadística,diferenciándosedel

conjuntode los otros 3 grupos.

Laviabilidad celularal finalizarlaprueba<le la adherencia,medidaparagarantizar

el buen estado de las células, fue siempre superioral 95%. Sus mediasfueron de96,8,

96,6, 97 y 97 para los ratones del grupo control y los sometidos a 13 ppm, 130 ppm y

1300 ppm. Su comparación,por ANOVA, no eraestadísticamentesignificativa(~p=0,7).
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2.8. PARAMETROS GENERALES

2.8.1. Diseñoexperimental

Se emplearon29 ratoneshembras,singénicos,Balb/c, de 4 semanas+4días de

edad,asignadosaleatoriamenteal grupocontrol y a los gruposdeexposicióna 13, 130 y

1300 ppm deplomo. Estosestabanformadospor 6, 9, 8 y 6 animalesrespectivamente.

La intoxicaciónduró 10 semanasy duranteesteperiodolos ratonessepesaronunavezpor

semanay tambiénse midió el consumode agua.

2.8.2. Resultados

El desarrollo ponderal fue semejanteen todos los grupos, no produciéndose

diferenciassignificativasen ningún momento,a lo largo de las 10 semanas(Figura 13).

En la Tabla XI se recogenel pesofinal en gramos, la gananciatotal de peso

durante el periodo en gramos y el consumodiario de aguaen ml.

El pesofinal de los ratonesfue similaren los 4 grupos.Los resultadosdel mismo,

analizadosmediantela pruebade Kruskall-Wallis, no fueron significativos(p=O,Oó).

La gananciade peso total de los ratones, analizadamedianteANOVA, fue

semejantep=0,22.

Tampoco el consumo de agua fue diferenteentregrupos(ANOVA p=O,09 ).

2.9. INDICE QUIMIOTACTICO

2.9.1. Diseñoexperimental

Se pensó que el plomo podría alterar tanto la movilidad celular dirigida por los

estímulosquímicos(quimiotaxis), comola debidaal azar (movilidad espontánea).Las 2

pruebasse realizaronsimultáneamenteen los mismos animales, 6 ratonesen el grupo

control y 9, 8 y 6 en los expuestos a 13, 130 y 1300 ppm. Se emplearon3 cámarasde

Boydenparalapruebadequimiotaxisy 3 parala de movilidad espontánea, con cada ratón.
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Se hallaron el Indice quimiotáctico y el Indice de movilidad espontánea, de la forma

especificada en el apartadode materialy métodos.

También se midieron la viabilidad inicial y final, que si se modificabanpodían

influir en la movilidad.

2.9.2. Resultadosen el Indice quimiot*tctico

En la Tabla XII y en la Figura 14 se muestra el Indice quiiniotáctico en los

diferentes grupos.

El Indice quindotáctico descendía a un 65,65% del control en el grupode 13 ppm,

se mantenía (100,7%) en el expuesto a 130 ppm y volvía a disminuir a un 62% en el

sometidoa 1300 ppm de plomo. La comparaciónde los resultados,realizadamediante

análisis de la varianza, mostró que las diferencias eran significativas &=0,038).

Posteriormente se realizó la comparaciónmúltiple de los grupos medianteel uso de

“contrastesortogonalesa posteriori”, por la pruebade Scheffé.Este análisisestimóque

los ratonestestigoy los expuestosa 130 ppm diferían de los expuestosa 13 y 1300 ppm

de metal, produciendola significaciónestadística.

Seanalizarontambiénaquellascondicionescelularesy experimentales,quepodrían

influir decisivamenteen el resultado de la quimiotaxis: la viabilidad celular inicial

(indicadora de una posible alteración de la integridadde la membrana),y la viabilidad

celular final (señalde las buenascondicionesambientales).

La viabilidad inicial fue de 98 7+0,88 en el grupo control, de98 94+1 18 enel

de 13 ppm, de9744+2,19enel de 130 ppm y de99 17+1 33 en el de 1300ppm. Estos

resultadoseransemejantes(ANOVA prO,14).

La viabilidad final era de97,82±1,95,97,17+175 97,98±1,90y 95,95+119

para los animales de los grupos testigo, 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm de plomo,

respectivamente. Estos resultados no fueron estadísticamente significativos (ANOVA
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p=O,17).

2.10. INDICE DE MOVILIDAD ESPONTANEA

La movilidad espontánea (Tabla XIII, Figura 14) disminuíaa un 74,8 % de los

animales testigo en el grupo de 13 ppm y a un 71,11% en los ratones de 130 ppm,

aumentandoligeramente,a un 9 1,37%, en los expuestos a 1300 ppm. Estos resultados,

analizadosmedianteanálisisde la varianza,eran semejantes(p=O,42).

La viabilidad celular inicial fue la misma que en la quimiotaxis, ya que estas2

pruebasserealizaronsimultáneamente.

La viabilidad celular final fue de 97 03+2 25 en los animalescontrolesy de

97,17+139 9794+1 78y96,36+14enlosexpuestosal3ppm, l30ppmy I300ppm,

respectivamente.El análisisde estosresultadosno dió significación (ANOVA p 0,41).

2.11. PARÁMETROS GENERALES

2.11.1.Diseñoexperimental

Se utilizaron 24 ratonesBalb/c de 4 semanas.Seasignaronaleatoriamentea los

gruposcontrol y a las exposicionesa 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm, en un númerode 6

por grupo.

Semanalmentese pesarony se midió su consumode agua, que se expresóen

mililitros diarios.

Cuandoterminó la exposiciónsesacrificó a los ratones.Se lavó su peritoneocon

medio de mantenimientoy seincubaronsus célulasperitonealescon C. albicans durante

120 minutos, porduplicado,segúnel protocolomencionadoanteriormente.Seobtuvieron

4 índices : el Indice fagocítico, el Número medio de C. albicanspor fagocito, el Indice

candidicida y el Número de macréfagos con C.albicans adheridas por cada 100

fagocitos. También se valoraron la viabilidad inicial y la final de las células y las

viabilidades inicial y final de las C. albicans utilizadas en los experimentos.
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2.11.1.Resultados

En la Tabla XIV recogemoslos resultadosen la gananciade peso,pesofinal y

consumode agua,de los 24 ratonesempleados.

El peso final en los distintos grupos, que se analizó medianteANOVA, puso de

manifiesto que las diferencias no eran estadisticamente significativas (p=O,48).

En la Figura 15 mostramosla gananciade pesosemanal,duranteel periodode 70

días de exposición al metal. El análisis del desarrolloponderal,entre los 4 grupos, se

realizó medianteANOVA, salvo en la décimasemana,tiempo en el que al no existir

homogeneidadde varianzas,seempleó la pruebano paramétricade Kruskall Wallis. No

hubo diferenciassignificativasduranteesteperiodo.

La gananciadepesototal fue muy semejanteen los 4 grupos(ANOVA, p=O,73).

El consumodeagua,quefueanalizadomediantela pruebaANOVA, erasemejante

(p=0,12).

2.12. INDICE FAGOCITICO Y NUMERO MEDIO DE CANDIDAS POR

MACROFAGO

La viabilidad inicial de las células peritonealesfue siempre superior al 97%:

98,08+066 97,66±0,82,97,33±1,51y 97 5 + 11 05, parael grupocontroly los grupos

de 13, 130 y 1300 ppm de plomo, respectivamente.El análisis estadísticono era

estadísticamente significativo (ANOVA, p=O,65).

Las viabilidadesfinalesde las células de peritoneoeran de 97+ 1,41 en el grupo

testigo,96,83+147 en los animales del grupo de 13 ppm, 97,33+082 en losde 130 ppm

y 97+1 26 en los de 1300 ppm. El análisisde la varianzademostróqueestosresultados

eran estadísticamente semejantes (ANOVAp=O,9l).

Las viabilidadesinicialesde las C. albicans, medidas por azul de metileno fueron

de99,6±0,38,99,75±0,27,99,63+049 y 99,6±0,35en los gruposcontrol y expuestos
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a 13, 130 y 1300 ppm, respectivamente (ANOVA p=O,91).

Las viabilidadesfinales de las C. albicans, eran de 96 5+1 64, 97,33+1 51

96+1,55 y 96,4+1 29 paralos ,animalestestigo y los sometidosa 13, 130 y 1300 ppm

respectivamenta.El análisisde estasviabilidades,realizadomediantela pruebaANOVA,

dió un valor de p= 0,49.

En la Tabla XV y en la Figura 16 se representanlos resultadosdel Indice

fagocítico y del Número medio de C.albicanspor macrófago respectivamente.

El Indice fagocíticono disminuyó,inclusoaumentóligeramentecon la exposición

al metal. Los resultadosno sediferenciaban,segúnla pruebaANOVA (p=O,9l).

El Número medio de C. albicans por macrófago con C. albicans descendíacon

la exposicióna un 91,5%,un 82,9% y un 78,94%del control en los gruposde 13, 130

y 1300 ppm de plomo respectivamente.La diferenciasanalizadasmediantela prueba

ANOVA eran significativas(p=O,OlS). La estimaciónde estasdiferencias,medianteel

empleode “contrastesortogonales a posteriori” y la pruebade Scheffé, mostró que el

conjunto formado por los 3 grupos de exposiciónal metal se diferenciabadel grupo

organizado por el control y las dosisde exposiciónde 13 y 130 ppm.

