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INTRODUCCION

La intoxicacidn por plomo ocupa el primer lugar en Wﬂ~1r0 2N
1o gque respecta a 1os problemas Jde intoxicacidn laboral {11. Este
Problema se  prasanta principalmente entre los  trabajadores de
fabricas do acumidladores, dbhricas de pinturas, fabricas 3= balas ¥
inza de barrs  vidriada

municiones ¥y en  artesanos gue laboran la

(2,3,47.

El plomo 25 capaz de causar dalos al ser bumano vzl medio

ente, ya gque par la diversidad de sus aplicacicnes, =35 s

mb i

m
.

2IPErarse gue s oncusnire coms contaminants tantu en las araas
ryrales ¥ uyrbanas. Las concentraciones asmaticas relativaments
pequafias  dz]l metal en forma idnica pusdsn produciv wun envensnamiento
o intoxicacidn por plome, conscida como SAfURNISHU 2 PLUFEISMO. E1
st

ploms s2 encuentra distribuldo anpliaments en la corteza terresivae vy

idad en los esiratos profundos, donde s=  encuentran

N mayor
mantos fredticos, Jdebido a 1o cwal 21 metal es cap*ad- por la ralz de
las plantas vy las sspecies animales lo incorporan al  ingsrir las

plantas; 1o ques e2xplica la sressncia de plomo en los  sares  wvivos,
animales o vegstales; sin embargo, nlngung funcidn bioldgica ha sido

ligada al plomo (57,

£l dalo bioguimico por ploms 2n la biosintesis d=l Heme es

estuwdins de intoxicacidbn plémbicra. Los

ot
Ln
[H]

al campo mas sxplorads s=n

efectos iphibitorios 32 presentan a varios niveles ¥ o0

manifestaciones muy diversas a corto o largo plazo, poro de mansra



ganeral se pueds decir gue provocan una Jdeficiente hemoglobinizacidn,
constitucidn, vida media y produccidn de sritrocitos; otros estuwdios
neurnldgicos, fisioldgicns ¥y  gendticos entre obtpons, confirman 1o

anteriormente mencionado.

A nivel enzimatico, aguellas enzimas guwe intervienen en la
biosintesis del grups Heme, con la consscusntes acumulacidn Jde los
substratos oarrespondisntes, es donds se observa una d= las
manifestaciones mas temprana de la intoxicacidn par 2l plomd ¥y
aparacen cuands todavia no hay sintomas. En la actualidad se realiza

teragia qua se

w

2l diagndstico vy la evaluacidn de los efectos de 1
mansjz, asl como 21 sstablecimisnto de la curacidn quimica de  los
pacisntes con cualquisr tipo de intoxicacidn por plomo, mediante los

nzimaticos (612,
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ANTECEDENTES

El plomo es wna metal qus ya era conocido desde los  inicios
de la civilizacidn =uroasiitica del siglo W a.L. Los Egipcinsg 1o
recibian como tributo de Mesopotamia y 1o wusaban para elaborar
algunos utensiliong de cocing vy cosméticos.  Durante 21 Imperin Romano
2l ploms  adguirie  un papsl awy importants en la tecnologla vy fue

utilizado en el recubrimisnto de acusductos, en la fabricacidn ds

ui
1
m

tuberlas para las redes de agua, an la elata acidn de ulensilio
cocina vy de raecipientes gpara vimes. Es muy probable que estos usos
contaminaran en  forma considerabls los alimentos v 2] agua. A la
calda ool Imperic Romano sn =l siglo V., 21 wso del gloms disminuyd
durante cerca de £0D afics.  Despugs =2n =1 siglo Al =mpezd & sar

traido nusvamente de las minas Alsmanas, para s=r uwsado =n la

a3 adicidn de sste. En =21 sigls

preservacidn del vinoe por medis des

XVIII Baker elabord uwna lista de padecimientos eatoldgicos de

caracter sndemico debido al slomd (71 Mc rd hablaba de wna alta
frecusncia de  cdlicos saturninicos en la América Colonial Jdebido =

