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I. INTRODUCCION



1, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL PLOMO

El plomo es un metal pesado de color gris azulado, familiar a todos. Sus
caracteristicas mds relevantes son: mimero atomico 82, peso atémico 207,19, gravedad
especifica 11,34, temperaturas de fusién y ebuilicién, a la presion atmosférica, 327,5°C
y 1740°C respectivamente. Tiene 4 isétopos naturales, de pesos atomicos 208, 206, 207,

204.

Posee 4 electrones en su Orbita de valencia, de los que sélo 2 se ionizan con
facilidad, por lo que el estado de oxidacidn de este metal en sus compuestos inorganicos

¢s, en general, de +2.
Ambientalmente se encuentra en tres posibles estados:

A. Plomo metilico

Es tdxico al fundirse a 500°C, emitiendo vapores que alcanzan ficilmente los
alveolos. Estos vapores se oxidan rdpidamente, haciéndose poco solubles y cayendo al

suelo. Es la forma fundamental de contaminacién ambiental.
B. Derivados inorganicos

Son derivados inorgdnicos los 6xidos del plomo como el minio (Pb;0,), el litargirio
(PbO) y la plattnerita (Pb0,), los cromatos entre los que se encuentra la crocoita (PbCrQ,),
los sulfatos y sulfuros como la anglesita (PbSO,) y la galena (PbS), el arseniato de plomo

y los carbonatos como 1a cerusita (PbCO;).

C. Derivados orginicos

Son derivados orgdnicos el acetato de plomo, abortivo, el tetraetilo de plomo,
antidetonante, el estearato de plomo, que da consistencia al pldstico y el naftenato de

plomo, componente de los aceites y grasas de uso industrial (1, 2).



Introduccion

2. FUENTES DE EXPOSICION AL PLOMO

La poblacion general estd expuesta al plomo tanto por inhalacién como por
ingestion. Debido a sus especiales caracteristicas las poblaciones infantil y laboral serdn

consideradas en otro apartado.
2.1. EXPOSICION DE LA POBLACION GENERAL

El aire es un claro factor de exposicién al metal. Las concentraciones aéreas
mdximas se encuentran en los centros urbanos densamente poblados, en relacién con las
horas punta de circulacion (1) y con las proximidades de las industrias que trabajan con
plomo (3). El trdfico explicaria de un 7 a un 25 % de la concentracién sanguinea del metal
de la poblacién (4, 5). Por otro lado el 3,5% de las personas que viven en Ja proximidad
de una fuente industrial superan los limites individuales de los 35 ug/dl (3) recomendados

por el Consejo Directivo de la Comunidad Europea.

El agua es una importante fuente de contaminacién cuando las tuberias y depdsitos
estdn fabricados con plomo. El pH dcido de las aguas (3, 4, 5, 6) y su estancamiento
nocturno, que incrementa el tiempo del contacto de los depdsitos con el liquido, aumentan
fa concentracion del metal (7). El agua explicaria un 15 % del total de plomo en sangre
(5, 8). Los nifios y los ancianos, por su mayor susceptibilidad al metal, son los mds

afectados por el saturnismo hidrico (9, 10).

La concentracién del plomo entre los alimentos varia. En general la leche, la harina
y las frutas enlatadas contienen los valores mdximos de plomo. Dentro de los productos
lacteos el tipo de leche (materna, concentrada,...) y €l lugar de origen del ganado influyen
en su contenido en este metal (1, 11). La leche maternizada tiene un riesgo adicional, por

Su preparacion con agua, que también puede estar contaminada (12).

Se observan diferencias considerables en el aporte de plomo a través de los

alimentos entre pafses (13, 14, 15, 16). Estos resultados deben interpretarse con
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precaucion al haberse obtenido mediante el uso de diferentes metodologias y en

poblaciones distintas.

Los niveles de plomo en el vino ofrecen importantes variaciones, segiin ¢l tipo de
vino y, dentro del mismo, entre unas muestras y otras (17, 18). La contaminacién de la
bebida puede ocurrir a lo largo de todo el proceso de elaboracion, almacenamiento y
consumo: crecimiento de la uva (19), contacto con la maquinaria, tanques de fermentacidn,
almacenamiento-suministro (20, 21), conservacion en botellas (22) y encorchado (23). En
U.S.A. el uso ilegal de los radiadores de automoéviles soldados con plomo para la

destilacion de "whisky" (moonshine) es una importante fuente de intoxicacion (24).

Los envasados metdlicos y la alfareria popular barnizada con derivados del plomo
contaminan, su contenido, con el metal. La concentracién en los alimentos y bebidas
envasados aumenta con el tiempo, l1a capacidad corrosiva del alimento o liquido y la
presencia de sales ¢ 4cidos que cambien el pH (22, 25, 26, 27). En Espana y E.E.U.U.
son numerosas las referencias a intoxicaciones saturninas derivadas del uso de recipientes

metélicos o bamizados con el plomo (28-34).

También se han descrito focos de intoxicacién en drogadictos parenterales, usuarios
de heroina y metanfetamina y en consumidores de opio, por la adulteracion de las drogas

con plomo (35-38).

El tabaco puede ser otra fuente de exposicién al metal (39, 40), si se ha fumigado

la planta, durante su crecimiento, con el insecticida arseniato de plomo (1).

Las lesiones por proyectiles de plomo son causa rara de saturnismo, apareciendo

descritas en la literatura médica mundial menos de 30 casos (41).

La ingestién de perdigones de plomo, procedentes de los cartuchos de caza,
ocasiona cada afio la muerte de millones de aves. La posterior ingesta de estas aves por

¢l hombre también provoca su intoxicacion (42, 43).
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Finalmente, la medicina popular, empleada en el tratamiento de procesos
gastrointestinales y catarros, origina casos de saturnismo en el sur de E.E.U.U., Méjico,

Sureste Asidtico, Arabia y Africa (33).
2.2. EXPOSICION DE LACTANTES Y NINOS

El nifio preescolar por sus hdbitos peculiares de pica (aficién a comer sustancias
extrafias), chupeteo de manos, tipo de juegos y mayor susceptibilidad, estd sometido a

riesgos especiales por las fuentes ambientales de plomo.

La prevalencia de concentraciones sanguineas del metal superiores a los 10 ug/dl,
concentraciones que s¢ han asociado con deficiencias intelectuales, parece ser muy alta.
Seglin una estimacién realizada en 1990 por la Environmental Protection Agency de los

Estados Unidos 3 millones de nifios menores de 6 afios de edad superaban esas cifras (44).

La tierra y el polvo son fuentes permanentes del metal para el nifio. Su
contaminacion se produce por la proximidad a industrias con uso de plomo, o a carreteras
con trifico intenso contaminadas por gasolinas plomadas (45-50). En las zonas con suelos
contaminados las concentraciones sanguineas del metal en los nifios son mds altas y se

correlacionan con sus niveles en tierra y polvo (49, 50).

También la ingestién de pinturas descascarilladas es una importante fuente de
exposicién en nifios en E.E.U.U. y el Reino Unido (50). La mayor exposicién se produce
por el suelo y el polvo, mientras que la ingestion de pintura causa intoxicaciones

moderadas y severas (49).

El uso infantil del "khol" o "surma”, que es un maquillaje de ojos original de Asia
y Africa, ha causado graves intoxicaciones, a través de un mecanismo que comprende el

rascado de conjuntiva y la posterior ingestién del metal (33, 51).



Introduccion

La medicina popular usa productos con plomo con diversos fines terapeuticos

infantiles: procesos gastrointestinales, erupciones dentales,... (33).

Otras fuentes del metal son las tintas de los "tebeos", las envolturas de caramelos

y chicles (9) y las ropas de trabajo del padre, impregnadas con particulas de plomo (52,

53).
2.3. EXPOSICION LABORAL

La intoxicacién por plomo es la enfermedad profesional de indole téxica mds
extendida en las naciones industrializadas. El mimero de actividades relacionadas con este

riesgo superan el centenar.

Actualmente, debido a la extensa reglamentacidn laboral, ha disminuido ¢l nimero
de estas intoxicaciones. Con todo en U.S.A., durante 1991, se registraron en 13 estados
19.000 casos con niveles elevados en sangre (54). La mdxima incidencia aparece en
pequefias empresas o en aquellos trabajos con plomo que no estdn incluidos dentro del
cuadro de enfermedad profesional. En nuestro pais la escasez de empleo ha generado la
creacion de empresas, con reducido nimero de trabajadores, sin disponibilidad de servicio
médico de empresa e incumplimiento de las medidas de proteccién (55, 56). Durante los
aflos 1988, 1989, 1990 y 1991, segin el Anuario de Estadisticas Laborales de la
Subsecretaria de Trabajo y Seguridad Social, se declararon 215, 130, 135 y 149,
respectivamente, casos de enfermedad con baja por saturnismo. Estas cifras deben tomarse
con cautela, debido a la subestimacion del problema porque muchos casos de intoxicacién

no se registran.

La principal via de entrada del metal, en la exposicion industrial, es la inhalacion.
Numerosos estudios relacionan Ia concentracidn aérea de plomo con los niveles sanguineos
(26, 57, 58). El polvo generado, unido a una mala higiene hacen posible la ingestién de
plomo con los alimentos. En el caso de los derivados alquilicos del plomo existe el riesgo

potencial de su absorcién cutdnea (1, 26).
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2.4. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA TOXICIDAD DEL PLOMO
2.4.1. Edad

Las concentraciones sanguineas de plomo mds elevadas aparecen alrededor de los
2 afios (53, 59) descendiendo los niveles durante el resto de la infancia y adolescencia.
Luego comienza un ascenso estadisticamente asociado con la edad hasta los 54 afios, a

partir de los que aparece, de nuevo, una baja moderada de sus niveles sanguineos (60).

2.4.2. Sexo

En adultos el plomo en sangre es mds alto en hombres que en mujeres, no

existiendo estas diferencias en los nifios (3, 40, 53, 60, 61, 62).

2.4.3. Raza

Segin los datos recogidos por el National Health and Nutrition Examination Survey
II (NHANES II) de E.E.U.U. existen valores del metal en sangre mds altos en personas

de raza negra, pero por la asociacién existente entre raza, nivel socioecondmico y

urbanismo estos datos deben interpretarse con cautela (60, 63).

2.4.4. Nivel socioecondmico

También en E.E.U.U. se observa una relacidon significativa entre las
concentraciones sanguineas de plomo y las ciudades muy populosas, relacién que es

negativa para los ingresos familiares {60).
2.4.5. Hdbitos

Las concentraciones sanguineas de plomo son mds altas en fumadores,

extendiéndose esta asociacion positiva a los fumadores pasivos (53, 62).

2.4.6. Variaciones estacionales

En €l verano los niveles sanguineos son mds elevados que en el resto de las

estaciones, por la mayor exposicién ambiental al plomo, debida al aumento del tiempo de
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permanencia al aire libre, y también por el incremento de los radiaciones ultravioletas, que

favorecen su absorcidn (9, 53, 64).
2.4.7. Factores que modifican la susceptibilidad al plomo

El papel del estado nutricional, aiterando la susceptibilidad al plomo, es conocido
desde hace mds de un siglo. La fraccién absorbida por la via digestiva estd incrementada
en la infancia, el ayuno, el uso de vitamina D, las deficiencias de hierro y calcio, y la
presencia de leche, grasas y quelantes (65-69). Por el contrario la toma de magnesio,

fésforo y etanol, disminuyen su absorcion (66).

3.  FISIOPATOLOGIA

3.1. METABOLISMO

1.a absorcidn de plomo estd supeditada a la cantidad y el estado fisico-quimico del

metal presente en la via de entrada y a la actividad metabélica del organismo receptor.

3.1.1. Absorcién por inhalacién

La absorcién de plomo inhalado depende de su posterior absorcién a través del
pulmén o de su deglucion y digestion. Los factores que determinan uno de los dos destinos
son el tamafio de la particula, la region respiratoria dénde se deposita, la eliminacidn
(relacionada con la solubilidad y toxicidad de la particula), la profundidad, y el ritmo

ventilatorio de 1a persona (58).

En la inhalacién del metal en el ambiente general a cada aumento de 1 pg/m’® del
plomo en el aire corresponderfa la elevacion de 2 pg/dl del mismo en la sangre. En
cambio en la poblacién expuesta laboralmente el incremento de cada pg/m® del metal
aéreo, en la concentracion media semanal de la empresa, se traduce en un aumento de 0,6

a 1 pg/dl del metal en sangre (1).
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3.1.2. Absorcién por via digestiva

El tracto gastrointestinal es la principal via de entrada de plomo en el organismo

para la poblacién general, explicando unos 2/3 del metal incorporado (67, 70).

El mecanismo de absorcién no es bien conocido, pero no parece ser unico,
habiéndose encontrado en animales de experimentacion un componente duodenal con un

transporte comtn al hierro y al calcio y un componente en ileon (65, 68, 71-75).

Aproximadamente de un 10 a un 15% del metal ingerido con la comida es
absorbido (66). El consumo de cantidades de plomo superiores a 1000 pg/dl produce

aumentos sanguineos que se ajustan a una funcién logaritmica (1).
3.1.3. Absorcién por via cutinea

Produce la absorcidn de cantidades despreciables, salvo para el plomo orgdnico,

que es liposoluble (67).
3.1.4. Distribucién, metabolismo y eliminacién

Una vez absorbido el plomo pasa a la sangre. Mds del 90% circula transportado
por el hematie, en el que se une a la membrana (14%) y a la hemoglobina (80%) (76-78).
El resto es transportado por el plasma, untdo a la albimina (4%), las globulinas (0,5%)

y los lipidos (1,3%), salvo una pequeiia fraccién difusible, que es la metabdlicamente

activa (76-78).

El metal circula en la sangre y se deposita en los distintos érganos, segin su

vascularizacion y afinidad intrinseca (79).

Existe a continuacién una redistribucién del plomo entre la sangre, tejidos blandos
(principalmente rifion e higado) y hueso, que se ajusta a modelos de reparto
tricompartimentales (70, 80, 81). En esta situvacion de redistribucién, el metal en sangre
y tejidos blandos, constituye la carga corporal intercambiable, que es la de mayor

importancia toxicoldgica. Un 90% se deposita en tejidos duros, como hueso y dientes, que
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son los reservorios principales de plomo e indican, por tanto, la exposicion acumulativa
a largo plazo (82). Finalmente se alcanza un estado de equilibrio, reflejo del cual es la

concentracién sanguinea.

La tasa de equilibrio del plomo sanguineo con las fuentes de entrada, salida, y los
otros compartimentos orgdnicos, ha sido estudiada por Rabinowitz et al (70, 81). Su
cinética de aparicidon y desaparicién en la sangre sugiere intercambios de primer grado

segun los modelos desarrollados por Rabinowitz et al y Dally et al (70, 80).

El plomo atraviesa la placenta por difusién simple y dependiente de la proporcion
de flujo sanguineo fetal, existiendo por ello una estrecha relacién entre las concentraciones
del metal en la sangre materna y las del cordén umbilical (83, 84). Por otra parte se
sugiere la existencia en la placenta de una protefna que se une al calcio, como en el

intestino, € interviene en el transporte de plomo (85).

La permeabilidad de la barrera hematoencefdlica al plomo es muy alta (mil veces
superior a la del calcio), y su entrada depende, directa o indirectamente, de la

concentracién del ién plumboso (86).

La orina es la principal via de eliminacién de plomo en el hombre, suponiendo el
76% del total del metal eliminado (70, 80). Aproximadamente un 16% del metal es
excretado por las secreciones gastrointestinal, biliar y pancredtica, y el resto por otras
rutas como el sudor, las ufias, el cabello, la leche, ia saliva y la mucosa bucal (ribete de

Burton) (70, 80).
3.2. PATOLOGIA

E] plomo afecta muy diversos sistemas orgdnicos. A continuacién se exponen,
brevemente, las alteraciones y mecanismos patogénicos hematoldgicos, nerviosos, renales,

cardiovasculares, y de los sistemas reproductor y endocrino, ocasionados por el metal.
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Los dos componentes fundamentales para el mantenimiento del hematocrito en el
sistema sanguineo, la eritropoyesis y la supervivencia de los hematies, estan perturbados

por el metal.

En la sintesis de la hemoglobina intervienen varias enzimas, cuatro de las cuales
estdn afectadas por el plomo. La enzima aminolevulinico (AILA) deshidrasa, de
localizacion citoplasmdtica, es inhibida por el metal y es el indicador mds sensible de la
exposicién al plomo a dosis bajas (76, 87, 88).- A nivel mitocondrial el metal bloquea la
accidon de la enzima ferroquelatasa (78) y en menor grado la de la coproporfirinégeno-
oxidasa (78). La disminucidn de la formacion del HEM conduce a su vez a un desblogueo
del normal retrocontrol negativo de éste sobre la ALLA sintetasa y a un actimulo del 4cido
d-aminolevulinico (78) y de los otros metabolitos intermedios en la sintesis de HEM. En
la degradacidn de éste la actividad de la enzima hem oxigenasa estd incrementada (78) por

el metal.

En la intoxicacidn saturnina también existe una disminucion de la vida media de
los hematies circulantes, aumentando el envejecimiento prematuro de los eritrocitos y su
destruccion al azar (78). Dos lineas bioquimicas parecen explicar este hecho: la
interferencia del plomo sobre la membrana (26, 87, 89) y sobre la enzima pirimidina-5-
nucleotidasa, conduciendo esta iltima al acimulo de metabolitos del RNA y al punteado

basdfilo (90).

Se han descrito alteraciones en la sintesis de las globinas con incremento de la o
hemoglobina, alteracion en la proporcidn o/ o aparicion de cantidades anormales de la

hemoglobina A y la hemoglobina F (76).

La anemia saturnina es consecuencia de todas las alteraciones anteriores. Es
normocitica, salvo en los nifios en los que coexiste con deficiencias de Fe, en los que se

manifiesta como microcitica e hipocrémica (78, 91).

11



Introduccion

En el sistema nervioso la intoxicacion plimbica produce alteraciones tanto a nivel

central como periférico.

La encefalopatia saturnina cursa en forma de cuadros meningoencefaliticos atipicos
(26). Hoy dado que esta encefalopatia es'précticamente inexistente por las medidas
preventivas, la atencién médica se dirige hacia Ia sintomatologia subclinica, que en los
adultos se manifiesta con cuadros inespecificos como pérdida de memoria (92) y cefaleas
frecuentes (93). En la infancia la exposicidn subclinica ocasiona deficiencias intelectuales.
Estudios epidemiolégicos transversales han encontrado una relacion positiva entre niveles
ligeramente elevados de plomo en sangre (alrededor de los 10 ug/dl) o en dentina y la
disminucién en los resultados de pruebas de inteligencia (45, 94, 95), conclusion a la que
también llega un estudio de meta-andlisis (96). Reforzando esta hipétesis de causalidad
estan los resultados de varios estudios longitudinales que se realizan en la actualidad (53,

59, 84, 97).

La mayor permeabilidad de las células endoteliales al plomo (98), la interferencia
del metal en la sinaptogénesis y en la neurotransmision de GABA, acetilcolina y dopamina

(99, 100, 101) podrian explicar estas alteraciones.

El plomo afecta al sistema nervioso periférico produciendo una disminucion del
umbral de audicidn, del tiempo de reaccion visual y del periodo de latencia en la

conduccion motora (26, 102).

Histolégicamente estos hallazgos coexisten con desmielinizacion y degeneracién
axonal (26, 76, 103). La inhibicidn de la Na-K-ATPasa, ya por bloqueo directo del plomo,
ya por el ALA, aumentaria la permeabilidad vascular y lesionaria las células de Schwann,

justificando los hallazgos histolégicos.

Las alteraciones producidas en el rifidn dependen del tiempo y de la dosis de
exposicion. Inicialmente, tanto en la intoxicacién cronica como en la aguda, aparece un

cuadro reversible con aminociduria, glucosuria e hiperfosfaturia. Tras varios afios de
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exposicidn disminuye la eliminacién de plomo sin afectarse la funcién renal. M4s tarde
surge la insuficiencia renal en la que la hiperuricemia es un signo precoz y constante (26,
105). Son necesarios tanto una exposicién prolongada al plomo como un periodo de

latencia largos para que aparezca esta nefropatia (26, 77, 104).

El interés epidemioldgico por las lesiones renales comienza ante una epidemia de
nefropatia irreversible en jovenes adultos australianos, que habfan ingerido durante la
infancia altas y continuas dosis de plomo y cuya excrecidn de plomo estaba elevada (26,
105). En E.E.U.U. la nefropatia no se manifestaba en ninos sino en bebedores de

"whisky" destilado ilegalmente (26).

Estudios de mortalidad, en la poblacién expuesta laboralmente, encuentran un
incremento de 2 a 3 veces en el nimero de las defunciones por nefritis crénicas (103, 106-

109).

