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1.

INTOXICACION POR PLOMO

El plomo (Pb) es un contaminante de origen industrial y los efectos que provoca
tras exposicion continuada han sido materia de debate en la medida en que un gran
porcentaje de la poblacion estd en contacto con este toxico; bien a través de la
contaminacion ambiental o bien en su medio laboral.

La relacion entre la exposicion al Pb y la aparicion de enfermedad renal es un
concepto clasicamente descrito en la literatura pero aun hoy existe cierta controversia
sobre el papel de la intoxicacién crénica por plomo como causa de insuficiencia renal
crénica (IRC) *2. Los primeros estudios realizados en trabajadores con exposicién laboral
a este metal, arrojaron resultados contradictorios®. AGn més inciertos fueron los primeros
trabajos en poblacidn sin exposicion laboral y sin historia de intoxicacion aguda, llegando
en algunos casos a plantear la posibilidad de que la insuficiencia renal cronica pudiera ser
una causa de aumento de los depésitos corporales de plomo®. Uno de los trabajos mas
concluyentes a este respecto fue el realizado por Van de Vyver et al.® quien analizé los
depdsitos 6seos de Pb de 153 pacientes con insuficiencia renal cronica en dialisis y 22
trabajadores expuestos a Pb encontrando que sélo un 5% de los pacientes con IRC tenian
depdsitos elevados de Pb en una tasa comparable a la de los sujetos con exposicion
laboral. En esta linea, Sanchez-Fructuoso et al.’ estudiaron los depésitos de Pb en una
poblacion de pacientes con insuficiencia renal cronica en hemodidlisis encontrando niveles
normales de Pb en poblacién con insuficiencia renal crénica de etiologia conocida
(glomerular, enfermedad poliquistica y pielonefritis crénica), y niveles elevados en un

56% de los pacientes con IRC asociada a hipertension arterial y/o gota. Este mismo grupo



estudio también un grupo de pacientes con funcion renal normal e hipertension arterial
catalogada como esencial encontrando un aumento de los depositos de Pb en un 15% de
este grupo.

En la actualidad y refrendado por los resultados obtenidos en experimentacion
animal que describiremos mas adelante, se acepta un nexo causal entre la intoxicacion
crénica por plomo o saturnismo cronico y la aparicion de hipertension arterial,
hiperuricemia - con o sin artritis gotosa-, y aparicion de nefropatia; triada conocida como
nefropatia por plomo.

A continuacion pasaremos a describir las caracteristicas de este metal, las fuentes

mas habituales de intoxicacion, y las caracteristicas de la intoxicacién crénica por plomo.

1.1. PLOMO: PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS.

El plomo, como constituyente natural de la corteza terrestre, estd ampliamente
difundido pudiéndose encontrar en el agua, suelo y vegetacion. Es un metal muy utilizado
debido a su bajo punto de fusion, maleabilidad y alta densidad, asi como por su capacidad
para formar aleaciones. El empleo industrial del plomo y de sus aleaciones con antimonio
y estafio, se remonta a los tiempos mas antiguos. De hecho, las escuelas de Hipdcrates y
Plinio ya describieron intoxicaciones profesionales provocadas por este metal.

El plomo puede encontrarse en el medio ambiente de tres formas:

-Plomo metal: sélo es tdxico cuando alcanza temperaturas proximas a los 500°C,
emitiendo vapores.  Estos vapores se oxidan rdpidamente precipitando el plomo en forma

de particulas que, dependiendo del peso y grado de humedad, quedaran suspendidas en el



aire durante mas o menos tiempo hasta caer finalmente al suelo. Esta es la forma de
contaminacion ambiental mas importante.

-Derivados inorganicos:

*Qxidos: -Minio (Pb204) u o6xido de plomo rojo, base de pinturas
anticorrosivas.
-Litargirio (PbO) o protoxido de plomo.
-Bidxido de plomo, utilizado como colorante amarillo.
*Cromato de plomo, utilizado también como colorante amarillo.
*Arseniato de plomo, componente de numerosos insecticidas.
*Carbonato de plomo o galena, empleado en alfareria.

-Derivados inorganicos:

*Acetato de plomo: es muy soluble por lo que se absorbe facilmente por via
digestiva. Se ha empleado como abortivo.

*Tetraetilo de plomo: aditivo de la gasolina para aumentar su rendimiento.
*Estearato de plomo: se usa para dar estabilidad y consistencia al plastico.

*Naftenato de plomo: componente de grasas y aceites de uso industrial.

1.2. FUENTES DE INTOXICACION.
1.2.1.Exposicion medio ambiental.

La contaminacion medio ambiental por plomo es un fendbmeno en aumento,
especialmente desde que se inici6 el uso de las gasolinas en la década de los 40'.

El plomo es liberado al medio ambiente a partir de fuentes naturales e industriales.

Se estima que un billon de toneladas de Pb entran en la atmdsfera cada afio, contribuyendo
4



en un 70% el plomo derivado de las gasolinas. La combustion de la gasolina genera
vapores en los que el plomo se encuentra principalmente en forma de particulas de un
diametro aproximado de 0.45 um, de modo que alcanzan facilmente los alvéolos
pulmonares®.

Las concentraciones de plomo ambiental en las grandes ciudades oscilan entre 1y
3 pg/m® pudiendo alcanzar hasta 25 pg/m® en hora punta®. La CEE ha adoptado medidas
para disminuir el contenido de plomo de las gasolinas. Este organismo también ha
considerado una tasa maxima admisible de plomo en el ambiente de 2 pug/m?, aunque el
cumplimiento de esta normativa es dispar en los paises integrantes de la CEE.

Diferentes estudios han encontrado una correlacion lineal entre el plomo del aire y
el plomo en sangre cuando las concentraciones en el aire se mantienen dentro del limite de
la normalidad. Sin embargo, cuando las concentraciones de plomo en el aire ascienden,
esta relacion deja de ser lineal. Asi, los valores de plumbemia considerados como
normales obtenidos en zonas rurales pueden ser hasta 8 veces inferiores a los obtenidos en
las grandes ciudades™.

1.1.2. Exposicion no laboral al plomo.

La forma de exposicion no laboral mas importante ocurre a través de la via
digestiva. Enumeramos a continuacion las fuentes mas importantes.

*Agua: el agua de consumo es probablemente la mayor fuente de intoxicacién. El
plomo en estos casos procede de las tuberias de conduccion del agua o de los depdsitos
con revestimiento de plomo. La solubilidad del plomo en los sistemas de conduccion esta
influenciada por varios factores como la acidez, la concentracion de calcio y sales en el

agua y el tiempo que haya permanecido estancada el agua dentro de estos sistemas. La
5



importancia de esta fuente es tal, que se han descrito zonas endémicas de saturnismo
crénico™ 3. Ademés, el plomo contenido en las aguas de riego y deshecho puede
contaminar los cultivos y, secundariamente, al hombre.

*Utensilios de cocina: Muchos utensilios fabricados con barro contienen plomo.
Cuando han sido cocidos a temperaturas bajas, este metal no se incorpora a la arcilla, lo
que facilita que se libere con posterioridad. Ademas, algunos barnices utilizados en el
esmaltado de ceramica contienen plomo. Cuando se introducen en ellos alimentos acidos
se produce liberacién del plomo, provocando casos de intoxicacion™.

*Bebidas alcoholicas: es clasica la descripcion de mayores tasas de plumbemia en
sujetos alcohdlicos, especialmente en aquellos que ingieren vino en grandes cantidades,
probablemente por los recipientes donde se almacenan las uvas®™. En EEUU, esta fuente de
intoxicacion tiene especial importancia debido al consumo de licores destilados de forma
ilegal (Moonshine Syndrome)*®*’. El plomo en estos casos proviene de los utensilios
utilizados durante la destilacion.

* Alimentos: las frutas y legumbres pueden contaminarse tanto por el uso de
insecticidas que contengan arseniato de Pb, o por estar proximas las zonas de cultivo a
zonas industriales con emisiones de plomo. Generalmente este plomo se elimina
facilmente con el lavado de las frutas y verduras. También se han descrito intoxicaciones
por plomo secundarias a la ingesta de caza (perdigones), leche, harinas y pescados y
moluscos procedentes de rios contaminados.

*Pinturas: esta es una fuente de intoxicacion en nifios por su habito de chupar
todos los objetos a su alcance. Pueden encontrarse altas concentraciones de plomo en

tebeos, embalajes de dulces y chicles, tizas, lapices de colores, etc.



*QOtros: se han descrito casos aislados de intoxicacion provocada por cosméticos,
afrodisiacos, heroina y cocaina.
1.1.3. Exposicion laboral al plomo.

Son multiples las profesiones en las que existe exposicion al plomo y no nos
entrentendremos en su descripcion. Actualmente, gracias a la adopcion de medidas cada
vez mas restrictivas respecto a las tasas admisibles de Pb en el aire y a las tasas admisibles
de plumbemia en trabajadores, esta no una causa frecuente de nefropatia por plomo en

nuestro medio.

1.2. METABOLISMO DEL PLOMO.
1.2.1.Vias de entrada en el organismo.

El plomo puede ingresar en el organismo por via digestiva, respiratoria y dérmica.
La via mas frecuente de intoxicacion en humanos es la digestiva. La absorcion
gastrointestinal de Pb es s6lo de un 5-10%, salvo en nifios donde puede alcanzar entre 30 y
50%'®. El ayuno y el déficit de calcio, hierro o zinc, pueden aumentar la absorcién
intestinal de Pb haciendo que estos individuos tengan mayor susceptibilidad a la
intoxicacién por plomo®. El plomo asi absorbido pasa al higado donde es eliminado salvo
cuando el aporte es importante (intoxicacion aguda) o leve pero continuo (intoxicacién
cronica). La via respiratoria es la mas importante en las exposiciones laborales. Casi el
50% del Pb inhalado es absorbido, dependiendo fundamentalmente del tamafio de la
particula. La via dérmica es rara y ocurre solo en casos de exposicion industrial, aunque
también se ha descrito con algunos cosméticos naturistas™.

1.2.2. Distribucion y eliminacion.



Desde el torrente circulatorio, el Pb se almacena en un primer compartimento
constituido por rifién, hueso, pelo y dientes donde permanece aproximadamente una hora.
Después pasa a los hematies donde gran parte se une al grupo hemo de la hemoglobina. De
forma relativamente rapida se va produciendo la transferencia desde los hematies hacia el
hueso®. La vida media del Pb circulante es un mes.

El plomo 06seo puede almacenarse en dos compartimentos fisiologicamente
distintos: un compartimento inherte con una vida media de décadas, y un compartimento
labil que esta en equilibrio con el plomo presente en la sangre y en los tejidos blandos. La
movilizacion del Pb 6seo puede estar aumentada en situaciones como el embarazo o el uso
de quelantes.

El Pb circulante se elimina via renal. La excrecion renal de Pb depende de la
cantidad y duracién de la exposiciéon®. Parte del Pb filtrado en el glomérulo se reabsorbe
en el tubulo utilizando un mecanismo no bien identificado, probablemente utilizando un

transportador com(n para metales pesados?.

1.3.3. Niveles aceptables de plomo.
En la actualidad se admite que niveles de plumbemia > a 20 ug/dl se correlacionan
con un aumento de morbilidad®, aunque en las normativas existentes en Espafia al

respecto se admiten tasas de plumbemia entorno a los 70 ug/dl en individuos expuestos en



el medio laboral, siendo admisibles tasa superiores (hasta 80 ug/dl) siempre que los
niveles de protoporfirina en sangre no superen los 20 ug/g de hemoglobina, los niveles de
acido deltaaminolevulinico estén por encima de 6 UE y los niveles de acido
deltaaminolevulinico sean inferiores a 20 pg/g de creatinina (Orden Ministerial de 9 de
Abril de 1986, BOE 24 Abril 1986).

Sin embargo, en los casos de exposicion medioambiental las cifras de plumbemia
no son un indicador fiable dado que la vida media de este metal en sangre es corta. Tanto
los valores de plomo en hueso como el test de EDTA son los métodos diagnosticos de
eleccion en los casos de sospecha de intoxicacion subclinica y cuentan con la ventaja de
ser capaces de detectar exposiciones antiguas a este metal. La determinacion de plomo
0seo es poco frecuente en la practica clinica habitual, pero se admite que cuantias
superiores de 14 ug/g de plomo en el material obtenido de biopsia transiliaca o un cociente
plomo / calcio 6seo superior a 130 x 10° es indicativo de intoxicacién por plomo®. EI test
de EDTA es un método de estimacién indirecta del plomo 6seo que se basa en la
capacidad de quelacion y movilizacion de los depdsitos 6seos de plomo de esta sustancia.
Este test no es valido en caso de insuficiencia renal moderada-severa y requiere una
recoleccion de orina adecuada durante 72h. Valores de plomo en orina superiores a 600
ug/72h tras la administracion de EDTA son considerados patoldgicos.

1.4. INTOXICACION POR PLOMO
1.4.1.Intoxicacion aguda por plomo.
Aunque se sale fuera de nuestro estudio, haremos una breve referencia al cuadro de

intoxicacion aguda por plomo. Este es un cuadro “florido” en cuanto a su expresion



clinica, que se caracteriza por anemia hemolitica, dolor abdominal intenso (cdlico
saturnino), y alteraciones neuroldgicas en forma de encefalopatia y/o neuropatia periférica.
La alteracion renal tipica de este cuadro es una tubulopatia proximal o Sindrome de
Fanconi que se caracteriza por aminoaciduria, fosfaturia y glucosuria. Los analisis
histologicos renales revelan la presencia de cuerpos de inclusion en el tabulo proximal, y
el sedimento urinario de estos pacientes suele presentar inclusiones intranucleares en las
células tubulares descamadas®*.

1.4.2. Intoxicacion cronica por plomo.

Aunque ya en el siglo XVII empezaron a sospecharse los efectos nefrotdxicos de
plomo, la primera descripcion de la nefropatia por plomo en el mundo moderno fue hecha
por Lancereaux en 1862 quién lo identifico como el agente causante de una nefropatia
tibulointersticial®®. Las lesiones renales del saturnismo fueron descritas por primera vez
por Blackman en 1936%° y en 1973 Emmerson establecid los criterios para el diagndstico
de nefropatia crénica por plomo: insuficiencia renal crénica lentamente progresiva, rifiones
de tamafo pequefio e historia de excesiva absorcion de plomo, previa exclusion de otras
causas de insuficiencia renal®’.

Los estudios anatomo-patologicos realizados en humanos han arrojado poca luz
sobre la patogenia de esta enfermedad, dado que han sido realizados en fases muy
avanzadas de la misma donde los hallazgos son bastante inespecificos. La biopsia renal en
la nefropatia crénica por plomo muestra atrofia tubular y fibrosis intersticial con minima
respuesta inflamatoria. Los cambios arteriolares que aparecen en estas fases son

indistinguibles de los que aparecen en la nefroangioesclerosis'®. El estudio ultraestructural
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muestra hinchazon mitocondrial y aumento de cuerpos densos lisosomales dentro de las
células del tabulo proximal?®,

Los modelos experimentales de intoxicacion han aportado méas conocimientos
sobre esta patologia. En general los hallazgos mas significativos se localizan en las células
del tubulo proximal, que parece ser la estructura diana, al menos en estadios iniciales, de la
nefropatia por plomo.

Es tipica la descripcién de inclusiones de cuerpos intranucleares sin separacion
alguna del resto de la cromatina y que estan formados por pequefios granulos densos e
irregulares superpuestos. Adoptan una tincion roja viva con el tricrémico de Masson y rosa
con hematoxilina-eosina, teniendo un tamafio equivalente al doble de un nucleolo.
Representan acumulos proteicos ricos en grupos sulfidrilo que contienen plomo. No son
especificos del rifion apareciendo también en osteoclastos y células de Swann. Se
desconoce su significado aunque algunos autores han sugerido que representan un esfuerzo
celular por secuestrar el toxico®.