gue la destilacidn del ron 52 hacla =2n 2guipos gus contendan gplomo v
1 uwsa de utensilics de barro mal vidriado qus contenian  gran
cantidad de litargirio (mondxido ds slomo, PbO).Con la aparicisn de
los motores de combustidn interna a partiv de fines del siglo XIX, s=

adiciona otro agente 2n el rroblema de la contaminacidn por plomo, ya

gue  su uso com antidetonanta en las gasolinas incrementd de forma

importants =21 riesgs de contaminacidn general (27,

Actualmente 21 plomo s wtiliza 2n la manufactura de diversos

[0x]



productos;  siends la fabricaridn de acumuladores eléciricos la mas
importanta  an términos de cantidad de plomo empleado en ellos (51.
Tambidén se wtilizan en la composicidn de  productos  tales como
gasolina, cerdmica, cristal, colorantes, pinturas vy soldaduras, entre
otros.  Todos los  compusstos previamente enlistados son toxicos en
diverse grado tants =n animalas como 2n vegetales.  Aproximadamente
45%  de la produccidn total de plomo =25 wubilizsdas en la industria de
acumiladores, =1 16% =n la produccidn de compusstos organicos 2n

tetrastilo v fstrametilo de plomd, gue se adiciona a

ot

particular =n e

las gasclinas como antidetcnantes) v 21 45% restante tiene méltiples
aplicaciones: en el usn de soldadura, =n la slaboracidn de cables,

municiones, pigmentss, tipos de isprenta, liminas ds revestiai=znto,

de bBlindaje vy esmaltes sspeciales (2.

ASPECTOS TOXRICCLOGICOS. La intoxicacidn cor plomo es wuna de

las enfermedades ds  cardcisr ocupacional mds  antiglias  segdn  Ios
antecedentes histbricos lo cual Jdid origen a la llamadas enfermedades

profesionales. A traves de lsos afins se han usado mébtodos diversos para
detectar la presencia de ploms en 21 organismo.  Hasta =1 afio d= 192
2] matodos principal que 3= utilizaba consistia en  wuna pesguisa
clinica gus s2 efectuaba cada mes v qus inclula la deteccidn temprana
de sintomas de intoxicacidn por plomd. A partiv de ese afin, en 1937
Klima y Seyfried consideraban de gran valor sn el diagndstico del
saturnismo la aparicidn de cierbto ndmero de sritrocitos que
prasaentaban  un punteads basdfilo ¢ fendmeno que se observa cuando ss
tifen los frotis sanguineos con wn colorants a base de azul de

metileno) (33, El  recuento del punteado baséfilo s=  apoyaba  con

determinacionss de hamoglobina., Esia era practicaments el dnico



analisis de lsboratorio en el que confiaban la wmayoria da los
mddicns, awungue dicho signs no era exclusive del saturnismo. A pesar
de =1la, astas medidas de control en ios trabajadores expuestos  al
plomo parsistieron hasta 1962, afo en gue se iniciaran regulavmente
las detarminaciones ds plomo en la orins (18). En la actualidad, s=2
dispone de prusbas analiticas cuantitativas muy Rrecisas rFara la
determinacidn Jde glomo tants &n l1a sangre Coms 2n

cuantificaciones junto con los métodos de medicidn de algunos efecios

hacen wads firmes las bases para diagnosticar wna  intoxicacidn por

ploms, aungue los wmds preferidos  son asuelles que wiilizan la

Otro mdiods que ora ubilizads para este efecto era el da

axtraccitn con Ditizona parza la determinacidn de plomd, ya ssa por
colorimstiria 0 estimacidn indirecta por titulacidn: 23 un