La afecci6n de la respiracion celular mitocondrial por la alteracién de las enzimas

ALA sintetasa y ferroquelatasa, estarfa en el origen de todas estas lesiones.

En los estudios de mortalidad, realizados en trabajadores expuestos al plomo, se
encuentra un aumento en las defunciones por accidentes cerebrovasculares (106, 107, 110).
En esta poblacién aparece también una mayor incidencia de hipertensién e isquemia
cardiaca (107, 108, 110). También en la poblacién general, el NHANES II realizado en
los E.E.U.U., descubre una relacion entre los niveles sanguineos del metal y la presién

sanguinea entre los 20 y los 74 afios (111-113).

El aumento por el plomo del calcio intracelular o su interferencia en la
protefnquinasa C, mecanismos envueltos en la contraccién de la musculatura lisa vascular,
y la alteracién por el metal de las hormonas del eje renina-angiotensina-aldosterona,

podrian explicar estos hallazgos (77, 113, 114).
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Hace ya un siglo que se menciona en la bibliografia médica la mayor frecuencia
de abortos y de partos de fetos muertos entre tas mujeres frabajadoras en la industna del
metal. Los estudios epidemioldgicos realizados actualmente confirman este hecho asi como
la asociacion de las concentraciones sanguineas de plomo y las malformaciones fetales de
menor grado (84). El metal interfiere a nivel de la blastogénesis, disminuye la

progesterona (115, 116) e inhibe el eje hipotdlamo-gonadal (117).

En el sistema gonadal masculino se ha descrito una disminucién en el nimero y la
motilidad de los espermatozoides y un aumento del esperma morfologicamente anormal
(118, 119) por este metal. En algunos de estos pacientes parece coexistir con alteraciones

a nivel central (118).

El piomo interrumpe también la entrada de yodo a la gldndula tiroides, desciende
los niveles de glucocorticoides basales y en respuesta a los estimulos, asi como también

produce una lesidn del eje hipotdlamo-hipofisario-suprarrenal (26, 118).
La concentracién de 1,25 hidroxivitamina D se reduce por el metal (103).

En el NHANES II aparece una importante correlacién entre la disminucién de

estatura y los niveles sanguineos del metal entre los 5 y 35 pg/dl (120).
Es cldsica en la intoxicacion la existencia del colico saturnino (30, 39, 56).

Las artralgias y las artritis gotosas se asocian con la exposicion plimbica,

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

Las lesiones por bala localizadas en las articulaciones causan una osteolisis
incompleta (123) con secuestro de plomo y continuo reciclaje del metal, que se convierte

en fuente perenne en el organismo.
3.3. PLOMO Y CARCINOGENESIS

Se han realizado diversos estudios de mortalidad que investigan el posible aumento

de neoplasias en la exposicidén al plomo. En un antiguo estudio ecoldgico realizado en
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Estados Unidos se ha relacionado la cantidad de metal en el agua de consumo y la
mortalidad por cdnceres, siendo positiva para los linfomas, las leucemias y las neoplasias

renales (124).

En estudios con trabajadores expuestos al plomo se evidencia un incremento en el
fallecimiento por cdnceres en general (125), por neoplasias del tracto digestivo en los afios
anteriores a 1966 (106) y por cdnceres de estomago (125), higado (126) y rifién {109). En
un estudio de meta-analisis se confirma la relacion entre el plomo y los tumores renales
(127), mientras que en otro con disefio de cohortes, retrospectivas, se descubre un aumento

casi significativo por cdncer de pulmén (128).

Estudios realizados en animales de experimentacién apuntan hacia el papel
carcinogénico del plomo en tumores renales y cocarcinogénico en adenocarcinomas

pulmonares (129, 130).
4. PLOMO E INMUNIDAD

4.1. CAMBIOS EN LA RECEPTIVIDAD A DIVERSOS AGENTES
BACTERIANOS, VIRALES Y NEOPLASICOS

Numerosos investigadores han descubierto que el plomo, a dosis bien toleradas,
aumenta la letalidad por endotoxinas de Escherichia Coli, Shigella, Serratia, varias cepas
de Salmonella y de la flora fecal mixta (131-137). La disfuncién del sistema
reticuloendotelial podria ser el mecanismo de accion (131), por compromiso de su
actividad fagocitica. Se han publicado, sin embargo, resultados discordantes sobre la
funcién fagocitaria: estd aumentada en algunos trabajos (132), disminuida en otros (133)

e inalterada segdn otros mds (136).

Se ha investigado la posible intervencion del factor de necrosis tumoral (TNF) en
este incremento de la susceptibilidad a las endotoxinas provocado por el plomo, ya que

esta citoquina la producen los macrdfagos en respuesta a las endotoxinas y toxinas
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bacterianas (137). El uso de anticuerpos contra el TNF previene el aumento en la
receptividad a las endotoxinas por el metal, hecho que sugiere el papel causal de este

factor de necrosts tumoral.

Existen diversos factores que modifican este sinergismo en la susceptibilidad
provocado por el metal y las endotoxinas. En primer lugar depende de la via de
administracién de ambos, siendo maximo cuando se administran intravenosamente, en un
intervalo de tiempo menor de 7 horas (135). La juventud aumenta también este sinergismo.
Debe considerarse la existencia de tolerancia a las endotoxinas, ya que el pretratamiento
con éstas disminuye la letalidad de su administracion combinada con el metal (135). Sin
embargo, no existe especificidad de especie, ya que aparece en ratas, ratones, pollos,

mandriles y otros primates (131- 133, 135).

También se ha investigado si el plomo aumenta la vulnerabilidad a bacterias Gram-
(E. coliy y Gram+ (Estafilococo), produciéndose sélo con componentes termoestables de

las primeras (134).

Otros autores (133) han descubierto la capacidad de este metal para sensibilizar
hacia otras formas de “shock" (traumdtico, isquémico), por lo que mecanismos mds
complejos que los sugeridos anteriormente deben estar implicados en este general aumento

de vulnerabilidad.

El plomo incrementa la letalidad por virus de la encefalomiocarditis (138, 139),
acortando ademds el tiempo hasta el ¢bito. También el virus Rauscher de la leucemia
murina se activa por el metal (140). La posible causa de este aumento de vulnerabilidad

a los virus es la accion del metal sobre el interferdén (138, 139).

El plomo también acrecenta la incidencia de tumores. Su administracién subcutdnea
y oral, cronica, ocasiona tumores renales (129). La exposicién intratraqueal produce

lesiones de metaplasia alveolar y proliferacién adenomatosa (130).
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4.2. PLOMO E INMUNIDAD HUMORAL Y CELULAR

Una baja titulacion, o baja accidn, de los anticuerpos podrian ser las responsables
del aumento de susceptibilidad a las endotoxinas, bacterias y virus, ocasionado por el

plomo.
La fitulacion de anticuerpos frente al virus de la seudorrabia estd disminuida (141).

En la exposicién crénica al metal se reduce la formacidn de anticuerpos en la
respuesta primaria y, mds intensamente, en la secundaria (142), mientras que en la
exposicion aguda su formacion en la respuesta primaria aumenta y en la secundaria
desciende (143). Esta formacion de anticuerpos disminuye sobre todo cuando los antigenos

utilizados son macrofago dependientes (144).

Sin embargo la estimulacién policlonal de los linfocitos B por los mitégenos, que

es inespecifica, aparece aumentada o inalterada (145).

Existen numerosos factores que parecen influir en Ia respuesta de la inmunidad
humoral al plomo, ademds del factor tiempo ya mencionado. El antigeno empleado (146),
el tipo (in vivo o in vitro) (147) y la via de exposicion (148), y la cepa de ratén (149)

modifican los efectos del plomo en la respuesta humoral.

En humanos se descubre un aumento en el recuento de los linfocitos B (150, 151).
Las inmunoglobulinas {Ig) G, M y A séricas y la IgA de saliva estdn disminuidas (151,

152). Otros estudios no encuentran, sin embargo, cambios humorales (153, 154).

La modificacién de la inmunidad celular por el plomo también podrfa causar todas

las alteraciones anteriormente descritas.

En primer lugar el timo, lugar de diferenciacion de las células T, disminuye su

peso, en la exposicién crénica al metal (159).

La hipersensibilidad retardada se reduce (155, 156), relacionandose ademads con las

concentraciones sanguineas de plomo. La reaccion de 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 respuesta proliferativa de los linfocitos T a los mitdgenos, realizada in vitro,
incrementa cuando la exposicioén con el metal se hace in vitro (158, 159) y disminuye en
la exposicién in vive (145, 158) . Sin embargo no cambia cuando el contacto, tanto con

el mitdgeno como con el plomo, se verifica in vivo (159).

La forma de exposicidn al metal y el tipo de ensayo parecen influir, por lo tanto,

en la respuesta de la inmunidad celular producida por el plomo (160).

La produccién de interferén no cambia (161) y la de interleuquina 2 desciende

basalmente, pero se mantiene tras ia estimulacién in vitro por el mitdgeno concanavalina

A (162).

Existe una tercera poblacion de células linfoides: las células asesinas naturales. Su
actividad citotéxica, en la exposicion in vive, al metal no cambia, mientras que si la

exposicion es in vitro disminuye (163).

En el hombre el recuento de los linfocitos T totales y los Ty estdn aumentados en
los trabajadores expuestos (151), pero el porcentaje de linfocitos T estd disminuido (150,

151). Otros estudios no han podido corroborar estos resultados (164, 165).

La respuesta de los linfocitos humanos a los mitdgenos estd disminuida o mantenida

(164, 165). El metal parece tener una actividad mitdgena por si mismo (165).
4.3. PLOMO, GRANULOCITOS Y MACROFAGOS

Después de una inyeccion de plomo aparece neutrofilia (166). Sin embargo en la
exposicion crénica al metal se descubre una disminucidn de los granulocitos y un aumento

en los linfocitos (167).

El plomo reduce la accion de la enzima mieloperoxidasa y la capacidad de yodacion

asociada con ésta {168).
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La viabilidad celular de los granulocitos humanos expuestos in vitro disminuye

(169) y también estd descendida su capacidad quimiotdctica (170, 171, 172).

Los resultados en la actividad fagocitica granulocitica son mds contradictorios, no

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

Se ha descubierto una disminucidn en el nimero de los macréfagos alveolares y

medulares, en la exposicién al metal (174, 175, 176).

La viabilidad celular de los macrdofagos peritoneales decrece y la de los alveolares
permanece inalterada tras contacto in vitro, pero se mantiene después de contacte in vivo

con el plomo (177, 178, 179).

1.os resultados en la fagocitosis de los macréfagos son contradictorios: se inhibe

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

La accién tumoricida de los macréfagos de ratones expuestos a este metal no se

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

tumorales (182).

El plomo interfiere también en la accién de las citoquinas factor inhibidor de la

emigracion (MIF) (178) y factor activador de macréfagos (MAF) (183).

La presentacion de antigenos por esplenocitos 0 macrdéfagos peritoneales desciende
(181), pero en células de Langerhans aumenta la expresién de las moléculas de

histocompatibilidad de ia ciase II, que estdn en estrecha relacidn con esta funcién (184).
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5. DIAGNOSTICO DEL SATURNISMO

Se utilizan dos tipos de indicadores del saturnismo, unos que miden la exposicidn

o dosis interna y los otros su efecto toxicolégico.
5.1 MARCADORES DE DOSIS INTERNA

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

aproximacion al estado de absorcion del téxico.
5.1.1 Plumbemia en sangre

Refleja el equilibrio metabdlico frente al plomo, refiriendo la absorcion media de

aproximadamente 1 mes.

Los valores limites en poblacidon no expuesta son de 30 ug/dl para los adultos y de
10 pg/dl para nifios, seglin recomendaciones del Centers for Disease Control (185). Estos

valores para la poblacién trabajadora se sitdan en 70 a 80 ug/dl (186).

Es el indicador mds sensible de la toxicidad (36). Existe ademds una estrecha
relacién de esta plumbemia sanguinea con la dosis de exposicion externa, la gravedad
clinica, el nimero de drganos alcanzado por el toxico y la intensidad de los efectos

biologicos detectados (36).
5.1.2. Excrecién basal de plomo en orina

Es un reflejo deformado de la concentracién sanguinea por depender de la funcidn

renal, por lo que actualmente no se recomienda su uso.

Sus valores normales se encuentran entre 30 y 80 pg/dia. La sensibilidad de esta

prueba es del 60% y su especificidad det 90% (36).
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5.1.3. Plumburia provocada por EDTA

Es el mejor indice de la carga corpdrea total y de la cantidad metabélicamente

activa.

En nifios su limite superior es de 500 pg/dia, en adultos, no expuestos

laboralmente, de 600 upg/dfa y en los trabajadores de 1000 ug/dia (9, 36, 187).
Su sensibilidad es superior al 97% (7), pero su especificidad es mds baja.

Su seguridad como prueba de despistaje estd actualmente cuestionada al haberse
descubierto en animales de experimentacidn, a los que se administré EDTA, un aumento

del 100% de los niveles cerebrales del plomo (188).
5.1.4. Contenido de plomeo en tejidos

Las concentraciones de plomo en cabello y dentina se han utilizado como

marcadores de la dosis interna, en diversos estudios epidemioldgicos (36, 95, 96, 189).

En la poblacion trabajadora expuesta al metal se practica, en la actualidad, la
valoracién del contenido 6seo mediante técnicas radioldgicas de fluorescencia (190, 191).
También se estd evaluando la posibilidad de utilizarla como prueba de cribado diagnéstico

(191).
52. MARCADORES DEL EFECTO BIOLOGICO

Traducen la existencia de una lesién organica y muestran los resultados metabdlicos

de la intoxicacion,
5.2.1. Actividad de ]la enzima aminolevulinico deshidrasa (ALA-D)

El plomo tiene una gran afinidad por los grupos sulfhidrilo de esta enzima
citoplasmdtica, a los que bloquea a partir de concentraciones de 5 a 15 pg/dl (36). Como
consecuencia se impide la unidn de las moléculas de dcido aminolevulinico y la formacién

de porfobilinégeno.
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Su valor normal es de 300 unidades/mi (36).

La sensibilidad y especiticidad de esta prueba son del 98% (7).
5.2.2. Determinacion de la protoporfirina eritrocitaria libre

(PEL) o protoporfirina cinc (ZnPP)

Su inhibicidn resulta de la interferencia del plomo en Ia ferroquelatasa mitocondrial,
que impide la insercién de hierro a la porfirina, y produce la formacién de porfirina libre
(PEL). Ante el defecto del hierro la porfirina se une al cinc y forma la protoporfirina-Zn

(ZnPP). La relacidn entre ambas es muy alta por lo que pueden usarse indistintamente.
Su concentracién normal limite es de 35 pg/dl (192).

Su sensibilidad es ligeramente inferior a la de la aminolevulinico deshidrasa (36).
El C.D.C. cuestiona su uso como prueba de despistaje infantil al no ser lo suficientemente

sensible para concentraciones sanguineas de plomo inferiores a 25 pg/dl (183).

5.2.3. Determinacién de la pirimidin-5-nucleotidasa

Esta enzima degrada los catabolitos del RNA (90), produciendo su inhibicién por

el metal un acimufo de los metabolitos de los dcidos nucleicos,

Se estd investigando su uso en el diagndstico de saturnismo porque aporta una
buena sensibilidad, su umbral de efecto se sitia alrededor de los 15 ug/dl y posee unas

buenas correlaciones lineales con l1a plumbemia en sangre (r=0,8) (55).

5.2.4. Determinaciéon del dcido aminolevulinico wurinario (ALA-U) y del

coproporfirinégeno en orina (CPU)

Cada dia son menos utilizadas, aunque la primera siga empledndose en el

diagnostico de intoxicacion entre la poblacion laboral expuesta en nuestro pais (186, 193).
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6. TRATAMIENTO Y CONTROL DE LA EXPOSICION PLUMBICA

El antidoto cldsico es el EDTA-Ca-Na, (etilén diamino tetraacético calcico
disddico). Se emplea, intravenosamente, en adultos con concentraciones sanguineas de
plomo superiores a 80 pg/dl (2) y en nifos con niveles de 25 a 55 ug/dl (192). La dosis

no debe superar los 50 mg/Kg/dia y se administra durante 5 dias (2).

El dimercaprol (BAL) se aplica conjuntamente con el EDTA, intramuscularmente,
en caso de encefalopatia, ya que el EDTA-Ca-Na, no atraviesa la barrera hematoencefalica

).

Como tratamiento de mantenimiento en las intoxicaciones crénicas se utiliza la D-
penicilamina oral (194). Es efectiva en reducir los niveles sanguineos de plomo, a bajas
concentraciones, pero existen datos experimentales que sugieren una redistribucién del
plomo del hueso a los tejidos blandos, con su uso, con lo que los mveles cerebrales del

metal podrian no descender (188).

El dcido dimercaptosuccinico (DMSA), es un quelante soluble, administrable
oralmente, recientemente aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) (195) para
el tratamiento de nifios con concentraciones de metal superiores a 45 pg/dl (188). En

Espania también se ha utilizado en adultos (196).

Ademds se aplica, ldgicamente el tratamiento sintomdtico complementario adecuado
para complicaciones como la encefalopatia, la nefropatia, los cdlicos, efc,... (sedantes o

barbitiricos, mantenimiento de la funcion renal, atropina, etc,...).
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7.  PREVENCION DEL SATURNISMO
7.1  PREVENCION PRIMARIA
Ha de actuar sobre todos los factores que influyen en la aparicion del saturnismo.

Es fundamental el componente de profilaxis ambiental. Dentro de éste se ha
regulado la cantidad mdxima del metal en el agua (197), alimentos (198), vinos (199),
envasados y cerdmica popular (55). La cantidad de plomo en }a gasolina se ha reducido
a 40 ug/dl (200). En E.E.U.U. también se legisld en 1977 una importante disminucién en

sus concentraciones en pinturas (50).

La buena higiene laboral y hogarefia con medidas como la ducha, el lavado de
manos y la limpieza de las casas son importantes para la erradicacién laboral e infantil del

saturnismo (96, 198).

Los programas de educacién sanitaria encaminados al asesoramiento de padres de

nifios de zonas de riesgo es fundamental (198).

Los suplementos nutricionales de hierro, calcio o cinc en los niflos, contribuyen a

disminuir su mayor absorcién y susceptibilidad al metal (192).

En la prevencion primaria laboral nuestro pais se rige segin la Orden del 9 de abril
de 1986 (186). En ella se define el concepto de trabajador expuesto a partir de las

concentraciones ambientales y bioldgicas del metal.
7.2. PREVENCION SECUNDARIA

La prevencién bioldgica secundaria ha conducido, en los Estados Unidos, a la
realizacion de programas de despistaje. Actualmente, la American Academic of Pediatrics
recomienda el cribado diagndstico anual o semianual en niftos en altas zonas de riesgo o

con factores predisponentes (192).

La legislacion espafiola prevee la determinacién de plomo en sangre y de
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protoporfirina-Zn, asi como del 4cido deltaaminolevulinico en orina (ALA U) y de la
deshidrasa del 4cido 8- aminolevulinico en sangre (ALA D) con una periedicidad anual,

bianual o trimestral, dependiendo de las concentraciones sanguineas y las ambientales (186,

201).

Cuando las concentraciones sanguineas del metal estin elevadas el tratamiento
comprende el uso de quelantes del plomo, 1a mejora del estado nutricional y el aporte de

suplementos de hierro (192).
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II. OBJETIVOS

Profundizar en el conocimiento de las alteraciones producidas por bajas dosis de
plomo, un téxico ambiental, por medio de un modelo in vive. Para ello, nos hemos

planteado los siguientes objetivos:

1. Valorar el efecto que el plomo, gjerce en el nimero, viabilidad y composicién de

las células peritoneales.

2. Evaluar los efectos del plomo sobre la funcién de las células peritoneales, en

particular sobre el macréfago residente, mediante los siguientes pardmetros:

2.1.  Adherencia de c€lulas y macréfagos residentes peritoneales.

2.2. Movilidad dirigida o quimiotaxis y movilidad espontdnea.

2.3. Capacidad fagocitica y fungicida de las mismas.
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1. ANIMALES DE LABORATORIO

Se empled, para todos los experimentos, hembras Balb/c singénicas, suministradas
por Charles River. Su edad al inicio de los distintos estudios era de 4 semanas + 4 dias

y al finalizarlos de 14 semanas + 4 dias.

Los ratones fueron seleccionados y distribuidos al azar en los grupos testigo y de
exposicion a 13, 130 y 1300 ppm de acetato de plomo, utilizando una tabla de nimeros
aleatorios. Esta distribucién aleatoria se hizo tanto para €l grupo de exposicién, como para

los ratones asignados a cada grupo.

Al finalizar las distintas exposiciones los ratones eran sacrificados por dislocacion
cervical, que es una técnica que produce insensibilidad instantdnea y utilizados en los
distintos experimentos. Los caddveres eran desechados después de comprobar su rigidez

cadavérica.

