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RESUMEN

Objetivos: Determinar el comportamiento de los marcadores de estrés
oxidativo y genotoxicidad en individuos expuestos ocupacionalmente, por
tiempos prolongados, al plomo. Material y método: Fueron estudiados 57
sujetos, de ellos, 27 trabajadores con edades comprendidas entre 35 y 64 afios,
expuestos al plomo por periodos de 8 a 44 afios. El grupo control estuvo
conformado por 30 individuos, con edades comprendidas entre 36 y 65 afios,
sin exposicion ocupacional conocida a agentes quimicos o fisicos. Todos los
participantes fueron incluidos en el estudio luego de emitir su consentimiento
informado. Los marcadores de dafio oxidativo y de defensa antioxidante,
fueron medidos mediante métodos espectrofotométricos. Ademas, se deter-
min6 el dafio al ADN mediante ensayo Cometa. Resultados: En los trabaja-

dores expuestos se observd un incremento significativo en la concentracion
plasmatica de perdxidos totales. Por otra parte, mostraban una disminucion
significativa en la actividad de la glutation reductasa. Conclusiones: Los
resultados de este estudio permitiran el empleo de marcadores de efecto para
el seguimiento de los trabajadores expuestos al plomo.

Palabras clave: plomo, exposicion ocupacional, dafio oxidativo,
defensa antioxidante

ABSTRACT

Objectives: To determine the behavior of markers of oxidative
stress and genotoxicity in occupationally exposed individuals, for
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prolonged periods, to lead. Method: There were studied a total of 57
subjects, of them 27 workers aged between 35 and 64, exposed to lead
for periods of 8-44 years. The control group consisted of 30 indivi-
duals, aged between 36 and 65 years, with no occupational exposure to
chemical or physical agents. All participants were included in the
study after signing informed consent form. Markers of oxidative
damage and antioxidant defense were measured by spectrophotometric
methods. Moreover, the DNA damage was determined by Comet
assay. Results: In the exposed workers observed a significant increase
in plasma concentration of total peroxides. On the other hand, they
showed a significant decrease in the activity of glutathione reductase.
Conclusions: The results of this study will allow the use of markers
for monitoring effect of workers exposed to lead.

Keywords: lead, occupational exposure, oxidative damage, antioxi-
dant defense

INTRODUCCION

El plomo (Pb) es un metal pesado que por sus pro-
piedades fisico-quimicas presenta varias aplicaciones y
es el mas comiunmente empleado en la industria, princi-
palmente como aditivo en combustibles y en pinturas .
Su toxicidad es de interés para la salud debido a su per-
sistencia en el ambiente y a su elevado tiempo de vida
media en el organismo . El Pb se ha relacionado con
una amplia variedad de trastornos fisiologicos, bioqui-
micos y conductuales como el deterioro cognitivo, los
desordenes neuroldgicos, la hipertension, asi como la
anemia, la insuficiencia renal y la debilidad neuromus-
cular **.

La incorporacion del plomo al organismo es funda-
mentalmente mediante via respiratoria y gastrointestinal.
Se conoce que entre el 40 y el 50 % del Pb inhalado
puede ser transferido al torrente sanguineo. En la sangre,
la mayor parte de este metal se encuentra en los eritroci-
tos. Se ha demostrado que el plomo induce cambios en
la composicion de los eritrocitos, las proteinas de mem-
brana y los lipidos, e inhibe la sintesis de hemoglobina,
ocasionando anemia **.

En diversos estudios epidemioldgicos realizados en
trabajadores con alta exposicion al Pb, se han reportado
asociaciones entre la exposicion a este metal y los mar-
cadores de estrés oxidativo "*. El estrés oxidativo se ha
propuesto como el mecanismo molecular probable que
media la toxicidad de este metal °. Se considera que el
plomo induce un estado de estrés oxidativo mediante la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO),
disminuyendo los sistemas de defensa antioxidante de
las células, fundamentalmente mediante la deplecion del
glutation, compitiendo con algunos metales esenciales,
inhibiendo enzimas antioxidantes y/o aumentando la
susceptibilidad de las células a la oxidacion mediante la
alteracion de la integridad de la membrana y la compo-
sicion de 4cidos grasos de la misma '°.