Otro hallazgo frecuente es las inclusiones intracitoplasmicas. Tienen un contorno
perfectamente delimitado por una membrana, su tamafo es variable y contienen hierro.
Aparecen también en patologias que cursan con hipersideremia y en el caso del saturnismo
reflejan la alteracion en la sintesis del hemo®.

Las anomalias mitocondriales varian desde la aparicion de ligera hinchazén hasta
franca hipertrofia. Estas anomalias son inespecificas pudiendo aparecer en numerosas

patologias que afectan al t(bulo proximal®*.

1.4.2.1.Cuadro clinico y fisiopatologia.
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La intoxicacion crénica por plomo es una enfermedad que cursa clinicamente
silente durante un largo periodo de tiempo. De hecho, cuando se manifiesta la hipertensién
arterial, la hiperuricemia con o sin artritis gotosa y la insuficiencia renal, puede haber
transcurrido un largo periodo de tiempo desde que ceso la exposicion, factor que dificulta
enormemente el diagnostico de estos enfermos. Revisaremos a continuacion los tres
componentes de esta triada tipica conocida también como nefropatia por plomo, asi como
los conocimientos sobre su fisiopatologia de los que disponemos hasta la fecha.

A. Insuficiencia renal: La nefropatia secundaria a la intoxicacion crénica por plomo es
muy poco especifica en lo que a clinica se refiere. Aparece a menudo en pacientes con el
diagndstico previo de hipertension arterial esencial de larga evolucion, aunque en algunos
casos la insuficiencia renal precede al diagnostico de HTA. Se trata de una insuficiencia
renal lentamente progresiva sin una semiologia especifica: no suelen presentar proteinuria
0 esta es ligera y tampoco existe aumento de la excrecion de proteinas de bajo peso
molecular como 3, -microglobulina. Se ha descrito un aumento en la excrecion urinaria de
aminoacidos y una reduccion en el Tm de glucosa en estudios puntuales, en ocasion

realizados sin grupo control*!2

, Y también se ha sefialado la aparicion de leucocituria o
microhematuria inespecificas.

El Unico rasgo que puede ser considerado como tipico es la presencia de una
alteracion en la excrecion renal de &cido Urico, como veremos més adelante. Ya hemos
revisado las lesiones histoldgicas caracteristicas de esta enfermedad, pero lo mas habitual
en estos pacientes es encontrar una histologia indistinguible de la que presenta la

nefroangioesclerosis de otro origen, con esclerosis glomerular, atrofia tubular, fibrosis

intersticial y arteriosclerosis de los vasos presentes en el material analizado.
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B. Hiperuricemia y artritis gotosa: La asociacién de hiperuricemia e hipertension
arterial esencial es un hecho bien definido en la literatura, llegando a establecerse una
prevalencia de hiperuricemia en pacientes hipertensos de 26-33%%. Sin embargo, ha sido
en los Gltimos afios cuando se ha sugerido que la hiperuricemia es un factor de riesgo
independiente de enfermedad cardiovascular®*,*. También es frecuente encontrar reflejada
en la literatura la frecuencia de asociacion de hiperuricemia y enfermedad renal,
especialmente cuando esta Gltima aparece unida a HTA. El significado fisiopatologico de
esta relacion se apoya en los siguientes hechos:

.-Los pacientes con HTA e hiperuricemia presentan un aumento de las resistencias
vasculares renales, y la hiperuricemia se ha relacionado de forma directa con las
resistencias vasculares renales y de forma indirecta con el flujo plasmatico renal®.

.-La microalbuminuria en la HTA esencial traduce dafio cardiovascular y se ha
documentado una relacion directa entre la presencia de microalbuminuria y los valores
séricos de &cido drico®’.

.-La alteracion hemodindmica renal precede al disturbio del metabolismo del &cido
Grico en los pacientes con nefropatia familiar asociada a hiperuricemia®.

Asi pues, la simple asociacion de HTA y/o insuficiencia renal serian suficientes
para justificar la presencia de hiperuricemia en pacientes con intoxicacion cronica por
plomo. Sin embargo, la incidencia de hiperuricemia y/o gota es inesperadamente alta en
este grupo de pacientes como demostraron los estudios de Emmerson®” en Australia o de
Morgan et al*® con el Moonshine syndrome.

Al igual que en el caso de la HTA esencial, la fisiopatogenia de la hiperuricemia en

la intoxicacion crénica por plomo es aun parcialmente desconocida. En ambos casos existe
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una disminucion de la excrecion renal de &cido Urico que parece secundaria a un aumento
de la reabsorcion tubular del mismo. El transportador de aniones del tubulo proximal
intercambia el A. Urico por radicales OH™ por un mecanismo acoplado a un transportador
Na'/H™®. En el caso de la HTA esencial se ha demostrado que la disminucién de la
excrecion renal de Urico esta asociada a una disminucion de la excrecion renal de Na. La
causa parece ser la hiperinsulinemia (secundaria a resistencia selectiva a la insulina)
presente en algunos de estos pacientes. La insulina es capaz de estimular este transportador
Na’/H*, lo que facilitaria la reabsorcion de aniones por el mecanismo anteriormente
mencionado*. Nada se ha mencionado en la literatura en lo que se refiere a la
hiperuricemia de la intoxicacion crénica por plomo, aunque como veremos a lo largo de
este trabajo, es muy probable que comparta al menos alguno de estos mecanismos
patogénicos.

Por otro lado y como ya hemos mencionado, la hiperuricemia es por si misma un
factor de riesgo cardiovascular. Estudios recientes han encontrado una relacion causal para
este hecho basada en la capacidad de los iones superdxido derivados de la actividad de la
xantina-oxidasa en condiciones de hipoxia o isquemia tisular para secuestrar los
peroxinitritos y disminuir, secundariamente, los niveles de NO*'. Como explicaremos mas
adelante, uno de los mecanismos mas invocados durante los Gltimos afios en la génesis de
la HTA en la intoxicacion cronica por plomo, es una alteracion en la vasorrelajacion NO-
dependiente. Aunque parece razonable pensar en un circulo causal que una todos estos
factores, (disfuncion vascular— alteracion hemodindmica renal— hiperuricemia—

disfuncion vascular), hasta la fecha esto no se ha podido demostrar.
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C. Hipertension arterial: se han utilizado tres modelos de experimentacion animal para el
estudio de la hipertension arterial y la nefropatia inducida por plomo.

.-Intoxicacién con “altas dosis de Pb” (5000 ppm),

.-Intoxicacién con “bajas dosis de Pb” (100 ppm),

~Intoxicacién ultra-baja (5ppm).

Las dos primeras remedan los niveles de plumbemia alcanzados en exposiciones laborales,
y el altimo simula los niveles alcanzados en exposiciones ambientales*.

Los hallazgos observados en estos tres modelos experimentales difieren
sustancialmente:

.-Los cambios histoldgicos parecen tener una relacion dosis y tiempo-dependiente:
el modelo de intoxicacion ultrabaja logra los cambios tubulares tipicos (descritos
anteriormente en este texto), sin aparicion de cambios vasculares o intersticiales
importantes*®, mientras que los de “altas dosis” logran que aparezca el cuadro histolgico
completo, si bien utilizan periodos de intoxicacién més largos (9 vs 12 meses)*.

.-Los modelos de "alta dosis” provocan un fendmeno de hiperfiltracion que
aparece al tercer mes de intoxicacion, seguido de un descenso del filtrado glomerular a
partir de los 12 meses de exposicion. Los estudios sobre la aparicion de nefropatia en el
modelo de intoxicacion “ultra baja” no han sido tan exhaustivos, pero parece existir
minima afectacion en lo que a creatinina plasmatica y aclaramiento de creatinina se
refiere®.

-Los hallazgos mas llamativos aparecen cuando se estudia la aparicion de
hipertension arterial. Mientras que la elevacion de la tension arterial asi como aparicion de

distintos marcadores de alteracion en la relajacion endotelio-dependiente aparecen ya al
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tercer mes de intoxicacion en el modelo de *“baja dosis” (100ppm), no se aprecia
modificacion tensional alguna en los animales tratados con altas dosis de plomo (5000
ppm)“®. Hasta la fecha no existen publicaciones sobre la aparicién de HTA utilizando el
modelo de intoxicacion “ultra baja”.

Parece pues, que algunas de las alteraciones provocadas por este metal siguen un
modelo dosis-dependiente, mientras que otras, - en concreto la génesis de hipertension
arterial-, tienen una relacion inversa con la dosis de Pb administrada. Aunque parece
razonable atribuir este hecho a la puesta en marcha de fenémenos vasodilatadores cuando
se sobrepasa determinado grado de intoxicacion, hasta la fecha no existen datos
concluyentes sobre este punto.

Uno de los sistemas maés estudiados en la génesis de la HTA inducida por plomo ha
sido el sistema renina-angiotensina-aldosterona. Los primeros resultados publicados,
obtenidos en humanos, encontraban supresion de la actividad de renina plasmatica en
pacientes con saturnismo crénico de distintas etiologias*’ . Estudios posteriores realizados
en ratas han confirmado la supresion de la actividad de renina plasmatica asi como la
disminucion de la renina renal y de la angiotensina Il tras exposicion a dosis bajas de
plomo (100 ppm) durante tres meses*®. Hasta la década de los 90 no aparecen més datos
en la literatura que aporten conocimiento sustancial sobre la fisiopatogenia de la HTA
inducida por plomo. En la ultima década aparece un amplio nimero de estudios centrados
en el sistema de relajacién vascular NO dependiente que han aportado evidencia sobre la
accion de este metal a nivel molecular. Dado que estos trabajos forman parte sustancial del
fundamento de esta tesis, este tema seré desarrollado con posterioridad.

1.4.2.2. Acciones celulares.
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El plomo actia como téxico en gran variedad de funciones bioldgicas comunes a
maltiples érganos y sistemas. EI mecanismo intimo de accion del plomo més conocido es
la inhibicién de enzimas mediante la unién a sus grupos sulfidrilo. EI mejor ejemplo de
ello son los trastornos que produce en la biosintesis del grupo hemo por inhibicion de la
ALA-deshidrogenasa y de la ferroquelatasa; pero también interfiere en otros sistemas
enzimaticos como la fosforilacion oxidativa y el metabolismo energético mitocondrial. En
este sentido, se ha demostrado disminucion en la actividad de un grupo numeroso de
fosfatasas hepaticas en modelos experimentales de intoxicacion crénica por Ph*.

En el caso de la ALA-deshidrogenasa, se ha demostrado mediante estudios de difraccion
anomala con mdltiples longitudes de honda, que el Pb, al igual que otros metales pesados
como Hg o Pt, altera la actividad enziméatica modificando la estructura cuaternaria
proteica®. En el caso de otras enzimas el mecanismo es desconocido, especulando en
ocasiones con la posibilidad de que el plomo ejerza una inhibicion competitiva con el

sustrato.
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2. ENDOTELIO VASCULAR.

2.1. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES.

Las células endoteliales, en conjunto denominado endotelio, forman una monocapa
que tapiza todo el sistema vascular. Son células poligonales alargadas que tienen multitud
de vesiculas pinocitésicas y forman complejos de unién con las células vecinas™.
Contienen de forma caracteristica cuerpos de Weibel-Palade: organulos unidos a la
membrana donde se encuentra almacenado el factor de von Willebrand (VWF) o factor
V11, utilizado como marcador especifico del endotelio.

El endotelio vascular esta situado en un lugar anatomico estratégico, entre la sangre
y la pared vascular, que le permite actuar como receptor y transmisor de sefiales. Los
principios basicos de organizacion endotelial como son su situacion, sus propiedades
dinamicas de superficie y su especializacion regional, tienen importantes consecuencias en
lo que respecta a las funciones vitales de este tejido tanto en situaciones normales como
patoldgicas. El endotelio vascular es un tejido multifuncional versatil que tiene multitud de
propiedades y, entre ellas, destacan las que se describen a continuacion:

e Transducir las fuerzas biomecanicas. Registra cambios hemodindmicos generados
por la corriente sanguinea pulsatil como la presion o las fuerzas de cizallamiento, cambios
en sus interacciones con las plaquetas o los leucocitos, 0 modificaciones de los mensajeros
guimicos circulantes o procedentes de células vecinas y, en consecuencia, responde a esos
cambios mediante la liberacion de numerosos factores o transmite la sefial a otros

componentes de la pared vascular™.
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e Constituir una barrera de permeabilidad selectiva entre la sangre y el espacio
extravascular controlando la transferencia de moléculas por su tamafio y su carga eléctrica
dentro de la pared, sobre todo alli donde el revestimiento endotelial es continuo (corazény
grandes arterias)®®. Los glucosaminoglicanos sulfatados y otras especies cargadas del
glucocalix endotelial pueden adsorber ciertas macromoléculas como factores del
crecimiento y citoquinas. Por otro lado, pueden producirse cambios de permeabilidad en
respuesta a estimulos fisiol6gicos y fisiopatoldgicos, aumentando en situaciones de
inflamacién y en respuesta a niveles elevados de lipoproteinas. Las células endoteliales
oxidan lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las endocitan, formando parte de los

elementos implicados en el desarrollo de placas arterioscleréticas™.

Ademas de las funciones estructurales del endotelio vascular, este tejido actia como un
Organo paracrino con las caracteristicas que describimos a continuacion:
e Regular el equilibrio hemostatico trombdtico. La célula endotelial es capaz de
desempefiar varios papeles, tanto “pro” como “anti” hemostaticos/trombdticos que son
esenciales para mantener la fluidez normal de la sangre, detener la hemorragia en lugares
de lesion vascular e influir en la trombosis patoldgica®. Todo ello depende del
mantenimiento del equilibrio entre la liberacion de factores antitrombdticos y
protromboticos (tabla 1). En condiciones normales predominan las acciones antiagregantes
y anticoagulantes, pero determinadas situaciones patolégicas como la hipertension arterial,

dislipemias o diabetes se caracterizan precisamente por lo contrario.
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Tabla 1: Factores antitrombéticos y protrombdticos de origen endotelial

ANTITROMBOTICOS

PROTROMBOTICOS

Oxido nitrico (NO
Prostaciclina (PGI12)
Trombomodulina
Activador
plasmindgeno
Antitrombina 111
Ecto-ADPasa

Uroquinasa

tisular

del

Factor activador plaquetario

Factor tisular

Factor von Willebrand
Inhibidor del activador del

plasminogeno

Fibronectina

Factor V de coagulacién

e Mantener el tono vascular.

vasoconstriccion y vasodilatacion mediante la sintesis y liberacion de distintas sustancia

vaso activas (tabla 2)

El endotelio participa en

los fendmenos de
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Tabla 2: Sustancias vaso activas

VASODILATADORES

VASOCONSTRICTORES

Producidos por el endotelio
Adenosina
Factor hiperpolarizante
derivado del endotelio

PGlI,

Leucotrieno Dy

NO

Actlan a través del endotelio
Acetilcolina (Ach)

Histamina

Trombina
Bradiquinina

Serotonina

Endotelinas

Tromboxano A; (TX Ay)

Leucotrieno E4
Angiotensina Il (Ang 1)

16n superoxido (Oy)

Prostaglandina E; (PGE>)

Al potente efecto vasodilatador del dxido nitrico (NO), se afiade el de la prostaciclina
(PGI,) y el de otras sustancias vasodilatadoras que junto con las vasoconstrictoras regulan

el tono del masculo liso vascular, la presion arterial y el flujo sanguineo local®®

. Algunas
de las sustancias arriba mencionadas han sido implicadas en la génesis de la hipertension
arterial provocada por plomo como ya hemos apuntado. Dedicamos mas adelante un
apartado al NO-endotelio dependiente, objetivo principal de esta tesis.

e Regular el crecimiento y la migracién de células adyacentes, principalmente de
células musculares, ya que secreta tanto factores promotores como inhibidores del
crecimiento. En general, aquellos factores derivados del endotelio que tienen accion
vasoconstrictora también poseen actividad proliferativa sobre las células musculares lisas

vasculares (CMLV), mientras que los factores con accion relajante desarrollan una accién

antiproliferativa sobre estas células, siendo el NO el principal agente antiproliferativo®’.
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Asi, en aquellas situaciones en las que se observa una capacidad endotelial relajante

reducida es frecuente encontrar proliferacion de la capa muscular lisa. Existen algunos

factores que poseen efectos variables sobre el crecimiento muscular dependiendo de las

condiciones experimentales utilizadas tal como el factor transformador del crecimiento R

(TGF B)*.