1.1. CONDICIONES DE MANTENIMIENTO DE L.OS RATONES

Se siguieron las directrices de las Comunidades Europeas referentes a la proteccion

de los animales utilizados para la experimentacién y otros fines cientificos (202).

Los locales que albergaban a los animales contaban con la ventilacién e iluminacién
adectadas. La temperatura ambiental oscilé entre los 18 y 24 °C. La limpieza del
animalario se realizd dos veces por semana. Mientras se efectiiaron los experimentos un

veterinario asesord e inspecciond, periddicamente, los locales.

Las jaulas eran de material pldstico, autoclavables para la esterilizacion. El lecho
estaba formado por viruta de madera esterilizada y comercializada, sin presencia de
colorantes, insecticidas, fungicidas, ni productos quimicos (ULTRASORB, PANLAB).
La superficie por animal era de 200 cm? para las unidades de cria y de 120 cm? para los

de experimentacién. La limpieza de las jaulas se hizo dos veces por semana, con lejfa
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comercial de 50 g/l. Se afadfan 4 gotas/l de agua.

El suministro del agua, ad libitum, sc realizaba mediante biberones de vidrio
transparente, que permitian €l control de su contenido. Este liquido se cambiaba dos veces
por semana y se desinfectaban los biberones con lejia diluida en agua. Los ratones se
alimentaron con un pienso granulado (PANLAB SL), ad /libitum. Diariamente se vigilé

la existencia de ambos suministros.
Mientras duré la experimentacion los ratones no presentaron patologia.
1.2. EXPOSICION AL PLOMO

La exposicion fue siempre via oral, a través del agua de la bebida, durante un

tiempo de 70 dfas (139, 141, 142, 144, 155, 158, 179).

Se empled acetato de plomo cristalizado (C,H;0,),Pb*3H,0 (Panreac), que se diluia
en agua desionizada caliente, a 37 °C, hasta conseguir una concentracion pura de plomo
de 13, 130, 1300 ppm, segtn el grupo de exposicién. Los animales testigo recibian agua
desionizada. El liquido se cambiaba dos veces por semana, y diariamente vigildbamos que

su disolucién fuera perfecta. Semanalmente calculamos el consumo de agua por raton.

Se realizé un experimento previo con estas mismas concentraciones de plomo,
durante 10 semanas. El andlisis de los resultados nos demostrd el consumo similar de
liquido por ratdn, entre los diferentes grupos de exposicién y los animales testigo, por lo

que consideramos adectada la exposicion al metal por esta via.
1.3. VIGILANCIA DE LOS RATONES DURANTE LA EXPOSICION

Dos veces por semana se comprobaba que los ratones no mostraran signos de
enfermedad. Una vez por semana se controld ¢l peso, durante las 10 semanas, en una

bédscula de precision (August Sauter K G Ebingen, Germany).

Cuando finaliz6 la exposicién se valoré el estado del sistema sanguineo mediante

el recuento de hematies y de leucocitos y la férmula leucocitaria.
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Las extracciones de sangre se realizaron del saco retroorbitario, mediante tubos

capilares heparinizados (Dade) y pipetas Potain para giébulos rojos y blancos. Después de

hacer las diluciones adeciiadas, 1/200 para los hematies y 1/20 para los leucocitos, se hizo

su recuento en un hemocitémetro.
El N° de hematies se obtenia mediante la férmula:
N° de hematies en 1 cuadrado*200*10.000
El N° de leucocitos se obtuvo mediante la férmula:
N° de leucocitos en 1 cuadrado*20*10.000

El frotis sanguineo, que se utilizé para hacer la formula leucocitaria, se fijé y tifié
mediante el preparado Diff-Quik® (Dade). Se contaron 200 células blancas en 4 campos

diferentes y se calculé el porcentaje y el nimero de cada linea celular de la serie blanca.

2. DETERMINACION DEL PLOMO RENAL
2.1. MATERIAL DE ESTUDIO

Dado que el rifidn es uno de los principales 6rganos de aciimulo de plomo, se eligié

la concentracion renal como indicador de la exposicién plimbica.

Se desinfectaba la piel abdominal con povidona yodada. Después de extraerse el
intestino se obtenian los rifiones, que se limpiaban con una gasa, s pesaban en una béscula

de precisién (August Sauter K G Ebingen, Germany) y se guardaban en un arcén

congelador a -70°C (Revco Scientific Mod. ULT 390-V.N.R.}, hasta la liofilizacién y

posterior andlisis de su contenido en plomo.

El equipo instrumental const6 de un espectofotémetro de absorcién atémica Perkin-
Elmer HGA 400, muestreador automdtico AS-40, sistema de recogida de datos Data
System 10 e impresora PR-100. Alternativamente al Data System 10 los datos se pueden

recoger directamente en una impresora Epson-FX-85.
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2.2. REACTIVOS
* HNO, concentrado Merck suprapur.
* Solucién amoniacal de molibdato amdnico

715 mg de molibdato aménico (Merck pa), 50 m] de amoniaco concentrado
{Merck suprapur) y agua hasta 100 ml. Esta solucidn se diluye para trabajar
1/s.

*

Solucién patrén concentrada: Solucién de Pb de 1000 pg/ml.

*

Solucion patrén diluida:  Seolucién de Pb de 10 ug/ml, preparada a partir de la

anterior.

*

Solucion patrén de trabajo: Solucién de Pb de 100 pg/l, obtenida a partir de la

anterior.
2.3. MATERIAL DE TRABAJO
*  Micropipetas automaticas.
* Matraces, pipetas, tubos de vidrio neutro.
* Material de pldstico desechable.
2.4. PROCEDIMIENTO
2.4.1. Tratamiento y preparacion de las muestras
Se realizo segiin la metodologfa desarrollada por Arroyo et al (203).

Los rifiones se recogieron en tubos de pldstico de polipropileno. Previamente los
tubos se aclararon durante una noche en agua destilada, se trataron con &cido nitrico

diluido en agua destilada durante otra noche y aclararon 5 veces con agua destilada.

Los rifiones liofilizados se recogieron en tubos de vidrio de 10 mi, perfectamente

graduados y tratados como los tubos de pldstico. Se les afiadié I ml de HNO, concentrado,
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al que se dejé actuar durante toda una noche y después se sometieronn a una temperatura
de 70°C y vibracion, durante 2 horas. Una vez enfriados se completd el volumen hasta
10 ml con agua destilada y se homogeneiz6 mediante agitactén mecénica. Posteriormente
se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos, para separar la posible presencia de grasa

inatacada, a pesar de que no afecta al posterior andlisis.
2.4.2. Determinacién del plomo
Se realizé segiin metodologia de Arroyo et al (203).

Fijadas las condiciones operatorias del sistema instrumental y una vez depositadas

las muestras en los viales del muestreador, se procedié al paso automadtico de las muestras.

Las condiciones experimentales del espectofotémetro fueron:

Iinea de resonancia .........cccoveiieniniininnn.. 283,3nm

Posicidn de la rendija  .....oioiiiiinens 0,7slit

Ldmpara i cdtodo hueco de Pb
Intensidad de la corriente ...l 10 mA

Corrector de fondo  .........coeiiiiiiiinnin, Si

Area del piCo ...ooevviiiiiiiiii e 3s

Las condiciones de trabajo del espectofotémetro en las diversas etapas respecto a

temperaturas y tiempos fueron:

Secado:
Etapa 1 0-80 °C, 1 segundo
Btapa 2 e 80-120 °C, 5 segundos
Etapa 3 s 120 °C, 35 segundos
INCINETACION  ....eviiiriiicniinienreieanreeenerninarans 120-800 °C, 25 segundos
AOMIZACION  ...oiiiiiiiii i 2300 °C, 5 segundos
Limpieza de tubo ... i 2700 °C, 3 segundos

En el muestreador automatico, las condiciones eran;

Volumen de la muestra ~ .......c.ciiieinnnn. 20 pl
Volumen medio de mantenimiento ................ 20 ul
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Los datos analiticos se recogieron directamente en la impresora. La concentracién

de plomo renal se obtuvo a partir de estos datos mediante la aplicacion de la férmula:

3.1.

a*10?

[Pb] =———, enla que:

M

{Pb] = concentracién del metal (ug/g).

a = ppb.

M = g de peso seco.

OBTENCION Y RECUENTO DE LAS CELULAS
PERITONEALES RESIDENTES

MATERIAL

¥

*

Jeringas desechables de 10 ml y 2 mi

Povidona yodada

Algodén

Solucién balanceada de Hank’s (HBSS) tamponada con 10mM
Hepes, pH de 7,2

RPMI-1640 tamponado con 10mM Hepes, pH de 7,2
Tubos de centrifuga, estériles

Centrifuga (Janetzki T 32c¢)

Agitador de tubos (Reax 2000, Heidolph})
Hemocitémetro (Cdmara de Neubauer)

Micropipetas automdticas y puntas para micropipetas

Hembras Balb/c
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3.2. PROCEDIMIENTO DE OBTENCION

Se sacrificd a los ratones por dislocacion cervical. Se limpid la piel con povidona

yodada.

La obtencion de las células peritoneales se hizo segin el método descrito por Leijh
et al (204). Se realizd una incisidn de unos 5 cm en la piel, se abrid y se separd de la
cavidad abdominal. Se inyecté un volumen de 4 ml de HBSS o de RPMI-1640 (Sigma)
{dependiendo del experimento}. Se eligid este volumen después de varios experimentos
previos, que nos mostraron que era la dilucion que nos producia la recogida de mayor

cantidad de células peritoneales.

La inyeccion se realizé a lo largo de la linea media anterior y se hizo circular el
fluido mediante masaje abdominal, durante 1 minuto. El fluido peritoneal se obtuvo por

la 1nsercion de una aguja en el flanco izquierdo y aspiracidn.

Se recogid en tubos de centrifuga estériles, de pldstico o de vidrio siliconizado,

cerrados con algoddn o tapones de caucho, dependiendo del experimento.

El liquido peritoneal se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos, se decantd el
sobrenadante y las células se resuspendieron en un medio de mantenimiento, que varid

dependiendo del experimento.
3.3. RECUENTO DEL NUMERO DE CELULAS PERITONEALES

Se obtuvieron 4 alicuotas de la suspension celular y se diluyeron 1/10 en solucion
de Hank's. Se hizo su recuento en cidmara Neubauer con objetivo de 40 aumentos,
valordndose para cada alicuota la media por cuadrado de la lectura del reticulo de los 4
cuadrados de las esquinas de las dos cdmaras del hemocitometro de Neubauer (205). Se

mediaba el resultado obtenido de esta forma de las 4 alicuotas.
El nimero de células/mi se calculé mediante la férmula:
Recuento medio*10000*10
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El nimero total de células se obtenfa muitiplicando el nimero de células/ml por el

volumen de la suspension celular, del que se obtenian las 4 alicuotas.

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

técnicas se empleaba 2 alicuotas, siendo el resto del procedimiento semejante.
4. MEDIDA DE LA VIABILIDAD DE LA MEMBRANA CELULAR

Tanto la exposicion al plomo como factores de tipo técnico pueden alterar la
integridad de la membrana celular. Esta integridad se midié mediante la exclusién del
colorante azul de trfpano al 0,4% (206), colorante que no penetra las membranas

leucocitarias sin solucién de continuidad.

4.1. MATERIAL

Colorante azul de tripano (Merck) 4% en H,Od .................. 20mi
Solucién salina 0,14M ..o e c.s.p.100mt

4.2. PROCEDIMIENTO

Se hicieron 3 alicuotas de 100 ul de la suspension celular en 100 ul de solucién de
Hank’s, a las que se afadieron 200 ul de azul de tripano al (,4%. Se mezclaron

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

Se agitd, se recogi6 cada una de las suspensiones con una pipeta Pasteur y se hizo
el recuento en cdmara Neubauer de un minimo de 200 células peritoneales, con objetivo
de 40 aumentos. Se contaron las células viables (no tefiidas) y las no viables (tefiidas de
azul). La viabilidad se obtuvo mediante la aplicacién de siguiente férmula y hallando luego
la media de las 3 alicuotas:

Células viables

Viabilidad = * 100
Células viables + Células no viables
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5.  PURIFICACION DE LAS CELULAS PERITONEALES
5.1. PURIFICACION DE HEMATIES

Cuando las células peritoneales estaban contaminadas por una cantidad de hematies
mayor del 5%, se procedia a su hemdlisis, mediante tris-cloruro amoénico segin el método

descrito por Hudson y Hay (207).
5.1.1. Material
* Tris 0,17 M (hidroximetil amino metano).

* Buffer de lisis de cloruro amonico:

Cloruro amonico  ....ocoveiiiiiiiiiiicanns 8,2900 g
Bicarbonato potdsico ..........ceiiiiiiiiiaoL. 1,0000 g
EDTA-Na, i, 0,0372 g
Agua destilada ... 1000 ml

Se afiadié 10 ml de Tris 0,17 M a 90 ml del buffer de cloruro aménico y se ajustd

apH 7.2.
5.1.2. Procedimiento de hemdlisis

Se suspendid la mezcla leucocito eritrocitaria en 10 ml de tris-cloruro aménico a

4°C, manteniéndose a esta temperatura durante 10 minutos.

Se centrifugod a 1000 rpm durante 10 minutos y se lavo con PBS. El sedimento se
resuspendié en el medio de mantenimiento, y se hizo un recuento de las células blancas

y de su viabilidad en cdmara de Neubauer.

5.2. OBTENCION DE UNA POBLACION PERITONEAL RICA EN
MACROFAGOS

Es imposible obtener una poblacion peritoneal compuesta sdlo por macréfagos, pero
se pueden conseguir poblaciones altamente enriquecidas en estas células. Una de las

técnicas empleadas con este fin es la adherencia al pldstico o vidrio, que fue descrita por
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Mosier (208). Este procedimiento permite la separacion de las células de una suspension

celular en adherentes (ricas en macréfagos) y no adherentes (ricas en linfocitos).
5.2.1. Material
*  Solucidn balanceada de ﬁank’s tamponada con 10mM HEPES (Sigma)
* Suero fetal de ternera (Gibco)
* Solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
* Tripsina (Trypsin, Pankreasprotease; Merck)
* Placas MIF (Sterilin, England)
* Micropipetas y puntas estériles
* Pipetas Pasteur estériles
5.2.2. Procedimiento

Las células peritoneales se suspendian en un medio de mantenimiento compuesto
por Hank's tamponado con 10mM de HEPES y un 10% de suero fetal de ternera

descomplementado (Gibco).

Se utilizaron para la adherencia placas MIF de pldstico. Se partié de diversas
concentraciones de c¢élulas peritoneales de 1*10° a 2*10%ml incubadas a 37°C durante un

tiempo de 2 horas. Para su posterior recuperacion se siguieron diversos procedimientos.

El primer método ensayado se hizo segiin el método del choque térmico descrito
por Pennline (209). Se decanté la poblacién peritoneal no adherida, mediante la inclinacién
de la placa, formando un dngulo de 30°C y absorbiendo cuidadosamente el medio de
mantenimiento con una pipeta Pasteur, y el posterior lavado con solucién salina de Hank
templada. Luego se sometié a las células adheridas a un shock térmico. Para ello se anadié
Hank’s helado y se mantuvo la placa a 4° C durante 15 minutos, recuperindose a

continuacion las células adheridas.
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Se ensayd otro método de recogida de las células adheridas, que consistia en la
incubacidn con tripsina al 0,25% en PBS segin el método descrito por Hudson y Hay
(210). Se afiadid tripsina-PBS y se mantuvo durante 30 segundos a temperatura ambiente,
se vertid y se incubaron las placas a 37° C durante 5 minutos. Se incorporé el medio de

mantenimiento y se obtuvieron las c€lulas por aspiracidn con una pipeta Pasteur.

Se midio6 la viabilidad de las células peritoneales recuperadas mediante la exclusion

del colorante azul de tripano.

6. DETERMINACION DE LA COMPOSICION CELULAR
PERITONEAL |

Dada la posibilidad de la existencia de una variacidn en la proporcion de las
diversas células peritoneales por la exposicion al plomo, desarrollamos para su

investigacion el empleo de una técnica citoldgica, de May-Griinwald-Giemsa.
6.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El sedimento celular era cuidadosamente agitado durante 1 minuto en un agitador
de tubos y mezcladas 5*10° células/ml con 1 gota de suero fetal de ternera, segin

modificacién del método descrito por Brummer et al {(211).

Se hacian dos extensiones sobre dos portas para cada animal, y se dejaban secar

a temperatura ambiente.
6.2. TINCION CON LA TECNICA DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA
Se utilizé el preparado Diff Quik®,

Los frotis se introdujeron 10 veces en la solucidon fijadora de Fast Green en

metanol, dejadndose gotear el exceso.

Se metieron 10 veces en la solucién de Eosina G tamponada con fosfato, se dejé

gotear el colorante sobrante y a continuacion se introdujeron 10 veces en el colorante
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tiazina tamponado con fosfato.

Los frotis se aclararon abundantemente con agua destilada, se dejaron secar y se
miraron con objetivo de inmersién, haciéndose un recuento de un minimo de 200 células

elegidas en 4 campos diferentes.

7. ESTUDIO DE LA ADHERENCIA DE LAS CELULAS
PERITONEALES

Los macrdfagos son células que tienen la propiedad de unirse a sustratos sdlidos.
Esta propiedad puede usarse para obtener una poblacion rica en macréfagos, como
mencionamos anteriormente, o como una funcién de la poblacion celular, que es la que

quistmos medir en este apartado.
7.1. MATERIAL
* Tubos de centrifuga de pldstico estériles
* Discos de pldstico estériles, placas MIF (Sterilin)
* Tubos de pldstico estériles de 5 ml
* Hemocitémetro ( cdmara de Neubauer)
* Pipetas Pasteur estériles
* Puntas de micropipetas estériles
* Solucion balanceada de Hank's
* Suero fetal de ternera (Gibco)
* HEPES (Sigma)
* Cloxacilina

*  Ampicilina
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* Gentamicina
*  Agar sangre (Agar sangre, base N°2, Oxoid)
*  Agar Sabouraud maltosa (Oxoid)

7.2. PREPARACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS

PERITONEALES

Solucion balanceada de Hank’s ...t 900 mt
Suero fetal de ternera ... 100 ml
HEPES  eooeeoeeoe e, 2,143 ¢
Cloxacilina  .....oooiviiiiiiiiiiiii i 90 mg

Ampicilina ... e 90 mg

L1 17 E VT T . R PPN 4,5 mg

El medio era preparado segin De la Fuente (212), ajustado a pH 7,2 y guardado
en alicuotas de 4ml a -20°C. Se escogian 2 alicuotas al azar y se verificaba en agar sangre
a 37°C y en medio de Sabouraud maltosa, a temperatura ambiente, la no contaminacién

por bacterias u hongos.
7.3. PROCEDIMIENTO

Las cé€lulas peritoneales se ajustaron, de acuerdo con su proporcién en macréfagos,
obtenida en estudios previos, a una concentracién de 5*10° macréfagos/ml en el medio de

cultivo, segun el método de De La Fuente (212).

Se midid su viabilidad celular con azul de tripano, usdndose sélo las suspensiones
celulares que tuvieron una viabilidad superior al 95%. Cuando los hematies superaron el
5% de las células peritoneales se hemolizaron, segin el método descrito anteriormente

(207).

Se anadieron 200 ul de la suspension celular a las placas MIF plastico, relizindose
para cada raton 3 pruebas y obteniéndose la media. Se mantuvieron a 37°C durante 2

horas, en ambiente himedo.
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Los discos se lavaron 3 veces con Hank’s frio, segtin el método descrito por Mosier
(208), y el nimero de células recuperadas se midié en una cdmara Neubauer, haciéndose

2 recuentos por cada placa de adherencia, y hallindose su media.
El Indice de adherencia se calculd segdn la férmula:

N?° inicial de células- N° de células del sobrenadante
* 100

N? inicial de células

Este indice, que representaba la adherencia de la poblacién peritoneal, se ajustod

después para la poblacion macrofigica, segiin su proporcién en la poblacidn peritoneal.

Se realizd también la medida de la viabilidad celular, por exclusion de azul de
tripano, de cada placa de adherencia, que nos garantizd el buen estado de las células al
finalizar el experimento. También, se testd en agar sangre, la no contaminacion bacteriana

de las placas.

8. ESTUDIO DE LA QUIMIOTAXIS Y MOVILIDAD ESPONTANEA
DE LAS CELULAS PERITONEALES

Se eligié para medir tanto la quimiotaxis como la movilidad espontdnea, el método
de Boyden modificado (213). Realizamos la técnica en cdmaras, de las denominadas de
vaso ciego, que tienen dos compartimentos separados por un filtro con poros, que permiten
el movimiento quimiotictico y al azar de las células, pero no su caida de un
compartimento al otro. En el piso superior se colocaron las células y en el inferior la
sustancia quimiotdctica o el medio en el que se preparaba ésta, seglin midiéramos
quimiotaxis o movilidad espontdnea. Las células emigraron a través de los poros hacia el

compartimento inferior. La prueba se pard por la fijacion del filtro y su tincién.
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8.1.