En su gran mayoria, los estudios epidemioldgicos y
descriptivos realizados hasta el momento, emplean a los
marcadores de estrés oxidativo como indicadores de
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efecto, para analizar la toxicidad al Pb en poblaciones o
en trabajadores expuestos. Sin embargo, son escasos los
reportes que relacionan el dafio oxidativo, la actividad
de las enzimas antioxidantes y los dafios al material
genético, con la exposicion ocupacional prolongada al
Pb. En el presente estudio, se pretende profundizar en
los niveles de estos marcadores en un grupo de trabaja-
dores expuestos a bajos niveles de Pb, pero por largos
periodos de tiempo.

MATERIAL Y METODO

Se trata de un estudio de tipo descriptivo, con un di-
sefio transversal, llevado a cabo por el Instituto Nacional
de Salud de los Trabajadores (Insat) y el Centro Nacio-
nal de Genética Médica (CNGM) entre los afios 2009 y
2011.

La muestra estuvo conformada por 27 trabajadores
con exposicion ocupacional al Pb. Los mismos fueron
entrevistados y mediante una encuesta, se recogieron los
datos acerca del tiempo de exposiciéon ocupacional (el
que debia de ser superior a cinco afos), los antecedentes
patologicos, consumo de medicamentos y suplementos
antioxidantes, asi como los habitos toxicos como el
consumo de alcohol y el tabaquismo. Ademas, fueron
determinados los niveles de Pb en sangre como parte del
chequeo periddico que se les realiza a estos trabajadores.

La poblacion de referencia estuvo conformada por
30 individuos sanos, en los cuales se constatd que no
estuvieran expuestos ocupacionalmente al metal y a los
que se les realizaron estudios de laboratorio clinico
(pruebas de funcion hepatica, glicemia, creatinina, lipi-
dograma y pardmetros hematoldgicos) para descartar la
presencia de otras enfermedades que pudieran relacio-
narse con el estrés oxidativo (EO). Ademas, se verifico
la no utilizacion de suplementos antioxidantes y habitos
toxicos como el consumo de alcohol y el tabaquismo.

Todos los participantes fueron incluidos luego de
emitir voluntariamente su consentimiento, siguiendo los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki de 1975,
modificada en el 2013, ademas de ser revisado el proto-
colo de investigacion por los comités de ética de las
instituciones participantes.

En este estudio se utilizd6 como muestra biologica
sangre venosa sistémica. La extraccion se realizd en
ayunas, mediante puncidn venosa, en los laboratorios del
Instituto Nacional de Salud de los Trabajadores (Insat).
Se extrajeron 7 mL de sangre, los cuales se distribuye-
ron de la siguiente forma: 2 mL en un tubo heparinizado
para el ensayo Cometa y 5 mL en un tubo con EDTA
para las determinaciones de EO.

Para las determinaciones de los marcadores de EO se
utilizo el plasma, el que se obtuvo por centrifugacion
(2500 rpm durante 5 minutos) y lisados de eritrocitos,
muestras que fueron almacenadas a -20 °C hasta el mo-
mento de su procesamiento (no mas de diez dias). Para
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la determinacion del dafio basal en el ADN se utilizaron
linfocitos aislados de sangre periférica obtenidos por
centrifugacion, empleando un gradiente de Histopaque
1077.

Marcadores de dafio oxidativo

1. Determinacion de la concentracion de malonildial-
dehido. La concentracion plasmatica de malonildial-
dehido (MDA) se determind a partir del método des-
crito en el ensayo BIOXYTECH® LPO-586™
(OXIS Research, Portland, USA). Los resultados
fueron expresados en pmol/L.

2. Determinacion de la concentracion de los productos
avanzados de la oxidacion de proteinas. La determi-
nacion en plasma de los productos avanzados de la
oxidacion de proteinas (PAOP) se realizd6 mediante
la técnica espectrofotométrica descrita por Witko
Sarsat y colaboradores ''. Los resultados fueron ex-
presados en pmol/L.

3. Determinacion de la concentracion de peroxidos
totales. La determinacion de los perdxidos totales en
el plasma se realizo mediante el método FOX '*. Este
ensayo colorimétrico cuantitativo se basa en la oxi-
dacion de iones ferrosos (Fe*") a iones férricos (Fe®")
en condiciones acidicas, mediado por los perdxidos.
Los resultados fueron expresados en pmol/L.