Tabla 3: Factores endoteliales reguladores del crecimiento de las CMLV

Agentes proliferativos

Agentes

antiproliferativos

Factor de crecimiento derivados de las plaquetas
Factor de crecimiento bésico de fibroblastos
Factor de crecimiento semejante a la insulina 1
Factor activador de plaquetas

TGF-B

Proteoglicanos : condroitin y dermatan sulfato

Interleuquina-1 B (I1L-1 )

Factor de necrosis tumoral-a. (TNF-c)
Ang Il

Trombospondina

Endotelinas

NO
TGF-R
PGl,

Heparina

e Inhibir la agregacion y la adhesion de distintas células sanguineas a la pared

vascular. El endotelio sintetiza sustancias quimiotacticas y moléculas de adhesién que

regulan la quimiotaxis de leucocitos y plaquetas, su adhesién a la pared vascular y la

migracion de los leucocitos al espacio extravascular donde desempefian una funcion muy

importante en los procesos inflamatorios proximos a la pared vascular™.
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Tabla 4: Factores quimiotacticos y moléculas de adhesion de origen endotelial

Inhibidores de la

Factores Moléculas de adhesion agregacion y
quimiotacticos adhesién
Factor estimulante de |-Célula endotelial-célula | - Célula endotelial-leucocitos Oxido Nitrico
colonias endotelial
Factor activador de|Cadherina del endotelio | Selectinas Ey P Prostaciclina
plaquetas vascular
Interleuquina 8 Molécula de adhesion | Inmunoglobulinas

Proteina  quimiotactica

de monocitos (MCP1)

endotelial plaquetaria

Integrinas

Ocludina

Conexinas

(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1)

- Célula endotelial-matriz
extracelular

Integrinas

e Ejercer funciones inmunoldgicas. Las células endoteliales estimuladas con interferén-

gamma expresan el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il funcionando como

células presentadoras de antigeno. Esto provoca estimulacion y union de los linfocitos T a

la célula endiotelial, lo que a su vez provoca un aumento del calcio intracelular asi como

secrecion de interleuquina-1(3. Esto se traduce en un aumento de la fagocitosis de la célula

endotelial asi como de su respuesta a endotoxinas®.
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Por todo esto, el concepto de endotelio vascular, considerado clasicamente como
una simple barrera que separa la sangre de la pared vascular, ha cambiado de forma
sustancial y en la actualidad es considerado como el principal érgano de regulacién
vascular con acciones exocrina, paracrina y autocrina, estando implicado en diversos
procesos vasoactivos, metabélicos e inmunes®.

El correcto estado del endotelio resulta esencial en la fisiologia vascular y su
disfuncion puede ser un factor crucial en la patogenia de la enfermedad vascular. El
endotelio estad implicado en la génesis y desarrollo de diversas patologias, como en los
procesos vasculares de la hipertension y arteriosclerosis, procesos inflamatorios e incluso
neoplasicos y de diseminacion de metastasis®.

2.2. SISTEMA L-ARGININA, NO Y GMPc.

El mantenimiento del tono vasomotor se habia considerado tradicionalmente una
funcion exclusiva de las células musculares lisas hasta 1980 en que Furchgott y
Zawadzkuy descubrieron que era necesaria la presencia de endotelio para producir la
relajacion in vitro inducida por Acetilcolina (Ach). Esta relajacion endotelio-dependiente
se atribuyo a una sustancia difusible liberada por el endotelio a la que se denominé factor
relajante dependiente del endotelio (EDRF). Inicialmente se sugirié que el EDRF podria
ser un factor 1abil que participaba en las reacciones redox a pH fisiol6gico®, incluyendo la
posibilidad de que fuera un radical libre derivado del metabolismo de acido
araquidénico®. El grupo de Ignarro sugirié en 1984 que el EDRF podia ser el 6xido nitrico
0 un compuesto relacionado con el nitrotiol®* y en 1987 Palmer y cols.®® identificaron

definitivamente esta sustancia como Oxido nitrico (NO). Ademas de la relajacion
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endotelio-dependiente, el NO realiza multitud de acciones fisioldgicas gracias a las

propiedades quimicas y farmacoldgicas que posee (Tabla 5)
Tabla 5: Caracteristicas quimicas y farmacoldgicas de NO

PROPIEDADES DEL OXIDO NITRICO

e Esun gas inestable, con vida media entre 3 y 5 segundos.

e Tiene carga neutra y pequefio tamario, lo que le permite una difusion libre y rapida a
través da las membranas bioldgicas.

e Es un radical libre con un electron desapareado que puede intervenir en reacciones
redox.

e Reacciona con O, y en presencia de H,O da lugar a nitritos (NO2") o nitratos (NO3),
cuya concentracion en medios bioldgicos se utiliza para evaluar la generacion de NO.

e Interacciona con el anion superdxido (O2) en solucidn acuosa y forma peroxinitrito
(OONOOQ) que es un potente oxidante.

e Estable a pH &cido y en presencia de superdxido dismutasa (SOD)

e Tiene alta afinidad de unién con grupos sulfihidrilo (-SH) para formar S-nitrosotioles

que son vasodilatadores y potentes inhibidores de la agregacion plaquetaria.
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2.2.1. Sintesis, metabolismo y mecanismos de accion del NO

Un namero elevado de células posee la capacidad de sintetizar NO, entre las que se
encuentran las células endoteliales y las células del musculo liso vascular®®. EI NO se
genera mediante la conversion de L-arginina (L-arg) a L-citrulina®” por la oxidacién del
atomo de nitrogeno terminal del grupo guanidino de la L-arg, utilizando como enzima la
6xido nitrico sintasa (NOS)®. En la reaccion de sintesis del NO, se emplean como
coosustratos ademas de la L-arg, O, molecular y NADPH, actuando como cofactores el
FMN, el FAD, el grupo prostético hemo y la tetrahidrobiopterina®, y generandose como
metabolito intermediario la N®-hidroxi-L-arginina’. Dada la importancia de la L-arg para
la formacién del NO, las células que lo sintetizan poseen un transportador activo
denominado y* que transporta aminoacidos catiénicos’*.

Es importante resaltar que analogos estructurales de la L-arg, incluido su isomero,
la D-arg, no actian como sustrato para la sintesis de NO, y que incluso la inhiben, como es
el caso del NC®-monometil-L-arg (L-NMMA) o el N“-nitro-L-arg- metil ester (L-
NAME)"2. El L-NMMA acttia como inhibidor reversible, aunque la incubacién prolongada
puede inhibir de forma irreversible las NO sintasas, y ademas, compite con la entrada de
L-arg; sin embargo, en determinados tejidos puede incluso metabolizarse a L-arg,
pudiendo asi estimular de forma paraddjica la produccién de NO. ElI L-NAME ejerce una
inhibicion irreversible y progresiva, posee un grupo guanido que le impide competir con la
entrada de L-arg a través del transportador de membrana, y no puede ser metabolizado.
Ademas, inhibe los receptores colinérgicos muscarinicos, lo que limita su utilidad como

inhibidor in vivo™.
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Para comprender mejor las acciones biologicas del aumento del NO se utilizan
donadores de NO (como el S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina, o0 SNAP, y el 3-
morpholinosidonimina, o SIN-1), o un compuesto que se une al NO de forma
estequiométrica y revierte los efectos del NO libre como es el carboxi-2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-1-oxyl 3-oxido (cPTI0)".

La rapida difusion del NO entre las células es crucial para comprender su actividad
biolégica como mensajero intracelular y como modulador de accién local™. Este NO que
difunde sufre tres reacciones principales: union al grupo hemo de la guanilato ciclasa
soluble (GCs) para estimular la produccién de GMPc™, interaccion con el anién
superéxido (0.) para formar peroxinitrito (ONOO-)"®, y eliminacién por reaccién con
oxihemoglobina (Hb-O,) hasta formar nitratos. Ademas, el NO sufre una serie de
reacciones en soluciones oxigenadas con radicales libres de O,, peroxido de hidrdgeno
(H,0,), radical hidroxilo (OH-) y en especial el anién superéxido (0,)"""®. La toxicidad
directa del NO es pequefia comparada con la del peroxinitrito formado a partir de él, ya
que el peroxinitrito tiene elevado poder oxidante y capacidad de modificar residuos de
tirosinas de protefnas’®. Por otro lado, la propia actividad de las NOS genera anién
superéxido que combina con el NO para formar peroxinitritos®. Segin donde se dirija el
NO liberado y el lugar de activacion del GMPc, los efectos bioldgicos observados pueden
ser diferentes. Por ejemplo, el aumento de GMPc en las CMLYV da lugar a activacion de
quinasas dependientes de GMPc que producen una disminucion en la concentracién de
calcio intracelular que conlleva la relajacion; mientras que un aumento del GMPc en las
plaquetas, debido a la liberacién de NO al interior del vaso sanguineo, disminuye la

activacion plaquetaria y la adhesion de las plaquetas al endotelio®.
27



Sin embargo, la diana mas importante del NO en el sistema vascular es el grupo
hemo de la GCs. Este enzima actua principalmente en las células musculares de la media y
cataliza el paso de GTP a GMPc, un segundo mensajero que regula la relajacion del
musculo liso®2. Este segundo mensajero da lugar a la fosforilacién de diferentes proteinas,
la regulacion de conductividad de canales idnicos y la activacion de fosfodiesterasa 1l
(PDE I1), que transforma el AMPc en AMP. Otra fosfodiesterasa, la PDE |11, ademéas de
catalizar el paso de AMPc a AMP, también regula la conversion de GMPc a GMP®.

El principal efector del GMPc en las CMLV es la protein-quinasa dependiente de
GMPc (PKG o quinasa G, isoforma tipo 1). La PKG es relativamente especifica de las
CMLYV, esta presente en grandes cantidades. Esta quinasa puede fosforilar diversas
moléculas en el interior celular, entre las que se encuentra la fosfolipasa C (PLC), para dar
lugar a la relajacion de las CMLV. La vasoconstriccion se produce por la unién de
diferentes vasoconstrictores a receptores de la membrana acoplados a proteinas G que
activan la PLC para dar lugar al inositol trifosfato (IP3), inductor del aumento de calcio
intracelular que trae consigo la contraccion. La PKG, que solamente se activa en presencia
de GMPc, actua sobre esta transduccion de sefiales, ya que produce el desacoplamiento de
la PLC de los receptores, deteniendo asi la sefial de la contraccion. De esta manera, el
efecto vasodilatador del NO parece inhibir la vasoconstriccion mediada por la via de la

PLC.
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2.2.2. Acciones fisioldgicas y patoldgicas del NO

El NO ejerce multitud de acciones fisiologicas sobre diversas moléculas,
produciendo efectos muy variados, todos ellos de gran importancia en el correcto
funcionamiento de diferentes 6rganos. Con el objeto de no extendernos en la descripcion
de todas las acciones del NO, a continuacion las exponemos a modo de esquema:
1.-Control del tono vascular: el NO induce una vasodilatacion rapida y transitoria de
todos los tipos de vasos sanguineos a través del mecanismo descrito anteriormente, por lo
que es el principal vasodilatador endégeno®.
2.-Produce la inhibicion de:

-la agregacion plaquetaria,

-la adhesion plaquetaria,

-la adhesion de monocitos y leucocitos al endotelio vascular,

-el crecimiento y la proliferacion del masculo liso vascular,

-la sintesis de proteinas de la matriz extracelular.
3.- Defensa anti-infecciosa: Los macrofagos generan grandes cantidades de NO que
inhibe el crecimiento de distintos microorganismos.
4.- Neurotransmision: a través de las terminaciones nitrérgicas regula diversas acciones
en el aparato digestivo, sistema genitourinario y aparato respiratorio. Ademas, el NO que
se produce en el sistema nervioso central participa en el olfato, la vision, la regulacién de

la ingesta, la coordinacion y el equilibrio, y la memoria®®.

2.2.3. Caracteristicas de las NOS
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Existen diferentes isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS). En la actualidad se
han identificado tres isoformas, que se han denominado segun el orden de purificacion y
aislamiento de su ADN: NOS I (conocida también como nNOS, originalmente identificada
como constitutiva en tejido neural), NOS Il (también conocida como iNOS, identificada
por ser inducible por citoquinas en macrofagos y hepatocitos) y NOS 111 (0o eNOS,
originalmente indentificada como constitutiva en el endotelio vascular)®®.

Todas las isoformas de NOS requieren tres sustratos para sintetizar NO, -L-arg,
NADPH y 02-, y cinco cofactores o grupos prostéticos: FAD, FMN, calmodulina,
tetrabiopterina y hemo®. Las NOS son moléculas homodiméricas de tamafio moderado
(125-155 kDa cada mondmero) y presentan una gran homologia con la NADPH-citocromo
P450 reductasa en su extremo carboxi-terminal. Todas las NOS presentan dominios
similares de union a NADPH, FAD, FMN, calmodulina, grupo hemo, L-arg Yy
posiblemente también el de union a tetrabiopterina. Se ha descrito que citoquinas tales
como el TNF-a y el IFN-y incrementan de forma marcada las concentraciones de
tetrabiopterina, que es un cofactor limitante para la actividad de las NOS®’. Por su parte, el
propio NO es capaz de inhibir las NOS mediante mecanismos involucrados en la
interaccion con el grupo prostético hemo, siendo necesaria mayor cantidad de NO para
inhibir la NOS inducible que la necesaria para inhibir las NOS constitutivas®. Ademés, las
NOS pueden fosforilarse, lo que permite una regulacion postranscripcional muy
importante.

Las principales caracteristicas de las tres isoformas de NOS se describen en la
Tabla 6. En el apartado siguiente nos extenderemos en las funciones y forma de regulacion

de la eNOS por ser el objetivo de este trabajo.
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Tabla 6: Localizacién de las isoformas de NOS % &

nNOS

eNOS

iNOS

TIPO DE EXPRESION

Constitutiva

Constitutiva

Inducible

LIBERACION DE NO

Corta y pmolar

Corta 'y pmolar

Prolongada y pmolar

LOCALIZACION EN EL

ORGANISMO

Cerebro

Médula espinal

Ganglios simpaticos

Nervios

periféricos

Médula adrenal

Glandulas suprarrenales

Epitelio

gastrico y uterino.

nitrérgicos

pulmonar,

Céls. endoteliales

Neuronas
CMLV
Plaquetas
Neutrdfilos
megacariocitos
Osteoblastos
osteoclastos
Fibroblastos
CélsTyB

Hepatocitos

Macrofagos

Céls. endoteliales

CMLV

Hepatocitos

y Neutrofilos

Células mesangiales

Células de carcinoma

Plaquetas Cardiomiocitos
Céls. pancreaticas Testiculos
Placenta
Mdsculo esquelético Ovario
LOCALIZACION 12924.2 (29 exones) 7935-7936 (26 exones) 17cen-17q11.2 (27
CROMOSOMICA exones)
TAMANO 155kDa 140 kDa 130 kDa
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2.2.3.1. NOS 111 0 eNOS.