8.2.

MATERIAL

* Camara de flujo laminar

* Estufa a 37°C

* Tubos de centrifuga siliconizados

* Cdmaras de vaso ciego (Neuro Probe, Quimigranel)

* Filtros de microporo de policarbonato, Spum de didmetro (Nuclepore,

Quimigranel)
* Tubos de plastico estériles, 5 ml
* Hemocitometro {camara de Neubauer)
* Pipetas Pasteur estériles
* Puntas de micropipetas estériles
* Tiras pH (Merck)
* RPMI-1640 (Sigma)
* Albidmina Bovina, libre de dcidos grasos (Sigma)
* HEPES (Sigma)
* Caseina (Sigma)
* Agar sangre (Agar sangre base N? 2, Oxoid)
* Agar Sabouraud maltosa (Oxoid)
PROCEDIMIENTO DE SILICONIZADO
Solucion de silicona .........ocooiviiiia.. 15 ml
Agua destilada ... 985 ml
Los tubos de vidrio limpios y secos se sumergieron en este liquido durante 24
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horas, a temperatura ambiente. Se secaban en la estufa, puestos bocabajo, durante una
manana. Se esterilizaron tapados con algodén en horno Pasteur a 140°C, durante un

tiempo de 3 horas.

8.3. PREPARACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE ILAS CELULAS

PERITONEALES

RPMI-1640 ... s 100 m!
Bicarbonato sodico ........cceiiiiiiiiiniinn, 0,2¢g
HEPES e 0,2383 g
Albumina bovina ...l 2g

Se ajustaba con dcido clorhidrico 0,1 N a pH 7. Se hicieron alicuotas y se
guardaban a -20°C. Se escogian al azar 2 alicuotas y se verificaba en agar sangre, a 37°C,
y en agar Sabouraud maltosa, a temperatura ambiente, durante 1 semana la no

contaminacién por bacterias u hongos.

8.4. PREPARACION DE LA SUSTANCIA QUIMIOTACTICA

RPMI-1640 ..., 15 ml
Bicarbonato s6dico  .........coviiniiiiininnnn. 30 mg
HEPES e 35,8 mg
Caseind e 45 mg

Se realiz6é mediante una modificacién del método descrito por Wilkinson (214), gue
consistié en el cambio del medio de cultivo Medium 199 por RPMI-1640. Se subié el pH
dei RPMI-1640 a 12 con hidréxido sédico 0,1M. Se afiadi6 la caseina y se acidificé el pH
con 4cido fosfdrico 0,1M. Cuando el pH era de 8 se anadié el bicarbonato sédico y el
HEPES y se terminé de ajustar, con el 4dcido fosférico, a pH 7,2. Se hicieron alicuotas y

se guardaron a -20°C.

Se escogian al azar 2 alicuotas y se verificaba la no contaminacién bacteriana o

fingica en cultivos de agar sangre y medio de Sabouraud maltosa.
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8.5. PROCEDIMIENTO DE LA QUIMIOTAXIS

Se realizé segin una modificacion del procedimiento descrito por Lohr y
Snyderman (215}, en cuanto a la sustancia quimiotdctica. Se empleé como quimioatrayente

caseina.

Se prepard la suspensidn celular en el medio de mantenimiento, a una concentracion

de 2*10° macréfagos/ml.

Se anadieron 100 ul de la sustancia quimiotictica a la parte inferior de 3 cimaras

de quimiotaxis.

Se colocaron los filtros y se enroscé la parte superior de la camaras. En el

compartimento superior se colocaron 200 ul de la suspension celular.
Se incubaron las cdmaras a 37°C, en presencia de humedad, durante 4 horas.

Se aspiro, cuidadosamente, la suspensién celular del compartimento superior. Se

midié su pH, su viabilidad y la no contaminacion bacteriana o fiingica.

Se recogieron los filtros y se colocaron invertidos sobre un cubreobjetos, de modo
que las células emigradas quedaban en contacto con el aire. Se dejaron secar durante un

tiempo de 50 a 60 minutos.

Se tifieron mediante el preparado comercial Diff-Quik®, se colocaron los filtros en
un portaobjetos y se cubrieron. Se contaron las células mononucleares emigradas a la cara
inferior del f{iltro en 10 campos elegidos al azar, con objetivo de inmersion. Se hicieron
2 lecturas de cada filtro y el resultado se expresé como la media de la suma de células de

la linea monocito-macrofdgica emigradas en los 10 campos (Indice quimiotdctico).
8.6. PROCEDIMIENTO DE LA MOVILIDAD ESPONTANEA
Se anadieron 100 ul de RPMI-1640 con HEPES en la parte inferior de 3 cdmaras.

Se coloco el filiro y se anadieron 200 ul de la suspensidn celular, a una
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concentracién de 2*10° macrofagos/ml, a la parte superior de la cdmara. Se incubaron a

37°C y en presencia de humedad, durante 4 horas.

La fijacion de las células emigradas, su tincidn y lectura se realizaron como en el

caso de la quimiotaxis,

9. ESTUDIO DE LA OPSONIZACION, FAGOCITOSIS Y PODER
CANDIDICIDA

La fagocitosis es uno de los mds importantes mecanismos de defensa del huesped
frente a los microorganismos gue lo invaden, siendo el macréfago una de las principales

células que participan en ella.

El proceso de la fagocitosis puede separarse en varias etapas: opsonizacion del
microorganismo por factores séricos, adhesion de los microorganismos opsonizados a la
superficie del fagocito, englobamiento y muerte intracelular de los microorganismos y su

posterior digestion.

Ante la posible alteracion de estas funciones por la exposicion al plomo, se realizé

su estudio.

Se eligié un ensayo in vitro frente a C. afbicans, seglin modificacion del método

de Zeligs (216), empleando 2:1 Candidas por macréfago.
9.1. MATERIAL

* Tubos de centrifuga siliconizados, estériles

* Pipetas Pasteur estériles

* Puntas amarillas de micropipeta, estériles

*

Agitador de tubos (Reax 2000, Heidolph)

*

Centrifuga (Janetzki T 32 c)
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9.2.

* Bafio con agitacidon (Bafio Unitronic 320 OR, Selecta)
* Azul de tripano 0,4 % (Merck)

* Azul de metileno 0,1%

* RPMI-1640

* Suero fetal de ternera (Gibco)

* HEPES (Sigma)

* C. albicans

* (Células peritoneales

* Agar sangre (Agar sangre, base N¢ 2, Oxoid)

*  Agar Sabouraud maltosa (Oxoid)

PREPARACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS
PERITONEALES

RPMI-1640 ... 1000 mt
Bicarbonato s8dico  ........ceiiiiiiiiiiiini.. 2
HEPES e 2,383 g

Se ajustaba el pH a 7,2 y se preparaban alicuotas de 4 ml en jeringuillas estériles

y de 2 ml en tubos de pldstico también estériles. Se guardaban en el congelador a -20°C

y se elegian al azar 2, verificindose en agar sangre y en agar de Sabouraud, Ia no

contaminacién por bacterias u hongos.

9.3.

PREPARACION DEL MEDIO PARA OPSONIZACION DE Candida albicans

RPMI-1640 . ... e 80 ml
Bicarbonato s0dico  ......oiiiiiiiiiiiiiii 160 mg
HEPES e 90,4 mg
Suero fetal de ternera ...l 20 ml

El suero fetal era previamente descomplementado, a 56°C durante 30 minutos. Se
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hacian alicuotas de 2 mi y se guardaban en el congelador a -20°C. Se comprobaba en agar

sangre y en Sabouraud maltosa la no presencia de bacterias y hongos.
9.4. PREPARACION DE LA CEPA DE C. albicans

Se utilizé una cepa de C. albicans, cedida por el laboratorio de Microbiologfa del |
Hospital Militar Central Gémez Ulla. Se perpetué la cepa de C. albicans por cultivo en
agar de Sabouraud maltosa que se renové cada 3 dfas. Se usaron siempre cultivos de 18
a 20 horas, para evitar Ja formacién de hifas y la presencia de levaduras en estado de
gemacion. Se prepar6 una alicuota en el medio de opsonizacién a una concentracién C.
albicans de 4*10%/ml y se incubé 30 minutos a 37°C en un bafio con agitacién de 60 rpm.
Una segunda alicuota se preparaba en PBS y se media su viabilidad con azul de metileno
al 0,1 % (217). Sélo se usaron las suspensiones con una viabilidad superior al 99%. Las
suspensiones se conservaron a 4°C hasta su uso para la opsonizacién o la medida de la

viabilidad.
9.4.1. Procedimiento

La suspension celular se ajustd a una concentracién de 2*10° macréfagos/ml en el
medio de mantenimiento. Se midié su viabilidad celular, por exclusién de azul de tripano,
usdndose suspensiones con la viabilidad superior al 95%. Se hicieron 2 alicuotas con 0,25
ml de la suspensién en cada tubo. Se cultivé una tercera alicuota en agar sangre a 37°C,

durante 1 semana, para comprobar la no contaminacién de la suspension celular .

Inmediatamente después se afiadieron 0,25 ml de Ia suspension de C. albicans, que

habia sido previamente opsonizada, segiin se menciond anteriormente.

Se mantuvo a 37°C en un bafio con una agitacién de 60 rpm, durante un tiempo

de 120 minutos, que la estandarizacidn previa nos mostré como €l mas adeciado.
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Cuando faltaban 5 minutos para los 120, se obtenia una alicuota y se media la
viabilidad de las células peritoneales con azul de tripano al 0,4%. Al resto se anadia azul

de metileno al 0,1%.

Se centrifugaban los tubos a 1750 rpm durante 10 minutos. Se decantaba el
sobrenadante y con la punta de una micropipeta se resuspendia y se tomaba una muestra
que se miraba con objetivo de 40* en un hemocitémetro, contidndose un minimo de 200

células peritoneales.

Se usaban suspensiones controles de C. afbicans en el medio de opsonizacién e
igual volumen de medio de mantenimiento de macréfagos pero sin fagocitos, para medir

la viabilidad de las C. albicans durante el ensayo.
Se obtuvieron los siguientes indices:
* Indice fagocitico: Niimero de células con C. albicans ingeridas/100 macréfagos.
* Nimero medio de C. albicans por macréfago con C, albicans.
* Numero de macréfagos con C. albicans adheridas/100 macréfagos.

* Indice candidicida: Nimero de C. albicans fagocitadas y muertas/100

macrofagos.

Se contaban 200 células peritoneales y se calculaban los anteriores indices segiin

el porcentaje de macrdfagos de la poblacion peritoneal.
10. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos recogidos sobre los efectos de la exposicion en las diversas variables
dependientes, se analizaron en un primer estadio segtin los parimetros de la estadistica

descriptiva: media y desviacidn tipica.

En un segunda fase se emplearon los métodos de la estadistica analitica necesarios

en cada estudio para la comparacion de los datos en los distintos grupos.
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En las pruebas de estandarizacién, que requerian la comparacién de los resultados
de 2 grupos, el andlisis se realizé mediante la prueba t de Student. Se consideraron
significativas las diferencias con una p<0,05 y cuando las diferencias eran significativas
se estimé la magnitud de la diferencia mediante un intervalo de confianza (218). Cuando
los supuestos de normalidad o de igualdad de varianzas no se cumplieron se empled la

prueba U de Mann-Whitney (218).

La comparacién de los resultados entre el grupo control y los expuestos a 13, 130
y 1300 ppm, se hizo mediante el andlisis de la varianza, rechazindose la hipétesis nula
cuando la p=<0,05. Para explorar los grupos que producian las diferencias se utilizaron
comparaciones miiltiples mediante "contrastes a posteriori”, seguin la prueba de Scheffé
(219). Cuando las condiciones de normalidad y de homogeneidad de varianzas no se

cumplieron, se empled 1a prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis (219).

En el caso de que la modificacion de la variable dependiente se relacionara con el

progresivo aumento de la dosis, se utilizo el método de la regresion lineal simple {220).
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1. ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS

En un primer estadio se comprobd la fiabilidad de la exposicién al plomo a través
de la via oral, por medio de la bebida, registrindose la ganancia de peso semanal de los
ratones y su peso final, indicadores de un buen estado general y de la intoxicacién

subclinica. También se estandarizaron las diferentes técnicas.

1.1. ESTUDIO DE LA VALIDEZ DE LA EXPOSICION AL PLOMO A TRAVES
DE LA BEBIDA

Se emplearon 40 ratones hembras Balb/c de 4 semanas de edad, constituyéndose
4 grupos experimentales de 10 ratones cada uno: el control y los expuestos a 13, 130y
1300 ppm. La comparacion en los resultados se realizé mediante el andlisis de la varianza

(ANOVA).

El consumo medio de agua por ratdn se midié semanalmente durante 70 dias. Se

calculd )a ingesta media diaria de liquido de cada rat6n, que se representa en la Tabla 1.

Al comparar el consumo medio de liquido de los animales expuestos a los
diferentes grupos de intoxicacién y de los controles no se obtuvieron diferencias
significativas (ANOVA p=0,35). El consumo medio de agua de los animales estaba entre
3,95 y 4,34 ml al dia.

1.2. RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO DE LOS RATONES DURANTE EL
ESTUDIO PILOTO

El desarrollo ponderal fue semejante en todos los grupos y durante las 10 semanas

de exposicion al plomo, como se representa en la Figura 1.

La ganancia de peso total también era similar (ANOVA p=0,59) en todos los
grupos: 7,2440,49 g en los controles, 7,31+1,91 g en el grupo de 13 ppm, 7,78+0,46
genel de 130 ppm y 7,8242,97 g en el de 1300 ppm.
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La comparacion del peso final de los ratones dié también diferencias no
significativas (ANOVA p=0,54), siendo de 19,94+1,02 g, 19,9+1,4 g, 20,6+1,89 g y
de 20,7+ 1,84 g, para los animales testigo y los expuestos a 13 ppm, 130 ppm y 1300

ppm respectivamente.

1.3. ESTANDARIZACION DE LA OBTENCION DE LAS CELULAS
PERITONEALES

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

En 12 ratones se inyectd en el centro de la linea media abdominal un volumen de

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

Se recogié el fluido peritoneal mediante aspiracion, se centrifugé y se calculd su

recuento celular medio en cdmara Neubauer,

La comparacidn de los resultados se realizé mediante la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney, porque no se cumplié la condicién de normalidad.
1.3.2. Resultados

La Figura 2 representa el mimero medio de células peritoneales, obtenidas tras la

inyeccién de 2 y 4 ml de medio de mantenimiento en peritoneo.

El lavado de peritoneo con 4 ml de medio de mantenimiento obtenia el 154,8% de
células mds que cuando se realizaba con 2 ml. Las diferencias fueron significativas (U de
Mann-Whitney p= 0,001), por lo que elegimos la inyecciéon con 4 ml para todos los

experimentos realizados posteriormente.
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1.4. ESTANDARIZACION DE LA RECUPERACION DE LAS CELULAS
PERITONEALES ADHERIDAS AL PLASTICO

1.4.1. Diseiio experimental
Se emplearon 13 ratones con una edad comprendida entre las 8 y las 12 semanas.

Se obtuvieron sus células peritoneales y se estudid la recuperacién media de éstas
tras la adherencia a placas MIF de plastico, dependiendo del uso de concentraciones
celulares iniciales de 2.000.000/m} o de 1.000.000/ml y de su tratamiento con un chogue
térmico, o de una concentracién inicial de 2.000.000/ml y 1a utilizacién de tripsina para

despegarlas.

Se realizaron 3 pruebas por ratén y el resultado se expresé mediante Ja media y la
DE. También se midié la viabilidad celular con azul de tripano, segin el método de
recuperacion. Se utilizaron 5 y 5 ratones para comparar las dos concentraciones celulares

usadas para el método del choque térmico y 3 ratones para el método de la tripsina.

Se analizaron los resultados obtenidos mediante la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis para el nimero de células recuperadas y ANOVA para la viabilidad

celular.
1.4.2. Resultados

En la Tabla IT se muestran la media y DE de las células peritoneales recuperadas

después de la adherencia a placas MIF de pldstico.

El uso de 1.000.000 de células y de un choque térmico permitia recuperar un

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

de tripsina.

Este porcentaje medio de células recuperadas fue el mismo, con una gran dispersidn
de los resultados, con independencia del método utilizado. Por ello su andlisis se realizé

mediante una prueba no paramétrica, la prueba de Kruskall Wailis p=0,5.
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La viabilidad celular tampoco mostré diferencias significativas (ANOVA p=0,84),
siendo de 8249.7 para el grupo de 2.000.000 de células de partida y choque térmico, de
81+10,59 para el de 1.000.000 y choque térmico, y de 82+3 para el de 2.000.000 y

tripsina.
1.5. ESTANDARIZACIONDELA DIFERENCIACION CELULAR PERITONEAL

En este experimento trabajamos con 12 ratones hembras Balb/c de 8 a 12 semanas

de edad.

Debido al escaso nimero de macrifagos aislados por la adherencia y posterior
despegamiento, insuficientes para la realizacion del resto de las técnicas, decidimos
conocer el porcentaje monocito-macrofigico en las células peritoneales y realizar la
correccion, segun esta proporcidn, en las células obtenidas para la verificar las técnicas
con el nimero de macréfagos adectiados. Empleamos la técnica de May-Grunwald-Giemsa

para la diferenciacion celular.

La diferenciacion celular nos mostré una poblacion peritoneal del 32% de
macréfagos, 0,33% de células NK, 65,75% de linfocitos, 1,33% de polimorfonucleares,
0,25% de eosindfilos y 0,34% de basdfilos.

1.6. ESTANDARIZACION DEL INDICE DE ADHERENCIA DE LAS CELULAS
PERITONEALES

1.6.1. Disedo experimental

Se utilizaron 6 ratones hembras Balb/c con una edad de 8 a 12 semanas. Se empleo
como Indice de adherencia el porcentaje de células peritoneales adheridas a placas MIF,
segin el protocolo mencionado anteriormente, usdndose 3 placas para cada ratdn y
valordndose el resultado medio. Se calculd ademds el Indice de adherencia de la

poblacién monocito-macrofdgica a partir del indice anterior y de la proporcién de esta

linea en las células peritoneales.
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También se midieron la viabilidad celular inicial y la final, con azul de tripano.
1.6.2. Resultados

I.a media del porcentaje de adherencia de las células peritoneales fue de

32,84.6,72.
El Indice de adherencia de los macréfagos era de 93,949.7.

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. Disenio experimental

Se utilizaron 12 ratones hembras Balb/c con edades entre las 8 y las 12 semanas

de edad, a los que se dividid en 2 grupos.

En el primer grupo, compuesto por 7 ratones, se usé como sustancia quimiotdctica
la casefna a una dosis de 5 mg/ml y en el segundo, formado por 5 ratones, esta misma
sustancia a una dosis de 3 mg/ml. En las prueba de movilidad espontdnea la sustancia
control fue RPMI-1640. Se realizaron 3 pruebas de quimiotaxis y 3 de movilidad
espontdnea para cada ratdn, segiin la técnica de Boyden. Se valoré el nimero de células
de la linea monocito-macrofigica que emigraron a la cara inferior de una membrana de
policarbamato. También se midieron las viabilidades inicial y final de las células utilizadas

en €l experimento.

El andlisis estadistico se realizé mediante 1a prueba t de Student y como ésta resulté

significativa se estimd el intervalo que expresa la magnitud de la diferencia.
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1.7.2. Resultados

En la Tabla Iil se representa el Indice quimiotictico, es decir el nimero medio

de células emigradas a la cara inferior del filtro, con las 2 dosis de caseina (Figura 3).

La dosis de 3 mg/ml de casefna produjo un paso de células de la Iinea monocito-
macrofdgica del 190,7% del uso de Smg/ml de caseina. Las diferencias fueron altamente
significativas (p==0,0009) por lo que elegimos la dosis de 3 mg/ml para la realizacién de
experimentos posteriores. El uso de 3 mg/mi de caseina permitia el paso de 10,36 a 29,61

células mds que la dosis de 5 mg/ml, con un intervalo de confianza del 95%.

La movilidad espontdnea, fue semejante, no mostrando diferencias estadisticamente

significativas (p=0,14) (Figura 3).

La viabilidad inicial y la final de las células durante la realizacién del experimento

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

1.8. ESTANDARIZACION DE LA OPSONIZACION, FAGOCITOSIS Y PODER
CANDIDICIDA DE LAS CELULAS PERITONEALES

1.8.1. Disefio experimental

En este experimento trabajamos con 12 ratones hembras Balb/c de 8 a 12 semanas

de edad.