4. Determinacion del dafio basal al ADN. La determi-
nacion del dafio al ADN se realizo mediante el ensa-
yo COMETA, el que permite detectar roturas de
simple y doble cadena en el ADN Yy sitios sensibles
al alcali, afectaciones que pueden ser generadas por
gran variedad de agentes fisicos y/o quimicos . Pa-
ra llevarlo a cabo, las células se inmovilizan en gel
de agarosa, se lisan y se someten a electroforesis en
condiciones alcalinas. Posteriormente, los nucleos
obtenidos, se tifien y se visualizan al microscopio 6p-
tico. La intensidad del dafio se cuantifico en unida-
des arbitrarias (UA).

Marcadores de defensa antioxidante

1. Actividad de la enzima Cu-Zn superdéxido dismutasa
intraeritrocitaria. La actividad intraeritrocitaria de la
enzima Cu-Zn superoxido dismutasa (SOD1) se de-
termind mediante la técnica espectrofotométrica des-
crita por Marklund S y Marklund G . Este es un
método cinético indirecto, que se basa en la capaci-
dad de esta enzima para inhibir la reaccioén de auto-
oxidacion del pirogalol. Para el calculo de la activi-
dad se tiene en cuenta que lunidad de actividad en-
zimatica (UAE) es capaz de inhibir el 50 % de la au-
toxidacion del pirogalol. Las unidades fueron expre-
sadas en % de inhibicion / minuto/ mL de enzima
(U/mL).

2. Actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria. La
determinacion de la actividad enzimatica de la cata-
lasa (CAT) se realizo mediante la técnica referida
por Aebi H "°. Este ensayo cinético directo se basa
en la medicion de la variacion de la densidad optica
que tiene lugar como resultado de la descomposicion
del perdxido de hidrogeno (H,O,). Las unidades de
actividad enzimatica fueron expresadas en mmoles
de H,0, transformados /minuto/mL de enzima
(U/mL).

3. Actividad de la enzima glutation peroxidasa celular.
La determinacion de la actividad enzimatica intraeri-
trocitaria de la Glutation Peroxidasa celular (c-GPx)
se realizo mediante la técnica referida por Paglia DE
y Valentine WN '®. Las unidades de actividad enzi-
matica fueron expresadas en mU/ml.

4. Actividad enzimatica de glutation reductasa. La
determinacion de la actividad enzimatica intraeritro-
citaria de la glutation reductasa (GR) se realizé me-
diante la técnica referida por Carlberg I y Mannervik
B 7. Este ensayo se basa en la oxidacion de NADPH
a NADP', catalizada por la enzima presente en la
muestra, definiéndose como 1 UAE la cantidad de
enzima que es capaz de catalizar la reduccion de un
pmol de GSSG por minuto a pH 7,2 y 25 °C. Las
unidades de actividad enzimatica fueron expresadas
en mU/mL.

5. Determinacion de la concentracion de tioles libres.
La determinacion de las concentraciones plasmaticas
de tioles proteicos referidos como glutation reducido
(GSH) se realizd mediante la técnica referida por
Sedlak J y Lidsay RH '*. El GSH presente en la
muestra desproteinizada reacciona con el reactivo de
Ellman (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB) para
rendir un compuesto coloreado que absorbe la luz a
412 nm. Los resultados fueron expresados en
umol/L.

6. Determinacion de la capacidad antioxidante total. La
capacidad antioxidante total en el plasma fue deter-
minada mediante el ensayo FRAP ' Este ensayo
permite determinar la habilidad del plasma para re-
ducir a los iones férricos a ferrosos, representando el
poder antioxidante. Los resultados fueron expresados
en equivalentes de mM de Fe*'/L.

Andlisis estadistico

En este estudio se determinaron los estadigrafos des-
criptivos de tendencia central para los marcadores de EO
y genotoxicidad. Se compararon las medias aritméticas
de cada una de las variables de respuesta para ambos
grupos (expuestos y no expuestos), mediante la prueba
U de Mann-Whitney para muestras independientes.
Como criterio de significacion estadistica se tomo
p<0,05. Para el analisis estadistico nos servimos del
programa SPSS version 13.0 para Windows.
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RESULTADOS

El grupo de trabajadores estuvo conformado por 14 soldado-
res, 2 pintores, 2 laboratoristas, 3 mecanicos, 4 operarios y 2
individuos que realizaban otros trabajos, para un total de 27,
con una edad promedio de 46 afios (rango: 35-64 afios). Los
mismos tenian como promedio 21 afios de exposicion al Pb

(rango: 8-44 afios de exposicion) y niveles del metal en sangre
de 19,7 pg/dL (rango: 5-52,7 pg/dL).