2.13. NUMERO DE MACROFAGOS CON C ALBJCANS ADHERIDAS

El porcentajemedio de macrófagoscon C. allñcans adheridasfue de 9,23+ 1 63

9,45+412 1234+76y7,19±3,98paralosgruposcontrolyexpuestosa13, 130y 1300

ppm, respectivamente.Estos resultadoseran semejantes(prueba de Kruskall-Wallis,

p=0,SS).

2.14. INDICE CANDIIDICIDA

Este índice fue de 33,17+11 22 para los macrófagos de los ratones testigo,

34,3±16,37 paralos del grupo de 13 ppm, 39 9+8 19 paralos de 130 ppm y 45+2606

paralos de 1300 ppm.
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El Indice candidicida aumentabacon la exposiciónal metal. Estosresultados,ante

la no homogeneidad de sus varianzas, fueron analizados por la prueba de Kruskall Wallis,

que dió una p=O,44, no siendo por lo tanto estadísticamente significativos.
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TABLA 1. INGESTA DIARIA DE LIQUIDO EN MILILITROS. PREENSAYO

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300ppm

Media 4,36 4,27 3,95 4,02

DE 0,76 0,71 0,18 0,50

TABLA II. CELULAS PERITONEALESRECUPERADASTRAS ADHERENCIA

2.000.0000células 1.000.000células 2.000.000células
Choquetérmico Choquetérmico Tripsina

Mediarecuperada 11,62 12,28 10,02

DE 0,96 7,36 2,02

TABLA III. INDICE QUIMIOTACTICO. ESTANDARIZACION

3 mg/ml caseína 5 mg/ml caseína

1. quimiotáctico 42,02 22,03

DE 8,94 6,11



TABLA IV. INDICE FAGOCITICO. ESTANDARIZACION

1. fagocítico t=90 1. fagocítico t~ 120

Media 28,41 54,95

DE 16,70 14,85

TABLA V.

Grupo

PESOFINAL EN GRAMOS. PRIMERA SERIE

Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Media 20,74 20,70 20,05 21,01

DE 1,97 1,44 2,57 1,19

TABLA VI. CONSUMODIARIO AGUA ENMILILITROS. PRIMERA SERIE

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Media 3,69 3,72 3,56 3,66

DE 0,37 0,61 0,23 0,22



TABLA VII. CONTENIDO EN PLOMO CORREGIDOEN $G/G

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Media 1,32 6,58 19,12 97,16

DE 0,48 1,39 4,58 8,50

TABLA VIII. RECUENTOY FORMULA LEUCOCITOS

Grupo Leuco Linfo Neutr Mono Eosi Baso

Testigo 6.401 81,7 15,9 2,4 0 0

l3ppm 6.694 79,2 18,1 2,7 0 0

130 ppm 7.142 82,2 15,2 2,6 0 0

1300 ppm 6.485 83,7 14,5 1,8 0 0

TABLA IX. VIABILIDAD CELULAS PERITONEALES

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300ppm

Media 98,05 98,30 97,90 97,75

DE 0,93 0,67 1,02 0,63
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TABLA 5<. INDICE DE ADHERENCIA DE MACROFAGOS

Gmpo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300ppm

Adherencia 85,60 93,13 84,77 47,74

DE 17,12 8,70 23,27 16,50

TABLA XI. PARAMETROSPONDERALESENGRAMOS Y CONSUMODEAGUA

EN MILILITROS. SEGUNDA SERIE

Grupo Peso Ganancia

depeso

Consumo

deagua

Control 19,72 7,52 4,09

13 ppm 19,02 7,04 4,24

130 ppm 20,90 8,40 4,31

1300 ppm 19,13 7,43 4,04

TABLA XII. INDICE QUIMIOTACTICO

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Quiniiotaxis(Media) 42,19 27,70 42,50 26,14

DE 14,32 7,79 18,55 9,39



TABLA XIII. INDICE DE MOVILIDAD ESPONTANEA

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Media 26,76 20,02 19,03 24,45

DE 13,79 9,36 9,12 5,39

TABLA XIV. PARAMETROS PONDERALES EN GRAMOS Y CONSUMO

LIQUIDO EN MILILITROS. TERCERASERIE

Grupo Peso Ganancia Consumo
depeso deagua

Testigo 18,94 8,95 4,16

13 ppm 18,62 9,05 4,56

130 ppm 18,04 9,01 4,46

1300 ppm 19,19 8,15 4,13

TABLA XV. INDICE FAGOCITICO

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm

Media 44,60 46,41 47,33 51,48

DE 9,55 18,43 9,23 25,79
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y. DISCUSION



1. VALOR4ClON DEL MODELO DE INTOXJCAClON

1.1. VALIDEZ DE LA ADMINISTRACION DE ACETATO DE PLOMO, PER OS,

A TRA VES DE LA BEBIDA, EN RATONES BALB/C.

El tracto gastrointestinales la principal vía de entradade plomo en el organismo

en la poblacióngeneral,siendoéstala vía reconocidaparados terceraspartesdel metal

incorporadopor estapoblación(66, 70). Escogimos,por esto, la exposiciónal metal por

vía oral.

Seleccionamosel acetatode plomo por ser uno de los compuestosdel metal más

solublesen agua(443 gIl de aguafría) (220), y elegimossu exposiciónper os, a través

dela bebida,comomuchosotros investigadores(139, 141, 142, 144, 155, 158, 179,222).

Entre todos estos trabajos,elegimos el protocolo de Koller (142, 179), quees el más

extendidoen investigacionesde exposiciónsubclínicaal metal (139, 142, 165, 179, 230,

231).

Rechazamosla administraciónvía gástrica, que se ha empleadosobre todo en

intoxicaciones únicas o de corta duración (143, 148), por el carácter crónico que

deseábamosen nuestraexposición.

El mayorinconvenientequela eleccióndela vía oral podíatener,erala posibilidad

de distinto consumode líquido por los ratones,ya por rechazode la bebida,al ser

modificadassuscaracterísticasorganolépticaspor la presenciadel metal, ya por diferente

necesidaden su consumode acuerdoconlas variacionesen temperatura.Si estosconsumos

fuerandiferentes,las intoxicacionesen los diversosgrupospodríandiscrepar,alteréndose

el diseñoexperimental.

Realizamosmi preensayo,parainvestigarestasposibilidades,enel quecontrolamos

la cantidad de líquido bebida por animal, semanalmente,y diariamentevigilamos la
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correctahomogeneizaciónde la solución de acetatode plomo. El consumomedio era

similar en todos los grupos de exposición,el control y los sometidosa 13, 130 y 1300

ppm, no existiendorechazodel aguacon plomo. Estehecho fue constatadopreviamente

en otras cepasde ratonesy con diferentestiemposy dosisde exposiciónal metal (144,

158, 159), por lo que la vía de exposiciónoral nos parecióválida. También nuestrostres

ensayosgeneralesposterioresratificaron estosresultados,quepodríamosatribuir a un no

rechazodel líquido, por sus característicasorganolépticas,y a la realizaciónde cada

experimentogeneral en la misma época del año, con sólo 2W dc diferencia en la

temperaturadel local.

Elegimosla cepaBalb/cde ratonesporqueen ella seha demostrado,previamente,

susceptibilidada otros efectosinmunomodulatoriosdel metal (149, 177, 224).

1.2. VALORACION DEL BUEN ESTADO DE SALUD DE LOS ANIMALES

El crecimientoponderales un buen indicadordel desarrollode los animalesy de

subuenestadode salud. Ademásseha observadounadisminuciónen la gananciadepeso

de humanosy animalesexpuestosal plomo (120,225, 226),disminuciónqueen animales

es mayor que la de estatura(225). Por este motivo recogimossemanalmenteel peso,

durantelos 70 díasde la exposición.

El desarrolloponderal mostró gran dispersiónde resultados,quecondujo a la

existenciade no homogeneidadde varianzasentregrupos,por lo quetuvimosqueanalizar

los resultadosmediantela pruebano paramétricade Kruskall-Wallis. Se puedepensaren

la existenciade factoresindividualesdel desarrolloponderaldecadaratón comocausade

estasdiferenciasy no en el plomo, porqueen ningún momentodel seguimientoel peso

varió significativamenteentrelos distintosgruposde exposición.Tampocolo hicieron la

gananciade pesototal, ni el pesofinal. Estosresultadoscoincidenconlos de muchosotros

investigadores(139, 148, 155, 158, 159, 160, 179)y serepitieronen los tresexperimentos

generales.
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Mudzinski et al <149) en ratones,Koller et al (141) en cobayasy Grantet al (225)

en ratassí descubrieronun retrasoponderalen la exposicióncrónicaal plomo. Los dos

primerosinvestigadores,si bien utilizaron tiemposde intoxicaciónsemejantesal nuestro,

emplearondosis 1,5 y 2 vecessuperioresa nuestramáximaexposición,que en el primer

trabajo se tradujo en un menor consumo de líquido, hecho que podría explicar la

disminucióndepeso(149).