Se incubaron sus macréfagos peritoneales con C. albicans, siguiendo la metodologia
ya mencionada en el apartado de material y métodos, y obteniéndose los indices referidos
en dicho apartado. Se utilizaron 6 ratones durante un periodo de 90 minutos y 6 ratones

durante 120 minutos.

La comparacion de medias se hizo con la prucba t de Student. Cuando las
diferencias con la t de Student fueron significativas se estimaron las magnitudes de las

diferencias.
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1.8.2. Resultados

En la Tabla IV se recoge el Indice fagocitico, esto es el niimero de macréfagos con
C. albicans fagocitadas, a los 90 y 120 minutos. Este indice realizado a los 120 minutos

era un 193,4% del indice a los 90 minutos.

La comparacion demostrd diferencias estadisticamente significativas con una
p=0,016. El intervalo de confianza para el 95% del Indice fagocitico a los 120 minutos

respecto al de los 90 minutos era de 5,91 a 46,57 veces mayor.

El Nitmero medio de C. albicans por fagocito fue de 1,08+0,20 para un tiempo
de 90 minutos y de 1,314+0,08 (121,3% del anterior) para los 120 minutos, no siendo

estadisticamente significativos (p=0,11).

El Numero de macréfagos con C. albicans adheridas era de 19,16+10,43 y de
13,014+9,44 (67,9% de las C. albicans adheridas en un tiempo de 90 minutos),

respectivamente, no diferencidndose estadisticamente (p=0,42).

El Indice candidicida de los macrofagos se representa en la Figura 4, siendo las
diferencias muy significativas (p=0,0052). El Indice candidicida a los 120 minutos era
de 11,95 a 51,79 mds células que a los 90 minutos, con un intervalo de confianza del

95%.

Ante estos resultados elegimos los 120 minutos como el tiempo mds adecuado para

la realizacion de la prueba.

2. MODELO MURINO DE EXPOSICION AL PLOMO

Ya que se pretendid demostrar que es la exposicidn a dosis subclinicas de plomo
la que altera diversas funciones de los macréfagos, se midieron el peso final y la ganancia
total de peso, asi como el consumo medio diario de agua, como control tanto del buen
estado de los animales ante una intoxicacién subclinica, como de la validez de la

exposicion oral a este metal a través de la bebida.
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Durante la realizacion de este trabajo de experimentacion se emplearon 3 series
diferentes de ratones asignados a los grupos testigo y a los expuestos a 13, 130 y 1300
ppm de acetato de plomo. Se muestran las estad{sticas descriptiva y analitica del peso final,
de la ganancia de peso y del consumo de agua de estos ratones, delante de las diferentes

técnicas empleadas con cada serie de animales.
2.1. PARAMETROS GENERALES DEL BUEN ESTADO DE LOS ANIMALES

Esta serie estaba formada por 40 animales, 10 por cada grupo. La exposicion de
los ratones al metal se realizé durante 70 dias, periodo en el cual se peso a los animales

semanalmente y se midié el consumo de liquido, que se expresé en mililitros/dfa.

La comparacién de los resultados entre los diferentes grupos se ha realizado
mediante ]a prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) y cuando no se han cumplido las

condiciones para su aplicacion con el "test” no paramétrico de Kruskall-Wallis.
2.1.1. Resultados en el peso final
La Tabla V recoge el peso final, en gramos, de los diferentes grupos.

I.a comparacion de los pesos de los 4 grupos no dié¢ diferencias significativas en

el peso final. La prueba ANOVA di6 una p=0,71.
2.1.2. Resultados en la ganancia de peso

El desarrollo ponderal de los ratones fue semejante a lo largo de todo el periodo,
aunque durante la fase de ganancia rdpida de peso (de la 2* a la 4® semana de exposicién)
la gran dispersién de los datos nos obligé a analizarlos mediante la prueba no paramétrica

de Kruskall-Wallis.

La ganancia de peso total, durante las 10 semanas, fuede 7,52+1,75, 7,8442,08,
7,86+1,98 y 8,22+1,63 g para los ratones testigo y los expuestos a 13 ppm, 130 ppm y
1300 ppm de plomo. Estas ganancias de peso fueron semejantes (ANOVA p=0,87).
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2.1.3. Consumo medio de agua al dia
En la Tabla VI se muestra el consumo medio diario de agua.

El consumo medio de agua al dia no variaba, independientemente del grupo al que
pertenecieran los ratones. Esta comparacion fue realizada mediante la prueba no

paramétrica de Kruskall-Wallis y dié una p=0,58.
2.2. PLOMO RENAL

Se escogi6 al rifién como indicador de la exposicion al plomo, ya que es 6rgano

diana del plomo, interviene en su metabolismo y acumula metal.
2.2.1. Diseno experimental

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

aleatoriamente en un nimero de 10 para cada grupo.

Cuando terminé el periodo de 70 dias de exposicion, se sacrificaron y se extrajeron
y pesaron sus rifiones. Se valord la proporcion del peso renal respecto al peso corporal
total. Se midié el plomo renal en ppb y corrigié esta medida respecto al peso del rifién
mediante la razdn de los g de metal/g de peso renal seco (liofilizado previamente a la

determinacién).
2.2.2. Resultados

El peso renal, medido en gramos, fue semejante en los 4 grupos. En el grupo
control fue de 0,037 g, siendo un 101,8% de éstos para los intoxicados con 13 ppm, un
106,4% para los animales de 130 ppm y un 105,6% para aquéllos de 1300 ppm. La

comparacion mediante el andlisis de la varianza dié una p=0,67.

La proporcién del peso renal respecto al peso total fue de 0,0018+0,0001,
0,0018+-0,0002, 0,001940,0001, 0,0019+0,0002 para los ratones testigo y los expuestos
a 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm respectivamente. El andlisis de la varianza dié una
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p=0,12.

En la Figura § se representa el contenido renal en plomo en ppb. La concentracién
del plomo renal aumentaba en un 458,8% respecto al control en el grupo de 13 ppm, en
un 1388,6% en el sometido a 130 ppm'y en un 7041,3% en el expuesto a 1300 ppm. La
comparacion del contenido en este metal se realizé mediante {a prueba no paramétrica de

Kruskall-Wallis, siendo las diferencias estadisticamente significativas (p=0,0000000561).

En la Tabla VII se muestra el contenido en plomo renal corregido respecto al peso
del rifidn liofilizado. Las diferencias entre los grupos en el contenido en plomo corregido
por el peso renal aumentaban sobre las realizadas previamente a la correccién. El andlisis
de estos resultados, realizado también mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-

Wallis dié un p=0,0000000563.

Se intenté establecer si habfa una relacion lineal entre la dosts de exposicion al
plomo y su contenido renal. Para ello se realizé un andlisis de regresion lineal simple en
el que la dosis de plomo era la variable independiente y €l contenido de plomo del rifién
en ppb la variable dependiente (Figura 6). Se podia obtener el contenido en plomo renal
a partir de la dosis de metal bebida mediante [a recta y=21,12+0,276x, con una
p<0,0001. Su coeficiente de correlacidn (r) era igual a 0,9898. La dosis de exposicidn

al plomo explicaba un 97,96% del contenido en metal, en ppb, del rifién.

La recta de regresion para el contenido en plomo, en pg/g renal, a partir de la
dosis de exposicién (Figura 7) era y=5,48+0,071x, con un coeficiente de correlacion de

0,9897 y una p<0,0001. Un 97,95% del plomo en ug/g renal procedia de la dosis bebida.

2.3. CUADRO HEMATICO

En este apartado se valora el estado del sistema sanguineo, en una exposicion
subclinica al plomo, durante un tiempo de 10 semanas. Se realizaron los recuentos de

glébulos rojos y blancos, asi como las férmulas leucocitarias, en 10 ratones en cada uno
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de los grupos el control y los expuestos a 13, 130 y 1300 ppm.
2.3.1. Resultados

La media de hematies/ul fue de 6.458.8404262.053 en el grupo testigo y de
6.538.29Oi534.7515, 6.944.330+863.682 y 6.732.190+387.964 en los grupos expuestos
a 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm de metal. La comparacidn, relizada mediante la prueba
no paramétrica de Kruskall-Wallis, mostré que las diferencias observadas no eran
significativas (p=0,43).

La Tabla VIII y la Figura 8 muestran el efecto del plomo sobre el recuento de

leucocitos en sangre periférica de ratdn, después de 10 semanas de exposicién al metal.

El niimero de leucocitos aumentaba a un 111,6% del control en el grupo expuesto
a 130 ppm, permaneciendo pricticamente igual para los animales de los grupos de 13 y

1300 ppm. Su comparacién no did diferencias significativas (ANOVA p=0(,88).
Los resultados de la férmula leucocitaria, analizados mediante la prueba X7, fueron
semejantes (X?=0,5333 p=0,99).

El ndmero de neutréfilos fue de 990,6+596,2, 12414568, 10501455 y

744 54474 para los animales controles y los expuestos a 13, 130 y 1300 ppm,

respectivamente. Su andlisis mostré que los resultados eran semejantes (ANOVA p=0,23).

Los linfocitos fueron de 4818,941992 en el grupo testigo, 5220,411384 en el
grupo de 13 ppm, 5533,3+42095 en el grupo de 130 ppm y de 546512519 en el grupo de
1300 ppm. El andlisis de estos resultados, realizado mediante la prueba ANOVA, di6 que

las diferencias no eran estadisticamente significativas (p=0,67).

Los monocitos fueron de 157,74-100, 196+131, 96,8495 y 118,34+82,3 para los
ratones testigo y sometidos a 13, 130 y 1300 ppm, respectivamente. Estos resultados no

diferian estadisticamente (ANOVA, p=0,18).
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2.4. NUMERO DE CELULAS PERITONEALES
2.4.1. Diseiio experimental

En los animales anteriores se obtuvieron las células peritoneales de los ratones y
se midieron 4 parametros diferentes que se podrian modificar por la exposicién al plomo:
el nimero, la viabilidad, la composicidn celular segiin May-Grunwald y el indice de

adherencia.
2.4.2. Resultados

En la Figura 9 quedan reflejados el ndmero de células peritoneales de los diferentes
grupos. Se puede observar como eran semejantes excepto para el grupo expuesto a 1300
ppm de plomo que experimentaba un aumento en su nimero a un 119,36% del control.
El andlisis de estos resultados, realizado mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-

Wallis, puso de manifiesto que eran semejantes (p=0,39).
2.5. VIABILIDAD CELULAR

En la Tabla IX representamos los resultados obtenidos en la medida de la

viabilidad de las células peritoneales, por la técnica de exclusion celular de azul de tripano.

Los resultados de la viabilidad fueron siempre buenos (mayores del 97%). La
comparacion de las viabilidades mostré que no habia diferencias significativas entre ellas

(ANOVA p=0,50).
2.6. COMPOSICION CELULAR
En la Figura 11 se muestran las subpoblaciones de c€lulas peritoneales.

Los resultados fueron muy semejantes en los 4 grupos. El porcentaje de macréfagos
aumento ligeramente con la exposicién al metal, asi como el de células NK. La proporcién
de linfocitos disminuyé cuando se elevaba la dosis de plomo. El andlisis de los datos

cualitativos, realizado mediante 1a pueba X2, did que los resultados no eran significativos
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con una p=0,99.
2.7. INDICE DE LA ADHERENCIA CELULAR

En este apartado investigamos la hipétesis de que la exposicidn al plomo modificara
la funcién de adherencia de las células del peritoneo, mediante el uso del indice

mencionade anteriormente en el material y métodos.

El Indice de adherencia del conjunto de células blancas del peritoneo se muestra
en la Figura 12. Este indice aumentaba a un 122,6% y a un 115,8% del control en los
grupos expuestos a 13 y 130 ppm y experimentaba una gran disminucién, a un 55,15% en
los animales expuestos a 1300 ppm de plomo. Estas diferencias se analizaron mediante el

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

El Indice de adherencia de los macréfagos se muestra en la Tabla X, donde se
puede observar que aumentaba a un 108,8% de los controles en el grupo de 13 ppm,
descendia a un 99% en el sometido a 130 ppm y a un 55,8% en el expuesto a 1300 ppm
de metal. El andlisis de estos resultados, mediante la prueba andlisis de la varianza,
mostraba que las diferencias eran estadisticamente significativas con una p<0,0001.
Realizando la prueba de Scheffé, para “"contrastes a posteriori” obtuvimos que el grupo
expuesto a 1300 ppm es el que producia la significacién estadistica, diferencidndose del

conjunto de los otros 3 grupos.

La viabilidad celular al finalizar 1a prueba de la adherencia, medida para garantizar
el buen estado de las células, fue siempre superior al 95%. Sus medias fueron de 96,8,
96,6, 97 y 97 para los ratones del grupo control y los sometidos a 13 ppm, 130 ppm y

1300 ppm. Su comparacién, por ANOVA, no era estadisticamente significativa (p=0,7).
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2.8. PARAMETROS GENERALES
2.8.1. Disefio experimental

Se emplearon 29 ratones hembras, singénicos, Balb/c, de 4 semanas+4 dias de
edad, asignados aleatoriamente al grupo control y a los grupos de exposicion a 13, 130y
1300 ppm de plomo. Estos estaban formados por 6, 9, 8 y © animales respectivamente.
La intoxicacién durd 10 semanas y durante este periodo los ratones se pesaron una vez por

semana y también se midié el consumo de agua.
2.8.2. Resultados

El desarrollo ponderal fue semejante en todos los grupos, no produciéndose

diferencias significativas en ningtin momento, a lo largo de las 10 semanas (Figura 13).

En la Tabla XI se recogen el peso final en gramos, la ganancia total de peso

durante el periodo en gramos y el consumo diario de agua en ml.

El peso final de los ratones fue similar en los 4 grupos. Los resultados del mismo,

analizados mediante la prueba de Kruskall-Wallis, no fueron significativos (p=0,06).
La ganancia de peso total de los ratones, analizada mediante ANOVA, fue
semejante p=0,22.
Tampoco el consumo de agua fue diferente entre grupos (ANOVA p=0,09 ).
2.9. INDICE QUIMIOTACTICO
2.9.1. Diseiio experimental

Se pensd que el plomo podria alterar tanto la movilidad celular dirigida por los
estimulos quimicos (quimiotaxis), como la debida al azar (movilidad espontdnea). Las 2
pruebas se realizaron simultineamente en los mismos animales, 6 ratones en el grupo
control y 9, 8 y 6 en los expuestos a 13, 130 y 1300 ppm. Se emplearon 3 cdmaras de

Boyden para la prueba de quimiotaxis y 3 para la de movilidad espontdnea, con cada ratén.
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Se hallaron el Indice quimiotdctico y el Indice de movilidad espontdnea, de la forma

especificada en el apartado de material y métodos.

También se midieron la viabilidad inicial y final, que si se modificaban podian

influir en la movilidad.
2.9.2. Resultados en el Indice quimiotictico

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

diferentes grupos.

El Indice quimiotédctico descendia a un 65,65 % del control en el grupo de 13 ppm,
se mantenia (100,7%) en el expuesto a 130 ppm y volvia a disminuir a un 62% en el
sometido a 1300 ppm de plomo. La comparacién de los resultados, realizada mediante
andlisis de la varianza, mostré que las diferencias eran significativas (p=0,038).
Posteriormente se realizé la comparacion miiltiple de los grupos mediante el uso de
"contrastes ortogonales a posteriori”, por la prueba de Scheffé. Este andlisis estimé que
los ratones testigo y los expuestos a 130 ppm diferfan de los expuestos a 13 y 1300 ppm

de metal, produciendo la significacion estadistica.

Se analizaron también aquellas condiciones celulares y experimentales, que podrian
influir decisivamente en el resultado de la quimiotaxis: la viabilidad celular inicial
(indicadora de una posible alteracidn de la integridad de la membrana), y la viabilidad

celular final (sefial de las buenas condiciones ambientales).

La viabilidad inicial fue de 98,740,88 en el grupo control, de 98,94 +1,18 en el
de 13 ppm, de 97,44+2,19 en el de 130 ppm y de 99,17+1,33 en el de 1300 ppm. Estos
resultados eran semejantes (ANOVA p=0,14).

La viabilidad final era de 97,82+1,95, 97,17+1,75, 97,98+1,90 y 95,95+1,19

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

respectivamente. Estos resultados no fueron estadisticamente significativos (ANOVA
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p=0,17).
2.10. INDICE DE MOVILIDAD ESPONTANEA

La movilidad espontdnea (Tabla XII, Figura 14) disminuia a un 74,8 % de los
animales testigo en el grupo de 13 ppm y a un 71,11% en los ratones de 130 ppm,

aumentando ligeramente, a un 91,37%, en los expuestos a 1300 ppm. Estos resultados,

analizados mediante andlisis de la varianza, eran semejantes (p=0,42).

Ia viabilidad celular inicial fue la misma que en la quimiotaxis, ya que estas 2

pruebas se realizaron simultdneamente.

La viabilidad celular final fue de 97,03+2,25 en los animales controles y de
97,17+1.39,97,94+1,78 y 96,361 1,4 en los expuestos a 13 ppm, 130 ppm y 1360 ppm,

respectivamente. El andlisis de estos resultados no did significacion (ANOVA p= 0,41).
2.11. PARAMETROS GENERALES
2.11.1. Diseiio experimental

Se utilizaron 24 ratones Balb/c de 4 semanas. Se asignaron aleatoriamente a los

grupos control y a las exposiciones a 13 ppm, 130 ppm y 1300 ppm, en un niimero de 6
Ppor grupo.

Semanalmente se pesaron y se midid su consumo de agua, que se expresé en

mililitros diarios.

Cuando termind la exposicién se sacrifico a los ratones. Se lavo su peritoneo con
medio de mantenimiento y se incubaron sus células peritoneales con C. albicans durante
120 minutos, por duplicado, segiin el protocolo mencionade anteriormente. Se obtuvieron
4 indices : el Indice fagocitico, el Ndmero medio de C. albicans por fagocito, el Indice
candidicida y el Niumero 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 recogemos los resultados en la ganancia de peso, peso final y

consumo de agua, de los 24 ratones empleados.

El peso final en los distintos grupos, que se analizé mediante ANOVA, puso de

manifiesto que las diferencias no eran estadisticamente significativas (p=0,48).

En la Figura 15 mostramos la ganancia de peso semanal, durante el periodo de 70
dias de exposicién al metal. El andlisis del desarrollo ponderal, entre los 4 grupos, se
realizé6 mediante ANOVA, salvo en la décima semana, tiempo en el que al no existir
homogeneidad de varianzas, se empled la prueba no paramétnca de Kruskall Wallis. No

hubo diferencias significativas durante este periodo.
La ganancia de peso total fue muy semejante en los 4 grupos (ANOVA, p=0,73).

El consumo de agua, que fue analizado mediante la prueba ANOVA, era semejante

(p=0,12).

2.12. INDICE FAGOCITICO Y NUMERO MEDIO DE CANDIDAS POR
MACROFAGO

La viabilidad inicial de las células peritoneales fue siempre superior al 97%:
98,08+0,66, 97,66+0,82, 97,33+1,51 y 97,5+ 11,05, para el grupo control y los grupos
de 13, 130 y 1300 ppm de plomo, respectivamente. El andlisis estadistico no era

estadisticamente significativo (ANOVA, p=0,65).

Las viabilidades finales de las células de peritoneo eran de 971,41 en el grupo
testigo, 96,83+ 1,47 en los animales del grupo de 13 ppm, 97,33 +0,82 en los de 130 ppm
y 97+1,26 en los de 1300 ppm. El andlisis de la varianza demostré que estos resuitados

eran estadisticamente semejantes (ANOVA p=0,91).

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

de 99,64.0,38, 99,75+0,27, 99,63 +0,49 y 99,6+0,35 en los grupos control y expuestos
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a 13, 130 y 1300 ppm, respectivamente (ANOVA p=0,91).

Las viabilidades finales de las C. albicans, eran de 96,54+1,64, 97,33+4+1,51,
9641,55 y 96,4+ 1,29, para los ,animales testigo y los sometidos a 13, 130 y 1300 ppm
respectivamenta. El andlisis de estas viabilidades, realizado mediante la prueba ANOVA,

dié un valor de p= 0,49.

En la Tabla XV y en la Figura 16 se representan los resultados del Indice

fagocitico y del Nimero medio de C.albicans por macréfago respectivamente.

El Indice fagocitico no disminuyd, incluso aumento ligeramente con la exposicion

al metal. Los resultados no se diferenciaban, segin la prueba ANOVA (p=0,91).