El grupo control estuvo conformado por 30 individuos, con
una edad promedio de 47 afios (rango: 36-65 afios).

Como se observa en la tabla 1, la concentracion de peroxidos
totales estaba incrementada en los trabajadores expuestos con
respecto a los controles. Sin embargo, no se observaron dife-
rencias significativas entre los grupos para el resto de los mar-
cadores de dafio oxidativo.

Tabla 1
Marcadores de dafio oxidativo en los trabajadores expuestos y controles
Marcadores Trabajadores expuestos ~ Controles
(n=27) (n=22)

MDA (pmol/L) 0,75+ 0,35 0,64 + 0,27
PAOP (umol /L) 44,17 +27,95 40,63 + 47,56
Perdxidos totales (umol /L) 10,08 £ 19,27% 2,88 +£5,50
Daio al ADN (UA) 35,38 £ 26,68 32,26 £18,31

? Diferencia entre trabajadores expuestos y controles (p<0,05)
Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar

Como se puede apreciar en la tabla 2, la actividad de la
enzima antioxidante glutation reductasa se encuentra
disminuida en comparacion con la de los sujetos no
expuestos. En cambio, no se observan diferencias signi-

enzimas SOD1, CAT y GPx entre los grupos. Lo mismo
sucede con la concentracion de grupos tioles, referidos
como glutation reducido y con la capacidad antioxidante
total a nivel plasmatico.

ficativas entre las actividades intraeritrocitarias de las

Tabla 2
Marcadores de defensa antioxidante en los trabajadores expuestos y controles

Marcadores Trabajadores expuestos Controles
(n=27) (n=22)

SODI1 (U/mL) 163,81 £29,48 166,34 + 19,57
CAT (U/mL) 71,02 £ 27,07 70,44 + 33,61
GPx (mU/mL) 213,52 + 148,68 252,06 + 125,54
GR (mU/mL) 3,02 +6,16 4,08 + 3,44
Concentracion de grupos tioles (umol /L) 29,22 + 37,39 19,79 + 17,52
Capacidad antioxidante total (mM Fe”"/L) 0,22+0,11 0,24 + 0,08

& Diferencia entre trabajadores expuestos y controles (p<0,05)
Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar

Cuando se analiz6 cuéles de estos marcadores de
efecto podrian ser factores de riesgo debido a la exposi-
cion prolongada al Pb, se encontrd que los trabajadores
expuestos mostraban un riesgo incrementado en 3.4
veces de presentar valores elevados de MDA, producto
final de la peroxidacion lipidica (IC 95 %: 1,2-9,7) y de
presentar 4,5 veces mas reducida la capacidad antioxi-
dante del plasma (IC 95 %: 1,2—-16,5) que los individuos
no expuestos, notando que, de eliminarse la exposicion
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al Pb, los niveles de MDA se reducirian en el 28 % en
los trabajadores muestreados, asi como que se normali-
zaria la capacidad antioxidante en el 23 % de estos indi-
viduos expuestos.

DISCUSION

El Pb es un cation divalente con capacidad de unirse
a grupos sulfhidrilos (-SH) presentes en proteinas, modi-
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ficando de esta manera la funcidén de ciertas enzimas y
proteinas estructurales. Al respecto, se ha descrito que el
Pb presente dentro de los eritrocitos interfiere en la
sintesis del grupo hemo al alterar la actividad de algunas
de las enzimas involucradas en este proceso >'°.

El dafio celular inducido por el Pb se propone que
ocurre mediante dos mecanismos independientes. El
primero involucra la formacion directa de especies reac-
tivas del oxigeno (ERO), incluyendo el oxigeno singlete,
el peréxido de hidrogeno e hidroperdxidos, y el segundo
mecanismo ocurre via deplecion de los antioxidantes
celulares "*°. Se ha demostrado que existe una interrela-
cioén entre estos dos mecanismos debido a que el incre-
mento de las ERO conlleva simultaneamente a la deple-
cion de antioxidantes '**'.