[

procedimiento que ha tenido aceptaciom en 2] pasado v gus adin Sigus

e

en wso  debido a  suw efectividad., Este métodos esta basado en la

formacidn de un complejs plomo-ditizona aue toma wun color rojo, =21

cual. s soluble an cloroforms o ftetraclorurs d2 carbono. S han
alaborads UM ra50s procadinientns especlficos  basados en la

determinacidn sspactrofotomeirica del ditizanato de plomos, para o
cwal se wsa relativamente grandes cantidades de reactives para
detarminar cantidades de plomo del ordan de miceogramos, si bien el
problema  de contéminaciﬁn por plomy en los reactivos  estAd presents
siempra. A pssar de qus se Jdice de gue  resultaban precisos;  son

odns  muy tardados vy tediosos, pero con 2lla g2 did inicin a  las

:
,.1.

daterminaciones por madin de analisis colorimétrico (100
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La daterminacidn de la intoxicacidn por plome en las

personas se puede sstablecer mediante =21 examen clinico de  pacientes
y for medin de pruesbas de laboratorio. En =1 primer caso, 1os

sintomas gque pressnta a2l paciente son semejantes a los de una persona
£OoN  anemia  aguds, mareons, astenia, ad1nam1a, anorexia, dolov
abdoninal y estrefimisnts (12}, Las manifestacionses sxtarnas de 211as

disntes
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son  ohscurecimiento g2 la encia a
{reborde gingivodentariond llamado Signg de Burton (23, Todo esto

products de la forma particular de la intoxicacidn por plomo, =1 cusl

2

inicizdmente llega 3 la sangre, se fija =n =21 eritrocito y  se
distribuye en todos los Srganos del cusres,  fijandose 2n los hussos
largos en los adulitos, eelo y dientes, disminuvends la produccisn d2
hemoglobina vy ocasionando  con este 2fecto la acumulacidn de los
metabolitos precursores de la sintesis del Hems. En adolescantes vy
niflos, la fijacidn del plomo 25 menor vy aumenta la posibilidad del

movimisnto de ési2 metal a cersbro y a otros tejidos nerviosos (13-

a7,
£En  los  laboaratorios de toxicolooia zse ha establacidc un
Cjugas de detarminacionss para =21 diagndsiico rsal de intoxicacisn por

plomz:  FPlomo en Sangre (Fb-S53, Acido delta-aminolevulinico en Orina
(ALA-UY  Protoporfivina Eritrocitica IX,  Porfobilindgeno y en algunos
estwdios se racomienda gue solo las determinaciones de ALA-U y =21 Fb-
S sean las definitivas para ponsr de manifiesto dicha  intoxicacidn

{18, El diagndstico de la intoxicacidn pldmbica mediante prusbas de

m

laboratorio, puade hacerss a fravés de dos formas: Una DIRECTA: gque
determina  la concentracisn de plome en liguidos y secrercinnes tales

Coma} Sangr2 Y o2rina gen2ralmente por 2l mdtods de espectrofotometria

[y}



d2  Absorcion Atdmica v las INDIRECTAZ! mediante la determinacidn de
1os principales matabolitos ques se acumwlan al bloguearse la sintesis
de la hemoglobina por la aceidn Jdel plomo en  sangre, siendo 1os
principales metabolitos gue se acumulan Protoporfiring Eritrocitica
1%, Forfobilinogano vy ALA-U (21,22}, En los procesos productivos de

numerssas  industrias como la de la fabricacidn d2 acumuladores,  los

res s= opncuentran expuestos z compuestios inorganicos de este

trabajzd

by
u

metal, predominar y palvos, de man=2ra

qu=z la principal sl organisms 25 Dor

YI& RESPIRATORI particulas de plomo
suspendidas en 21 aire. Dtro medio de ingreso adicional de ploms as

For la VIA GASTROINTESTINAL  ocurre en los trabajadores con hadbitos

higignicons deficientes y gue acostunbran fumar 2 ingerir alimenios en
las 4reazs de produccidn. En =l caso de los  compuestos orgdnicos

devivados  del ploms (tetrastilo y otros devivados alquilicosy, la

absaorcidn par VIA CUTANEA pueds ser significativa (23, A partir d2 su
difusidn al .sistema capilar y d s distribucidn  sanouinsz los

cationaes divalentes de glomo s2 unsn en sy maryor parte a2 moléculas

quaz  interviensn en digtintos ciclo matabblicos, produciendn asi
principalmente la alteracidn de la biosintesis dzl heme gus conducs a