Grant et al (225) en ratas expuestas crónicamente, desde la concepción,

encontraronuna disminución ponderal con dosis incluidas dentro de nuestro rango e

incluso menores(50, 250 ppm). El retrasoen el pesosemanifestabadesdeel nacimiento

pero se hacíamás importantedurantela fase de gananciaponderalrápida de las ratas

(segundoy tercer mes). Estos últimos autorestambiénpesaronlas ratasdurantela fase

fetal (226), y obtuvieronresultadossemejantes,por lo quesepodríarechazarla hipótesis

de que factoresintrauterinosintervinieran en esta pérdidaponderal. Puedequealguna

deficiencia inicial en los componentesde la leche maternao alteracionesmetabólicaso

endocrinas,producidasen las ratasy no en nuestrosratones,porsudiferenteedadal inicio

de la exposicióno por distinta receptividadde especieal plomo (161), explicaríanlas

diferenciasde nuestrosresultadoscon los de Grant et al (225).

2. ESTANDARIZAClON DR LAS TECNICAS

2.1. OBTENCION DE LAS CELULAS PERITONEALES

Mediantela inyecciónde sustanciasen cavidadperitonealsepuedeaumentartanto

el númerocomo la proporciónde macrófagosen las célulasperitoneales.

Sin embargolos macrófagosasí obtenidosdifieren de los residentestantoen su

origen, puestoque en un gran númeroacabande emigrarde la circulación,comoen sus

propiedadesmorfológicas,bioquímicasy funcionales(228).
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Al elegir diversos aspectos morfológicos y funcionalesdel macrófago como

indicadoresde la exposiciónsubclínicaal plomo, preferimosutilizar célulasperitoneales

y macrófagosresidentes,a pesarde su menornúmero,porqueson los quese encuentran

en situacionesde normalidaden peritoneo.

Encontramosen la revisión bibliográfica del tema, el empleo de diferentes

volúmenesde medio para la obtenciónde célulasperitoneales(204, 208, 206, 212).

La inyección peritonealde 10 ml nos producíauna gran distensiónde la pared

abdominaly pérdidade volumen, debido probablementeal escasopeso final medio de

nuestrosratones(20g). Por estemotivodisminuimosestevolumeny empleamos2 y 4 ml.

Con el volumende 4 ml conseguíamosun 155% de célulasdel volumen de 2 mí,

siendo las diferencias estadísticamentesignificativas (prueba U de Mann-Whitney,

pC0,0Ol).

Estenúmerocelularestabaen el rangosuperiorde célulasresidentesperitoneales

obtenidasen ratonessegúnotros autores(204, 228), por lo queelegimosel uso de 4 ml

de volumen para esta inyección. La menor obtención celular con el volumen de 2 ml

probablementese debióa queun volumen escasoconducíaa una distensiónperitoneal

insuficiente,conpérdidaen la cavidaddepartede las células.

2.2. ADHERENCIA COMO METODO DE SEPARACION

Nos propusimosel aislamientodel macrófagodel resto de los componentes

celulares residentes de peritoneo. Existen diversas técnicas de separación de los

macrófagosde otrascélulas,peroen la actualidadningunodeestosmétodoses totalmente

satisfactorio,en partepor la gran heterogeneidadde la líneamonocito-macrofágo.Unade

las técnicasmás extendidascon este fin es la adherenciaa superficiesde plástico(208,

209, 212), basadaen la propiedadde los macrófagosde unirsea sustratossólidos y este

fue el método de aislamientoque empleamos.
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En primer lugar procedimos a la utilización de 2 concentracionescelulares

diferentesde partida y al uso de un “shock térmico para su posterior separacióndel

plástico.Nuestramejor obtencióndecélulasdespegadas,fue de un 12,3 % de la población

inicial, con la concentracióncelular de partidamásbaja,pero tambiénhubocon ella una

mayor dispersióndelos resultados.En otrosexperimentosusamosla tripsinacon estefin,

no existiendo tampocosignificación estadísticacon las pruebasanteriores,en las que

empleamosel choquetérmico.Hubo gran diferenciaentrelasvarianzas,segúnel método,

hechoquenoscondujoa un análisisno paramétrico,la pruebadeKruskall-Wallis. Por otra

parte los resultadoseranequivalentesa los obtenidospor otros investigadores(203).

La viabilidad celularfuesemejanteconlos 3 métodos,siendoglobalmentedel 82%,

viabilidad similar a la referida porotros autores(209).

Si realizábamosunacorrecciónparaestaviabilidad celular,la poblaciónrecuperada

de células útiles era un 10 % de la de partida, representandoaproximadamente400.000

células adherentespor ratón. Estas células peritonealesadherentescontienentambién

linfocitos T y B, fibroblastosy neutrófilos, en un 5 a un 10% (208, 209) por lo que

obtendríamosaproximadamente370.000 macrófagospor animal, número de células

insuficientepara el desarrollode la mayorpartede las técnicassiguientes.

Tambiénla metodologíausadaparaestaseparacióncelular,podíaafectarla función

delos macrófagos(209) y nuestrasfuturasinvestigaciones,hechoquejunto al bajo número

de célulasrecuperadasdel plástico,nos hizo abandonarestatécnicadeenriquecimientode

células de la línea monocito-macrofágica.

2.3. ESTUDIO DE LA COMPOSICIONCELULAR

El plomopodíamodificarla composicióncelularperitoneal.Ademásnecesitábamos

conocer la fórmula de la serie blanca de peritoneo para determinar la cantidad de

macrófagos,queobteníamosa partir del númerototal de células y de la proporción en

ellasde la línea monocito-macrofágica.
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La cavidad peritoneal tiene una población residente formada por linfocitos,

macrófagos,neutrófilos,basófilosy otroselementoscelulares.El númeroy la proporción

de estascélulasen peritoneovaríancon la cepa, sexoy edad.

En las hembrasse ha encontradoun mayor númerode macrófagos(204), por lo

queelegimosestesexo.

La edadde 8 a 12 semanaspareceser la más adecúadaparaobteneruna mayor

cantidadcelular (204), edadqueutilizamospara la estandarizaciónde nuestrastécnicas.

Sin embargo, por el diseño del protocolo de exposición al plomo, empleamos

posteriormenteparala investigaciónde los efectosde este metal sobrelas células de la

línea monocito-macrofágica,hembrasde 14 semanas.

Deseábamosestudiarlos diferentesefectosdel plomo, con los mediospresentesen

un laboratorio clínico básicoy de forma económica.Rechazamospor este motivo el uso

de anticuerposmonoclonalespara la diferenciacióncelular y seleccionamosun método

tintorial. Empleamosunaadaptaciónde la tinción de May-Grñnwald-Giemsay procedimos

a su estandarización,obteniendouna proporción macrofágicadel 32,1 %, porcentaje

corraboradopreviamenteen ratones,por otros autores(206).

2.4. ADHERENCIA

La adherenciaes el conjunto de fuerzasque unen la célula con otrassuperficies

(229),necesitándosepara la locomocióny la fagocitosis.Es una función fundamentalpara

las acciones,afectorasy electoras,de los macrófagos,por lo que hemosrealizado la

estandarizaciónde la técnicade adherencia,segúnmodificacionesde De la Fuente(212).

El Indice de adherenciade nuestrapoblación peritonealerade 32,8, y el de lo

macrófagosde 93,9, semejanteal obtenidopor De la Fuente(212) en la mismacepade

ratones.
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Nuestrométodode recuperaciónde las célulasno adheridas,necesarioparahallar

el índice, era ligeramentediferente y más enérgico (209) que el utilizado por esta

investigadora(3 lavadoscon mediofrío frentea 3 aspiracionescon unamicropipeta),por

lo queel índicepodíahabersido menor. Sin embargo,el hecho de realizarnosotrosla

adherenciadurante1 horamás,probablementesea la causade queéstafueramásintensa

y el resultadofinal semejante.

2.5. ESTANDARIZACION DE LA QUIMIOTAXIS Y LA MOVILIDAD

ESPONTANEA

La capacidadde movimientoes unade las característicasfundamentalesde los

macrófagos.Esta movilidad puedeestar dirigida hacia un gradientequimiotáctico de

concentración,llamándosequimiotaxis, o ser debidaal azar, denominándosemovilidad

espontánea(230). Dentro de estaúltima debedistinguirseentrela movilidad espontánea

estimuladao quimioquinesis,producidapor la interacciónentrela célulay una sustancia

quimiotáctica sin gradiente de concentración (231) y la movilidad espontáneano

estimulada,ocasionadapor el movimientocelular aleatorio.

Existen dos métodos cuantitativos que miden la quimiotaxis y la movilidad

espontáneain vitro: el métododel filtro del microporoy el de la agarosa.

El primerofue introducidoporBoydenen 1962 (213) y consisteen unacámaracon

un compartimentosuperior, dóndese incubanlas célulasy uno inferior, que contienela

sustanciaquimiotáctica. En medio se introduceun filtro con microporosde un tamaño

suficienteparapermitir el pasoactivo de las células,pero no su caída. Despuésde un

tiempo apropiadolos filtros se fijan y se evalúala locomocióncelular (215).

En el métodode la agarosalas célulassecolocanen un pocillo central,cortadoen

un gel de agarosay emigranhacialos 2 pocillosexteriores,dóndese introduceen unola

sustanciacontrol y en otro la quimiotáctica.
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Hemos elegido el método del filtro con microporo, en primer lugar, por la

simplicidadde la técnicay del manejode las cámarasnecesariasparasu realización,que

lo han hechoespecialmenteútil en los laboratoriosclínicos (232). Ademásla emigración

a travésde los microporosimita mejor el movimientode los leucocitosen los tejidos. La

reproducibilidadexperimentalde estemétodoes, por otro lado, de 50 a 100 vecesmayor

que la del método de la agarosa(231). Finalmente, la técnica del microporo puede

modificarsepara el uso con poblacionescelularesmixtas, comoes la nuestra(231).