Diversos estudios han comprobado que los efectos
del Pb en el organismo estan determinados por la con-
centracion en sangre de dicho metal, en relacion directa
con el tiempo de exposicion al mismo. También se co-
noce que todos los individuos no reaccionan de la mis-
ma manera ante una misma dosis de este metal ni pre-
sentan la misma capacidad de mantener el estado redox
adecuado en el organismo >,

Los resultados obtenidos en este estudio indican que
concentraciones promedio de metal de 19,7 pug/dL pro-
vocan un aumento significativo en las concentraciones
de perdxidos totales a nivel plasmatico, resultados que
estan en correspondencia con los del estudio realizado
por Kasperczyk et al. en 2004 .

La participacion de los radicales libres en el meca-
nismo de toxicidad del Pb puede ocurrir a diferentes
niveles: 1) inhibicion de la enzima 4acido 6-
aminolevulinico deshidrogenasa (3-ALAD) mediada por
el Pb, dada por la acumulacion de su sustrato 3-ALA, el
cual se oxida rapidamente generandose iones superoxido
(Oy), radicales hidroxilo (OH") y perdxido de hidrogeno
(H,0,); 2) el Pb en si presenta la capacidad de estimular
la peroxidacién lipidica mediada por iones ferrosos '*2*.

Por otra parte, el proceso de oxidacion simultanea de
d-ALA y oxihemoglobina promueve la generacion de
ERO dando lugar a la formacion de metahemoglobina,
radical 5-ALA y H,0, ' De esta manera, niveles eleva-
dos de 3-ALA producen peroxidacion lipidica e inducen
cambios en la permeabilidad mitocondrial mediante
procesos mediados por calcio, ademas de otros efectos
como el de promover la liberacion del hierro presente en
las moléculas de ferritina.

Numerosas enzimas han sido empleadas para evaluar
el dafio oxidativo inducido por el Pb, como son las acti-
vidades de la glutation peroxidasa (GPx), superdxido
dismutasa (SOD1), catalasa (CAT) y glutation reductasa
(GR) ». En este estudio no se obtuvieron cambios signi-
ficativos en las actividades de la SOD1, CAT y GPx,
mientras que se observa una disminucion significativa
de la actividad de la glutation reductasa (GR), lo que se
corresponde con una investigacion realizada por Gargon

et al. °, donde se obtuvo una correlacidon negativa entre
la concentracion de Pb en sangre y las actividades de las
enzimas antioxidantes en individuos expuestos ocupa-
cionalmente.

La glutation reductasa es una enzima que participa
en el ciclo redox del glutation, catalizando la reaccion
que lo lleva a su estado reducido. La GR posee un grupo
disulfuro en su sitio activo, al cual se ha propuesto que
se une el Pb, lo que resulta en la inhibicion de la activi-
dad de esta enzima. La inhibicion de la GR conlleva a
una disminucion en la razéon GSH/GSSG, lo cual au-
menta la susceptibilidad al dafio oxidativo *’.

En estudios realizados en animales expuestos al Pb,
se ha demostrado que si se les suministra zinc, estos
presentan actividades normales de SOD, ALAD vy otras
enzimas antioxidantes. Se ha propuesto a su vez que el
zinc actia como antioxidante y posiblemente como un
agente quelante en la toxicidad del Pb **%°. Esto podria
explicar en parte que no haya variacion en las activida-
des de las enzimas antioxidantes.

Los valores de concentracion de Pb en sangre que
presentaban los trabajadores expuestos analizados en
este estudio son relativamente bajos, en comparacion
con los niveles de Pb en sangre reportados en la literatu-
ra referidos a la exposicion ocupacional (40-80 pg/dL),
lo que podria explicar la poca variacion entre los marca-
dores de dafio oxidativo y de defensa antioxidante ob-
servado, con respecto a los controles. Sin embargo, los
marcadores que fueron significativamente diferentes en
los trabajadores expuestos y los que presentan relacion
directa con la exposicion, pueden emplearse como mar-
cadores directos de efecto en los trabajadores, lo que
permitiria realizar el seguimiento de los mismos, con el
fin de mantener el control bioldgico, cuando las altera-
ciones organicas puedan ser todavia reversibles, y de
esta forma perfeccionar el seguimiento médico periodi-
co que se realiza a estos trabajadores.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en investiga-
ciones futuras, se debe profundizar en el estudio de los
marcadores que constituyeron factores de riesgo debido
a la exposicion prolongada al plomo.
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