1a Jdisminucidn en la sintesis de hemoglabina, clioocromas, catalasas y
sarnxidasas, entre otras; ademads de qus una fraccidn minims establece

anlace fon las proteinas del eplasma ¥y ia difusidn de ionss de plomo

scular permite su acceso  al  interior de  las

celulas. El plomd se2 almacena principalments en =l tejida dsas donds
se fija temporalmente an forma J2 compusstos b‘:lbglram»nte inartes vy
2N proporciones  raducidas se deeosita =n olvos drganos o tejidos
blandos comd 12 son riffon, higado y en forma secundaria =n =21 Sistema

Mepviosa Cenira l donde se acumula an la substancia gris, =n



particular =n lns ganglics basales, acumulandose tambisn en grandes
cantidades en =1 sistema muscular (7: El metal es almacenado a  large

plazo en el palo, los huesos v los dientes en donde tiene un ciclo de

ranovacidn  de  aproximadamente 18 aflos (7,331 Asi mismo, las

principales vias de =liminacidn del plomo contenido en 21 organised

son las heces vy la orina (2. Los sfecions bixicos del plomo se
derivan  fundamentslments de su propliedad de interferir sn diversas

duracidn de la exposicidn. La intoxicacisn eldmbica AGUDA se presanta

por  ingestidn de una dosis dnica sxcesivameniz grande de sales de
plomo. La  intoxicacisn plémbica CRONICA ocurre por  la exposicidn

repetida a dosis bajas de  compusstos  inorgdnicos e plomnn,

cgeneralments  durante  tiempo  prolongado (2323 En el adulto la

..'.

intoxicacibdn crdnica se observa principalments =n Jadores

expuzstns a  plomc vy humos de compusstos inorgdnicos de plomo,  en
particular en los gue trabajan on areas de produccidn de acumuladores
automdirices, fundicidn y refinado para la obtencion de  Sxidos de

icidn crdnica a compuestos inorgdnicos de plono
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ncasiona  un incramento paulating da la concentracidn del metal en ol
organismn, Jde  acusrds a la dosis tal  incremento origina efectos
adversos en mdltiples mecanismos biolbdgicns, los cuales por  sar
indeseablas, se denominan efectos toxicos independizntemente de  su
extenzidn o gravedad. En consecuencia algunos autores consideran que
ica puads ser metabdlica o clinica, s=an

biogulmicas exclusivamenta o existan

nicas (233, Obtro aspecto velacionade con




los  conceptos ant=sricores y que ha causads polawmica internacional es
2l refarepnte a la intoxicaciodon pi&mbica SUBCLINICA, misma ques 352
define como la causa de morbilidad y/io mortalidsd por exposicidn &l
plomo sin aparicidn Jde 1los signwos vy sintomas tilpicos de la
intowicacidn plﬂmbicé‘clinica, ya qus la exposicidn amdiental a bajas
concentraciones dJde plomo se  ascciz con obras  enfermedades, =20
particular con alteracionses e&n 2] desarrollc psicomotor de 12
poblacidn  infantil €233, En &l caso de la  intoxicacidn pldmbica

impoarizantes ocurven en
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crdnica del ad

s drganos  hematopoysiicss durants la sintesis sangulnes vy osn el

siztemas nervioss periférico. 52 sabe Sue el ploma, por wnidn guinica
covalente actde  como inhibidor irvvevarsible de numsrcsas encises,

T,

21 o produce

pzi=nts no Sse ha

El ploms inhibe princiecalments dos enzimas de la ita
bBinsintetica d=l grupo Hems . ACIDG  DELTA-
AMINGLEVULINICS (ALA-D). La sintesis del dcido deliz—aminclevulinico
{ALAY en Porfocbilindgsns quz s vae Interferidas por la inhibiﬁibn e
la deshidratasa del ALA. o HEMOZINTETAZA. Ls

incorparacidn gl hisrrn a la Frotoporfirina 1Y, dAsbidn a la
inhibicidn de la fervosuelaiasa. La inhibicidn de 1z primsra,  tras
oD cansecuentia la ac § ubstrat vcicds  delta-

aminclevulinicn (RLAL,

~

postericorments en su via de ex isn g La
inhibicidn = la secundz snzima  tras como consecusncia 1a