El Nimero medio de C. albicans por macrdéfago con C. albicans descendia con
la exposicién a un 91,5%, un 82,9% y un 78,94 % del control en los grupos de 13, 130
y 1300 ppm de plomo respectivamente. La diferencias analizadas mediante la prueba
ANOVA eran significativas (p=0,018). La estimacion de estas diferencias, mediante el
empleo de “contrastes ortogonales a posteriori” y la prueba de Scheffé, mostré que el
conjunto formado por los 3 grupos de exposicién al metal se diferenciaba del grupo

organizado por el control y las dosis de exposicién de 13 y 130 ppm.
2.13. NUMEROQO DE MACROFAGOS CON C. ALBICANS ADHERIDAS

El porcentaje medio de macrdfagos con C. albicans adheridas fue de 9,23 41,63,
9.45+4,12,12,34+7,6 y 7,19 +3,98 para los grupos control y expuestos a 13, 130 y 1300

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

p=0,55).
2.14. INDICE CANDIDICIDA

Este indice fue de 33,17+11,22 para los macréfagos de los ratones testigo,
34,3416,37 para los del grupo de 13 ppm, 39,9+8,19 para los de 130 ppm y 45426,06
para los de 1300 ppm.
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El Indice candidicida aumentaba con la exposicién al metal. Estos resultados, ante
la no homogeneidad de sus varianzas, fueron analizados por la prueba de Kruskall Wallis,

que dié una p=0,44, no siendo por lo tanto estadisticamente significativos.
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TABLA I. INGESTA DIARIA DE LIQUIDO EN MILILITROS. PREENSAYO
Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm
Media 4,36 4,27 3,95 4,02
DE 0,76 0,71 0,18 0,50
TABLA II. CELULAS PERITONEALES RECUPERADAS TRAS ADHERENCIA
2.000.0000 células  1.000.000 células  2.000.000 células
Choque térmico Choque térmico Tripsina
Media recuperada 11,62 12,28 10,02
DE 0,96 7,36 2,02
TABLA III. INDICE QUIMIOTACTICO. ESTANDARIZACION
3 mg/ml caseina 5 mg/ml caseina
I. quimiotactico 42,02 22,03
DE 8,94 6,11




TABLA 1V,

INDICE FAGOCITICO. ESTANDARIZACION

1. fagocitico t=90 1. fagocitico t=120

Media 28,41 54,95

DE 16,70 14,85

TABLA V. PESO FINAL EN GRAMOS. PRIMERA SERIE

Grupo 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 VL. CONSUMO DIARIO AGUA EN MILILITROS. 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 VIL CONTENIDO EN PLOMO CORREGIDO EN uG/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 VIIL RECUENTO Y FORMULA LEUCOCITOS
Grupo Leuco Linfo Neutr Mono Eosi Baso
N/ ul % % % % %
Testigo  6.401 81,7 15,9 2,4 0 0
13 ppm  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 1300 ppm
Media 88,05 98,30 97,90 97,75

DE 0,93 0,67 1,02 0,63




TABLA X.

INDICE DE ADHERENCIA DE MACROFAGOS

Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm
Adherencia 85,60 93,13 84,77 47,74
DE 17,12 8,70 23,27 16,50
TABLA XI. PARAMETROS PONDERALES EN GRAMOS Y CONSUMO DE AGUA

EN MILILITROS. SEGUNDA SERIE
Grupo Peso Ganancia Consumo

de peso de agua

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 XIIL. INDICE QUIMIOTACTICO
Grupo Testigo 13 ppm 130 ppm 1300 ppm
Quimiotaxis (Media) 42,19 27,70 42,50 26,14
DE 14,32 7,79 18,55 9,36




TABLA XIIL 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. TERCERA SERIE

Grupo Peso Ganancia

Consumo
de peso de agua

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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Figura 1. Desarrollo ponderal durante los 70 dias de exposicion al plomo.
Experimento piloto.
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Figura 2. Estandarizacion de la obtencion de células peritoneales
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Figura 3. Quiniotaxis y movilidad esponténea con 2 dosis de sustancia
quimiotéactica
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Figura 4. Indice candidicida de los macréfagos residentes peritoneales
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Figura 5. Ppb de plomo en rifdn.
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Figura 6. Regresién entre el contenido en plomo en ppb y la dosis de bebida.
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Figura 7. Relacidn entre la dosis de exposicién al plomo y la concentracidn
renai de metal corregida
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Figura 8. Ndmero de leucocitos en los distintos grupos.
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Figura 9. Namero de células peritoneales en los distintos grupos de
exposicidn al plomo.
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Figura 10. Vlabilidad de las celulas peritoneales en
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Figura 11. Composicién celular peritoneal mediante la técnica de
May-Grinwald-Giemsa.
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Figura 12. Indice de adherencia de las células peritoneales.
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Figura 13. Desarrollo ponderal de los ratones expuestos durante 10 semanas
al plomo. Segunda serie.
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Figura 14.Indices quimiotactico y movilidad esponténea de célllas
peritoneales expuestas al plomo.
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Figura 15. Desarrollo ponderal de los ratones expuestos 70 dias al plomo.
Tercera serie.
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Figura 16. Numero medio de C.albicans fagocitadas por macréfago.



V.  DISCUSION



1. VALORACION DEL MODELO DE INTOXICACION

1.1. VALIDEZ DE LA ADMINISTRACION DE ACETATO DE PLOMO, PER 08§,
A TRAVES DE LA BEBIDA, EN RATONES BALB/C.

El tracto gastrointestinal es la principal via de entrada de plomo en el organismo
en la poblacidn general, siendo ésta la via reconocida para dos terceras partes del metal
incorporado por esta poblacién (66, 70). Escogimos, por esto, la exposicién al metal por

via oral.

Seleccionamos el acetato de plomo por ser uno de los compuestos del metal mas
solubles en agua (443 g/l de agua fria) (220), y elegimos su exposicion per os, a través
de Ja bebida, como muchos otros investigadores (139, 141, 142, 144, 155, 158, 179, 222).
Entre todos estos trabajos, elegimos el protocolo de Koller (142, 179), que es el mds
extendido en investigaciones de exposicién subclinica al metal (139, 142, 165, 179, 230,
231).

Rechazamos la administracién via gdstrica, que se ha empleado sobre todo en
intoxicaciones tnicas o de corta duracién (143, 148), por el caricter crénico que

desedbamos en nuestra exposicion,

El mayor inconveniente que la eleccion de la vig oral podia tener, era la posibilidad
de distinto consumo de liquido por los ratones, ya por rechazo de la bebida, al ser
modificadas sus caracteristicas organolépticas por la presencia del metal, ya por diferente
necesidad en su consumo de acuerdo con las variaciones en temperatura. Si estos Consumos

fueran diferentes, las intoxicaciones en los diversos grupos podrian discrepar, alterandose

el disefio experimental.

Realizamos un preensayo, para investigar estas posibilidades, en el que controlamos

la cantidad de liquido bebida por animal, semanalmente, y diariamente vigilamos la
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correcta homogeneizacién de la solucidn de acetato de plomo. El consumo medio era
similar en todos los grupos de exposicion, el control y los sometidos a 13, 130 y 1300
ppm, no existiendo rechazo del agua con plomo. Este hecho fue constatado previamente
en otras cepas de ratones y con diferentes tiempos y dosis de exposicién al metal (144,
158, 159), por lo que la via de exposicidn oral nos parecié vdlida. También nuestros tres
ensayos generales posteriores ratificaron estos resultados, gue podriamos atribuir a un no
rechazo del liquido, por sus caracteristicas organolépticas, y a la realizacién de cada
experimento general en la misma época del ano, con sélo 2°C de diferencia en la

temperatura del local.

Elegimos la cepa Balb/c de ratones porgue en ella se ha demostrado, previamente,

susceptibilidad a otros efectos inmunomodulatorios del metal (149, 177, 224).
1.2. VALORACION DEL BUEN ESTADO DE SALUD DE LOS ANIMALES

El crecimiento ponderal es un buen indicador del desarrollo de los animales y de
su buen estado de salud. Ademads se ha observado una disminucién en la ganancia de peso
de humanos y animales expuestos al plomo (120, 225, 226), disminucién que en animales
es mayor que la de estatura (225). Por este motivo recogimos semanaimente el peso,

durante los 70 dias de la exposicion.

El desarrollo ponderal mostréd gran dispersidn de resultados, que condyjo a la
existencia de no homogeneidad de varianzas entre grupos, por lo que tuvimos que analizar
los resultados mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis. Se puede pensar en
la existencia de factores individuales del desarrollo ponderal de cada ratén como causa de
estas diferencias y no en el plomo, porque en ninglin momento del seguimiento el peso
varid significativamente entre los distintos grupos de exposicidn. Tampoco lo hicieron la
ganancia de peso total, ni el peso final. Estos resultados coinciden con los de muchos otros
investigadores (139, 148, 155, 158, 159, 160, 179) y se repitieron en 10s tres experimentos

generales.
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Mudzinski et al (149) en ratones, Koller et al (141) en cobayas y Grant et al (225)
en ratas si descubrieron un retraso ponderal en la exposicién crénica al plomo. Los dos
primeros investigadores, si bien utilizaron tiempos de intoxicacién semejantes al nuestro,
emplearon dosis 1,5 y 2 veces superiores a nuestra mdxima exposicién, que en el primer
trabajo se tradujo en un menor consumo de liquido, hecho que podria explicar la

disminucidn de peso (149).

Grant et al (225) en ratas expuestas cronicamente, desde la concepcién,
encontraron una disminucién ponderal con dosis incluidas dentro de nuestro rango e
incluso menores (50, 250 ppm). El retraso en el peso se manifestaba desde el nacimiento
pero se hacia mds importante durante la fase de ganancia ponderal rdpida de las ratas
(segundo y tercer mes). Estos iltimos autores también pesaron las ratas durante la fase
fetal (226), y obtuvieron resultados semejantes, por lo que se podria rechazar la hipdtesis
de que factores intrauterinos intervinieran en esta pérdida ponderal. Puede que alguna
deficiencia inicial en los componentes de la leche materna ¢ alteraciones metabdlicas o
endocrinas, producidas en las ratas y no en nuestros ratones, por su diferente edad al inicio
de la exposicion o por distinta receptividad de especie al plomo (161), explicarian las

diferencias de nuestros resultados con los de Grant et al (225).

2. ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS
2.1. OBTENCION DE LAS CELULAS PERITONEALES

Mediante la inyeccidn de sustancias en cavidad peritoneal se puede aumentar tanto

el nimero como la proporcidn de macréfagos en las células peritoneales.

Sin embargo los macrofagos asi obtenidos difieren de los residentes tanto en su
origen, puesto que en un gran nimero acaban de emigrar de la circulacién, como en sus

propiedades morfologicas, bioquimicas y funcionales (228).
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Al elegir diversos aspectos morfoldgicos y funcionales del macréfage como
indicadores de la exposicidn subclinica al plomo, preferimos utilizar células peritoneales
y macréfagos residentes, a pesar de su menor nimero, porque son los que se encuentran

en situaciones de normalidad en peritoneo.

Encontramos en la revisién bibliogrifica del tema, el empleo de diferentes

vohimenes de medio para la obtencion de células peritoneales (204, 208, 206, 212).

La inyeccién peritoneal de 10 ml nos producia una gran distension de la pared
abdominal y pérdida de volumen, debido probablemente al escaso peso final medio de
nuestros ratones (20 g). Por este motivo disminuimos este volumen y empleamos 2 y 4 ml.

Con el volumen de 4 m! conseguifamos un 155% de células del volumen de 2 ml,
siendo las diferencias estadisticamente significativas (prueba U de Mann-Whitney,

p<0,001).

Este nimero celular estaba en el rango superior de células residentes peritoneales
obtenidas en ratones segiin otros autores (204, 228), por lo que elegimos el uso de 4 ml
de volumen para esta inyeccién. La menor obtencién celular con el volumen de 2 ml
probablemente se debidé a que un volumen escaso conducia a una distensién peritoneal

insuficiente, con pérdida en la cavidad de parte de las células.
2.2. ADHERENCIA COMO METODO DE SEPARACION

Nos propusimos el aislamiento del macréfago del resto de los componentes
celulares residentes de peritoneo. Existen diversas técnicas de separacién de los
macroéfagos de otras células, pero en la actualidad ninguno de estos métodos es totalmente
satisfactorio, en parte por la gran heterogeneidad de la linea monocito-macrofdgo. Una de
las técnicas mds extendidas con este fin es la adherencia a superficies de pldstico (208,
209, 212), basada en la propiedad de los macréfagos de unirse a sustratos sélidos y este

fue el método de aislamiento que empleamos.
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En primer lugar procedimos a la utilizacién de 2 concentraciones celulares
diferentes de partida y al uso de un "shock térmico" para su posterior separacién del
pldstico. Nuestra mejor obtencion de células despegadas, fue de un 12,3 % de la poblacion
inicial, con la concentracién celular de partida mds baja, pero también hubo con ella una
mayor dispersién de los resuitados. En otros experimentos usamos la tripsina con este fin,
no existiendo tampoco significacion estadistica con las pruebas anteriores, en las que
empleamos el choque térmico. Hubo gran diferencia entre las varianzas, segin el método,
hecho que nos condujo a un andlisis no paramétrico, la prueba de Kruskall-Wallis. Por otra

parte los resultados eran equivalentes a los obtenidos por otros investigadores (203).

La viabilidad celular fue semejante con los 3 métodos, siendo globalmente del 82 %,

viabilidad similar a la referida por otros autores (209).

Si realizdbamos una correccion para esta viabilidad celular, 1a poblacidén recuperada
de células ttiles era un 10 % de la de partida, representando aproximadamente 400.000
células adherentes por ratén. Estas células peritoneales adherentes contienen también
linfocitos T y B, fibroblastos y neutréfilos, en un 5 a un 10% (208, 209) por lo que
obtendriamos aproximadamente 370.000 macrofagos por animal, nimero de células

insuficiente para el desarrollo de la mayor parte de las técnicas siguientes.

También la metodologia usada para esta separacion celular, podia afectar la funcién
de los macréfagos (209) y nuestras futuras investigaciones, hecho que junto at bajo niimero
de células recuperadas del pldstico, nos hizo abandonar esta técnica de enriquecimiento de

células de la linea monocito-macrofégica.
2.3. ESTUDIO DE LA COMPOSICION CELULAR

El plomo podia modificar la composicion celular peritoneal. Ademds necesitdbamos
conocer la férmula de la serie blanca de peritoneo para determinar la cantidad de
macrofagos, que obtenfamos a partir del nimero total de células y de la proporcion en

ellas de la linea monocito-macrofigica.
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La cavidad peritoneal tiene una poblacidn residente formada por linfocitos,
macrdfagos, neutréfilos, baséfilos y otros elementos celulares. El nimero y la proporcion

de estas células en peritoneo varfan con la cepa, sexo y edad.

En las hembras se ha encontrado un mayor niimero de macréfagos (204), por lo

que elegimos este sexo.

La edad de 8 a 12 semanas parece ser 1a mds adeciada para obtener una mayor
cantidad celular (204), edad que utilizamos para la estandarizacién de nuestras técnicas.
Sin embargo, por el disefo del protocolo de exposicion al plomo, empleamos
posteriormente para la investigacion de los efectos de este metal sobre las células de la

Ifnea monocito-macrofigica, hembras de 14 semanas.

Desedbamos estudiar los diferentes efectos del plomo, con los medios presentes en
un laboratorio clinico bdsico y de forma econdmica. Rechazamos por este motivo el uso
de anticuerpos monoclonales para la diferenciacién celular y seleccionamos un método
tintorial. Empleamos una adaptacién de la tincion de May-Griinwald-Giemsa y procedimos
a su estandarizacidn, obteniendo una proporcién macrofdgica del 32,1 %, porcentaje

corraborado previamente en ratones, por otros autores (206).
2.4. ADHERENCIA

La adherencia es el conjunto de fuerzas que unen [a célula con otras superficies
(229), necesitdndose para la locomocidn y la fagocitosis. Es una funcién fundamental para
las acciones, afectoras y efectoras, de los macréfagos, por lo que hemos realizado la

estandarizacion de la técnica de adherencia, seglin modificaciones de De la Fuente (212).

El Indice de adherencia de nuestra poblacidn peritoneal era de 32,8, y el de lo

macréfagos de 93,9, semejante al obtenido por De la Fuente (212) en la misma cepa de

ratones.
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Nuestro método de recuperacion de las células no adheridas, necesario para hallar
el indice, era ligeramente diferente y mds enérgico (209) que el utilizado por esta
investigadora (3 lavados con medio frio frente a 3 aspiraciones con una micropipeta), por
lo que el indice podia haber sido menor. Sin embargo, €l hecho de realizar nosotros la
adherencia durante | hora mds, probablemente sea la causa de que ésta fuera mds intensa

y el resultado final semejante.

2.5. ESTANDARIZACION DE LA QUIMIOTAXIS Y LA MOVILIDAD
ESPONTANEA

La capacidad de movimiento es una de las caracteristicas fundamentales de los
macréfagos. Esta movilidad puede estar dirigida hacia un gradiente quimiotdctico de
concentracién, llamandose quimiotaxis, o ser debida al azar, denomindndose movilidad
espontdnea (230). Dentro de esta ultima debe distinguirse entre la movilidad espontinea
estimulada o quimioquinesis, producida por la interaccién entre la célula y una sustancia
quimiotdctica sin gradiente de concentracién (231) y la movilidad espontdnea no

estimulada, ocasionada por el movimiento celular aleatorio.

Existen dos métodos cuantitativos que miden la quimiotaxis y la movilidad

espontdnea in vitro: el método del filtro del microporo y el de la agarosa.

El primero fue introducido por Boyden en 1962 (213) y consiste en una cdmara con
un compartimento superior, dénde se incuban las células y uno inferior, que contiene la
sustancia quimiotdctica. En medio se introduce un filtro con microporos de un tamafio
suficiente para permitir el paso activo de las células, pero no su cafida. Después de un

tiempo apropiado los filtros se fijan y se evalia la locomocién celular (215).

En el método de la agarosa las células se colocan en un pocillo central, cortado en
un gel de agarosa y emigran hacia los 2 pocillos exteriores, ddnde se introduce en uno la

sustancia control y en otro la quimiotictica.
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Hemos elegido el método del filtro con microporo, en primer lugar, por la
simplicidad de la técnica y del manejo de las cdmaras necesarias para su realizacién, que
lo han hecho especialmente (til en los laboratorios clinicos (232). Ademds la emigracién
a través de los microporos imita mejor el movimiento de los leucocitos en los tejidos. La
reproducibilidad experimental de este método es, por otro lado, de 50 a 100 veces mayor
que la del método de la agarosa (231). Finalmente, la técnica del microporo puede

modificarse para el uso con poblaciones celulares mixtas, como es la nuestra (231).

Existen en el mercado dos tipos de filtros para la realizacion de la quimiotaxis por
el método del microporo: los filtros de policarbonato y los de nitrocelulosa. Hemos elegido
los primeros porque permiten la evaluacién morfoldgica del tipo celular emigrado (232)

y requieren menor tiempo de incubacion.

Escogimos la caseina entre las sustancias quimiotdcticas porgue es un control
positivo baratc y muy estable (232). Su concentracion dptima, para la realizacion de la
quimiotaxis, se ha descrito en un rango de 0,5 a 5 mg/ml (214). Utilizamos 3 y 5 mg/ml

de caseina durante la estandarizacidn de la técnica del microporo (215).

Realizamos la quimiotaxis y la movilidad espontdnea durante un tiempo de 4 horas
porque los macrofagos requieren mds tiempo para el movimiento que los granulocitos y

los monocitos de ratén, siendo necesarioc un minimo de 3 horas (236).

La quimiotaxis con 3 mg/ml fue casi el doble que con 5 mg/ml (t Student,
p=0,0009). Con la concentracién de 3 mg/ml pasaban de 10,36 a 29,61 células mds que
con la de 5 mg/ml. Este resultado se ve apoyado por el descubrimiento previo de que los
fagocitos de ratén y cobaya disminuyen su actividad quimiotdctica cuando ciertas
concentraciones del estimulo son superadas (233). El incremento del agente quimiotdctico
podria bloquear la interaccién con los receptores ya ocupados (233), o desactivar los
mismos en un proceso de "baja regulaciéon” (234). El quimioatrayente a altas

concentraciones también podrfa aumentar la adherencia de la célula, disminuyendo por este
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mecanismo su movilidad (229, 236), o estimular simultineamente muchos receptores ¢

incapacitar la polarizacidn celular efectiva necesaria para el movimiento (236).

Nuestro Indice quimiotdctico no fue muy alto, pero hay que considerar un factor

que puede contribuir a ello: el tipo de célula empleado, el macréfagos residente.

S6lo un 20% de los macrdfagos residentes pueden ser estimulados a 1a locomocion

frente a los macréfagos obtenidos con diversas sustancias estimuladoras, que lo hacen en

un 70% (230).