La eNOS es la Unica isoforma que posee un sitio de acilacion donde pueden unirse
4cidos grasos saturados que van a permitir su interaccién con la membrana plasmatica®.
La acilacion de la eNOS se produce de una forma dual por una N-miristoilacion
irreversible y una palmitoilacion doble y reversible en su extremo N-terminal, lo que
provoca la unién de eNOS a la membrana plasmatica, particularmente con unas
invaginaciones vesiculares denominadas caveolas, que se caracterizan por la presencia de
proteinas transmembrana conocidas como caveolinas®. Ademas, la eNOS, - al igual que la
nNOS -, interactda con la calmodulina (CaM) sélo en respuesta al aumento de calcio
intracelular. Representamos en la figura 1 los principales agonistas e inhibidores asi como

el mecanismo de accion de la eNOS.
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Figura 1: Mecanismos implicados en la actividad de la eNOS y vasorrelajacion

endotelio-dependiente.

ENDOTELIO

acetilcolina

L-arg péptido P

bradiquinina

\ agonistas-R,

/ ciclooxigenasa
ONOO_<— NO<«—0O, «NAD(PH)-oxidasa«Angiotensina I|

oxLDL
Xantina oxidasa

GCs —> GMPc~ relajacion endotelio-

MUSCULO LISO VASCULAR

El grupo de T. Michel ha descrito que la interaccion de eNOS a la membrana

plasmética es debida a su gran afinidad por la caveolina. La interaccion de eNOS con
caveolina, mantiene a la enzima inactiva, mientras que cuando aumenta la concentracién

intracelular de calcio, la CaM desplaza la unién de la caveolina y activa la eNOS*. La
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disminucion de calcio intracelular da lugar a disociacion de la CaM y eNOS y, por tanto, a
la desactivacion del enzima, ya que permite de nuevo su unién a la caveolina. También la
demiristoilacion y la fosforilacion juegan un papel importante en la desensibilizacion del
enzima. De hecho, Belhassen y cols. han demostrado recientemente en cardiomiocitos que
la fosforilacion de eNOS por la proteina quinasa A dependiente de AMPc, inhibe la
palmitoilacién del enzima y su translocacion a la caveola®. En determinados tejidos, las
caveolas pueden secuestrar moléculas de sefializacion e incluso es en este lugar donde se
encuentran las proteinas G (como es el caso de los receptores muscarinicos m; y de la
bradiquinina B,). Varios grupos de investigacion han observado una activacién mecéanica
de la eNOS independiente de las concentraciones de Ca?* y sensible a cambios de pH
intracelular y a la activacion de tirosin quinasas, aunque las conclusiones de estos estudios
no estan del todo claras en cuanto a la fosforilacion de la eNOS por tirosin quinasa®™.

El NO procedente de la actividad de la eNOS se produce en el endotelio vascular
bajo condiciones basales, y su liberacién aumenta por el estrés que genera el rozamiento
del flujo sanguineo y por una gran variedad de agonistas con receptores especificos en el
endotelio®. El NO liberado por la eNOS del endotelio vascular es un vasodilatador de
enorme importancia y un inhibidor de la agregacién plaquetaria y de su adhesion®™.
Ademas, el NO vascular previene la adhesion de los leucocitos al endotelio al reducir el
complejo glicoproteico de adhesion leucocitaria CD11/CD18 y tambien se ha demostrado
que inhibe la proliferacion de las CMLV. Por todo ello, el NO procedente de eNOS se
considera un factor anti-aterogénico, siendo la regulacion de eNOS muy importante para la

homeostasis vascular y para la comprension de la fisiopatologia vascular®.
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Aunque la isoforma eNOS se describi6 inicialmente como constitutiva, durante los
ultimos afios se ha demostrado que varios estimulos en diferentes células pueden modificar
su expresion®. Por ejemplo, la préctica continuada de ejercicio, durante el crecimiento”,
los estrogenos, el estrés de rozamiento, el FGFb y el TGF-R* estimulan la expresién de
eNOS. Sin embargo, la expresion de eNOS disminuye frente a estimulos tales como la
hipertension arterial, el LPS, el TNF-a, las lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(LDLox) *y el incremento de AMPc®. Algunos de estos factores modulan la expresion de
eNOS gracias a que en la region 5” de su ADN existen secuencias consenso de unién a
factores de transcripcion, como por ejemplo AP-1, AP-2, factor nuclear 1 (NF-1), NF-kB,
y elementos de respuesta al estrés de rozamiento, a AMPc, a estrogenos y a INF-gamma
entre otros®. Sin embargo, otros factores, en particular los que producen disminucion de
la eNOS, parecen regular la expresion de este enzima a traves de la desestabilizacion de su
ARNmM®. Por ejemplo, las LDLox a altas concentraciones (100 pg/ml) reducen los niveles
de ARNm de eNOS de CEAB® y, en estas mismas células, se ha descrito en nuestro
laboratorio que el TNF-a disminuye la vida media del ARNm de eNOS mediante la
interaccion de una proteina citosdlica con una zona de la region 3’ de este ARNm, de
modo que este ARN no se traduce a proteina (3’-UTR)'®. La menor produccién de NO
derivado del endotelio reduce la funcionalidad y la capacidad anti-aterogénica y
antiinflamatoria de estas células, dando lugar a diferentes patologias cardiovasculares. Por
tanto, estos mecanismos que reducen la expresion de eNOS contribuyen al desarrollo de
patologia cardiovascular. Debido a su importancia, estos aspectos serdn tratados a

continuacion.
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2.2.4. Guanilato ciclasa vascular

El GMPc es un importante mensajero intracelular en varios tejidos. En las células
musculares lisas vasculares (CMLV) su sintesis depende de las guanilato ciclasas, de las
cuales se han descrito dos subtipos que a su vez presentan varias isoformas:

-Membranosa: pertenece a la familia de las tirosin quinasas y tirosin fosfatasas, de
forma que presenta una porcién transmembrana, un receptor en la superficie de la
membrana mediante el que se une a los componentes de la familia del péptido natriurético
atrial y a determinadas toxinas bacterianas '°*, y un dominio intracelular o catalitico que es
el responsable de la sintesis de GMPc a partir de GTP. Hasta la fecha se han descrito tres
isoformas de guanilato ciclasa membranosa, - GC-A, GC-B y GC-C-, que varian
fundamentalmente en funcion del ligando de su receptor extracelular, y cuya funcion no
esta del todo aclarada®.

-Soluble 0 GCs: Es un heterodimero formado por una subunidad grande (o) y otra
pequefia (), conteniendo ambas un grupo hemo en su estructura’®. La GCs se activa por
la unién a NO, radicales hidroxilo, monéxido de carbono, porfirinas y acidos grasos
poliinsaturados. La actividad basal de la GCs es hemo-independiente; sin embargo, la
estimulacién por NO requiere la formacion de un complejo nitrosil-hemo'®. Por ello, la
unién de metales como zinc, cadmio o plomo al grupo hemo provoca la inactivacion de la
enzima'®,

Se han clonado y secuenciado tres secuencias de ADNc que codifican la subunidad o (o,

o Y ag) Yy otras tres para la subunidad 3 (35, B, y B3), sin que esté claro si representan
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auténticas isoformas de la enzima o son simplemente variantes de especie'®. Sin embargo,
e independientemente de dichas variaciones, varios grupos han demostrado que, aunque
ambas subunidades poseen un dominio catalitico, es necesaria la presencia de ambas para
que la enzima presente actividad®®”.

El GMPc tiene dos funciones importantes en la fisiologia vascular: es el mensajero
intracelular de la relajacion muscular NO-dependiente e inhibe la agregacion

plaquetaria'® 1%°

. EI NO generado por el endotelio es, probablemente, el activador
enddgeno mas importante de la GCs y la actividad basal de la eNOS, y la respuesta de la
GCs al NO asi generado, es responsable del mantenimiento del tono vascular, de modo que
cuando la eNOS se inhibe de forma farmacoldgica se produce un aumento de la tensién
arterial**°.

Todos los vasodilatadores exdgenos que generan NO (p.ej. nitroprusiato sédico y
trinitrato de glicerina), producen relajacion del musculo liso vascular mediante activacion
de la GCs y aumento de la formacion de GMPc. EI GMPc disminuye la concentracion
intracelular de calcio provocando relajacion de las CMLV a través de los mecanismos
anteriormente descritos.

La investigacion sobre la GCs y su papel en la homeostasis vascular, no ha sido tan
intensa como es el caso del NO y las NO sintasas. Sin embargo, en los Gltimos afios hemos
asistido a un numero creciente de publicaciones sobre el papel de esta enzima en distintas
situaciones fisiologicas y patoldgicas. Entre las mas relevantes para el tema que nos ocupa
destacan las de Papapetropoulus et al.'®, quien describe una disminucién tanto de la

transcripcion como de la expresion proteica de GCs en presencia de agentes que

promueven incremento del AMPc intracelular, con una disminucion de la respuesta
38



vasodilatadora generada por dadores exdgenos de NO o por activacion de al eNOS. Dado
gue el AMPc también produce relajacién de la CMLV, este fendmeno constituiria un
mecanismo defensa encaminado a preservar el tono vascular. Bauersachs et al.''!
describen una disminucidn de la expresion proteica de GCs en la capa muscular de la aorta
de ratas viejas espontdneamente hipertensas, junto con una disminucién de la respuesta
vasodilatadora frente a Ach y NPS, en ausencia de una alteracion concomitante de la

eNOS. En contrapartida, Cernadas et al.**?

encuentran un aumento en la generacion de
GMPc en respuesta a NPS en ratas Wistar viejas acompafiado de una disminucion de la
actividad de la eNOS, lo que probablemente constituiria un mecanismo compensador

frente una disminucion de la capacidad del vaso para generar NO, gracias al cual la tensién

arterial se mantiene dentro de los limites de la normalidad en estos animales.

2.3. Disfuncién endotelial

Como ya se ha indicado anteriormente, el endotelio estad situado en un lugar
estratégico, que le permite regular las actividades del mdsculo liso vascular y de las
células sanguineas. Dada su localizacion, el endotelio es ademas un blanco primario para
el dafio producido por las fuerzas dinamicas hemodindmicas y por las alteraciones
humorales relacionadas con los factores de riesgo cardiovascular®. La situacion
provocada por estas alteraciones se denomina disfuncion endotelial y no sélo debe
considerarse como una consecuencia de los factores de riesgo cardiovascular, sino que
ademas puede participar activamente en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
La disfuncion endotelial afecta a la sintesis y liberacion de sustancias vasoactivas

derivadas del endotelio, a la interaccion del endotelio con los componentes de la sangre
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circulante y de la pared vascular, y a las modificaciones estructurales y funcionales
responsables del desarrollo de diferentes patologias asociadas a un mal funcionamiento del
endotelio, tales como la hipercolesterolemia'*, arteriosclerosis™, diabetes, hipertension*®
e infarto agudo de miocardio™®.

En modelos animales que reproducen la mayoria de estas patologias
cardiovasculares e incluso en pacientes con arteriosclerosis, hipertensién o
hipercolesterolemia, se ha demostrado una disminucién en la respuesta vasodilatadora

17 También se ha observado

dependiente de endotelio inducidas por Ach u otros agonistas
falta de respuesta vasodilatadora endotelio-dependiente en pacientes con arterias
angiograficamente normales (sin signos detectables de arteriosclerosis), lo que parece
indicar que el mal funcionamiento del endotelio es previo a la aparicion de estas patologias
cardiovasculares''®. Esta falta de respuesta vasodilatadora podria deberse a efectos sobre la
produccion y la disponibilidad de NO por ser el vasodilatador méas potente generado por el
endotelio. De acuerdo con esta hipdtesis, diferentes autores han sugerido que el
mecanismo responsable de esta falta de respuesta vasodilatadora en patologias como la
arteriosclerosis, se debe a una menor capacidad del endotelio para producir NO. La
pérdida de NO derivado del endotelio contribuye principalmente a disminuir la relajacion
vascular'™®, aumentar la agregacion plaquetaria''®, promover la sintesis y expresién de
factores pro inflamatorios (p.ej. citoquinas), incrementar la proliferacién de CMLV*? y
favorecer la interaccion de leucocitos con las células endoteliales, gracias al aumento de la
expresion de moléculas de adhesion que atraen a las células inflamatorias a la superficie

endotelial y facilitan su entrada en la pared vascular. Por otro lado, la inactivacion del NO

liberado por el endotelio por parte del anion superoxido, limita la disponibilidad del NO y
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conduce a la vasoconstriccion y a la hipertension®?!. Por estas razones, la pérdida del NO
impide al endotelio ejercer correctamente sus funciones, por lo que la disfuncion endotelial
podria definirse como una capacidad reducida del endotelio para producir y liberar NO*2,
Ademas, se ha demostrado que todos estos efectos producidos por la carencia de NO
derivado del endotelio son comunes a los descritos en la disfuncién endotelial*?.

Existen numerosos factores de riesgo cardiovascular que causan disfuncion
endotelial y por tanto reducen la produccién o disponibilidad del NO™®. Ademés, la
disfuncion y la activacion endotelial causadas por los factores de riesgo cardiovascular y
los fendmenos inflamatorios vasculares, son las bases para el desarrollo de lesiones
arterioscleroticas. La disfuncion endotelial promueve la expresion de varias proteinas
involucradas en la adhesion de leucos y plaquetas. El endotelio disfuncionante excreta la
proteina quimiotactica de monocitos, MCP-1, y el factor estimulante de colonias de
macrofagos, M-CSF, que promueven la adhesién de monocitos a la pared del vaso y su
consiguiente diferenciacion a macrdfagos, sucesos cruciales para el desarrollo de las
células espumosas de las lesiones arterioscleréticas'®®. Otras moléculas de adhesién
expresadas por el endotelio disfuncionante son la VCAM-1 o la E-selectina, que van a
favorecer el contacto entre los leucos circulantes y el endotelio’®*. Las citoquinas, LDLoX,
y probablemente agentes infecciosos (CMV) o farmacoldgicos (Ciclosporina A), pueden
provocar disfuncién endotelial a través de mecanismos de oxidacion y puesta en marcha de

fenémenos inflamatorios®.

2.4. NO y metabolismo del sodio

2.4.1. Localizacion de las NOS en el rifién.
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Los tres tipos de NOS han sido descritos en el parénquima renal.

La NOS I o neuronal ha sido descrita en la macula densa y, en menor cuantia, en el
tubulo colector, en el glomérulo, en la porcion descendente del asa de Henle y en multiples
zonas de la vasculatura renal . La NOS 111 o endotelial se ha descrito en el endotelio de
las arteriolas renales y la NOS Il o inducible se ha descrito también en el aparato
yuxtaglomerular, concretamente en la porcion preglomerular de las arteriolas aferentes y
en las células granulosas*®.

2.4.2. Papel del NO en la fisiologia renal y en el manejo renal del sodio.

- Hemodinamica cortical renal: En ratas se ha demostrado que dosis moderadas de

L-NAME, administrado directamente en la arteria renal principal da lugar a un incremento
sostenido de la tension arterial con un incremento alin mas importante de las resistencias
vasculares renales, disminucion del flujo plasmatico renal y disminucién de la resorcion
fraccional de sodio™®’. EL flujo cortical renal parece alterarse con mucha mas facilidad al
inhibir las NOS con L-NMMA que la tension arterial, lo que indica que este territorio
vascular tiene una regulacion sustancialmente NO-dependiente. Por tanto, el sistema NO
tiene una importancia crucial en el mantenimiento de la hemodinamica renal y en el
balance electrolitico.