Existen en el mercadodos tipos de filtros para la realizaciónde la quimiotaxispor

el métododel microporo:los filtros depolicarbonatoy losde nitrocelulosa.Hemoselegido

los primeros porquepermiten la evaluaciónmorfológicadel tipo celular emigrado(232)

y requierenmenortiempo de incubacton.

Escogimosla caseínaentre las sustanciasquimiotácticasporque es un control

positivo baratoy muy estable (232). Su concentraciónóptima, para la realizaciónde la

quimiotaxis,seha descrito en un rangode 0,5 a 5 mg/ml (214). Utilizamos 3 y 5 mg/ml

de caseínadurantela estandarizaciónde la técnicadel microporo (215).

Realizamosla quimiotaxisy la movilidad espontáneaduranteun tiempode 4 horas

porquelos macrófagosrequierenmás tiempo parael movimientoque los granulocitosy

los monocitosde ratón, siendonecesarioun mínimo de 3 horas (236).

La quimiotaxis con 3 mg/ml fue casi el doble que con 5 mg/ml (t Student,

p=O,OOO9).Conla concentraciónde 3 mg/ml pasabande 10,36 a 29,61 célulasmás que

con la de 5 mg/ml. Esteresultadose ve apoyadopor el descubrimientoprevio de quelos

fagocitos de ratón y cobaya disminuyen su actividad quimiotáctica cuando ciertas

concentracionesdel estímuloson superadas(233). El incrementodel agentequimiotáctico

podría bloquear la interaccióncon los receptoresya ocupados(233), o desactivarlos

mismos en un proceso de “baja regulación” (234). El quimioatrayente a altas

concentracionestambiénpodríaaumentarlaadherenciadela célula, disminuyendoporeste
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mecanismosu movilidad (229, 236), o estimularsimultáneamentemuchosreceptorese

incapacitarla polarizacióncelular efectivanecesariaparael movimiento(236).

NuestroIndice quimiotécticono fue muy alto, pero hay queconsiderarun factor

quepuedecontribuir a ello: el tipo de célulaempleado,el macrófagosresidente.

Sóloun 20% de los macrófagosresidentespuedenserestimuladosa la locomoción

frentea los macrófagosobtenidoscon diversassustanciasestimuladoras,que lo hacenen

un 70% (230).

Quisimosconfirmarquela caseínaeraun estímuloquimiotácticoadecuadoparala

población celular utilizada, la residente.Paraello realizamosunacomparacióninterna,

dentro de nuestroexperimentode estandarización,entre la quimiotaxis y la movilidad

espontánea, mediante la prueba t de Student bilateral. Las diferencias fueron

estadísticamentesignificativas(p=0,0017),por lo quefinalmenteescogimosestasustancia

parala realizaciónde la quimiotaxis.

2.6. ESTANDARIZACION DE LA OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS DE

CANDIDA Y DEL PODERCANDIDICIDA DE LOS MACROFAGOS

La fagocitosises unade las principales accionesdefensivasde los macrófagos,

como ocurrecon los neutrófilosy monocitos.El contactoentreel patógenoy las células

citadas, mediadopor las opsoninasdel suero, facilita la fagocitosis.

El procesofagocíticopuedecuantificarsepor diferentesmétodos,unos mediante

la cinética de desaparicióndel microorganismodel medio y otros por el porcentajede

fagocitosconmicroorganismoso por el númeromediode éstosqueexistenen su interior.

La medidade la acumulaciónde laspartículasen el interior de las célulasesmás

fiable quela cuantificaciónde su disminuciónen el medio extracelular(237). En este

último caso los métodosson máslaboriososy ademásse necesitanlargos periodosde

incubación,por lo quepequeñasalteracionespuedenno serdetectadas(204).
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Elegimos la medidade la fagocitosismedianteel Indice fagocítico , que es el

porcentajede células que han fagocitadoCandida albicans, y el Número medio de

C.albicanspormacrófago.Seleccionamosestemicroorganismopor su fácil cultivo (210)

y buenavisualizaciónpor microscopiaóptica.

Estetipo deensayospuederealizarsemedianteel usodelassuspensionescelulares,

las opsoninasy las C. albicans en tubos de centrífugao en pocillos. La utilización de

pocillos tiene la ventajade que seleccionapoblacionesadherentes,pero la rechazamos

porquedebidoa un fenómenofísico de tensiónsuperficialla mayorpartede las célulasera

desplazadahacialos bordesdel pocillo, dóndela lecturamicroscópicaerapoco fiable.

Cuandolos fagocitos,los microorganismosy la fuenteopsónicase introducenen

el ensayosimultáneamente,la fagocitosises en realidadla combinaciónde la medidade

la ingestiónconla de la opsonización(237), por lo quesedebepreincubarlas panículas

con la opsoninapor separado.Por este motivo realizamosla opsonizaciónen unafase

previaa la ingestión,durante30 minutosy utilizando un 10% de suerofetal de ternera

descomplementado(medianteel calentamientoa56W durante30 minutos).

Elegimosparala estandarizaciónde la técnicade fagocitosistiemposde 90 y 120

minutosporqueestudiosrealizadospreviamentedemostraronque la actividad fagocítica

de los macrófagosesmáslentay menorquela de los granulocitos(216). Tambiénpor ello

utilizamosunaproporción2:1 C. albicanspor macrófago.No prolongamosel tiempo de

fagocitosisporquea partir de las3 horascomienzael crecimientomicelial, queinterfiere

conlos recuentos(217).

En nuestrosexperimentostanto el Indice fagocíticocomoel Indice candidicida

fueronsuperioresalos 120 minutos(p=O,Olóy p=O,0052,respectivamente).El Número

medio de C. albicans por macrófagoy el Número de macrófagoscon C. albicans

adheridas fueron semejantescon los dos tiempos (p=0,11 y p=0,42 recíprocamente),

hechopreviamenteconfirmadoporotros investigadoresconotros microorganismos(204).
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3. EXPOSICION AL PLOMO Y RIÑON

El riñón es un órganoqueconcentraplomo y realiza un papel fundamentalen su

metabolismoy eliminación. En el modelo de distribución tricompartimentaldel metal,

desarrolladopor Rabinowitzet al, el riñón forma partedel compartimentode los tejidos

blandos(70, 81), siendolos otros dosla sangrey los tejidosduros. Comola velocidadde

intercambiodel plomo desdelos tejidos blandoses máslenta que la sanguínea,la vida

mediadelplomo en los tejidos es ligeramentesuperiorqueen la sangre(70, 81).

Tambiénel riñónesuno delosprincipalesórganosdianaen la toxicidadbioquímica

e histológicadel plomo (105, 227), motivo por el quelo seleccionamoscomoel principal

indicador de referenciade la exposicióna varias concentracionesde plomo (13, 130 y

1300ppm), duranteun tiempode 10 semanas.

Se ha descubierto,como signo precoz de la exposición plúmbica, un aumento

relativodel pesodel riñón (227, 238). Esteincrementoseproducea nivelesde exposición

tanbajoscomolas 5 ppm (227). En nuestroexperimento,realizadoconratoneshembras

Balb/c, no se encontróestesigno a pesardel empleo de concentracionesdel metal más

elevadas.El pesodel riñón y su proporciónrespectoal pesocorporal fueronsemejantes

en los 4 grupos(control, 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm).

Losanterioresinvestigadores(227, 238)iniciaron la exposiciónprenatalmenteo en

el momentodel nacimento,edadesquepodríanhacera los animalesmásvulnerablesa la

efectosrenalesdel metal.

Otro factor, quepodríaexplicar las diferenciasen esta receptividadal plomo, es

la diferenciadesusceptibilidaddeespecie,yaqueSobottkaetal (238) y Fowlerets.l (227)

emplearonen su estudioratasy nosotrosratones.

Tampocodeberíaolvidarsela influenciaqueparecetenerel sexo en los cambios

estructuralesy bioquímicosrenales,descubrimientohechopor Fowleret al (227). Estos
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investigadoresencontraronuna mayor vulnerabilidaden el umbral de aparición de este

signoenlos animalesmachos,mientrasquela afectaciónantealtasdosisde exposiciónera

mayoren hembras.Nuestroestudiofue realizadocon hembrasy quizásno alcanzamosel

umbralde exposiciónprecisoparaqueaparecieraestesigno.

Comomuchosotrosinvestigadores,hemosmedidola concentraciónrenaldeplomo,

(139, 143, 148, 227, 238). Previamente,se ha descubiertoun aumentoparalelo de la

concentraciónrenal de plomo respectoa la concentraciónsanguíneaen intoxicaciones

agudas(239) y crónicas(82, 227). El incrementode la concentraciónrenalde plomo se

relacionabaademásconla dosisdeexposición(139, 144,239).En nuestracepade ratones

no sehabíainvestigado,en la bibliografíarevisada,las concentracionesrenalesdel metal,

trasuna exposicióncrónicacon varias dosisdel metal (0, 13, 130 y 1300 ppm).