Quisimos confirmar que la casefna era un estimulo quimiotictico adecuado para la
poblacién celular utilizada, la residente. Para ello realizamos una comparacion interna,
dentro de nuestro experimento de estandarizacién, entre la quimiotaxis y la movilidad
espontinea, mediante la prueba t de Student bilateral. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas {p=0,0017), por lo que finalmente escogimos esta sustancia

para la realizacién de la quimiotaxis.

2.6. ESTANDARIZACION DE LA OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS DE
CANDIDA Y DEL PODER CANDIDICIDA DE LOS MACROFAGOS

La fagocitosis es una de las principales acciones defensivas de los macréfagos,
como ocurre con los neutréfilos y monocitos. El contacto entre el patdgeno y las células

citadas, mediado por las opsoninas del suero, facilita la fagocitosis.

El proceso fagocitico puede cuantificarse por diferentes métodos, unos mediante
la cinética de desaparicién del microorganismo del medio y otros por el porcentaje de

fagocitos con microorganismos o por el mimero medio de éstos que existen en su interior.

La medida de la acumulacion de las particulas en el interior de las células es mds
fiable que la cuantificacion de su disminucidn en el medio extracelular (237). En este
ultimo caso los métodos son mds laboriosos y ademds se necesitan largos periodos de

incubacién, por lo que pequenas alteraciones pueden no ser detectadas (204).
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Elegimos la medida de la fagocitosis mediante el Indice fagocitice , que es el
porcentaje de células que han fagocitado Candida albicans, y el Numero medio de
C.albicans por macréfago. Seleccionamos este microorganismo por su facil cultivo (210)

y buena visualizacién por microscopia oOptica.

Este tipo de ensayos puede realizarse mediante el uso de las suspensiones celulares,
las opsoninas y las C. albicans en tubos de centrifuga o en pocillos. La utilizacién de
pocillos tiene la ventaja de que selecciona poblaciones adherentes, pero la rechazamos
porque debido a un fendmeno fisico de tensidén superficial la mayor parte de las células era

desplazada hacia los bordes del pocillo, dénde la lectura microscopica era poco fiable.

Cuando los fagocitos, los microorganismos y la fuente opsénica se introducen en
el ensayo simultdneamente, la fagocitosis es en realidad la combinacién de la medida de
la ingestion con la de la opsonizacién (237), por lo que se debe preincubar las particulas
con la opsonina por separado. Por este motivo realizamos la opsonizacion en una fase
previa a la ingestién, durante 30 minutos y utilizando un 10% de suero fetal de ternera

descomplementado (mediante el calentamiento a 56°C durante 30 minutos).

Elegimos para la estandarizacién de la técnica de fagocitosis tiempos de 90 y 120
minutos porque estudios realizados previamente demostraron que la actividad fagocitica
de los macréfagos es mas lenta y menor que la de los granulocitos (216). También por ello
utilizamos una proporcién 2:1 C. albicans por macréfago. No prolongamos el tiempo de
fagocitosis porque a partir de las 3 horas comienza el crecimiento micelial, que interfiere

con los recuentos (217).

En nuestros experimentos tanto el Indice fagocitico como el Indice candidicida
fueron superiores a los 120 minutos (p=0,016 y p=0,0052, respectivamente). El Numero
medio de C. albicans por macréfago y el Niimero de macréfagos con C. albicans
adheridas fueron semejantes con los dos tiempos (p=0,11 y p=0,42 reciprocamente),

hecho previamente confirmado por otros investigadores con otros microorganismos (204).
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3.  EXPOSICION AL PLOMO Y RINON

El rifién es un drgano que concentra plomo y realiza un pape! fundamental en su
metabolismo y eliminacién. En el modelo de distribucién tricompartimental del metal,
desarrollado por Rabinowitz et al, el rifién forma parte ﬁel compartimento de los tejidos
blandos (70, 81), siendo los otros dos la sangre y los tejidos duros. Como la velocidad de
intercambio del plomo desde los tejyidos blandos es mds lenta que la sanguinea, la vida

media del plomo en los tejidos es ligeramente superior que en la sangre (70, 81).

También el rifién es uno de los principales 6rganos diana en la toxicidad bioquimica
e histolégica del plomo (105, 227), motivo por el que lo seleccionamos como el principal
indicador de referencia de la exposicién a varias concentraciones de plomo (13, 130 y

1300 ppm), durante un tiempo de 10 semanas.

Se ha descubierto, como signo precoz de la exposicién plimbica, un aumento
relativo del peso del riién (227, 238). Este incremento se produce a niveles de exposicién
tan bajos como las 5 ppm (227). En nuestro experimento, realizado con ratones hembras
Balb/c, no se encontrd este signo a pesar del empleo de concentraciones del metal mas
elevadas. El peso del rifién y su proporcién respecto al peso corporal fueron semejantes

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

Los anteriores investigadores (227, 238) iniciaron la exposicién prenatalmente o en
el momento del nacimento, edades que podrian hacer a los animales mds vulnerables a la

efectos renales del metal.

Otro factor, que podria explicar las diferencias en esta receptividad al plomo, es
la diferencia de susceptibilidad de especie, ya que Sobottka et al (238) y Fowler et al (227)

emplearon en su estudio ratas y nosotros ratones.

Tampoco deberia olvidarse la influencia que parece tener el sexo en los cambios

estructurales y bioquimicos renales, descubrimiento hecho por Fowler et al (227). Estos

103



Discusidon

investigadores encontraron una mayor vulnerabilidad en el umbral de aparicién de este
signo en los animales machos, mientras que 1a afectacidn ante altas dosis de exposicidn era
mayor en hembras. Nuestro estudio fue realizado con hembras y quizds no alcanzamos el

umbral de exposicion preciso para que apareciera este signo.

Como muchos otros investigadores, hemos medido la concentracidn renal de plomo,
(139, 143, 148, 227, 238). Previamente, se ha descubierto un aumento paralelo de la
concentracién renal de plomo respecto a la concentracidn sanguinea en intoxicaciones
agudas (239) y cronicas (82, 227). El incremento de la concentracién renal de plomo se
relacionaba ademds con la dosis de exposicidn (139, 144, 239). En nuestra cepa de ratones
no se habia investigado, en la bibliografia revisada, las concentraciones renales del metal,

tras una exposicién crénica con varias dosis del metal (0, 13, 130 y 1300 ppm).

Las diferencias en los valores de plomo en rifién, segin las dosis, eran muy
significativas (Kruskall-Wallis p=0,0000000563) y las concentraciones renales se
relacionaban altamente con la dosis de exposicién al metal, lo que explicaba el 98% del
contenido en metal. Por otro lado sélo los rifiones del grupo expuesto a 1300 ppm de
plomo superaban los 25 ug/g de peso seco, considerados como el umbral diagndstico de

intoxicacion pliimbica en mamiferos (240).

Es dificil comparar directamente nuestros resultados medidos en ug de plomo/g de
peso seco renal con los de otros autores que lo hacen con el peso hiimedo, pero la razén
de las concentraciones renales para cada dosis de exposicién respecto a las del control es

muy semejante a las obtenidas por otros investigadores, con las mismos niveles del metal

(139, 179).

Nuestros resultados en la medida de la concentracién renal de plomo, tras 10
semanas de exposicién a 13, 130 y 1300 ppm, la confirman como buen indicador de la
dosis de plomo suministrada (r=0,989 entre la cantidad administrada y su concentracién

en rifién).
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4. EXPOSICION AL PLOMO Y RECUENTO DE HEMATIES

Los disturbios hematoldgicos, asociados con 1a exposicién plimbica, han sido parte
importante del cuadro clinico de esta enfermedad y por lo tanto muy investigados. Los dos
componentes de la vida media del hematie estdn afectados por el metal, existiendo una
disminucién de su produccién, tras un inicial aumento de las formas jovenes, y una

destruccién acelerada (78, 87).

Hemos estudiado el nimero de hematies/ul de sangre, de ratones Balb/c, tras 10
semanas de exposicién al plomo (13, 130 y 1300 ppm de plomo). La dispersién de los
resultados nos obligd a realizar su andlisis mediante una prueba no paramétrica (Kruskali-

Wallis p=0,45), que nos demostré que no habia diferencia significativa entre los grupos.

Nuestros resultados son semejantes a los obtenidos, en exposiciones crénicas al
metal, por otros investigadores en ratones y en ratas (163, 238). Sin embargo no coinciden
con los obtenidos por otros estudios, si bien éstos son tras exposiciones agudas (175) o de

menor duracidn (238).

La falta de cambios en el nimero de hematies/ul nos sugiere que este parametro
no es un buen indicador, en ratones, de la exposicién crénica plimbica. La disminucién
de hematies es ademds un signo de clara toxicidad del metal y en este estudio s6lo la dosis

mds elevada (1300 ppm) puede considerarse téxica (240).
5. EXPOSICION AL PLOMO Y SERIE BLANCA

Se han descubierto alteraciones en €l nimero y proporcion celular de la serie blanca
de otras cepas y especies animales expuestas al plomo (166, 167, 240), hecho que motivé

la investigacién de este pardmetro en nuestra cepa Balb/c de ratones.

En nuestros experimentos el nimero de leucocitos era semejante en todos los

grupos. Tampoco se diferenciaban los recuentos diferenciales.
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El nimero de linfocitos/ul, fue semejante en los 4 grupos (ANOVA p=0,67). No
coincidid este hallazgo con el aumento de linfocitos encontrado por Santos et al (167) tras
exposiciones més agudas. Esta linfocitosis observada en anguila, expuesta durante 30 dias
al plomo, sugiere una respuesta inmunoldégica, que resultaria de la estimulacion directa de
esta serie por el plomo, o de la existencia en estos animales de una infeccién latente
bacteriana o viral (167). Apoyando la primera teoria estd el descubrimiento de la accién
mitégena del metal, que se ha demostrado in vitro (159, 242). El aumento de la
susceptibilidad a las bacterias y virus por el plomo ha sido ampliamente ratificado (131-
140), por lo que las anguilas podian tener una infeccién subclinica. La diferente
vulnerabilidad de especie y la mayor duracién de nuestra exposicién podrian explicar esta

diferencia de resultados (161).

Analizamos el nimero de granulocitos en sangre, segiin el grupo de exposicion.
Dentro de cada grupo habia gran dispersién de resultados, pero ésta entre grupos era
semejante, por lo que cumplia la homogeneidad de varianzas y se pudo utilizar la prueba
ANOVA. No habia significacién estadistica y las pequefas diferencias en el mimero de
neutréfilos se deberian por lo tanto a factores intrinsecos de los animales y no a la

exposicién al metal.

Estos resultados no coinciden con la neutrofilia descubierta por Hogan (166), pero
son semejantes a los encontrados por Schlick et al (241), quienes hallaron neutrofilia tras
exposiciones tnicas o de 10 dias de duracién, neutrofilia que no se manifestaba con

exposiciones mds cronicas.

La granulocitosis descubierta por Hogan (166) parecia deberse fundamentalmente
a una movilizacién de los neutréfilos de sus lugares de reserva. La neutrofilia alcanzaba
su maximo tras 4 dfas de exposicién, se mantenia hasta el octavo dfa y luego iba
disminuyendo. Nuestra medida fue realizada después de 70 dfas, por lo que esta

movilizacién podria haberse agotado, como ya lo indicaron Schlick et al (241) después de
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30 dias. Hogan {166) proponia que el plomo podria acumularse hasta un umbral, a partir
del cual se liberarian sustancias que atraerian a los neutréfilos. Nos parece poco probable
que la neutrofilia represente una respuesta quimiotictica "per se” porque un gradiente
quimiotéctico s6lo se puede mantener durante un breve periedo de tiempo (243) y ademas

produce una acumulacién de neutrdfilos en pocas horas (244).

Se ha propuesto que la disminucién de la adherencia de las moléculas LAM-1
endoteliales y B, integrinas celulares, causarfa la "demarginacion” de los neutrdfilos

maduros de los sinusoides venosos medulares y su liberacién de la médula ésea (243).

El plomo o el quimioatrayente, inducido por este metal, propuesto por Hogan

(166), podrian modificar la adherencia de estas proteinas superficiales celulares (176).

Finalmente esta sustancia, tal vez un CSF (Factor estimulador de colonias), quizds
intervendria también en la produccién de neutrdfilos, explicando el 16% de la

granulocitosis de nueva creacion que encontré Hogan (166).

La desensibilizacién en la quimiotaxis, que se produce ante la estimulacién repetida
de los leucocitos por los quimioatrayentes (245), podria darse también en esta accidn de
las sustancias quimioticticas sobre la adherencia, explicando asi la desaparicién de la

leucocitosis con el tiempo.

6. PLOMO, NUMERO Y RECUENTO DE CELULAS
PERITONEALES

Desde que Selye et al (131) descubrieron el aumento a la susceptibilidad a las
endotoxinas provocada por el plomo, muchos otros investigadores han ratificado este hecho
(132-137). La investigacién de la funcidn fagocitica del sistema reticuloendotelial en la

exposicién al plomo, ha conducido a resultados muy diversos (132, 133, 136).

La presentacién antigénica por los esplenocitos y macréfagos peritoneales estd

disminuida, tras €] contacto con este metal, (181, 224) y aumentada por las células de
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Langerhans (184).

La accién de ciertas citoquinas, el MAF (Factor activador de los macréfagos) (183)
y el MIF (Factor inhibidor de la emigracién) (178), sobre el macréfago también estdn
disminuidas por el plomo. Finalmente hay un descenso en las acciones inmunitarias

humorales y celulares que requieren la cooperacién del macréfago (144, 161).

Como todas estas acciones en las que interviene el macréfago estan modificadas nos
propusimos investigar los efectos del metal sobre el niimero, la viabilidad y la proporcién
de los macréfagos, asi como sobre ciertas propiedades de esta célula, como la adherencia,

el movimiento y la fagocitosis de C. albicans.

Nuestro estudio no demostré diferencias significativas ni en el nimero, ni en la
proporcion de macréfagos, tras 1a exposicién in vivo durante 70 dias al metal, andlisis que
realizamos mediante la prueba ANOVA. Segiin la bibliografia revisada somos los primeros
que medimos los efectos del plomo tanto sobre ¢l mimero como sobre la composicién de
las células perifoneales, por lo que no pudimos comparar nuestros resultados con los de

otros investigadores, de forma directa.

La principal fuente de los macréfagos de los tejidos y las cavidades corporales es
la médula Gsea (246). En condiciones normales de equilibrio, los precursores de los
macréfagos maduran en ella hasta monocitos, en un proceso en el que intervienen las
citoquinas CSF-1 (Factor estimulador de colonias-1), GM-CSF (Factor estimulador de

colonias granulociticas-monociticas) e 1L-3 (Interleugquina 3) (246).

Luego, los monocitos son liberados a la corriente sanguinea y emigran hasta Ia

cavidad peritoneal y los tejidos, donde se diferencian a macréfagos.

La médula ésea es origen de un 61 % de la poblacién peritoneal de macréfagos en
raton. El resto de la poblacién macrofigica proviene de la division celular local, en la que

parece intervenir la citoquina GM-CSF (247).
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Kowolenko et al (176) estudiaron, en ratones, los efectos de la exposicién in vitro
al metal sobre un cultivo de células de la médula ésea con CSF-1. El plomo disminuyé la
recuperacion celular total, aumentando Ja de células no adherentes y reduciendo la de
adherentes (macréfagos). Ademds, ningiin estadio celular de 1a linea monocito-macrofagica

estaba libre de los efectos inhibidores del metal.

Miszta (175) expuso in vivo al plomo, durante 4 dias, a ratas. El metal produjo un
aumento en los fibroblastos de la médula y un descenso en los macréfagos, con lo que

parecian confirmarse los resultados de Kowolenko et al (176).

Medimos de forma indirecta la accién del plomo sobre la produccion de la linea
monocito-macrofagica de la médula dsea, tras 70 dias de exposicién, a través de un
recuento de los monocitos en sangre. Los monocitos circulaban en los grupos control y los
expuestos en igual niimero, por lo que nos parece poco probable que la monopoyesis

estuviese afectada en €l momento de nuestro estudio.

La ausencia de esta inhibicién en nuestro estudic y su presencia en las
investigaciones de Kowolenko et al (176) y de Miszta (175), podria explicarse por la
divergencias de resultados que produce este metal segin la via, tiempo y dosis de
exposicién, que eran distintas en los casos anteriores, y que ya han sido previamente

descritas con otros efectos inmunomodulatorios del plomo (161).

Comparamos los efectos del plomo en peritoneo con los producidos en otro 6rgano,
que interviene muy directamente en la absorcion del metal y contiene gran nimero de
macrofagos, el pulmon. Kaminsky et al (248), en exposicién aguda a un éxido de plomo
y Bingham et al (174}, en exposicion crénica, descubrieron un aumento y una disminucidn,

respectivamente, en el nimero de macréfagos alveolares recuperados en rata.

Las distintas susceptibilidades de estas dos poblaciones celulares, la alveolar y la
peritoneal, a los efectos del plomo sobre su niimero, podrian deberse a su diferente

cinética proliferativa. Los macréfagos alveolares parecen ser una poblacién de replicacion
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propia, ya que proliferan in vitro tras la estimulacion de los CSF (249) y mantienen su
nimero tras la extirpacién de la médula 6sea. Esta autorreplicacion es sélo de 1/3 en la
poblacién peritoneal (246). El metal quizds actie sobre la accion de los CSF en los
6rganos periféricos de igual forma que lo hace sobre la médula 6sea (176) lo que

convertiria a la poblacién alveolar en mds vulnerable.

También 1a gran heterogeneidad funcional y fenotipica de estos dos tipos de
macrofagos, que parece ser reflejo del ambiente local (249), podria explicar la diferencia
en su susceptibilidad al plomo. Los macrdfagos alveolares son muy dependientes de
procesos aerobios, y el plomo inhibe su metabolismo oxidativo (248, 250-252), por lo que

son mds vulnerables que los fagocitos de peritoneo.

Finaimente, las diferencias en la forma quimica de exposicion, dxido de plomo en
los macréfagos alveolares y acetato de plomo en los peritoneales, en las via y la dosis del

metal nos podrian explicar, de nuevo, la divergencia en los resultados (161).
7. EFECTOS DEL PLOMO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR

La medida de la viabilidad celular con técnicas de exclusidn tintorial es una
valoracién general del estado celular, que indica la existencia o no de una disrrupcién de
la membrana. Entre los colorantes vitales, empieados con este fin, el azul de tripano es

el de uso mds extendido, motivo por el que lo elegimos.

Nuestro andlisis sobre la viabilidad de los macréfagos peritoneales de ratones,
expuestos durante 10 semanas al acetato de plomo, demostré la ausencia de cambios
significativos. Coincidimos con las investigaciones de Koller y Roan en macréfagos
peritoneales de otras cepas de ratdén (179) y las de Baginski en polimorfonucleares de

humanos (169).

Nuestros resultados se diferenciaron, sin embargo, de los obtenidos en macréfagos

peritoneales de ratones y cobayas expuestos in vitro, durante 24 horas (177, 178), en los
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que si se demostré una disminucién de la viabilidad celular. También se diferenciaban de
los obtenidos por Kaminsky et al (248) tanto in vive como in vitro, en macrdfagos

alveolares.

En las investigaciones realizadas en las células peritoneales la concentracion del
metal fue mds alta en los estudios realizados in vitro que en los verificados in vivo. La
minima concentracién de metal que producia la disminucidn en la viabilidad celular en el

estudio de Kiredmijan et al (178) fue semejante a ]a mdxima empleada por nosotros.

Respecto a las diferencias de nuestros resultados con los hallados en los macréfagos
alveolares, en estudios in vivo, deberiamos considerar las diferencias metabdlicas entre
estos fagocitos, que hacen a los alveolares mucho mds dependientes del metabolismo

oxidativo (248).

El plome inhibe el consumo de oxigeno y el metabolismo oxidativo de los
macréfagos alveolares a bajas concentraciones (0,12 mg/mly (250, 251, 253).
Concentraciones mayores (0,5 mg/ml) alterarian mds intensamente el metabolismo celular,

se dafiaria la célula y se romperia su membrana (250).
8. INDICE DE ADHERENCIA

La adherencia y los mecanismos de reconocimiento celular son requerimientos
bdsicos, tanto para la evolucién de los organismos multicelulares como para el desarrollo

de las capacidades de las células del sistema inmune.

Durante el desarrollo embrionario las protefnas celulares imparten la informacién
especffica que guia la emigracién celular, la localizacién y la transferencia de informacién

entre las células.

El sistema inmune estd formado por un conjunto celular en el que los mecanismos
de reconocimiento y las acciones defensivas de las células dependen del proceso de

adherencia (254).
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Medimos la adherencia de las células peritoneales y de los macréfagos expuestos
al plomo. En ambos casos en ¢l grupo expuesto a 1300 ppm se produjo una gran inhibicién

de la adherencia celular, siendo estas diferencias entre grupos significativas.