O



incorparacisn d= wn Atomo de zinc en la Protoporfirina en lugar de
un Adtomo de hievro produciends la acumulacidn de Protoporfirina-zinc

(PPZY en 2l eritrocito (247

ENZTHAS

Las cdlulas pusdsen actuar coms maguinarias quimicas por que

possen ENZIMAS, que son catalizadores capaces de aumentar mucho  la

catalizadas enzimditicaments v tienen lugar con wum rendimiento  del

13aY . Debido &  gus las enzimas pusdsn  acslerar una  sola
transformacidn de una moldcula delerminads, sin inducir ninguna oira

ss5ible reaccidn, los seres wviveos pusden llevar a2 cabo de modo

simultdnes, muchas rezcciones individuales difersntes. Las molaculas
2nzimaticas s  combinan. oon sus  substratos duraniz el ciclo
catalitico, de tal pods gues 2] centyo activo d2 la moldcula do la
enzima 52 adaptara al substrato con una complementaridad sstiructural

casl perfscta,  esto es debido a la especificidad de muches de los

de otras, sing qus, por 2] contrario estan relacionadas entre 51y
constituyen muchas sscusncias Jdiferentes de reacrciocnes consacutivas

-

que . pogesn  Intermediarios comunes, de mods gue 21 products de la

primera  reaccidn s convierte an 21 substrato o reactante de  la

e~
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las reacciones secusnciales hacan posible la transferencia de ensrgla

Juimica sntre dos reacoionss an condiciones do presidn y tespersiurs
constantes, realizandose solapents en presenciz de wn intermediario
comén.  Por  obra parte la conexidn entre las reacciones cons2coubivas

capacidad para awto-zjustarss. Lz acumulacidn de un products final
dal  metabolismo pusde inhibirv la stapa determinante de la velocidad
en 1z serusncia de reacciones mediante las cuales 52 formd, tipo de
control conocido como Inhibicidn "Feed-Back. Las cdlulas son capaces

dz ragular sus reacciones metabblicas vy las biosintesis de  sus
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enzinss  para obtemnsr el miximo de aficisncia
=nZimas se clasifican basdndose en la reaccidn gue catalizan. Alounas
ensimas  son protein;s simples, otras son protelnas conjugadss v
contisnen orupos prostdticos constituidos por ionss metilicos,  por
cosnzimas (moldculas organicas ) o por ambos.  Las Coencimas ¥y grupos

prostéticos actuin como branseortadores  intermediarios de  grupos

It}

funcionales especificos, de dtomos o d2 elecironses. En las reaccionss
catalizadas eor enzimas, uwn  incremento de la  concentracidm  dsl
substrato aumenta la velocidad de las reacciones hasta que s2 alcanza

un punto =2n gue dicha velocidad se harce 1ndﬁpnnjzu:fe da  Ia
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concentracisn del substr
la reaccidn es congcida como de orden CERG con respacto al substrato.
Fara cada enzZima hay una concenbracidn de  substrate Km, de  la
cﬁnstante de Michaslis-Mentan? caracteristica a la gue s valocidad

de peaccidtn es la mitad de 1 vizlocidad mdxima. La relacidn

W
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ctuantitativa entra velocidad inicial de a rpreacclidn ¥ la

concantraciom del substrato (Kmd v la velocidad mdxima d2 una  enzima

.