Las diferenciasen los valores de plomo en riñón, según las dosis, eran muy

significativas (Kruskall-Wallis p=O,OOOOOOOS63) y las concentracionesrenales se

relacionabanaltamentecon la dosisde exposiciónal metal, lo queexplicabael 98% del

contenidoen metal. Por otro lado sólo los riñones del grupo expuestoa 1300 ppm de

plomo superabanlos 25 gg/g de pesoseco,consideradoscomo el umbraldiagnósticode

intoxicaciónplúmbicaen mamíferos(240).

Es difícil comparardirectamentenuestrosresultadosmedidosen ~gde plomo/gde

pesosecorenalcon los de otros autoresque lo hacenconel pesohúmedo,pero la razón

de las concentracionesrenalesparacadadosisde exposiciónrespectoa las del controles

muy semejantea lasobtenidaspor otros investigadores,con las mismosnivelesdel metal

(139, 179).

Nuestrosresultadosen la medidade la concentraciónrenal de plomo, tras 10

semanasde exposicióna 13, 130 y 1300 ppm, la confirmancomobuenindicadorde la

dosis de plomo suministrada(r=0,989entrela cantidadadministraday su concentración

en riñón).

104



Discusión

4. EXPOSICION AL PLOMO Y RECUENTO DE HEMATIES

Los disturbioshematológicos,asociadosconla exposiciónplúmbica,hansido parte

importantedel cuadroclínico de estaenfermedady por lo tanto muy investigados.Los dos

componentesde la vida mediadel hematíeestén afectadospor el metal, existiendouna

disminución de su producción, tras un inicia] aumentode las formas jóvenes,y una

destrucciónacelerada(78, 87).

Hemosestudiadoel númerode hematíes/Mlde sangre,de ratonesBalb/c, tras 10

semanasde exposiciónal plomo (13, 130 y 1300ppm de plomo). La dispersiónde los

resultadosnosobligó arealizarsu análisismedianteunapruebano paramétrica(Kruskall-

Wallis p=O,45),quenosdemostróqueno habíadiferenciasignificativaentrelos grupos.

Nuestrosresultadosson semejantesa los obtenidos,en exposicionescrónicasal

metal, porotros investigadoresen ratonesy en ratas(163,238). Sin embargono coinciden

con los obtenidosporotrosestudios,si bien éstossontrasexposicionesagudas(175) o de

menorduración(238).

La falta de cambiosen el númerode hematíes/plnos sugierequeesteparámetro

no es un buen indicador, en ratones,de la exposicióncrónicaplúmbica.La disminución

de hematíesesademásun signo declaratoxicidaddel metaly en esteestudiosólo la dosis

máselevada(1300 ppm) puedeconsiderarsetóxica (240).

5. EXPOSICIONAL PLOMO Y SERIE BLANCA

Sehandescubiertoalteracionesen el númeroy proporcióncelulardela serieblanca

de otrascepasy especiesanimalesexpuestasal plomo (166, 167, 240), hechoquemotivó

la investigaciónde esteparámetroen nuestracepaBailb/c de ratones.

En nuestrosexperimentosel número de leucocitosera semejanteen todos los

grupos.Tampocosediferenciabanlos recuentosdiferenciales.
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El númerode linfocitos/pl, fue semejanteen los 4 grupos(ANOVA p=O,67).No

coincidió estehallazgocon el aumentodelinfocitos encontradopor Santoset al (167) tras

exposicionesmásagudas.Estalinfocitosisobservadaen anguila,expuestadurante30 días

al plomo, sugiereunarespuestainmunológica,queresultaríade la estimulacióndirectade

esta serie por el plomo, o de la existenciaen estos animales de una infección latente

bacterianao viral (167). Apoyandola primerateoríaestáel descubrimientode la acción

mitógena del metal, que se ha demostradoin vitro (159, 242). El aumento de la

susceptibilidada las bacteriasy virus por el plomo ha sido ampliamenteratificado(131-

140), por lo que las anguilas podían tener una infección subclínica. La diferente

vulnerabilidadde especiey la mayorduraciónde nuestraexposiciónpodríanexplicaresta

diferenciade resultados(161).

Analizamosel númerode granulocitosen sangre,segúnel grupo de exposición.

Dentro de cadagrupo había gran dispersiónde resultados,pero ésta entre grupos era

semejante,por lo quecumplíala homogeneidadde varianzasy sepudo utilizar la prueba

ANOVA. No había significación estadísticay las pequeñasdiferenciasen el númerode

neutrófilos se deberíanpor lo tanto a factores intrínsecosde los animales y no a la

exposiciónal metal.

Estosresultadosno coincidencon la neutrofiliadescubiertapor Hogan(166), pero

son semejantesa los encontradospor Schlick et al (241), quieneshallaronneutrofilia tras

exposicionesúnicas o de 10 días de duración, neutrofilia que no se manifestabacon

exposicionesmás crónicas.

La granulocitosisdescubiertapor Hogan(166) parecíadebersefundamentalmente

a unamovilizaciónde los neutrófilosde suslugaresde reserva.La neutrofilia alcanzaba

su méximo tras 4 días de exposición, se manteníahasta el octavo día y luego iba

disminuyendo. Nuestra medida fue realizada después de 70 días, por lo que esta

movilizaciónpodríahaberseagotado,comoya lo indicaronSchlicket al (241) despuésde
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30 días. Hogan(166) proponíaqueel plomo podríaacumularsehastaun umbral, a partir

del cual se liberaríansustanciasqueatraeríana los neutrófilos.Nosparecepoco probable

que la neutrofilia representeuna respuestaquimiotáctica“per se” porque un gradiente

quimiotácticosólo sepuedemantenerduranteun breveperiodode tiempo(243) y además

produceunaacumulaciónde neutrófilosen pocashoras (244).

Se ha propuestoque la disminución de la adherenciade las moléculasLAM-l

endotelialesy I~2 integrinas celulares, causaríala “demarginación” de los neutrófilos

madurosde los sinusoidesvenososmedularesy su liberaciónde la médulaósea(243).

El plomo o el quimioatrayente,inducido por este metal, propuestopor Hogan

(166), podríanmodificar la adherenciade estasproteínassuperficialescelulares(176).

Finalmenteestasustancia,tal vezun CSF(Factorestimuladorde colonias),quizás

intervendría también en la producción de neutrófilos, explicando el 16% de la

granulocitosisde nuevacreaciónque encontróHogan (166>.

Ladesensibilizaciónen la quimiotaxis,queseproduceantela estimulaciónrepetida

de los leucocitospor los quimioatrayentes(245), podríadarsetambiénen estaacciónde

las sustanciasquimiotácticassobre la adherencia,explicandoasí la desapariciónde la

leucocitosiscon el tiempo.

6. PLOMO, NUMERO Y RECUENTO DE CELULAS

PERITONEALES

Desdeque Selyeet al (131) descubrieronel aumentoa la susceptibilidada las

endotoxinasprovocadaporel plomo,muchosotrosinvestigadoreshanratificadoestehecho

(132-137).La investigaciónde la función fagocíticadel sistemaretículoendotelialen la

exposiciónal plomo, ha conducidoa resultadosmuy diversos(132, 133, 136).

La presentaciónantigénicapor los esplenocitosy macrófagosperitonealesestá

disminuida, trasel contactocon este metal, (181, 224) y aumentadapor las células de
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Langerhans(184).

Laaccióndeciertascitoquinas,el MAF (Factoractivadordelos macrófagos)(183)

y el MW (Factor inhibidor de la emigración)(178), sobre el macrófagotambiénestán

disminuidaspor el plomo. Finalmentehay un descensoen las accionesinmunitarias

humoralesy celularesquerequierenla cooperacióndel macrófago(144, 161).

Comotodasestasaccionesen las queintervieneel macrófagoesténmodificadasnos

propusimosinvestigarlos efectosdel metal sobreel número,la viabilidad y la proporción

de los macrófagos,así comosobreciertaspropiedadesde estacélula, comola adherencia,

el movimientoy la fagocitosisde C. albicans.

Nuestroestudiono demostródiferenciassignificativas ni en el número,ni en la

proporción de macrófagos,trasla exposicióniii vivo durante70 díasal metal, análisisque

realizamosmediantela pruebaANOVA. Segúnla bibliografíarevisadasomoslosprimeros

quemedimoslos efectosdel plomo tantosobreel númerocomosobrela composiciónde

las célulasperitoneales,por lo queno pudimoscompararnuestrosresultadoscon los de

otros investigadores,de forma directa.

La principalfuentede los macrófagosde los tejidos y las cavidadescorporaleses

la médula ósea (246). En condicionesnormalesde equilibrio, los precursoresde los

macrófagosmaduranen ella hastamonocitos, en un procesoen el que intervienen las

citoquinasCSF-1 (Factor estimuladorde colonias-1),GM-CSF (Factor estimuladorde

coloniasgranulocíticas-monoclticas)e IL-3 (Interleuquina3) (246).

Luego, los monocitos son liberadosa la corriente sanguíneay emigranhastala

cavidadperitonealy los tejidos,dondese diferenciana macrófagos.