- Arteriolas glomerulares: Muchos de los trabajos recientes sobre el papel del NO

en la fisiologia renal se han centrado en la regulacion local de las resistencias de las
arteriolas glomerulares. Estudios de micropuncién han revelado como el bloqueo de la
produccion de NO a este nivel provoca importantes cambios en la hemodindmica
glomerular con aumento de la resistencia de la arteriola aferente sin modificaciones en el

diametro de la arteriola eferente especialmente cuando el estudio se lleva a cabo en las
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nefronas de la corteza renal*”®. Sin embargo; en las nefronas yuxtaglomerulares, el L-
NAME induce vasoconstriccién de ambas arteriolas, aferente y eferente’”®. ElI mismo
fendmeno ocurre con la sensibilidad de las arteriolas glomerulares aferente y eferente a la
Angotensina Il: en la corteza renal, la arteriola aferente es mucho mas sensible a la ang-11
que la eferente, mientras que en las nefronas yuxtaglomerulares no se observa esta
diferencia™. La complejidad de la regulacién de la hemodinamica glomerular se explica
en parte por las diferencias funcionales de la corteza y médula renales. La circulacion
medular renal juega un papel fundamental en el balance de sodio y agua. En este lecho
vascular parece existir una alta actividad del sistema NO, de modo que la infusién
sistémica de L-NAME provoca una disminucion del flujo sanguineo renal sin alterar el
flujo cortical, fendmeno que se acompafia de retencion de sodio y elevacion de la presion
arterial sistémica®®'. Ademas de lo anteriormente expuesto, existe una interaccion entre el
sistema NO renal y el sistema renina-angiotensina aldosterona. El bloqueo de la
produccion de NO en el cortex renal potencia la capacidad vasoconstrictora de la
angiotensina Il en la arteriola aferente pero no en la eferente, sugiriendo que el NO
enddgeno modula de forma selectiva la accion de la angiotensina Il sobre la arteriola
aferente. En el modelo de Goldblatt de hipertension vasculorrenal (dos rifiones-un clip) se
ha demostrado la existencia de un aumento de la produccion de NO que compensa el
incremento en la produccion de angiotensina I manteniendo de esta forma el flujo renal
del rifién no clampado™?.

-Feedback tGbulo glomerular: Los estudios de Wilcox et al **° revelaron como la

generacion local de NO podia inducir vasodilatacidn de la arteriola aferente y aumentar la

presion de perfusion glomerular, y como este efecto era inhibido por furosemida.
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Concluyeron de esta manera que la reabsorcion tubular de solutos es capaz de activar la
NOS de la méacula densa con la consiguiente generacion de NO que seria el agente
vasodilatador implicado en el feed back tabulo glomerular. En este sentido también se ha
demostrado que la respuesta vasoconstrictora de la arteriola aferente que se genera en
presencia de altas concentraciones de NaCl en la macula densa estd modulada por el
sistema NO de esta Gltima. Se especula con la posibilidad de que un aumento del calcio
intracelular provocado por la activacion de la bomba Na'/K*/2CI es capaz de estimular la
nNOS (Ca**-dependiente) situada en al macula densa. De hecho, se ha demostrado como la
inhibicidn cronica selectiva de la nNOS a nivel de la macula densa provoca un aumento de
la sensibilidad del feed back tabulo glomerular disminuyendo el filtrado glomerular y

| 13 Estudios recientes han

aumentando el volumen circulante y la prension arteria
demostrado que la accion del NO sobre el feed-back glomérulo-tubular estd mediada por
GMPc a traves de la activacion de la GCs sita en la macula densa. EI GMPc generado
induce vasodilatacién de la arteriola aferente a través de la activacion de la protein-quinasa

dependiente de GMPc y consecuente disminucién del Ca®* intracelular, al igual que ocurre

en la capa muscular vascular'®*.

-Fisiologia tubular: multiples estudios han reflejado el efecto del blogueo de la
sintesis de NO sobre la diuresis y natriuresis con resultados contradictorios, probablemente
por el uso de distintos modelos experimentales. La inhibicion aguda de las NOS provoca
un aumento de la natriuresis como consecuencia de un incremento agudo de la tension
arterial. Sin embargo, la inhibicion sostenida de la sintesis de NO provoca una
disminucién de la excrecion renal de sodio y, de forma més tardia, hipertension arterial™?’.

El tubulo proximal es capaz de producir NO, y el ARNm de ambas NOS I y Il ha sido
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aislado en estas células. Ademas el tibulo contorneado proximal es una de las fuentes mas
importantes de arginina que probablemente sirve de sustrato para las NOS locales'®.
También en el tabulo colector el NO ejerce un efecto modulador de la resorcion con
disminucion del transporte de solutos de forma paralela a la actuacion del péptido
natriurético atrial. De hecho, las células principales del tabulo colector son ricas en GCs

que serfa la efectora del sistema NO a este nivel** .
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3. INTOXICACION POR PLOMO Y SISTEMA NO/GMPc.

Varios grupos han estudiado la aparicion de alteraciones en los sistemas NO/GMPc
implicados en la relajacion y el mantenimiento del tono vascular en la intoxicacion
cronica por plomo, utilizando los modelos experimentales animales con distintas dosis de
plomo. Resumimos a continuacion los hallazgos mas relevantes:

-Kahlil-Manesh et al. describen un incremento de los niveles plasmaticos de
endotelina 3 (vasoconstrictora), asi como una disminucion del GMPc en plasma y en orina,
que interpretan como resultante de la accion del NO, en ratas intoxicadas con 100 ppm de
Pb durante tres meses*®. El mismo grupo estudié de forma paralela lo que ocurria en ratas
intoxicadas con 5000 ppm de Pb, sin hallar alteracion alguna en las cifras de endotelina 3 'y
de GMPc. Los autores interpretan estos resultados como una evidencia de alteracion en la
relajacion endotelio dependiente en el modelo de baja dosis de Pb.

.- Vaziri et al. refieren un incremento en los productos de peroxidacién lipidica
acompafiado de una disminucion de los nitritos y nitratos urinarios en ratas intoxicadas
utilizando bajas dosis de Pb. Estos hallazgos aparecen a las doce semanas de intoxicacion
de forma paralela a la aparicion de hipertensién. Este grupo constata la desaparicion de
todos estos hallazgos cuando se administra un antioxidante (Lazaroid) al grupo intoxicado,
infiriendo a la génesis de radicales libres de O, un papel fisiopatoldgico en la intoxicacion
crénica por plomo™”.

.- EI mismo grupo anteriormente referido, estudia de forma mas detenida el sistema
NO en el modelo de intoxicacion con bajas dosis de Pb, encontrando un aumento en la

expresion tanto de la eNOS, como de la iNOS, en aorta y rifién. Sin embargo, demuestran
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disminucion de la actividad de la eNOS en cultivo de endotelio expuesto a Pb. La
interpretacion que dan a estos resultados es la de una posible inhibicion de la eNOS por el
plomo, acompafiada de un aumento de la expresion de esta enzima probablemente
inducida por el shear stress que provoca la HTA™E.

En suma; estos estudios indican la presencia de una alteracion de la relajacion
dependiente de endotelio en la intoxicacion por plomo, que se basa en una actividad
disminuida de la eNOS a pesar de provocar una sobre expresion de la misma en la pared
vascular. Ademas, la HTA inducida por plomo se relaciona con aumento de los radicales
superdxido circulantes y con aumento de la peroxidacion lipidica, con inactivacion del NO
previamente generado.

No existen estudios hasta la fecha centrados en el sistema de la guanilato ciclasa
soluble vascular en esta patologia, y aunque si se ha demostrado que la exposicion a plomo
disminuye la excrecion renal de GMPc, su significacion es incierta (¢tubular, vascular?).
Tampoco hemos encontrado publicaciones respecto a la génesis de la HTA en la
intoxicacion cronica por plomo utilizando el modelo de intoxicacion “ultra-bajo”, que por
otro lado es el que puede simular de modo mas fehaciente lo que ocurre en la forma de

intoxicacion mas frecuente en nuestro medio: la ambiental.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis: la intoxicacion con bajas dosis de plomo provoca alteraciéon de la relajacion
dependiente e independiente de endotelio.
Los objetivos de esta tesis se exponen a continuacion.
1.- Analizar el modelo experimental de intoxicacion ultra-baja (5ppm) en cuanto a su
reproducibilidad con el cuadro observado en humanos, estudiando la evolucion de los
distintos marcadores de esta patologia (funcion renal, excrecién urinaria de acido Urico y
aparicion de hipertension), asi como los valores de plumbemia alcanzados a lo largo de
doce meses.
2.- Analizar el efecto de la intoxicacion con bajas dosis de plomo sobre la funcionalidad
endotelial, particularmente sobre el sistema NO/GMPc. Para ello estudiaremos:

.-Capacidad de relajacion vascular in vitro inducida con agonistas de la eNOS y
dadores exdgenos de NO en segmentos de aorta de ratas intoxicadas. De este modo
analizaremos la funcionalidad del endotelio y su capacidad de generacion de NO, asi como
la funcionalidad del musculo liso vascular y su capacidad de respuesta frente al NO
preformado.

.- Expresion proteica de la eNOS en la pared vascular de los animales tratados con
plomo.

.- Expresion de la alfa-1 caveolina en la pared vascular de los animales expuestos a
plomo dada la modulacidn que ejercen dichas proteinas sobre la actividad de la eNOS.

.- Guanilato ciclasa soluble vascular: analizaremos de forma pormenorizada la

actividad basal a inducida, expresién proteica y sintesis proteica de este enzima en la pared
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vascular de los animales tratados con plomo. De este modo pretendemos esclarecer el

papel que ejerce la intoxicacion por plomo sobre la relajacion no dependiente de endotelio.
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1. ESTUDIOS EN EL ANIMAL, PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

SANGUINEAS Y URINARIAS.

Todos los protocolos de experimentacion animal fueron aprobados por el Comité Etico
de la institucion y fueron realizados de acuerdo con los reglamentos internacionales sobre
la experimentacion animal.

Los estudios se llevaron a cabo en ratas Wistar Kyoto, machos, de tres meses de edad, a
las que se administré acetato de plomo, 5ppm, en el agua de bebida, con acceso libre a la
misma, asi como a la comida, utilizando una dieta standard. Un grupo de edad sirvié como
grupo control.

En la primera parte del estudio, se intoxico a las ratas a lo largo de 12 meses, con el
objetivo de observar la evolucion de la tension arterial asi como de distintos parametros de
funcion renal, como se detallara més adelante.

Para los estudios centrados en la génesis de la hipertension arterial se eligio el periodo
comprendido entre el inicio de la intoxicacion y la aparicion de una elevacion significativa
de la tension arterial. Al final de dicho periodo, se anestesio a los animales mediante
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital (30 mg/k), y se procedié a extraer la aorta
toracica. Las muestras destinadas a determinacion proteica y extraccion de RNA fueron
inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido. El resto de la arteria fue procesada como

se indicara mas adelante.
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1.1. Medicién de presion arterial.

Se determind la presion arterial media (MAP) semanalmente hasta el primer mes, y
mensualmente hasta el final de la intoxicacion. Para ello, se utilizaron medidas indirectas
en la cola del animal en estado consciente, utilizando un Narco-esfingomandmetro
acoplado a un sistema informatico de registro (Power Lab 400, AD Instruments, Casterhill,
NSW, Australia). Se realizaron cinco medidas consecutivas con intervalos de un minuto.
1.2. Determinaciones analiticas en sangre y orina.

Al final de cada periodo de estudio, los animales fueron introducidos
individualmente en cajas metabolicas, con acceso libre al agua de bebida y a la comida. Se
recogio la diuresis de 24 horas, al final de las cuales se extrajo 1.5 ml de sangre de la vena
de la cola.

Las muestras de fueron inmediatamente centrifugadas, 25°C, 2500 rpm, 15 minutos; se
separ0 el sobranadante y se congel6 a -80°C hasta su utilizacion.

Se determind la concentracion de sodio, potasio, &cido Urico, creatinina y urea en
sangre; y los mismos parametros mas microalbuminuria y proteinuria en orina, utilizando
un autoanalizador (OPERA Clinical Chemistry System # 5.27, Becton Dickinson Inc,
Rutherford NJ).

Se utilizaron las férmulas habituales para el calculo del aclaramiento de creatinina,

excrecion fraccional de sodio y excrecion neta de acido urico.

1.3. Plumbemia.
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Se determind exclusivamente la concentracién de plomo en sangre con el objetivo de
verificar la reproducibilidad del cuadro de intoxicacién ambiental en humanos. Para ello se
obtuvieron muestras de sangre (1.5 ml con 250 ul de heparina sodica) semanalmente
durante el primer mes de intoxicacion, y a los seis meses de exposicion a plomo.

El método utilizado fue el descrito por Arroyo y cols**®

, utilizando espectrofotometria
de absorcion atémica con el empleo de un método de atomizacion de horno de grafito. El
equipo instrumental utilizado estd compuesto por un espectrofotometro de absorcién
atémica Perkin Elmer mod#5000, atomizador de horno de grafito HGA-400, muestrador
atomico AS-40 y una estacion de datos 3600.

1.4. Determinacion de la actividad de renina plasmatica.

Se utiliz6 un kit comercial de radioinmunoensayo (Renctk, DiaSorin, Saliggia,ltalia)
que determina la actividad de renina plasmatica mediante un test cuantitativo de
angiotensina | en muestras de plasma. Brevemente, se recogieron muestras de sangre total
en EDTA y se procesaron de modo similar al anteriormente descrito manteniéndolas
durante todo el proceso a 4°C. Posteriormente se incubaron a 37°C, 90 minutos, pH 6.0, en
presencia de fenilmetilsulfonil fluoretano (PMSF) y de lleu-5-angiotensina | marcada con
2] procedimiento tras el cual se par6 la reaccion en frio. Las muestras fueron
distribuidas en tubos recubiertos de un anti-suero de conejo, y tras un periodo de
incubacion (3h a temperatura ambiente), se midi6 la reactividad de los mismos. Se utilizd
un marcador asi como un patron de lleu-angiotensina | con concentraciones 0-50 ng/mL
para calcular la actividad de renina plasmatica en las muestras. Este método presenta una

sensibilidad del 95% con un coeficiente de variacion intra-ensayo e inter-ensayo < 7%y <

11% respectivamente.
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2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR.

Se utilizé el método descrito por Mulvany y Halpern **°. Brevemente, se procedié a
seccionar la aorta toracica en segmentos de 2 mm de longitud que fueron inmediatamente
introducidos en solucion de Krebs (en mmol/l: NaCl 115, KCI 4.6, KH,PO,4 1.2, MgSO,
1.2, CaCl, 2.5, NaHCO3; 25, Glucosa 11.1 y EDTA 0.02, pH 7.4), en un bafio de érganos.
Dentro del mismo, se introdujeron dos alambres de tungsteno de 40 um de diametro dentro
de la luz del vaso, estando uno de ellos conectado a un transductor de fuerza el cual, a su
vez, esta acoplado a un sistema informatico ( Power Lab 400, AD Instruments; Casterhill,
NSW, Australia), que registra los cambios de tension dentro del vaso. Se permitio que los
segmentos arteriales se equilibrasen durante una hora, a un tension éptima preestablecida
de 2 g. Tras este periodo, se probo la contractilidad de los segmentos con KCI 20 mmol/l,
tras lo cual se determiné la capacidad de relajacion frente a dosis crecientes de acetilcolina
(Ach) (10™ a 10 mol/l) en los segmentos precontraidos con fenilefrina (10 mol/l). A
continuacién se repitio el mismo proceso utilizando nitroprusiato sédico (NPS), un dador
exogeno de NO, con el objeto de testar la capacidad de relajacion no dependiente del
endotelio. Las concentraciones de NPS utilizadas fueron 10! a 10 mol/l. Las curvas
dosis-respuesta para ambos agentes vasodilatadores se calcularon de forma acumulativa.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en presencia de indometacina (10 mol/I)

para bloguear cualquier efecto mediado por la activacion de ciclooxigenasas.
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3. ESTUDIO DE LA SINTASA ENDOTELIAL DE OXIDO NITRICO.