vienzn dadas por la uacidn Jde Michaslis-Manten, basandose en la

l'[|

suposicidn de gue s orma un  complejs enzima-substrato  due 83

g

raversibls, como etapa esancial de la catilisis. Las enzimas fisnen
un  pH dptimo v un intervalo de tempsratura 2n el gue son estables v

activas. Lag reacciones rcataliradas por las enzimas son de 18 a la &
a 16 53 la 28 vecss mas rapidas que las correspondientss reaccionss no

catalizadas por éstas. Una parte principal del incremsntos de la

2n  cuanto a la orisntacisn vy la proximidsd al gruesc  catzlltico, de
modn  gue s=  alcance con facilidad =21 estads de Transicisn  (del

ormar 2] Producto (Fir. El
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complejn Enzima— 7
aumsnto ds velocidéd 25 pasible tambidn mediants lé catalisis  acido-
bas=e promovida por los  grupos dadores o aceptores  de protones
sitwados en 21 centro activo, La velocidad sxperimsnta tambidn uwn
incrementn debidn a los cambios de conformacisn  que ‘se roducen

cuando se combinan la enzima vy el substrato. Algunas enZimas  esian

-+

binldgicaments adapiadas para dessmpefar wna funcidn cataliiica
adenas de wuna reguladora,  ya gue poseen mblitirles subunidades, rcada

una sspecifica ya sea wna u obra actividad anteriopente mencionadas,

estas snzimas son llamadas Alostéricas, las cuales catalizan la
primera  reacoldén de wna secusncia mulbisnzimatica vy con frecusncia

son Inhibidas por 21 products final de la secusncia gue 52 une 3  un

—
n
w

centro  regulador egpecifico o alastérico de la moldcula  enzimat

III

Alounas enzimas aparecen =n formas méltiplas  llamadas  Isoenzimas
dentro de wna especis determinada o tipo de célula.  Contisnen
difersntes proporcionses de dos o mas tipos de cadenas polipsptidicas

1o que determinag qua las formas isoenzimicas Jdifisran =n Km oo Unds

12



INHIEIDORES ENZIMATICOS: Los inbibidores COMPETITIVGS de
resccionan ereversiblements con la enzima

rato para formar un comeledo enzima-—

invertivras por  incremsnts ds iz

Ios  inhibidorss ACOMFETITIVOS no
reaccionan  con la enzima libre parc se combinan reversiblemsnte  con
2l oompleis enzima-substrato, impidiendos la formacidn ds los
productos. Los inhibidores NG COMPETITIVOS reaccionan pevarsiblsmente
tanto con la anzima libre como con el complsio enzis
inhibidores reversibles producen unag modificacidn guimica sermanents
de  algdm grupo funcional ssencial en la molécula de ia enzima. Los

aspecbss cingticos s2 wtilizan para distinguir entre  los  diversos

tipzs de  inhibicidn reversible de las enzimas Err laz reaccionss
bisubstrato de desplazamiento simple AL AZAR, la enzima  forma wn
complejo ternario con ambos substratos, los cuales pueden adicionarss
an  cualduisr orden. En las  reaciones d2 desplazamisnto  simele

ORDENADAT existe wna secuenciaz obligatoria en la  adicidn de  los
substratons para  formar 21 complejo ternario. En las rsacionss ds

doble desglaramisnts o ping—-gong, un substraio reaciona con l1a snzima

¥ Su Corres spondisnts producto se al
otrs  substrato Los  estudios =2n normalnents

que la snzima estd sziurada con sl

existencia de complejos enzima—substratos y d n jos coval es,

s& ha deducido de =studios cindti y

de mediciones sspectrofotomdtricas. La topografia del centro active

de las enzimas es5 estudiada mediante la- determinacidin ds  la

especificidad de substratos, utilizamdo eactivos quimicos

—
L]



spacificos c de modificar covalentemente los grupos

o
m
'}

paca

funcionalss esenciales para la catdlisis, por marcaje de afinidad v

mzdiante anilisis por rayos £ de los compl cristalizados  engima—

n
[
[}
m

substirats o enzima—-inhibidor. Los grupos R de la S=rini, la

Histidina, la Lisina vy la Cisteina, presentss an las protelnas

m
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enzimditicas intarvienen frecusntemant

iLa Adoido delta—aminolavulinico deshidrastasa

{Forfobllindgsnn Sintetasa, irlaa ficada coms EC.4.2.1 .24 cataliza

la conversidn del Acids delia-aminolevulinico hacia Porfabilindgsno,
.