La médulaóseaesorigen de un 61 % de la poblaciónperitonealde macrófagosen

ratón.El restode la poblaciónmacrofágicaprovienede la divisióncelular local, en la que

pareceintervenirla citoquinaGM-CSF (247).
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Kowolenko et al (176) estudiaron,en ratones,los efectosde la exposiciónin vitro

al metalsobreun cultivo de célulasde la médulaóseacon CSF—1. El plomo disminuyóla

recuperacióncelular total, aumentandola de células no adherentesy reduciendola de

adherentes(macrófagos).Además,ningúnestadiocelularde la líneamonocito-macrofágica

estabalibre de los efectosinhibidoresdel metal.

Miszta (175) expusoira vivo al plomo, durante4 días,a ratas.El metalprodujoun

aumentoen los fibroblastosde la médulay un descensoen los macrófagos,con lo que

parecíanconfirinarselos resultadosde Kowolenkoet al (176).

Medimos de forma indirecta la acción del plomo sobrela producciónde la línea

monocito-macrofágicade la médula ósea, tras 70 días de exposición, a través de un

recuentode los monocitosen sangre.Losmonocitoscirculabanen los gruposcontroly los

expuestosen igual número,por lo que nos parecepoco probableque la monopoyesis

estuvieseafectadaen el momentode nuestroestudio.

La ausenciade esta inhibición en nuestro estudio y su presencia en las

investigacionesde Kowolenko et al (176) y de Miszta (175), podría explicarsepor la

divergenciasde resultados que produceeste metal según la vía, tiempo y dosis de

exposición,que eran distintas en los casos anteriores,y queya han sido previamente

descritascon otros efectosinmunomodulatoriosdel plomo (161).

Comparamoslos efectosdelplomo enperitoneocon losproducidosen otro órgano,

que intervienemuy directamenteen la absorcióndel metal y contienegran númerode

macrófagos,el pulmón. Kaminsky etal (248), en exposiciónagudaa un óxido de plomo

y Binghametal (174),enexposicióncrónica,descubrieronun aumentoy unadisminución,

respectivamente,en el ndmerode macrófagosalveolaresrecuperadosen rata.

Las distintassusceptibilidadesde estasdos poblacionescelulares,la alveolar y la

peritoneal, a los efectosdel plomo sobre su número, podrían debersea su diferente

cinéticaproliferativa.Los macrófagosalveolaresparecenser unapoblaciónde replicación
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propia, ya queproliferan in vitro tras la estimulaciónde los CSF (249) y mantienensu

número tras la extirpaciónde la médulaósea. Estaautorreplicaciónes sólo de 1/3 en la

población peritoneal (246). El metal quizás actúe sobre la acción de los CSF en los

órganos periféricos de igual forma que lo hace sobre la médula ósea (176) lo que

convertiríaa la poblaciónalveolaren másvulnerable.

También la gran heterogeneidadfuncional y fenotípica de estos dos tipos de

macrófagos,quepareceser reflejo del ambientelocal (249), podríaexplicarla diferencia

en su susceptibilidadal plomo. Los macrófagosalveolaresson muy dependientesde

procesosaerobios,y el plomo inhibesu metabolismooxidativo (248, 250-252),por lo que

son másvulnerablesque los fagocitosde peritoneo.

Finalmente,las diferenciasen la forma químicade exposición,óxido de plomo en

los macrófagosalveolaresy acetatode plomo en los peritoneales,en las vía y la dosis del

metalnospodríanexplicar, de nuevo, la divergenciaen los resultados(161).

7. EFECTOSDEL PLOMO SOBRELA VIABILIDAD CELULAR

La medida de la viabilidad celular con técnicasde exclusión tintorial es una

valoracióngeneraldel estadocelular,queindicala existenciao no de unadisrrupciónde

la membrana.Entre los colorantesvitales, empleadoscon estefin, el azul de trípano es

el de uso másextendido,motivo por el quelo elegimos.

Nuestro análisis sobre la viabilidad de los macrófagosperitonealesde ratones,

expuestosdurante 10 semanasal acetatode plomo, demostróla ausenciade cambios

significativos. Coincidimos con las investigacionesde Koller y Roan en macrófagos

peritonealesde otras cepasde ratón (179) y las de Baginski en polimorfonuclearesde

humanos(169).

Nuestrosresultadossediferenciaron,sinembargo,delos obtenidosen macrófagos

peritonealesde ratonesy cobayasexpuestosiii vitro, durante24 horas (177, 178), en los
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quesí sedemostróuna disminuciónde la viabilidad celular.Tambiénsediferenciabande

los obtenidospor Kaminsky a al (248) tanto ira vivo como ira vitro, en macrófagos

alveolares.

En las investigacionesrealizadasen las célulasperitonealesla concentracióndel

metal fue más alta en los estudiosrealizadosin vitro que en los verificadosin vivo. La

mínimaconcentraciónde metalqueproducíala disminuciónen la viabilidad celularen el

estudiode Kiredmijan et al (178) fue semejantea la máximaempleadapor nosotros.

Respectoa lasdiferenciasdenuestrosresultadosconlos halladosen los macrófagos

alveolares,en estudiosira vivo, deberíamosconsiderarlas diferenciasmetabólicasentre

estos fagocitos,que hacen a los alveolaresmucho más dependientesdel metabolismo

oxidativo (248).

El plomo inhibe el consumo de oxígeno y el metabolismo oxidativo de los

macrófagos alveolares a bajas concentraciones(0,12 mg/mI) (250, 251, 253).

Concentracionesmayores(0,5 mg/mí)alteraríanmásintensamenteel metabolismocelular,

sedañaríala célula y se romperíasu membrana(250).

8. INDICE DE ADHERENCIA

La adherenciay los mecanismosde reconocimientocelular son requerimientos

básicos,tantoparala evoluciónde los organismosmulticelularescomoparael desarrollo

de las capacidadesde las célulasdel sistemainmune.

Duranteel desarrolloembrionariolas proteínascelularesimpartenla información

específicaqueguíala emigracióncelular, la localizacióny la transferenciade información

entrelas células.

El sistemainmuneestáformadopor un conjuntocelularen el quelos mecanismos

de reconocimientoy las accionesdefensivasde las células dependendel procesode

adherencia(254).
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Medimos la adherenciade las célulasperitonealesy de los macrófagosexpuestos

al plomo. En amboscasosen el grupoexpuestoa 1300ppm seprodujounagraninhibición

de la adherenciacelular, siendoestasdiferenciasentregrupos significativas.

La comparaciónen el númerodecélulasperitonealesserealizó mediantela prueba

de Kruskall-Wallis y la de los macrófagospor ANOVA, quees unapruebaparamétrica

y tiene una mayor potencia para detectar los cambios (p=0,0004 y p=O,OOOO2,

respectivamente).

Seanotó la viabilidad celular al finalizar la prueba.Siemprefue superioral 95%

por lo que se descartóqueun mal estadocelular fuerael responsablede la disminución

de la adherencia.La concentraciónde 1300 ppm de plomo reducíala adherenciade las

célulasperitonealesy macrofágicas.

Pensamosque unaacciónde estemetal sobre las moléculasde adherenciao las

integrinas de las células peritonealesy macrófagos, podría causar esta inhibición

descubiertaen el grupo expuesto a 1300 ppm. Las células de la línea monocito-

macrofágica,y otros leucocitos,presentanun gran númerode moléculasde adherencia:

la LFA-l o función del linfocito asociadacon el antígeno1, cl MAC-l o CR3 o antígeno

1 del macrófagoy el pl5O,95 o CR4, que son integrinas.También tienenreceptorespara

la fibronectina, vitronectinay la glicoproteinalIb (254).

Un hechocomúna todaslas integrinases su alto contenidoen cisteina,sobretodo

en la subunidad¡3 en la querepresentaun 7,4 % del total y en la región transmembránica

dondeapareceen un 20 %. El plomo tiene una alta afinidad por los grupossulfhidrilos,

pudiendoalterar de este modo estas moléculasde adherenciay modificar el Indice de

adherencia.El hechodequela mayorcantidaddegrupossulfhidrilos sesitúeen la región

transmembránica(254) podríaexplicarsu difícil accesopor el metal y que sólo la dosis

másalta causarala inhibición de la adherencia.
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Las subunidadesa de las integrinasMAC-l, LFA-l y plSO,95contienen3 zonas

de repeticioneshomólogasen las queparecenexistir puntosde unión parael Cay el Mg,

cationesqueestabilizanlas interaccionescon las subunidades(3 y son necesariospara su

actividad(254). El plomo, queesun catióndivalente,podríacompetir conestossitios de

unióny conducir tambiénde estaforma a una inhibición de la adherencia.

Segúnla bibliografía revisada,somoslos primerosen medir los efectosdel metal

sobre la adherenciacelular. Por este motivo, no hemospodido comparardirectamente

nuestros resultados con los de otros investigadores, aunque se han realizado

descubrimientosquepuedencorroborados.