3.1. Expresion proteica de la eNOS.

La expresion proteica de eNOS, al igual que la de la subunidad ; de la GCs y de las
caveolinas, se analizO mediante Western blot segin el procedimiento descrito
previamente®®.

Brevemente; las muestras fueron sometidas a lisis mecanica seguida de una lisis
térmica, y finalmente disueltas en tampén de Laemmli con 2-mercaptoetanol**. Las
proteinas obtenidas por este método fueron sometidas a electroforesis en geles
desnaturalizantes de SDS-poliacrilamida al 10%. Se cargaron idénticas cantidades de
proteina ( 20 pg por pocillo) estimadas por el método del &cido bicinchonico (Pierce
Rockforc, IL, USA). Para comprobar la homogeneidad de la cantidad de proteina cargada
en cada pocillo, el gel se tiid con Coomassie verificando la intensidad de las bandas
proteicas.

Las proteinas separadas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Immobilion-P, Millipore). Para bloguear la membrana se incubé toda la noche a 4°C con
5% de leche desnatada en TBS-T (20 mmol/l de Tris-HCI, 137 mmol/lI NaCl, 0.1% Tween
20). El andlisis de Western Blot se realizo utilizando un anticuerpo monoclonal comercial
(Transduction Laboratories). Se incubo con el primer anticuerpo (1:2500) durante una hora
a temperatura ambiente, y tras lavados exhaustivos, se incubd con el segundo anticuerpo
(anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén conjugado con peroxidasa) en una dilucion
1:1500 durante 1h. Finalmente se detectd la proteina eNOS mediante quimioluminiscencia
con un kit comercial (ECL, Amersham Corp) y se realizd una estimacion cuantitativa

mediante densitometria (Molecular Dynamics). Se utilizé un marcador de peso molecular
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de peso molecular pretefiido (Sigma) para determinar el peso molecular de la banda

obtenida. Como previamente se ha descrito'*?

, los anticuerpos monoclonales reconocen
especificamente la isoforma de la eNOS de 140 kDa y no presentan reactividad cruzada
con la isoforma inducible, dado que la banda de proteina eNOS no fue detectable en un
homogeneizado de macrofagos de ratdon tratados con lipopolisacarido, y si hubo
reactividad con controles positivos obtenidos de homogeneizados de células endoteliales
bovinas y humanas.

Ademas, para comparar la expresion de eNOS con la otra proteina constitutiva,
analizamos la expresion de - actina mediante Western blot utilizando un anticuerpo
monoclonal anti B-actina (Sigma Aldrich). Con esta finalidad, se corri6 un gel paralelo con
las mismas muestras y, tras realizar la transferencia a membranas de nitrocelulosa, se
realizo el anélisis Western blot con el anticuerpo monoclonal anti - actina (1:2000).

3.4. Determinacion de caveolinas.

Se utilizd el mismo método que para la determinacion de la expresion proteica de
eNOS. El anticuerpo utilizado para el analisis Western blot fue anti-a caveolina 1 (primer
anticuerpo), a una dilucion 1:500, durante 1 hora a temperatura ambiente y tras lavados
exhaustivos, se incubd con el segundo anticuerpo (anticuerpo anti-inmunoglobulina de
raton conjugado con peroxidasa) en una dilucion 1:1500 durante 1h. La deteccion de las
bandas proteicas y su estimacion cuantitativa se realizaron segun los métodos

especificados para la determinacion proteica de la eNOS.
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4. ESTUDIO DE LA GCS VASCULAR.

4.1. Actividad de la GCs vascular.

Se estudié la actividad de la guanilato ciclasa soluble vascular en aorta de ratas
intoxicadas y en sus respectivos controles, mediante la determinacion del GMPc basal y el
GMPc resultante de la estimulacidn con dosis crecientes de nitroprusiato sodico, un dador
exogeno de NO y por tanto un estimulador de la actividad de la guanilato ciclasa soluble
independiente de la actividad del endotelio.

Las aortas se extrajeron segun el método anteriormente expuesto y se seccionaron en 5
segmentos de 4 mm de longitud aproximadamente que se introdujeron de forma aislada en
medio de cultivo (RPMI, 5% FCS, 37°C) conteniendo el inhibidor de la fosfodiesterasa 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX, 2 mmol/L). Se afiadio NPS para alcanzar concentraciones
de 0, 10, 10°, 10"y 102 mol/l. Tras un periodo de incubacién de 2 min a 37°C, se paré la
reaccion congelando las muestras en nitrogeno liquido.

Se efectud una lisis mecanica del tejido, tras la cual se resuspendieron las muestras en
una solucion con acido tricloro acético, 200 mmol/l, 4°C. Se procedié a centrifugar las
muestras (12 000 rpm, 15 min, 4°C), tras lo cual se separaron los sobrenadantes y se
lavaron cinco veces con cinco volumenes de dietil éter. La fase acuosa resultante se seco
bajo un flujo de N,.

Se determino la concentracion total de proteinas / muestra en el pellet resultante de la
lisis segun el método descrito por Bradford.

El GMPc de cada muestra se determind segin el método descrito previamente™* en

muestras acetiladas utilizando un kit de Amersham International. La sensibilidad del
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ensayo fue de 0.5 fmol y las variaciones intra e inter-ensayo fueron <8.9% y <16%,
respectivamente. El resultado se expresé como pmol/mg de proteina de cada muestra.

4.2. Expresion proteica de la GCs vascular.

El método utilizado fue el mismo que para la determinacion de la expresion proteica de
eNOS y Caveolinas (Western Blot). Se realizd una incubacion con el primer anticuerpo
(1:2500) durante 1 hora a temperatura ambiente, y con el segundo anticuerpo (anticuerpo
anti-inmunoglobulina de ratén conjugado con peroxidasa) (1:1500) durante otra hora. Para
evaluar la especificidad del anticuerpo frente a la subunidad B; dela GCs, se utiliz6 un
lisado de plaquetas como control positivo. Ademas, y al igual que se describe para la
determinacion proteica de la eNOS, se compard la expresion de la subunidad B; de la GCs
con la de la B-actina.

4.3. Determinacion del ARNm de la GCs vascular.

Las muestras de aorta, obtenidas como anteriormente se ha explicado y congeladas,
fueron procesadas para extraccion de ARN. Brevemente, el homogeneizado fue
resuspendido y vorteado en 800 ul de tampon de lisis (tiocianato de guanidinio 4 M,
citrato sodico 0.75 M, serosyl 10% y 2 beta-mercaptoetanol). Tras incubar durante 30
minutos a 4°C, la muestra se extrajo tras realizar dos lavados con un volumen equivalente
de fenolcloroformo- isoamilalcohol (24:1, v/v). EI ARN se resuspendi6 en H,O DEPC y se
guardo a -80°C hasta ser utilizado.

Las muestras de ARN se precipitaron y resuspendieron en (mmol/l) Tris 10, NaCl 10,
EDTA (pH 8.0), y se incubaron con 3U de ADNasa libre de ARNasas por cada 35 ug de

ARN total, durante 30 minutos a 37°C para digerir los restos de ADN genémico. EI ARN
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total (50 a 500 ng) se combind con 50 U de transcriptasa inversa del virus de la leucemia
murina (AMV) (Promega), en (mmol/l) MgCl, 5, KCI 50, Tris-HCI 10, trifosfatos de
desoxirribonucledtidos 1, 10 U de inhibidor de ARNasas y 2.5 umol/L de hexameros
randomizados que sirven de sustrato para la formacion de ADNc, utilizando un volumen
de reaccion de 20 pL durante 15 minutos a 42 °C. Se procedié entonces a calentar las
muestras durante 5 minutos a 99 °C para inhibir la actividad de la transcriptasa inversa
antes de la PCR

Se utilizaron oligonucleotidos comerciales complementarios al ADN de las subunidades
a1 Y B1 de la GCs (GIBCO BRL, Life Technologies). Las secuencias utilizadas fueron las
siguientes: subunidad o; (sentido 1071, 5’- GAA ATC TTC AAG GGT TAT G-3’ y
reversa, antisentido 1896, 5’-CAC AAA GCC AGG ACA GTC-3’), subunidad B; (sentido
1450, 5’- GGT TTG CCA GAA CCT TGT ATC CAC C-3’ y reversa, antisentido 1733,
5-GAG TTT TCT GGG GAC ATG AGA CAC C-3’) y B-actina (sentido 35, 5’-GAT
CAT GTT TGA GAC CTT CAA CAC C-3’ y reversa, antisentido 1017, 5’-AGT TTC
ATG GAT GCC ACAGCA TTC C-3’).

ElI ADNc se amplifico (25 a 31 ciclos) a 92°C durante 1 minuto, 58°C durante 1.5
minutos y 72°C durante 3 minutos (temperaturas de fusién, alineamiento y extension,
respectivamente). Para la PCR, los primers se utilizaron en concentraciones de 1 pmol/L
para las subunidades oas- y PBi-, Y 0.2 umol/L para la B-actina. Se utilizd una
concentracion de MgCl, de 2 mmol/l, y 2.5 U de polimerasa por reaccién (Biotools). Tras
la amplificacion, se realiz6 una electroforesis de 10 ul del producto de la PCR, en geles de

agarosa al 0.9%, tefiidos con bromuro de etidio, visualizados en un transiluminador de luz
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UV y posteriormente, fotografiados. Se utilizé un marcador de peso molecular (100 a 2600
pares de bases, con intervalos de 100 pb) (BioRad), para confirmar el tamafio del

resultado de la PCR.
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5. METODO ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar. Cada estudio se realiz
en un minimo de seis animales y sus respectivos controles. Las comparaciones se
realizaron utilizando la t de Student para muestras pareadas y no pareadas y ANOVA,
dependiendo del tipo de experimento. Se utiliz6 la correccion de Bonferroni para medidas
multiples, para determinar el grado de significacion de la p. p<0.05 fue considerado como

significativo.
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1V. RESULTADOS
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1. ESTUDIOS EN EL ANIMAL INTOXICADO.

1.1. Presion arterial y peso corporal.

En la primera parte del estudio se midi6 la presion arterial media (MAP) basal y en
los meses 1°, 3°, 4° 6° 9° 12° mes de intoxicacién, con el objetivo de identificar el
momento en el que aparecia un aumento significativo de la MAP. Los animales fueron
pesados mensualmente sin que hallaramos diferencias significativas de peso entre el grupo
intoxicado y el grupo control: (en gr) basal 384.1 + 53 vs 364.0 = 37.0, ler mes 387.6 £37
vs 402.4 + 37.4, 3er mes 474.8 £ 33 vs 473.3 £ 40.3 y 6° mes 504.1 + 7.4 vs 484.3 + 35.3
(Pb vs Control, p ns para todos los periodos)

Los resultados obtenidos para la MAP fueron los siguientes (tabla 7):

Tabla 7: Presion arterial media

MAP(mmHg basal ler. mes 3er. mes 4° mes 6° mes 9° mes 12° mes

)

PLOMO 113.6+£3.1 136.6+4.8 141.8+39 1454+4 1512+22 1543+13 158.1+21

* * ** **kx *k*k *k*k

CONTROL 118.1+2.1 120.8+58 126.0+53 1321+26 133.7+12 1340+14 1351+20

Constatamos pues, una aumento significativo de la MAP en el grupo intoxicado ya

desde el primer mes de exposicion cuando realizamos el analisis inter-grupo.
El analisis de la modificacion de la MAP intra-grupo se refleja en la figura 1.
Como se puede observar, el punto de maximo ascenso de la MAP en el grupo de ratas
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intoxicadas con plomo ocurri6 durante el primer mes de exposicion, continuando en meses
sucesivos la tendencia al alza, aunque con una pendiente menor. El aumento de la MAP
observado en el grupo control puede ser atribuido al crecimiento del animal. Dada la
duracion del estudio, los animales se incluyeron en el mismo a la edad de dos meses
cuando adn tienen un crecimiento importante. A partir del cuarto mes de estudio, -6° mes
de vida de las ratas-, la MAP se estabilizd como era previsible en el grupo control, al
alcanzar los animales la madurez.

En el grupo de ratas intoxicadas esta estabilizacion no se produjo, continuando el

ascenso hasta el final del periodo de estudio.

Figura 2: Evolucién de la MAP a lo largo del periodo de estudio.

170 -
MAP (mmHg)

Meses de exposicion a Pb
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En vista de los resultados anteriores, decidimos estudiar de forma pormenorizada la
evolucion de la presion arterial durante el primer mes de exposicion al plomo. Los

resultados se muestran en la tabla 8 y figura 3.

Tabla 8 : Evolucion de la presion arterial durante el primer mes de exposicion al

plomo.

MAP(mmHg) basal 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

PLOMO 1136+3.1 1142+6.3117.0£15 1208451 133.6+6.0

*

CONTROL 118.1+2.1 118.8+3.7116.3+3.0 116.3+15 1208+2.1
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Figura 3: Evolucion de la MAP durante el primer mes de intoxicacion

140 -

MAP (mmHg,

Dias de exposicion a Pb
basal 7 14 21 30

Las medidas de MAP no mostraron diferencias entre los dos grupos durante las dos
primeras semanas. A los 21 dias observamos ya un ascenso de la MAP en el grupo
intoxicado con Pb, pero sélo a la cuarta semana esta diferencia mostrd significacion
estadistica, probablemente por la dispersion de las medidas en el periodo anterior.

1.2. Parametros renales.

1.2.1. Creatinina sérica y aclaramiento de creatinina.

No encontramos variacion significativa de las cifras de creatinina sérica (Crs) en el
grupo de ratas expuestas al plomo y tampoco hubo diferencias con el grupo control.

Mostramos los valores en la tabla 9.
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Tabla 9: Creatinina sérica a lo largo del periodo de estudio

Cr sérica (mg/dl) basal ler mes 3er mes 6° mes 9° mes 1 afio
PLOMO 0.44+0.08 0.49+0.12 0.46+0.06 0.46+0.07 0.48+0.09 0.49+0.07
CONTROL 0.44+0.12 050+0.16 057+0.12 055+0.15 0.54+0.09 0.55+0.07

Tampoco encontramos ningun efecto del plomo sobre el aclaramiento de creatinina (CICr).
Una vez corregido este por el peso corporal (ClCrcor), la ausencia de modificaciones intra
grupo se mantuvo (Tabla 10). En la comparacién con el grupo control la tendencia fue a
encontrar aclaramientos de creatinina mas elevados en los animales intoxicados. Pero la
dispersion de las medidas hizo que dicha observacion careciera de peso estadistico. (Tabla

10).

Tabla 10: Evolucién del aclaramiento de creatinina a lo largo del periodo de estudio.
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CICr (ml/min) basal ler mes 3er mes 6° mes 9° mes 1 afio

ClICrcor

(ml/min/kg)

PLOMO 25108 27111 28+0.9 3.0+£0.9 29108 29+0.6
6.64 +1.2 6.97+19 59+19 595 +1.0 575+#15 575+09

CONTROL 235+0.75 217+04 2.0+09 25+0.6 25107 2.8+0.6
6.45+20 54+11 43 +19 516 #1.0 517 +#19 56+#09

1.2.2. Proteinuria y microalbuminuria.

A pesar de la ausencia de cambios en los pardmetros relacionados con el filtrado
glomerular, decidimos estudiar la presencia de marcadores de dafio glomerular, dado que
la elevacion de la tension arterial aparecia en un periodo muy temprano de la intoxicacion
y se mantenia hasta el final del periodo de estudio en los animales expuestos a plomo.