g 25 un precursor monoeirrclico 2n la sin@esis dJ=l Heme, Clorofilas

y Corrinas (Battersby ¥ Mc Donzld, 1975; Akhtar vy Jordan, 19723, La
enZima primsrs fue alglada y purificada de Higado de Bovino  por
Gibson y Col. =n 1955, desde sntonces hasta la actualidad ha sideo

xnvﬂaf gads para su caracterizacidn, desds un amplic enfogue (26,271,

PURIFICACIGN DE AL4-D DE ERITRGCITOS HUMANGCS

Philip N. Gibbs =n 1985 dezarrolld wuna  fecnica =
laboratoris para la purificacidn de ALA-D, basandose en estudios
anteriores de Sherin 1372, Tomokuni 1375, enitre oiros, aventajandolos

en que mediants una columna Jde separacion DEAE-EBIO-GEL pudo retirar
la hemoglobina de cualguier proteina eritrocitica,  ya gue interferia

ificacidn Jde ALA-D an cuanto al puntn isneléctrico acido v

o
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—
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P
n
o
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—
i
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]

bilidad de &sta al axigeno, todos los procedimientos llevados
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a cabd an Buffers conteniendo Tioles, gue son hidrocarburos an 105
quz =1 hidrdgeno ha sido resmplazado for wun grupo —~SH  (por ejemplo
CH4-5H, meianuticl}, S tambidén se  les conocs comd mercaptanos (los
ioles reaccionan entre si para dar los grupos disulfuros?. Tioles
comws 2l 2-mercaptostanal o ditioeritritol a 4 grados €. La  enzima

E® grados C y mediante sste mdtodo se obluvo

W

ALA-D s2 desnaturaliza
una actividad especifica final de 24.2 unidades/mg cuando fus probada
en  presancia de Zinc +¥ v 18.8 unidades/ma., an
metal, =sta actividad es la mds alta hasta ahorza  reportada, este
método  tisne wna aplicacidn gensral en la purificacidn de  oiras

enzimas eritrociticas. La pursezz de la engima se ha  Comprobado

madiante electroforesis =n gel-poliacrilamida.

FROFIEDADES MOLEC

i
]
P~
-
e
i

El peso molecular de 1z enzima ALA-D ha sido  det

Cappas an 19832, Gibbs v col. en 19252, mediants columna de filtracién
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Bin-821 Jdetsrminaron wun Peso Molecular o

cristalograficos se descubrid que on Mamifer 2zta enzima presania
una naturaleza Octameirica, estd compuesiz aparentemsnte de Ocho
subunidadss idénticas en wuna sestructura cdbica octagonal con simstria

Biedrica (D43, mediante el uso de Microscopla =2lactrinica se  ha
datarminadon la estructura cuaternaria de la enzima nativa
{semipurificadal. La snzima ALA-D presenta wun punto isoelécirico de

4.85 + .20 (4.97.



FH OFTIMO Y PROPIEDADES CATALITICAS OE LA ENZIMA ALA-O.

Ei pH optimo de la enzima se sncuwentra sobra wun rangs  de

56 a 7.7, pero la midxima actividad de la enzima la realiza A wm pH
E.2 La Knapp para ALA-D =g de 287 +31 oM a un pH Sptimo de 5.8 . Se

ha descubisrto  que, de las dos moleculas de acido delia
aminalevulinico gue son ligadas =n =1 sitio activo enzimitico, 1z
Primera =std unida a la enzims con wna alia afinidad comparada con la
segunda, 1o cual se definid como la sxistencia de wn doble plano-
recipprocs ya gua =n un rango de suwbsirato de 56 wM a & mi, no se ha

servads la presencia de mids de un substrato.  Schre este ef2cio se2
ha explicads 31 observarlo prolongadamsnts re
disociacion de la sagunda molécula de substrato. El centeo de 1a
actividad catalitica de la enzims o5 de 14 mol. de Forfobilindgeno
producidos por ainute & 37 grados T por subunidad de  enzima,

catalltiraments v

[y
in

asumiends gque  todas las subunidades son viabl

basadas en wna actividad especifica de 24 unidades/mg. Histidina,
ysina, se sncuentran en =1 sitio activo de

arginina v principalments 1
la enzima ALA-D, interviniende en la formacisdn del snlace covalents

con =1 substrato ALA (3297

+Z
REGUERIMIENTO DE ZINC CoMO COFACTOR EMZIMATICO.