Kowolenko et al (176) realizaronun cultivo de célulasde médula óseaa las que

expusieron ira vitro al metal y al factor de crecimientoCSF-1 (Factor estimuladorde

coloniasmacrofágicas).El númerototal de células recuperadasdisminuíarespectoa los

controles, a expensasde la línea monocito-macrofágica.También observaronuna

disminución en la extensióncitoplasmáticade estas células. Se ha descubiertoque las

integrinasMAC-l y pl5O,95 semovilizan trasla estimulaciónconel factorde crecimiento

derivadode las plaquetas(P~GF)(255),hechoquetambiénpodríaocurrir con otro factor

de crecimientoel CSF-l. El plomo tal vez disminuirla la extensióncitoplasmáticade las

células de la línea monocito-macrofágica,descubiertospor Kowolenko et al (176), y la

adherenciaapreciadapor nosotros,mediantela inhibición de estasintegrinas,

Tambiénsehadescubiertounadisminucióndel aclaramientodecarbóncoloidalen

animalesexpuestosal plomo (133, 136). Loose et al (256) pensaronque la disminución

del aclaramientodel carbóncoloidal secorrelacionabaconun descensode la fibronectina

plasmática,quees un ligando de la matriz extracelularestrechamenterelacionadoconel

MAC-1, LFA-1 y pl5O,95(249).Suposiblealteraciónporel plomopodríaconduciraesta

inhibición en el aclaramientodel carbóncoloidaly apoyaríala hipótesisdela modificación

de las integrinas.
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Otro mecanismopor el queel metalpodríadisminuir la adherencia,esprovocando

alteracionesen las membranasde los macrófagos (257). Kiredmijan et al (178)

descubrieronunareducciónen la movilidadelectroforéticade los macrófagosperitoneales

expuestos iii vitre al plomo, reducción que se relacionaba directamente con la

concentracióndel metal. Pareceque la alteraciónen la movilidad electroforéticapuede

alterar la adherencia(258)

Valentinoet al (89) observaronunadisminuciónen la fluidez de membranade los

hematíes de los trabajadoresexpuestosal plomo, que explicaría el aumento de su

microviscosidad.Si la rigidez de membranaseprodujeratambién en los macrófagos,

podría conducir a cambios cualitativosen las integrinas y a una disminución en su

capacidadde adherencia.

9. INDICES DE QUIMIOTAXIS Y MOVILIDAD ESPONTÁNEA

Metchnikoff propuso en el siglo pasado que ciertas sustanciasquímicas,

provenientesde focosconpartículasextrañas,atraíana los leucocitos(259). Sin embargo

la cuantificaciónde esteprocesono fueposiblehasta1962, añoen queBoydenpublicó su

técnica(213) con la quemidió la emigraciónde leucocitosa través de los microporosde

un filtro, en respuestaa un gradientequímico.

La presenciao ausenciade este gradientequímico distingue la quimiotaxis, o

movilidad dirigida, de la movilidadespontáneade los leucocitos.

La quimiotaxisesnecesariapara muchasde lasaccionesafectorasy efectorasdel

macrófagoque están alteradaspor el plomo (132, 144, 161, 176). Por esta causa

realizamosunainvestigaciónsobrela actividadquimiotácticay espontáneade las células

de la línea monocito-macrofágica,queno habíansido estudiadas.

La exposiciónira vivo al plomo, durante10 semanas,produjo la disminucióndelos

Indices quimiotácticosde las células de los animalesexpuestosa 13 y 1300 ppm. Las
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diferenciaseransignificativas,segúnla pruebaANOVA con una p=O,O38.La pruebade

Scheffédemostróque los grupos expuestosa 13 y 1300 ppm se diferenciabande los

controlesy expuestosa 130 ppm, y producíanesadiferenciaestadística.

La movilidadespontáneadisminuía,de forma no significativa,en lascélulasde los

ratonessometidosa 13 y 130 ppm, restaurándosepara los expuestosa 1300 ppm.

Seregistróla viabilidadcelularfinal, traslas 4 horasdequimiotaxisy de movilidad

espontánea,comprobándoseel mantenimientodel adecúadoestado celular hasta la

terminaciónde ambaspruebas.Siemprefue superioral 95 % por lo queeste factor no

interveníaen los resultadosobtenidos.

Se ha descubiertouna disminución en la quimiotaxis de los neutrófilos de

trabajadoresexpuestosal plomo,cuandosealcanzanconcentracionessanguíneasdelmetal

de 60 gg/dl (170, 471, 172). Una concentraciónsanguíneasemejante,69,4 gg/dl, se

obtieneen ratonesBalb/c (149) expuestosa unadosisdel metal 1,5 vecessuperiora la

máximanuestra(1300 ppm de plomo). Las célulasde la línea monocito-macrofágicade

ratón parecenser más susceptiblesque los polimorfonucleareshumanos, ya que su

inhibición se inicia con una dosisde metal de 13 ppm (161).

La disminuciónen la quimiotaxisa dosisde 13 ppm de plomo, la recuperacióna

dosisde 130 ppm y la posteriorinhibición no habíansido descubiertashastaahora,pero

existenotras funcionesde estascélulasquesiguenun patrón similar. Así, Koller y Roan

(179) hallaron una disminución inicial, seguida de estimulación consecutiva,en las

fosfatasasácidas de macrófagosperitoneales,y Lison et al (266) detectaronel mismo

patrón de comportamientoen la actividad de la proteinquinasaC de macrófagosde

peritoneocondisminucióninicial, recuperaciónintermediae inhibición final, quenosotros

en la quimiotaxis. Koller y Roan (179) descubrieron,por otro lado, un aumentoen la

respuestade linfocitos mezcladosde ratonesexpuestosa 130 ppm.
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La actividad quimiotácticatiene 3 fases: unión de la sustanciaquimioatrayenteal

receptor,fasede transmisióny fasede movilizaciónhaciael gradientequimiotáctico.Esta

última requierela activaciónenergía-dependientedel aparatomotor celular (261).

Tanto la dosiscomo la afinidaddel quimioatrayentepor el receptor,afectana la

actividadbiológica de la unión sustanciaquimiotáctica-receptor(245).

En muchossistemascelulares las alteracionesde sus membranasmodifican esta

afinidadentreel receptor-hormonay los procesosmetabólicosresultantes(262). También

las variaciones en la membranade los polimorfonuclearesalteran la afinidad de los

receptoresquimiotácticos.Así, los alcoholesalifáticos,a bajasconcentraciones,aumentan

la fluidez de la membranay la afinidad de los quimioatrayentespor el receptor,

potenciandola emigración(245). Por el contrario, la anfotericinaB (245), produceun

desequilibrioen la proporción fosfolípidos-colesterolde la membranay unadisminución

en la afinidadde los receptoresquimiotácticos.

Se ha descubiertouna disminuciónen la fluidez de membranade los eritrocitosde

trabajadoresexpuestosal plomo y una probable modificación en la relación entre los

fosfolípidosy el colesterol (89). Si estasalteracionesseprodujeranen las células de la

líneamonocito-macrofágica,disminuiríala afinidaddelos quimioatrayentespor el receptor

y por lo tanto la actividadquimiotáctica.

En la fasede transmisión,quesiguea la unióndel quimioatrayenteal receptor,se

producenvarios procesosbioquímicos, como son el aumentodel Ca intracelular y del

adenosínmonofosfatocíclico (c-AMP), la polarizaciónde la membranay la activaciónde

la proteinquinasaC. La polarización y la activación de la proteinquinasaC pueden

inhibirsepor el plomo (178, 260).

La carga eléctrica superficial de los macrófagosperitonealesse altera por este

metal, reduciéndosesu movilidadelectroforéticade forma dependientea la concentración

del metal (178). El plomo probablementese unaa las cargaseléctricasnegativasde la
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membrana, interfiriendo en el proceso de polarización y consecuentementeen la

quimiotaxis.

Recientementeseha identificado,en polimorfonucleares,la enzimaproteinquinasa

C, que en situación de inactividad está localizada en el citoplasma (259). Los

quimioatrayentesliberan de los fosfolípidos de la membranael ácido araquidónico, que

activa a esta proteinquinasaC, que a continuaciónse trasladaa la membrana(259) y

participaen el acoplamientodelestímuloquimiotáctico.Lison et al (260) descubrieronuna

inhibición directade la proteinquinasaC por el plomo. Con las dosis menoresdel metal

(0,1 gM) disminuíasu actividad,con las intermedias(1 gM) se recuperabay con las dosis

altas(100PM) se inhibía totalmente.La inhibición de esta enzimapor el plomo también

podríamodificar la actividad quimiotácticade la célula.

Unavez quela señalquimiotácticaseha transmitido,la célulase orientahaciala

sustanciaquimiotáctica,adquiereforma triangular, emite un pseudópodoen ese frente,

conocidocomolamelipodio,y un arrugamientocon retracciónde fibras o urópodo,en e]

polo opuesto(245). Los microfilamentosforman unadensamalla en el lamelipodioy el

urópodo, mientrasque los microtúbulosse encuentranen el citoplasmagranular (235).

Róderer et al (263) descubrieronuna interferencia del plomo en la unión de los

microtúbulos,quetambiénpodríacontribuir ala disminuciónde la actividadquimiotáctica

celular.

Una adherenciaidónea (230) es necesariapara la ejecución óptima de la

quimiotaxis. Su disminución,descubiertaen nuestroestudio,podríaser otro mecanismo

quealterasela quimiotaxis.
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10. ADHERENCIA DE CANDIDA ALBICANS, FAGOCITOSIS Y

PODER CANDIDICIDA

El macrófago,mediantesu acción fagocítica,desempeñauna importantedefensa

frentea lospatógenosintracelulares,en un procesodinámicoen el quela partículaseune

a la membranadel macrófagoy luegoes englobada.