La concentracion de proteinas en orina recogida durante 24h no se modifico a lo
largo de la intoxicacion en el grupo expuesto y tampoco encontramos variaciones
significativas con el grupo control (Tabla 11).

Decidimos estudiar la eliminacion urinaria de albumina durante los tres primeros
meses de intoxicacion, por ser un marcador precoz de alteracion glomerular ademas de un
indicador de situaciones de hiperfiltraciéon. La determinacion de microalbuminuria tiene
ademas la ventaja de obviar la eliminacién proteica procedente del tdbulo. Pero tampoco
en este caso encontramos diferencias significativas entre el grupo intoxicado y el grupo

control (Tabla 12).
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Tabla 11: Proteinuria a lo largo del estudio.

Proteinuria 24h Dbasal ler mes 3er mes 6° mes 9° mes 1 afio

(mg)

PLOMO 0.60+03 06+£0.16 046+£0.19 0.71+0.15 06+0.18 0.59+0.16
CONTROL 053+03 071+015 056+02 0.78+03 0.59+0.18 0.79+0.27

Tabla 12: Microalbuminuria.

Microalbuminuria  basal ler mes 3er mes
24h (mg)

PLOMO 0.03 + 0.006 0.02 £ 0.006 0.03+£0.02
CONTROL 0.036 £0.13 0.03 +0.012 0.04 +0.02

Los cocientes proteinas/creatinina en orina y albumina/creatinina no modificaron los
resultados anteriores, demostrando la ausencia de errores derivados de la recoleccion de

orina.

1.2.3. Excrecion urinaria de acido Urico.
Dado que una de las caracteristicas de la nefropatia por plomo es la presencia de un

déficit en la eliminacion renal de acido drico, quisimos comprobar si este modelo de
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intoxicacion era capaz de reproducir esta alteracion en animales en los que la funcion
renal, estimada por los parametros anteriormente citados, era rigurosamente normal. Los
niveles de acido Urico en las ratas son extremadamente bajos (0.5-1 mg/dl) y estan en un
rango de poca sensibilidad en los autoanalizadores utilizados para estas determinaciones.
Por ello, decidimos evaluar la excrecion neta de acido Urico en 24h. Los resultados se

muestran en la tabla 13 y en la figura 4.

Tabla 13: Excrecion renal de &cido Urico en los seis primeros meses de intoxicacion.

Excrecion urinaria basal ler mes 3er mes 6° mes

a. Urico (mg/24h)

PLOMO 22605 1.46+£05 0.83+£0.4 0.28+0.1
* * **x
CONTROL 243x05 2.23£0.9 1.65£1.0 1.49+0.38

Figura 4: Excrecion renal de &cido Urico.
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Con el objetivo de comprobar la ausencia de errores derivados de la recoleccién de

orina, se calculd la relacion a. Urico/creatinina (U/Cr) en orina sin que encontrdsemos

modificaciones sobre los resultados anteriores.

Tabla 14: Relacién Urico/cretinina en orina.

U/Cr (orina) basal ler mes 3er mes 6° mes
PLOMO 0.19+0.05 0.13+0.01 0.06+0.02 0.02+0.01
* * *

CONTROL 0.21+0.04 0.20+£0.08 0.12+0.1 0.12+0.08

1.2.4. Manejo renal de sodio.
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Las analiticas rutinarias realizadas mostraron una disminucion de la excrecion
fraccional de sodio ya en el primer mes de intoxicacion en el grupo de animales expuestos
a plomo (tabla 15). El estudio pormenorizado del primer mes de intoxicacién demostré que
este fendmeno ocurria ya en la primera semana de intoxicacion, antes de que pudiéramos
encontrar cambio alguno en la tension arterial o en cualquiera de los parametros de
funcion renal estudiados (tabla 16). Los niveles de sodio plasmatico se mantuvieron dentro

de la normalidad y no mostraron diferencias con los del grupo control (tabla 17 y figura 5).

Tabla 15: Excrecidon fraccional de sodio a lo largo del periodo de intoxicacion.

EFNa(%) basal ler mes 3er mes 6° mes

PLOMO 0.21+0.07 0.11+0.04 0.09+0.04 0.07 £ 0.04
* * *

CONTROL 0.23+0.08 0.22+0.26 0.22 £0.06 0.15+0.07

Tabla 16: Excrecion fraccional de sodio durante el primer mes de exposicion a

plomo.
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EFNa(%) basal 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias
PLOMO 0.21+0.08 0.05+0.04 0.09+0.03 0.13+0.07 0.11+0.04

** ** * *

CONTROL 0.20+0.07 0.21+0.15 0.19+0.02 0.23+0.03 0.22+0.09

Tabla 17 : Niveles de sodio plasmatico a lo largo del estudio.

Na, (mEq/l) basal ler mes 3er mes 6° mes
PLOMO 137.9+6.3 138.0+ 1.7 140.7 £ 2.7 1446+ 15
CONTROL 143.0+£6.5 1402+ 1.8 1420+ 1.8 1453+21

Figura 5 : Excrecion fraccional de sodio



EFNa (%)

Dias de exposicion a plomo

Del mismo modo realizamos una determinacién de la actividad de renina plasmatica
(ARP) para descartar la existencia de un estado de hiperaldosteronismo que justificase las
alteraciones en el manejo del sodio. Encontramos una disminucién de la ARP ya a los
siete dias de tratamiento, que se mantuvo a lo largo del periodo de estudio (Figura 6); sin

llegar a valores de supresion sugerentes de un estado de hiperaldosteronismo.
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Figura 6: Actividad de la renina plasmatica.
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Estos resultados apuntan hacia la existencia de un mecanismo presor y estimulador de

la resorcion de Na distinto del eje renina-angiotensina-aldosterona.
1.3. Plumbemia.

Los valores de plomo en sangre se determinaron a los 30 dias y a los seis meses de
exposicién hallando cifras muy similares en ambos tiempos: ( en pg/dl) 30 dias 21.02 +£2.1

vs 2.01+ 0.3, 6 meses 19.01+3.3 vs 1.88 + 0.6 (plomo vs control). Estas cifras eran
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asimilables a los niveles encontrados en humanos con exposicion ambiental al plomo (ver

introduccion).

2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR.

Una vez identificado el momento en el cual la exposicion a plomo provoca
alteraciones hemodinamicas con relevancia clinica como aparicion de hipertension arterial
y alteraciones en el manejo renal del sodio, decidimos enfocar los estudios centrados en la
fisiopatologia vascular en ese mismo periodo: el primer mes de intoxicacion por plomo.
2.1. Relajacion dependiente de endotelio.

Estudiamos de la respuesta vasorelajadora inducida por dosis crecientes de
acetilcolina, un estimulador de la actividad de la sintasa endotelial de 6xido nitrico, en las
aortas procedentes de animales intoxicados durante 7, 14, 21 y 30 dias y en sus respectivos
controles.

La Ach indujo una relajacion dosis-dependiente en los segmentos adrticos de los
controles (Figura 6). La relajacion obtenida con Ach estuvo significativamente disminuida
en los segmentos adrticos de los animales tratados con plomo durante 30 dias (Figura 7).
La ECsp para los anillos vasculares controles fue de 2x10” mol/L, mientras la ECsy para
los segmentos adrticos de los animales expuestos a Pb durante 30 dias fue de 0.9x10°
mol/l (p<0.05). Ademaés, la respuesta maxima a Ach que se obtuvo en los segmentos

aorticos de los controles fue significativamente mayor que la de los anillos procedentes de
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las ratas tratadas con plomo. (Figura 7). Los periodos mas tempranos de exposicion
mostraron una alteracion de la relajacion a Ach que fue progresivamente mayor a medida
que evolucionaba la exposicién a plomo, sin que alcanzasen significacion estadistica

(Figura 8).

Figura 7: Relajacion frente a Ach tras 30 dias de exposicion a Pb
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Figura 8: Respuesta a acetilcolina a lo largo del periodo de estudio.
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Esto indica la existencia de una alteracién bien en la generacién de NO por parte

del endotelio, bien en la respuesta del musculo liso vascular al NO generado.
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2.2. Relajacion no dependiente de endotelio.

El Nitroprusiato sodico (NPS), agente vasodilatador por un mecanismo no
dependiente de endotelio, indujo una vasorrelajacion dosis-dependiente tanto en los
segmentos arteriales de las ratas tratadas con plomo como en los controles (Figura 9). La
respuesta vasodilatadora obtenida en los anillos adrticos procedentes de las ratas tratadas
durante 30 dias con plomo estaba significativamente alterada (Figura 10). La ECs para la
relajacion inducida por NPS fue mayor en los animales tratados con plomo durante 30
dias que en los controles (ECs plomo: 2x10” mol/L, control: 3x10® mol/L, p<0.05).
Ademas, la maxima relajacion obtenida con NPS fue también inferior en los anillos de los
animales tratados con plomo durante 30 dias (Figura 9).

Al igual que en el caso de la relajacion inducida por Ach, periodos inferiores de
intoxicacién mostraron ya una alteracién en la respuesta aunque sin alcanzar significacion

estadistica (Figura 10).

Figura 9: Respuesta a NPS tras 30 dias de exposicion a Pb.
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Figura 10 : Respuesta a nitroprusiato sddico.
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3. ESTUDIO DE LA ENOS.
3.1. Expresion proteica de la eNOS.

Como se puede observar en las figuras 11A y 11B, los segmentos aorticos
obtenidos de los animales tratados con plomo durante 30 dias, presentaron un incremento
de la expresion de la proteina eNOS. Periodos inferiores de exposicion no mostraron

diferencias significativas en el analisis Western blot respecto a los controles.

Figura 11A: Analisis Western blott de la expresion de la proteina eNOS.
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Figura 11B: Analisis densitométrico del Western blot eNOS. 83
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3.4. Expresion proteica de caveolinas.

Estas proteinas, integradas dentro de la estructura de la membrana celular,
modifican la superficie de la célula produciendo invaginaciones. Las enzimas y/o los
receptores de membrana que quedan incluidos dentro de la invaginacion pueden perder
actividad por disminucion de la accesibilidad al sustrato. Este es el caso de la eNOS, por lo
que decidimos determinar la expresion proteica de la caveolina-1 (cadena o) mediante
analisis Western blott. Utilizamos la expresion de B-actina como control interno al igual

que en los experimentos anteriores. Los resultados se muestran en la figura 12A 'y B.

Figura 12A: Analisis Western blott de la alfa-caveolina-1.
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Figura 12B: Andlisis densitométrico del Western blot.
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4. ESTUDIO DE LA GUANILATO CICLASA SOLUBLE VASCULAR.

4.1. Actividad de la GCs.
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Tanto la actividad basal como la estimulada por SNP estuvieron significativamente
disminuidas en las aortas de loa animales tratados con plomo durante 30 dias (Figura 13).
La incorporacion del dador de NO, NPS, provocd un incremento dosis-dependiente del
contenido de GMPc en la pared vascular de los controles (Figura 13). La curva de
acumulacion de GMPc estuvo significativamente disminuida en los animales tratados

durante 30 dias con plomo respecto a los controles (Figura 13).

Figura 13: Actividad basal y estimulada con NPS de la guanilato ciclasa soluble
vascular.
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4.2. Expresion de la guanilato ciclasa soluble en la pared vascular.

La pared vascular de las ratas tratadas con plomo durante 30 dias mostré una
reduccion marcada de ambas subunidades al- y B1- de la GCs (Figura 14). No

encontramos diferencias tras amplificar la B-actina como control interno de la PCR.
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Figura 14: Analisis de la expresion de la guanilato ciclasa soluble de la pared vascular
mediante PCR.

control  plomo
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El analisis mediante Western blot de la expresion proteica de la subunidad 1- de

la guanilato ciclasa soluble vascular confirmo los hallazgos de la PCR. La expresion de la
subunidad B1- de la GCs estaba significativamente disminuida en la pared vascular de las

ratas expuestas a plomo durante 30 dias. (Figuras 15 Ay 15 B)

Figura 15A: Analisis Western blot de la subunidad beta 1 de la GCs vascular.
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Figura 15B: Andlisis densitométrico del Western blot.
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V. DISCUSION
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1. PLOMO Y PRESION ARTERIAL.

La intoxicacion con dosis ultra bajas de plomo indujo elevacion de la presion arterial
acompariada de disminucion de la excrecion renal de sodio y acido drico, en un modelo
similar al que aparece en algunos tipos de hipertension arterial esencial asociadas a
hiperuricemia®.

El modelo de intoxicacion utilizado en este trabajo se caracterizO por provocar un
incremento en la presion arterial del animal de experimentacion que se inicia en estadios
muy precoces de exposicién sin que aparezcan alteraciones analiticas sugerentes de dafio
estructural renal. Este hecho concuerda con los datos que aparecen en la literatura respecto
a distintos modelos animales de intoxicacion por plomo y que ya hemos expuesto en la
introduccién. Curiosamente, en los modelos de intoxicacion con altas dosis de Pb (5000
ppm) no aparecen cambios en la presion arterial del animal de experimentacion pero si
aparecen las alteraciones histoldgicas tipicas a partir de los nueve meses de intoxicacion®.
Sin embargo; los modelos de intoxicacion con dosis bajas de plomo (100 ppm) provocan
aparicion de hipertension animal a partir del tercer mes de intoxicacion®.

No existian datos en la literatura respecto a la aparicion de HTA utilizando dosis “ultra-
bajas” de plomo (5 ppm) aunque este modelo es el que logra unos niveles de plumbemia
mas proximos a los que aparecen en la exposicion ambiental a este metal, y ademas se ha
comprobado que es capaz de inducir los cambios tubulares tipicos de la exposicion a este
metal, como es la aparicion de cuerpos intranucleares e inclusiones intracitoplasmicas en
el epitelio del tabulo proximal, sin que aparezcan alteraciones estructurales vasculares o

intersticiales detectables en la microscopia 6ptica®. Los datos obtenidos en este trabajo
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demuestran que este modelo de intoxicacion con dosis “ultra bajas” de plomo logra unos
niveles de plumbemia en el animal de experimentacion similares a los que aparecen en los
casos de intoxicacion subclinica por plomo en nuestro medio (entorno a 20 pg/dl)®, induce
elevacion en la presion arterial en el animal de experimentacion tras la tercera semana de
exposicion y dicha elevacion se mantiene hasta los doce meses sin alteraciones en los
niveles de creatinina sérica, aclaramiento de creatinina y proteinuria. Aunque seria
necesario disponer de métodos mas precisos para evaluar el filtrado glomerular y la
presion de perfusion renal, a la vista de los resultados expuestos creemos que este modelo
permite estudiar la evolucion de la hipertension arterial inducida por plomo en sus estadios
mas incipientes y sin que existan grandes cambios estructurales vasculares y renales que

puedan interferir con la fisiopatologia vascular.
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2. PLOMO, MANEJO RENAL DEL SODIO Y ACIDO URICO.

La intoxicaciéon con plomo indujo disminucion de la excrecion de sodio y acido Urico
en los estadios mas precoces de la misma. La ausencia de modificaciones en los
parametros mas habituales de funcidn renal (creatinina sérica y aclaramiento de creatinina,
microalbuminuria y proteinuria) a lo largo de todo el periodo de estudio, junto con el
despistaje de un estado de hiperaldosteronismo hacen pensar que la causa de estos
fendmenos estribe en una alteracion de la hemodinamica intrarenal, en la que entrarian en
funcionamiento los ajustes de la presion glomerular encaminados a mantener el filtrado
glomerular.