La comparacién en el nimero de células peritoneales se realizé mediante la prueba
de Kruskall-Wallis y la de los macréfagos por ANOVA, que es una prueba paramétrica
y tiene una mayor potencia para detectar los cambios (p=0,0004 y p=0,00002,

respectivamente).

Se anotd la viabilidad celular al finalizar la prueba. Siempre fue superior al 95%
por lo que se descarté que un mal estado celular fuera el responsable de la disminucién
de la adherencia. La concentracién de 1300 ppm de plomo reducia la adherencia de las

células peritoneales y macrofdgicas.

Pensamos que una accién de este metal sobre las moléculas de adherencia o las
integrinas de las células peritoneales y macréfagos, podrfa causar esta inhibicién
descubierta en el grupo expuesto a 1300 ppm. Las células de la linea monocito-
macrofdgica, y otros leucocitos, presentan un gran nimero de moléculas de adherencia:
la LFA-1 o funcioén del linfocito asocfada con el antigeno 1, el MAC-1 o CR3 o antigeno
1 del macréfago y el p150,95 o CR4, que son integrinas. También tienen receptores para

la fibronectina, vitronectina y la glicoproteina IIb (254).

Un hecho comiin a todas las integrinas es su alto contenido en cisteina, sobre todo
en la subunidad 8 en la que representa un 7,4 % del total y en la regién transmembrinica
donde aparece en un 20 %. El plomo tiene una alta afinidad por los grupos sulfhidrilos,
pudiendo alterar de este modo estas moléculas de adherencia y modificar el Indice de
adherencia. El hecho de que la mayor cantidad de grupos sulfhidrilos se sitie en la regién
transmembrénica (254) podria explicar su dificil acceso por el metal y que s6lo la dosis

mads alta causara la inhibicién de la adherencia.
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Las subunidades « de las integrinas MAC-1, LFA-1 y p150,95 contienen 3 zonas
de repeticiones homologas en las que parecen existir puntos de unién para el Ca y el Mg,
cationes que estabilizan las interacciones con las subunidades 8 y son necesarios para su
actividad (254). El plomo, que es un catién divalente, podria competir con estos sitios de

unioén y conducir también de esta forma a una inhibicién de la adherencia.

Segtin la bibliografia revisada, somos los primeros en medir los efectos del metal
sobre la adherencia celular. Por este motivo, no hemos podido comparar directamente
nuestros resultados con los de otros investigadores, aunque se han realizado

descubrimientos que pueden corroborarlos.

Kowolenke et al (176) realizaron un cultivo de células de médula Gsea a las que
expusieron in vitro al metal y al factor de crecimiento CSF-1 (Factor estimulador de
colonias macrofégicas). El nimero total de células recuperadas disminuia respecto a los
controles, a expensas de la linea monocito-macrofigica. También observaron una
disminucién en la extension citoplasmdtica de estas células. Se ha descubierto que las
integrinas MAC-1 y p150,95 se movilizan tras la estimulacién con el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) (255), hecho que también podria ocurrir con otro factor
de crecimiento el CSF-1. El plomo tal vez disminuirfa la extension citoplasmética de las
células de la linea monocito-macrofdgica, descubiertos por Kowolenko et al (176), y la

adherencia apreciada por nosotros, mediante 1a inhibicién de estas integrinas.

También se ha descubierto una disminucidn del aclaramiento de carbdn coloidal en
animales expuestos al plomo (133, 136). Loose et al (256) pensaron que la disminucién
del aclaramiento del carbon coloidal se correlacionaba con un descenso de la fibronectina
plasmidtica, que es un ligando de ]a matriz extracelular estrechamente relacionado con el
MAC-1, LFA-1 y p150,95 (249). Su posible alteracién por el plomo podria conducir a esta
inhibicién en el aclaramiento del carbén coloidal y apoyarifa la hip6tesis de la modificacién

de las integrinas.
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Otro mecanismo por el que el metal podria disminuir la adherencia, es provocando
alteraciones en las membranas de los macréfagos (257). Kiredmijan et al (178)
descubrieron una reduccién en la movilidad electroforética de los macréfagos peritoneales
expuestos in vitro al plomo, reduccion que se relacionaba directamente con la
concentracion del metal. Parece que la alteracidén en la movilidad electroforética puede

alterar la adherencia (258)

Valentino et al (89) observaron una disminucién en la fluidez de membrana de los
hematies de los trabajadores expuestos al plomo, que explicaria el aumento de su
microviscosidad. Si la rigidez de membrana se produjera también en los macréfagos,
podria conducir a cambios cualitativos en las integrinas y a una disminucién en su

capacidad de adherencia.

9. INDICES DE QUIMIOTAXIS Y MOVILIDAD ESPONTANEA

Metchnikoff propuso en el siglo pasado que ciertas sustancias quimicas,
provenientes de focos con particulas extrafias, atraian a los leucocitos (259). Sin embargo
la cuantificacién de este proceso no fue posible hasta 1962, afio en que Boyden publicé su
técnica (213) con la que midi6 la emigracién de leucocitos a través de los microporos de

un filtro, en respuesta a un gradiente quimico.

La presencia 0 ausencia de este gradiente quimico distingue la quimiotaxis, o

movilidad dirigida, de la movilidad espontdnea de los leucocitos.

La quimiotaxis es necesaria para muchas de las acciones afectoras y efectoras del
macrofago que estdn alteradas por el plomo (132, 144, 161, 176). Por esta causa
realizamos una investigacion sobre la actividad quimiotictica y espontdnea de las células

de la linea monocito-macrofdgica, que no habian sido estudiadas.

La exposicion in vive al plomo, durante 10 semanas, produjo la disminucién de los

Indices quimiotdcticos de las células de los animales expuestos a 13 y 1300 ppm. Las
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diferencias eran significativas, segin la prueba ANOVA con una p=0,038. La prueba de
Scheffé demostré que los grupos expuestos a 13 y 1300 ppm se diferenciaban de los

controles y expuestos a 130 ppm, y producian esa diferencia estadistica.

La movilidad espontdnea disminu{a, de forma no significativa, en las células de los

ratones sometidos a 13 y 130 ppm, restaurdndose para los expuestos a 1300 ppm.

Se registrd [a viabilidad celular final, tras las 4 horas de quimiotaxis y de movilidad
espontdnea, comprobandose el mantenimiento del adeciado estado celular hasta la
terminacién de ambas pruebas. Siempre fue superior al 95 % por lo que este factor no

intervenia en los resultados obtenidos.

Se ha descubierto una disminucién en la quimiotaxis de los neutréfilos de
trabajadores expuestos al plomo, cuando se alcanzan concentraciones sanguineas del metal
de 60 pg/dl (170, 471, 172). Una concentracién sanguinea semejante, 69,4 ug/dl, se
obtiene en ratones Balb/c (149) expuestos a una dosis del metal 1,5 veces superior a la
méaxima nuestra (1300 ppm de plomo). Las células de la linea monocito-macrofagica de
ratén parecen ser mds susceptibles que los polimorfonucleares humanos, ya que su

inhibicién se inicia con una dosis de metal de 13 ppm (161).

La disminucién en la quimiotaxis a dosis de 13 ppm de plomo, la recuperacién a
dosis de 130 ppm y la posterior inhibicién no habfan sido descubiertas hasta ahora, pero
existen otras funciones de estas células que siguen un patrén similar. Asi, Koller y Roan
{179) hallaron una disminucioén inicial, seguida de estimulacién consecutiva, en las
fosfatasas dcidas de macréfagos peritoneales, y Lison et al (260) detectaron el mismo
patrén de comportamiento en la actividad de la protefnquinasa C de macréfagos de
peritoneo con disminucién inicial, recuperacién intermedia e inhibicién final, que nosotros
en la quimiotaxis. Koller y Roan (179) descubrieron, por otro lado, un aumento en la

respuesta de linfocitos mezclados de ratones expuestos a 130 ppm.
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La actividad quimiotictica tiene 3 fases: unién de la sustancia quimioatrayente al
receptor, fase de transmision y fase de movilizacién hacia el gradiente quimiotdctico. Esta

tltima requiere la activacién energia-dependiente del aparato motor celular (261).

Tanto la dosis como la afinidad del quimioatrayente por el receptor,' afectan a la

actividad biolégica de la unién sustancia quimiotdctica-receptor (245).

En muchos sistemas celulares las alteraciones de sus membranas modifican esta
afinidad entre el receptor-hormona y los procesos metabdélicos resultantes (262). También
las variaciones en la membrana de los polimorfonucleares alteran la afinidad de los
receptores quimiotdcticos. Asf, los alcoholes alifdticos, a bajas concentraciones, aumentan
la fluidez de la membrana y la afinidad de los quimioatrayentes por el receptor,
potenciando la emigracién (245). Por el contrario, la anfotericina B (245), produce un
desequilibrio en la proporcién fosfolipidos-colesterol de la membrana y una disminucion

en la afinidad de los receptores quimiotcticos.

Se ha descubierto una disminucidn en la fluidez de membrana de los eritrocitos de
trabajadores expuestos al plomo y una probable modificacién en la relacién entre los
fosfolipidos y el colesterol (89). Si estas alteraciones se produjeran en las células de la
linea monocito-macrofigica, disminuiria la afinidad de los quimioatrayentes por el receptor

y por lo tanto la actividad quimiotactica.

En Ia fase de transmisidn, que sigue a la unidn del quimioatrayente al receptor, se
producen varios procesos bioquimicos, como son el aumento del Ca intracelular y del
adenosin monofosfato ciclico (c-AMP), la polarizacién de la membrana y la activacién de
la protefnquinasa C. La polarizacién y la activacion de la proteinquinasa C pueden

inhibirse por el plomo (178, 260).

La carga eléctrica superficial de los macréfagos peritoneales se altera por este
metal, reduciéndose su movilidad electroforética de forma dependiente a la concentracién

del metal (178). El plomo probablemente se una a las cargas eléctricas negativas de la
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membrana, interfiriendo en el proceso de polarizacidn y consecuentemente en la
quimiotaxis.

Recientemente se ha identificado, en polimorfonucleares, la enzima proteinquinasa
C, que en situacién de inactividad estd localizada en el citoplasma (259). Los
quimioatrayentes liberan de los fosfolipidos de la membrana el dcido araquidénico, que
activa a esta proteinquinasa C, que a continuacién se traslada a la membrana (259) y
participa en el acoplamiento del estimulo quimiotactico. Lison et al (260} descubrieron una
inhibicién directa de la proteinquinasa C por el plomo. Con las dosis menores del metal
(0,1 pM) disminuia su actividad, con las intermedias (1 M) se recuperaba y con las dosis
altas (100xM) se inhibia totalmente. La inhibicién de esta enzima por el plomo también

podria modificar la actividad quimiotdctica de la célula.

Una vez que la sefial quimiotdctica se ha transmitido, la célula se orienta hacia la
sustancia quimiotédctica, adquiere forma triangular, emite un pseudépodo en ese frente,
conocido como lamelipodio, y un arrugamiento con retraccién de fibras o urépodo, en el
polo opuesto (245). Los microfilamentos forman una densa malla en el lamelipodio y el
urépodo, mientras que los microtibulos se encuentran en el citoplasma granular (235).
Roderer et al (263) descubrieron una interferencia del plomo en la unién de los

microtiibulos, que también podria contribuir a la disminucién de la actividad quimiotdctica

celular.

Una adherencia idénea (230) es necesaria para la ejecucién Optima de la
quimiotaxis. Su disminucién, descubierta en nuestro estudio, podria ser otro mecanismo

que alterase la quimiotaxis.
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10. ADHERENCIA DE CANDIDA ALBICANS, FAGOCITOSIS Y
PODER CANDIDICIDA

El macréfago, mediante su accién fagocitica, desempeiia una importante defensa
frente a los patdgenos intracelulares, en un proceso dindmico en ¢l que la particula se une

a la membrana del macréfago y luego es englobada.

Inicialmente, se establece un contacto entre el macréfago y la particula a ingerir,
favorecido por la existencia de receptores. Existen receptores para las opsoninas, ya para
las fracciones F, de las inmunoglobulinas IgG e IgA (F-GRI, F.-GRII, F.-GRIIl y F.-A),
ya para el receptor C,, del complemento (CR-1 o Receptor del complemento 1), el receptor
Cs; (CR-3) o el receptor C,, del complemento. Otros receptores no son 0psénicos, como
los receptores para el manosil-fucosil, la fibronectina o los promotores de la adherencia
LAF-1, MAC-1 y p150,95. Estos receptores no opsénicos actiian mediante la produccion

de cambios fisico-quimicos complejos, en el macréfago y en el patégeno (264).

Posteriormente, la particula es englobada en un proceso en el que participan el Ca
e interacciones complejas entre los filamentos de actina y miosina del interior de la célula

y la membrana celular (245).

En un estadic mds tardfo la particula es digerida a través de mecanismos oxidativos,
desencadenantes de un estallido respiratorio (mieloperoxidasa dependientes o
independientes) o de mecanismos no oxidativos, que conducen a la formacién de
fagolisosomas y a la degranulacién de las proteinas catidnicas, la lactoferrina o la proteina

que aumenta la permeabilidad de membrana (265).

Nos hemos propuesto medir estos eventos mediante 4 {ndices: Indice fagocitico,
Niimero medio de C. albicans por fagocito, Niimero de macrdéfagos con C. albicans

adheridas e Indice candidicida.
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El Numero de macréfagos con C. albicans adheridas  disminuia, no

significativamente, en los ratones expuestos a 1300 ppm de plomo, a un 77% del control,

El Indice fagocitico, o porcentaje de macréfagos que fagocitaban C.albicans, era
semejante entre los grupos. Sin embargo, cuando valordbamos la fagocitosis por el
Numero medio de C. albicans por fagocite, ésta disminuia conforme aumentaba la
exposicién. Las diferencias eran estadisticamente significativas, mediante la prueba
ANOVA, con una p=0,018. Realizando la prueba de Scheffé obteniamos 2 grupos
homogéneos de resultados. El grupo formado por el control y las dosis de exposicién de
13 y 130 ppm eran semejantes entre si, y también el constituido por las 3 dosis, 13, 130
y 1300 ppm de plomo. Las diferencias se debian, por lo tanto, a los resultados del grupo

control y grupo de 1300 ppm.

El Indice candidicida, o porcentaje de C. albicans fagocitadas y muertas, era

semejante en los 4 grupos.

Ia viabilidad de los macrofagos era semejante en todos los grupos, y también la
viabilidad de las C. albicans, por lo que estos factores no contribuian a la alteracién de

los anteriores resultados.

Nuestra investigacién descubrié una "tendencia” a la disminucidén, en el grupo
expuesto a 1300 ppm, de la adherencia de C. albicans a macréfagos peritoneales, que no
era estadisticamente significativa, pero fue un 77% del control. El grupo expuesto a 130
ppm, tenia una gran dispersion de resultados, dispersién que miminizaba las diferencias

entre el resto de los grupos y contribuia a que no fueran significativas.

La "tendencia” a la inhibicién en la adherencia del grupo de 1300 ppm concuerda
con el descubrimiento de Jian et al (180), quienes encontraron un importante descenso en
la adherencia de hematies de carnero a macrdfagos alveolares expuestos al metal. La
menor susceptibilidad de las células peritoneales podria explicarse por las diferencias

metodoldgicas, de especie y de tipo de macréfago (161).
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La existencia de posibles alteraciones en los macréfagos de nuestro experimento,
como las demostradas previamente en estos fagocitos, en cuanto a sus propiedades fisico-
eléctricas (178), sus receptores promotores de adherencia (176), sus receptores para la
fraccion F, de las inmunoglobulinas (180) o en la afinidad de los mismos (262, 89), nos
podrian explicar esta "tendencia” a la disminucién de la adherencia de C. albicans en el

grupo de 1300 ppm.

Hemos descubierto que mientras que el nimero de células que fagocitan es el
mismo en los grupos expuestos que en los controles, su capacidad de ingesta es menor,
teniendo menos C. albicans fagocitadas por célula. Este hecho concuerda con la
disminucidn en la fagocitosis de polimorfonucleares de humanos expuestos in vitro al metal
(169) o el retraso en la produccién de quimioluminiscencia de granulocitos de trabajadores

en las industrias del metal (171).

Los posibles mecanismos causales de esta inhibicion en la actividad fagocitica por
el plomo son varios. En primer lugar el dafio causado por este metal en las ATPasas de
la membrana (158) o en las ATPasas de la miosina (266) podria actuar bloqueando la
unidén entre los microtiibulos del interior del macréfago, formados por miosina (265), y
1a actina de su membrana, unién necesaria para la internalizacién del hongo. Por otro lado
el plomo inhibe el ensamblaje de los microtibulos (266), lo que podria explicar también

esta deficiencia en la internalizacion del patdgeno.

El metabolismo oxidativo participa en la accién fagocitica y germicida de los
fagocitos. Los macréfagos activados tienen estas acciones mads altas que los residentes, en
parte por su mayor metabolismo oxidativo. Asi, en la accidén candidicida oxigeno-
dependiente, intervienen fundamentalmente el O, (267) y el H,(,, que son mucho menor
y pricticamente inexistentes, respectivamente, en los macréfagos residentes. Por otro lado,
dentro de los mecanismos microbicidas oxigeno-independientes la lisozima y otras

proteinas lisosdmicas, ain no bien determinadas, desempefian una importante accién
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candidicida (267), ya que la C. albicans es mas resistente que otras especies a la accién
de los mecanismos oxidativos. La C. albicans disminuye la estimulacién del metabolismo
oxidativo del macrdfago tras su contacto {268), por lo que estos mecanismos oxigeno-

independientes adquieren singular relevancia para su acidn candidicida.

Nuestros resultados demuestran la no alteracion de la accién candidicida de los
macréfagos residentes peritoneales por ¢l plomo. Sin embargo, se ha descubierto una
disminucién del metabolismo oxidativo de macroéfagos alveolares expuestos in vivo y de
macréfagos peritoneales expuestos in vitro al metal (177, 250, 251). Como los fagocitos
alveolares son mds dependientes del metabolismo oxidativo que los peritoneales (248) y
los macréfagos peritoneales en los que se descubrioé esta inhibicién se expusieron in vitro
(161), la susceptibilidad de este metabolismo al plomo podria ser diferente en estos dos

estudios que en el nuestro, realizado con macréfagos peritoneales expuestos in vivo.

Por otro lado, estos resultados son también divergentes con los encontrados en
granulocitos sanguineos, en los que desciende la accién microbicida por la inhibicién de
la enzima mieloperoxidasa, enzima que amplifica Ia accién germicida oxigeno-dependiente,
y del mecanismo de yodacion asociado a ésta (168). Sin embargo, los macréfagos

residentes peritoneales carecen de esta enzima en sus granulos.

Coincidimos con los resultados de Kowolenko et al (181) que no encontraron

cambios en la fagocitosis de Listeria por los macrdfagos peritoneales expuestos al plomo.

Koller y Roan (179) descubrieron, a su vez, un aumento en la fagocitosis y en la
actividad de la fosfatasa 4cida de los macréfagos peritoneales expuestos al metal. La
fosfatasa dcida, las proteinas catidnicas, la lisozima y la proteina que aumenta la
permeabilidad de membrana (269) forman parte de los granulos azurréfilos. Quizds el
plomo aumente estos mecanismos microbicidas oxigeno-independientes, que son de gran
importancia en las células residentes y compense su inhibicién de los oxigeno-

dependientes, consiguiendo que la accién candidicida final permanezca inalterada.
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El plomo no modifica, tras una exposicion de 10 semanas y a las dosis utilizadas,

el nimero de células peritoneales.

La viabilidad de las anteriores células no se ve comprometida por el metal.

La composicién celular peritoneal, tampoco se altera.

La adherencia de las células biancas referidas y de los macrdfagos residentes se
modifica, disminuyendo, a la dosis de 1300 ppm de plomo. Permanece estable con

las de 13 y 130 ppm.

La quimiotaxis macrofdgica disminuye con las exposiciones de 13 y 1300 ppm,

permaneciendo inalterada con la de 130 ppm.

La movilidad espontinea no varia, con ninguna de las dosis utilizadas, 13, 130 y

1300 ppm de plomo.

El nimero de células que fagocitan C. albicans no se afecta por el metal, pero si
el nimero de hongos ingeridos por célula, que disminuye con la exposicién a 1300

ppm.
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8. El numero de C. albicans adheridas a los macréfagos no se compromete por el
plomo.
9. El nimero de C. albicans digeridas por fagocito permanece inalterado por la

exposicién al metal.

El estudio de ]a exposicién a dosis mantenidas de plomo en el modelo murino
permite conocer sus efectos en la etapa subclinica para desarrollar futuras medidas
diagndsticas, terapéuticas y preventivas, Por tanto, creemos conveniente continuar esta

investigacion con estudios disefiados para obtener conclusiones vélidas en humanos.
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