Inicialmente,se estableceun contactoentreel macrófagoy la partículaa ingerir,

favorecidoporla existenciade receptores.Existen receptoresparalas opsoninas,yapara

las fraccionesF~ de las inmunoglobulinasIgG e IgA (F~-GRI, FC-GRII, F~-GRIII y F0-A),

yaparael receptorC3b del complemento(CR-1 o Receptordel complemento1), el receptor

C3b~ (CR-3) o el receptorCiq del complemento.Otrosreceptoresno son opsónicos,como

los receptoresparael manosil-fucosil, la fibronectinao los promotoresde la adherencia

LAF-l, MAC-l y pl5O,95.Estosreceptoresno opsónicosactúanmediantela producción

de cambiosfísico-químicoscomplejos,en el macrófagoy en el patógeno(264).

Posteriormente,la panículaes englobadaen un procesoen el queparticipanel Ca

e interaccionescomplejasentrelos filamentosde actinay miosina del interior de la célula

y la membranacelular (245).

En un estadiomástardíola partículaesdigeridaatravésde mecanismosoxidativos,

desencadenantesde un estallido respiratorio (mieloperoxidasa dependientes o

independientes)o de mecanismosno oxidativos, que conducen a la formación de

fagolisosomasy ala degranulaciónde lasproteínascatiónicas,la lactoferrinao la proteína

queaumentala permeabilidadde membrana(265).

Nos hemospropuestomedir estoseventosmediante4 índices: Indice fagocítico,

Númeromediode C. albicaus por fagocito, Númerode macrófagoscon C. albicans

adheridas e Indice candidicida.
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El Número de macrófagos con C. albicans adheridas disminuía, no

significativamente,en los ratonesexpuestosa 1300ppm de plomo, a un 77% del control.

El Indicefagocitico,o porcentajede macrófagosquefagocitabanC.albicans,era

semejanteentre los grupos. Sin embargo,cuando valorábamos la fagocitosis por el

Número medio de C. albicans por fagocito, ésta disminuía conformeaumentabala

exposición. Las diferencias eran estadísticamentesignificativas, mediante la prueba

ANOVA, con una pz=O,OlS. Realizandola prueba de Sclieffé obteníamos2 grupos

homogéneosde resultados.El grupo formadopor el controly las dosisde exposiciónde

13 y 130 ppm eran semejantesentresí, y tambiénel constituidopor las 3 dosis, 13, 130

y 1300 ppm de plomo. Lasdiferenciassedebían,por lo tanto, a los resultadosdel grupo

control y grupo de 1300 ppm.

El Indice candidicida,o porcentajede U albicans fagocitadasy muertas,era

semejanteen los 4 grupos.

La viabilidad de los macrófagosera semejanteen todos los grupos,y tambiénla

viabilidad de las C. albicans, por lo queestos factoresno contribuíana la alteraciónde

los anterioresresultados.

Nuestrainvestigacióndescubrióuna “tendencia” a la disminución, en el grupo

expuestoa 1300ppm, de la adherenciade C. albicansa macrófagosperitoneales,queno

eraestadísticamentesignificativa, perofue un 77% del control. El grupo expuestoa 130

ppm, teníaunagran dispersiónde resultados,dispersiónquemiminizabalas diferencias

entreel resto de los gruposy contribuíaa que no fueransignificativas.

La “tendencia” a la inhibición en la adherenciadel grupode 1300ppm concuerda

conel descubrimientodeJianet al (180), quienesencontraronun importantedescensoen

la adherenciade hematíesde camero a macrófagosalveolaresexpuestosal metal. La

menor susceptibilidadde las células peritonealespodría explicarsepor las diferencias

metodológicas,de especiey de tipo de macrófago(161).
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La existenciade posiblesalteracionesen los macrófagosde nuestroexpenmento,

comolas demostradaspreviamenteen estosfagocitos,en cuantoa suspropiedadesfísico-

eléctricas (178), sus receptorespromotoresde adherencia(176), sus receptoresparala

fracción F~ de las inmunoglobulinas(180) o en la afinidadde los mismos(262, 89), nos

podríanexplicaresta“tendencia” a la disminuciónde la adherenciade C. albicans en el

grupo de 1300 ppm.

Hemosdescubiertoque mientrasqueel númerode células que fagocitanes el

mismoen los grupos expuestosqueen los controles,su capacidadde ingestaes menor,

teniendo menos C. albicans fagocitadaspor célula. Este hecho concuerda con la

disminuciónen la fagocitosisdepolimorfonuclearesde humanosexpuestosiii vúro al metal

(169) o el retrasoen la producciónde quimioluminiscenciade granulocitosde trabajadores

en las industriasdel metal (171).

Los posiblesmecanismoscausalesde estainhibición en la actividadfagocíticapor

el plomo son vados.En primer lugar el dañocausadopor estemetalen las ATPasasde

la membrana(158) o en las ATPasasde la miosina (266) podríaactuar bloqueandola

unión entre los microtúbulosdel interior del macrófago,formadospor miosina (265), y

la actinade sumembrana,uniónnecesariaparala intemalizacióndel hongo.Por otro lado

el plomo inhibeel ensamblajede los microtúbulos(266), lo quepodríaexplicar también

estadeficienciaen la internalizacióndel patógeno.

El metabolismooxidativo participa en la acción fagocítica y germicida de los

fagocitos.Los macrófagosactivadostienenestasaccionesmásaltasquelos residentes,en

parte por su mayor metabolismooxidativo. Así, en la acción candidicida oxígeno-

dependiente,intervienenfundamentalmenteel 0; (267) y el 14202, queson mucho menor

y prácticamenteinexistentes,respectivamente,en los macrófagosresidentes.Porotrolado,

dentro de los mecanismosmicrobicidas oxígeno-independientesla lisozima y otras

proteínaslisosómicas,aún no bien determinadas,desempeñanuna importanteacción

120



Discusión

candidicida(267), ya quela C. albicoas es más resistentequeotrasespeciesa la acción

de los mecanismosoxidativos.La C. albicansdisminuyela estimulacióndel metabolismo

oxidativo del macrófagotras su contacto(268), por lo queestos mecanismosoxígeno-

independientesadquierensingularrelevanciapara su ación candidicida.

Nuestrosresultadosdemuestranla no alteraciónde la accióncandidicidade los

macrófagosresidentesperitonealespor el plomo. Sin embargo,se ha descubiertouna

disminución del metabolismooxidativo de macrófagosalveolaresexpuestosin vivo y de

macrófagosperitonealesexpuestosin vitro al metal (177, 250, 251). Comolos fagocitos

alveolaresson másdependientesdel metabolismooxidativo que los peritoneales(248) y

los macrófagosperitonealesen los que sedescubrióestainhibición se expusieronin vitro

(161), la susceptibilidadde estemetabolismoal plomo podríaser diferente en estosdos

estudiosqueen el nuestro,realizadocon macrófagosperitonealesexpuestosin vivo.

Por otro lado, estos resultadosson también divergentescon los encontradosen

granulocitossanguíneos,en los quedesciendela acciónmicrobicidapor la inhibición de

la enzimamieloperoxidasa,enzimaqueamplificala accióngermicidaoxigeno-dependiente,

y del mecanismode yodación asociadoa ésta (168). Sin embargo, los macrófagos

residentesperitonealescarecende estaenzimaen susgránulos.

Coincidimos con los resultadosde Kowolenko et al (181) que no encontraron

cambiosen la fagocitosisde Listeria por los macrófagosperitonealesexpuestosal plomo.

Koller y Roan(179) descubrieron,a su vez, un aumentoen la fagocitosisy en la

actividad de la fosfatasaácida de los macrófagosperitonealesexpuestosal metal. La

fosfatasa ácida, las proteínascatiónicas, la lisozima y la proteína que aumenta la

permeabilidadde membrana(269) forman partede los gránulosazurrófilos. Quizás el

plomo aumenteestosmecanismosmicrobicidasoxígeno-independientes,queson de gran

importancia en las células residentes y compensesu inhibición de los oxígeno-

dependientes,consiguiendoquela accióncandidicidafinal permanezcainalterada.
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1. El plomo no modifica, tras una exposiciónde 10 semanasy a lasdosisutilizadas,

el númerode célulasperitoneales.

2. La viabilidad de las anteriorescélulasno se ve comprometidapor el metal.

3. La composicióncelular peritoneal,tampocose altera.

4. La adherenciade las células blancasreferidasy de los macrófagosresidentesse

modifica, disminuyendo,ala dosisde 1300ppm de plomo. Permaneceestablecon

las de 13 y 130 ppm.

5. La quimiotaxis macrofágicadisminuye con las exposicionesde 13 y 1300 ppm,

permaneciendoinalteradacon la de 130 ppm.

6. La movilidad espontáneano varia, con ningunadelas dosis utilizadas, 13, 130 y

1300ppni de plomo.

7. El númerode célulasquefagocitan C. albicans no seafectapor el metal, pero sí

el númerode hongosingeridospor célula, quedisminuyeconla exposicióna 1300

ppm.
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8. El númerode C. albicans adheridasa los macrófagosno se comprometepor el

plomo.

9. El número de C. albicans digeridas por fagocito permaneceinalterado por la

exposiciónal metal.

El estudiode la exposicióna dosis mantenidasde plomo en el modelo murino

permite conocer sus efectos en la etapa subclínica para desarrollar futuras medidas

diagnósticas,terapéuticasy preventivas.Por tanto, creemosconvenientecontinuar esta

investigacióncon estudiosdiseñadosparaobtenerconclusionesválidasen humanos.
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