Es conocido que la hiperuricemia es un factor de riesgo cardiovascular
independiente®*. La explicacion de este hecho estriba en dos vertientes. Por un lado la
sintesis de acido drico a partir de la xantina produce radicales superoxido en condiciones
de hipoxia tisular ***. Los radicales superéxido actian secuestrando el NO circulante,
favoreciendo por tanto un aumento del tono vascular®®. De hecho, la inhibicién de la
xantina oxidasa se acompafia de un marcado descenso del tono microvascular y de la

presion arterial en la rata espontaneamente hipertensa **°.

Por otro lado, en los pacientes
con hipertension arterial esencial y resistencia selectiva a la insulina, se produce una
disminucion de la excrecion urinaria de acido Urico que parece estar vinculada a un
aumento de la reabsorcion tubular de sodio. El origen de esta alteracion no esta del todo
esclarecido, pero parece relacionado con el metabolismo tubular renal del acido Urico.

Como ya hemos explicado en la introduccidn, el urato filtrado se reabsorbe en el tibulo

proximal gracias a la existencia de un transportador de membrana de aniones que
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intercambia dichos aniones con la secrecion de radicales hidroxilo. La actividad de este
transportador esta influenciada por multiples factores como la presencia de otros aniones
organicos o inorganicos, que aumentan o reducen su eficacia, o el intercambiador de sodio
por hidrogeniones®. Situaciones de hipoperfusion peritubular al igual que la insulina,
promueven una disminucion del pH intracelular que estimula la actividad del transportador
Na*/H", con un aumento de la reabsorcion tubular de sodio y un aumento de la secrecion

146 De este

de hidrogeniones, lo que facilita la reabsorcion de aniones como el urato
modo, la disminucién de la excrecién de &cido Urico y la hiperuricemia resultante son al
mismo tiempo consecuencia y mecanismo de perpetuacion de aumento del tono vascular.

No se han descrito alteraciones del metabolismo hidrocarbonado en los diversos
estudios publicados sobre la intoxicacion cronica por plomo hasta la fecha, pero lo que si
es evidente es la relacion entre hipertension arterial inducida por plomo e hiperuricemia
hipouricostirica. Como describiremos mas adelante, hemos encontrado trastornos
hemodinamicos en los estadios mas precoces de la intoxicacion por plomo que podrian
explicar esta relacion, aunque no podemos descartar que exista efecto directo del plomo
sobre el sistema de transporte del acido Urico sito en el tabulo proximal, que por otro lado,
es el segmento diana de la toxicidad tubular por este metal.

En cuanto a la disminucion de la excrecion renal de sodio que hemos encontrado en
fases muy precoces de la exposicion a plomo, descartadas alteraciones en el eje renina
angiotensina aldosterona, sélo podemos especular con el origen “proximal” de dicho
fendmeno de hiperreabsorcion, que probablemente esté relacionado con las mismas

alteraciones hemodinédmicas involucradas en la disminucién de la excrecién de uratos. De

acuerdo con las teorfas de Guyton™*’, la hipertension arterial es el resultado de incapacidad
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del rifién para excretar sodio. Debido a esta alteracion, la presion arterial se eleva hasta
que la excrecion renal de sodio iguala la ingesta del mismo. EI NO juega un papel
fundamental en la regulacién de la natriuresis, de tal forma que el aumento en la ingesta de
sodio se acompafia, en situacion normal, de un significativo aumento de la produccién de
NO en la médula renal como ya hemos expuesto en apartados anteriores'*!. Es evidente la
importancia del NO en el control de la hemodinadmica glomerular y del feed back tubulo-
glomerular y consecuentemente, en el control de la excrecion renal de sodio.

Los estudios realizados hasta la fecha sobre la nefropatia por plomo se han centrado
fundamentalmente en el sistema NO vascular y en las isoformas endotelial e inducible de
NOS, sin embargo; se ha demostrado que la intoxicacion por plomo disminuye la
expresion de nNOS en el sistema nervioso central, isoforma de las NOS predominante en
la macula densa renal**. Por ello, no es aventurado sospechar que el plomo pueda
interferir la actividad del sistema NO renal induciendo cambios en la hemodinamica

glomerular y en el control de la natriuresis.
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3. DISFUNCION ENDOTELIAL Y DISFUNCION DE LA CELULA
MUSCULAR LISA.

Una vez demostrada la idoneidad del modelo e identificado el momento de aparicion de
cambios significativos en la presion arterial, se ha demostrado la existencia de una
alteracion en la vasodilatacion dependiente e independiente de endotelio en el animal de
experimentacion. Esta alteracion se asocia a una sobre expresion de la sintetasa endotelial
de dxido nitrico y a una expresion reducida de la guanilato ciclasa soluble en la pared
vascular.

La hipertension arterial inducida por plomo es el elemento de la triada que caracteriza
la nefropatia crénica por plomo que ha recibido més atencion en la literatura. Distintas
consideraciones han sido invocadas para explicar la génesis de la hipertension arterial
inducida por plomo. Durante la Gltima década, varios estudios se han centrado en la
capacidad del endotelio para generar NO en este modelo de hipertension arterial. A este
respecto; se ha demostrado la existencia de una alteracion en la sintesis de NO,
probablemente secundaria a una disminucion de la actividad de la eNOS 0 a un aumento
del catabolismo del NO inducido por radicales libres de oxigeno™*’.

En nuestros experimentos, hemos observado una alteracion de la respuesta
vasodilatadora dependiente de endotelio en las ratas expuestas a plomo. Paradojicamente,
la expresidn de la proteina eNOS, la isoforma de las NOS responsable de la vasodilatacion

endotelio-dependiente**?

, estaba incrementada en la pared vascular de las ratas expuestas a
plomo. Similares a nuestros hallazgos, se ha demostrado un sobre expresion de la proteina

eNOS en situaciones de hipoxia cronica y en ratas viejas asociada a una disminucion de la
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vasodilatacién NO-dependiente inducida por Ach''*'*. Existen datos en la literatura que
demuestran que la proteina eNOS, aunque es constitutiva en las células endoteliales, puede

ser inducida por diferentes estimulos incluyendo los estimulos mecanicos™***

. Por ello,
el aumento de las fuerzas de cizallamiento sobre la pared vascular debidas a un aumento
de la presion arterial puede inducir un aumento de la expresion del la eNOS en el
endotelio.

Por otro lado, hemos encontrado un aumento de la expresion de caveolina-1 en la pared
vascular de las ratas expuestas a plomo. Las caveolas son microdominios especializados de
la membrana plasmatica extremadamente abundantes en algunos tipos celulares como el
endotelio vascular®. Son invaginaciones vesiculares que participan en funciones como la
picnocitosis celular y el transporte de grandes moléculas. En los dltimos afios se ha
descrito como estas estructuras intervienen ademas en la modulacién de la actividad de
varios enzimas sitos en la membrana plasmatica como la eNOS™. La familia de las
caveolinas es la principal estructura proteica constituyente de las caveolas, siendo la
caveolina-1 la que se expresa con mayor abundancia en multitud de subtipos celulares™:.
Feron et al. han demostrado que la formacion de complejos caveolina-eNOS disminuye la
actividad de esta enzima. EI aumento de calcio intracelular inducido por los agonistas de la

915 " En nuestros

eNOS provocaria una rotura de este complejo activando la enzima
experimentos hemos encontrado un aumento de la expresion proteica de caveolinas
asociado a un aumento de la expresion de la proteina eNOS con una disminucion de la
respuesta vasodilatadora a Ach. Estudios in vitro previos han demostrado que una

disminucién de la actividad de la NOS inducida por el plomo™®. Coincidentes con

nuestros resultados son los publicados por Vaziri et al., quienes demuestran un incremento
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en la expresion de la eNOS en la pared vascular acompafiado de inhibicion de la actividad
de la eNOS™®. El mecanismo mediante el cual el plomo ejerce esta accién es en parte
desconocido. A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, el aumento en la
expresion vascular de caveolinas podria estar en relacion con la disminucion de la
actividad de la eNOS, mediante un incremento en la formacion de complejos caveolina-
eNOS. Sin embargo, no existen datos en la literatura que relacionen la expresion de
caveolinas en la pared vascular con la exposicion a plomo y los resultados de este trabajo
tampoco nos permite vislumbrar el mecanismo mediante el cual el plomo es capaz de
incrementar la expresion de la caveolina-1 en la pared vascular.

Independientemente de la capacidad del endotelio para generar NO, este trabajo
demuestra por primera vez una alteracion de la respuesta vasodilatadora a NO exdgeno en
las ratas intoxicadas con plomo. Este hecho se asocia con una disminucién de la expresion
de ambas subunidades o- y Bi- de la guanilato ciclasa soluble vascular, el principal
receptor del NO y responsable de la relajacion de la célula muscular lisa y por tanto de la
vasodilatacion, en la pared vascular de las ratas expuestas a plomo.

La alteracion de la relajacion vascular en respuesta a un dador exégeno de NO sugiere o
bien que la GCs no es funcionante, o bien que el GMPc generado es rapidamente
degradado. A este respecto, la reduccion en el GMPc basal y estimulado con NPS que
hemos encontrado en la pared vascular de las ratas expuestas a plomo, pudiera ser
atribuida a un aumento de la degradacion de GMPc mediada por la fosfodiesterasa. Sin
embargo, las determinaciones de GMPc se realizaron en presencia de un inhibidor

genérico de fosfodiesterasas, IBMX, descartando esta posibilidad.
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Estudios in vitro previos han demostrado que algunos metales pesados tales como zinc,
cadmio y plomo, inhiben la actividad de las guanilato ciclasas debido a interaccion con el
grupo hemo de dichos enzimas'®. Los resultados obtenidos con la administracién del
dador de NO, SNP, sugieren que no existe ningun defecto en la actividad de la GCs puesto
que los incrementos de GMPc obtenidos desde la basal hasta la méxima estimulacion
fueron similares en los animales tratados y en los controles. Sin embargo, el contenido
total de GMPc en la pared vascular en situacion basal y bajo estimulacion con NPS estaba
significativamente disminuida en los animales expuestos a plomo. Por ello, formulamos la
hipétesis sobre la posibilidad de que la intoxicacion con plomo provocara una disminucion
de la expresion de la GCs. Los niveles de ARNm de las subunidades a.;- y B1- de la GCs
estdn disminuidos en la hipertension inducida por plomo tal y como demuestran los
resultados del analisis RT-PCR. Un método cuantitativo més convencional, analisis
Western blot, confirmé el descenso de la expresion de la subunidad ;- de la GCs en la
pared vascular de las ratas tratadas. Puesto que la presencia de ambas subunidades o;- y
B1- es necesaria para que la GCs sea activa, y puesto que los niveles proteicos de la
subunidad ;- estaban disminuidos en las ratas expuestas a plomo, la existencia de una
alteracion de la respuesta no dependiente de endotelio frente a NO debida a una
disminucion en los niveles de GCs parece probada.

Este disefio experimental no nos permitio desvelar el o los mecanismos mediante los
cuales el plomo altera la expresiéon de la GCs. Estudios in vitro han demostrado que los
agentes estimuladores de AMPc ejercen una regulacién negativa sobre la expresion de la

GCs en las células musculares lisas de la pared vascular y en fibroblastos pulmonares'®.
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Por ello, nuevos experimentos sobre el papel del AMPc en la disminucion de la expresion
de la GCs tras exposicion a plomo serian necesarios para esclarecer este punto.
En el siguiente esquema (Figura 16) se refleja, a modo de resumen, los distintos efectos

del plomo sobre los sistemas de relajacion vascular.

Figura 16: Efectos de la intoxicacion por plomo en los sistemas de relajacion vascular
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Aunque los hallazgos obtenidos sobre los sistemas de relajacion dependiente e
independiente de endotelio se han basado en experimentos realizados en aorta, y es

arriesgado extrapolar estos resultados a otros territorios vasculares, parece probable que
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las alteraciones de la capacidad de relajacion vascular que aparecen en la hipertension
arterial inducida por plomo y que hemos demostrado en este trabajo, pueden estar
implicadas en las alteraciones de la hemodindmica intrarrenal que condicionan una
alteracion de la excrecion de Na' y uratos. El nexo comin a ambos fendmenos seria
probablemente el aparato yuxtaglomerular y el sistema constituido por la nNOS y la GC
sitas a este nivel. Desconocemos si los resultados obtenidos sobre la eNOS pueden ser
reproducibles en la NOS neuronal, principal isoforma de NOS localizada en el aparato
yuxtaglomerular, pero parece plausible que la disminucién de la expresion de GC
encontrada a nivel vascular pueda aparecer también a este nivel. El fallo en el sistema de
contra regulacion del feedback tubulo glomerular que ejerce el NO por una via GMPc
dependiente, podria justificar el mantenimiento andmalo de un estado de hiperrerabsorcion
de Na’. No obstante, serian necesarios nuevos experimentos centrados en la GC renal para

poder realizar de forma contundente esta afirmacion.
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VI. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Se enumeran a continuacion las conclusiones extraidas de este trabajo:

El modelo experimental de intoxicacion con dosis “ultra-bajas” de plomo emula el
modelo de intoxicacion medioambiental en humanos, clinica y bioquimicamente. Con
las limitaciones propias de un modelo experimental animal, este hecho permite extrapolar

de los hallazgos obtenidos a lo que acontece en la practica clinica habitual.

Se confirma la aparicion de elevaciones significativas de la presion arterial en fases
muy precoces de la exposicion, -primer mes-, anteriores a la aparicion de alteraciones
significativas de la funcion renal. Ademas de confirmar los resultados obtenidos por otros
modelos experimentales descritos en la literatura, este dato hace sospechar que la
intoxicacion subclinica por este metal pueda tener un impacto mucho mas relevante en la
poblacion del que se le ha atribuido clasicamente.

La aparicion de hipertension arterial se acompafa de alteraciones en el manejo renal
de sodio y eliminacion de acido urico. A pesar de que los datos obtenidos en este trabajo
no nos permiten identificar el origen “proximal” o “distal” de la disminucion de la
excrecion urinaria de sodio, estas alteraciones simulan las que acontecen en algunos
subtipos de la denominada “hipertension arterial esencial”. ;Hasta qué punto la
intoxicacion medioambiental por plomo es responsable de la aparicion de estas formas de
hipertension arterial esencial en la poblacion urbana?. Aungue parece evidente que existan

factores de susceptibilidad individual, este es un punto que queda por esclarecer.
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4.

La exposicion a plomo provoca alteracion de la relajacion dependiente de endotelio
de forma simultanea a la aparicion de elevacién significativa de la presion arterial. Esto se
acomparia de una sobre-expresion de la sintetasa endotelial de dxido nitrico a pesar de lo
cual la generacion de NO esta disminuida, lo que sugiere un déficit en la actividad de
dicho enzima. El aumento en la expresion tisular de alfa-1-caveolina inducida por la
exposicion a plomo, puede explicar la inactivacion de la eNOS vascular, dato hasta ahora

no descrito en la literatura.

La exposicion a plomo induce disminucion de la sintesis de ambas subunidades de la
guanilato ciclasa soluble en la pared vascular. Esto se traduce en una disminuciéon de la
expresion proteica de la enzima y en una disminucion de la generacion de GMPc en la
pared vascular, lo que demuestra una alteracion de la relajacion independiente de endotelio
o lo que es lo mismo, de la respuesta al NO previamente generado. Esta alteracién provoca
disminucion de la capacidad de relajacion asi como aumento del tono vascular, lo que

parece claramente relacionado con la génesis de hipertension arterial inducida por plomo.

Para finalizar, el plomo es capaz de alterar varios de los sistemas enzimaticos
implicados en la relajacion vascular lo que hace que el conocimiento de la fisiopatogenia
de la hipertension arterial inducida por este metal sea extremadamente complejo y esté
aun en parte por resolver. Este trabajo aporta algunos conocimientos novedosos en esta
materia; conocimientos que esperamos, en un futuro no muy lejano, puedan tener alguna

repercusion en la deteccion y tratamiento de esta patologia.
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