ta ALA-D en romdm con todas las deshidratasas de Mamiferos
+‘l_ -
requiere la presencia de Zinc (Tsukamoto y Col. 1973, Bevan y ool

1398683 para su maxima actividad gataliiica. La dependencia de ests ion
para la actividad catallitica de la ALA-D Humana fue investigada
probands la Apoenzima incubada con EDTA, siguliendo wna filtracidn en

Gel en buffers libres de Zinc (2n), los, resultados mostraron gue la

15



Apoenzimz  tenia wuna baja actividad en relacidn al conteol, sin
embarge cuando se probd en presencia de Ditioaritritol, la actividad
resultante fus atribuida a la pressncia de cantidades des  zinc,
presentes eon el Ditioeritritol, 1las cuales podian ser deiectadas por

espactroscoplia de Absorcidn Atdwmics. La mdxima 2siimulacidn ocurre al

+

a

adicionar en wun rango d2 189 a 386 mM de Tinc obtenids por Meredith

Davis y Abrahams

Gibbs v col.  en

encontrada  debido a gque parece s2r gue descisnde an Vmédx  {velocidad

mazima d= la reaccidn, snzima-subsiratol! an vez de la concantracidn

dal substrats (Km.appid (287,

REGUERIMIENTO DE GRUPOS TIGLES DE LA gH:IMA ALA-D.

..;..

Una car ristica comdm de todas las deshidratasas es sy

ensibilidad sl oxigsno. Esta sensibilidad =35ta asociada con

ll'l

marcada

reactiva, la cual as

m

la pressncia de Cisteina reducida altament
requerida para mantener tanto la actividad como suw estabilidad

{Tsukamoto y col. 1973 EBarnard 1377 Seshra y col. 1931, Estaos
grupos  puaden mantenerse 2n sw estado reducido por la presencia  de
una zlta concentracidn de un tinl activado (Shemin 197687 tal como es
2l Z-mercaptoetanol, ditiobrsitol o Ditioeritritol. Otros aminoac idos

han mostrado un papel importante en la actividad de la deshidratasa

17



del ALA eon Bovinos, siendo los mas significantes la Histidina

(Toukamota 19753 y Lisina (Mandi, 19781, Al igual gue otras

dashidratasas de Mamiferos, la ALA-0 Humana pressenta una sensibilidad

la oxidacidn (Shemin 1572, Cheh ¥ Neilands, 19752,

b1

Exparimentalments, la entima Jdesactivada por la presencia de ouxigeno,

ividad mudldnnn incubacionas con tinles

-3
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ha sids

comd 21 Diticeritrital en bajas concentracion2s para mantense

indican gque existe una relacidn entre el Zinc vy la sensibilidad de
los grupss tinles, vya guwe cuando la apoenzima fus expuesta al  aire,

fiwbn wna in:

s

zing ayudan 3 mantensr a los grupos btioles en estado  reducido, o©on

os efactos de varios inhibidoraes v agentss  inactivadores

de la ALA-D de mamiforos han sido determinados v dsscritos por varios

este agents quelante (Gibson y  col 1955
¢ +2 2n la enzima: En ausencis de este

disminuir la actividad enzimdtica en un 88%. También ha sido
obsarvada wna inactivacidn en la snzima ALA-D on pressncia d2  un
reactivo tinfilico, el 5,5'Ditiobis~{acido Z-nitvrobanzoico) debids a
la modificacisdn de grupos importantes cataliticamente de Tioles.

Acetanas incluyends el Acido 3-Clorolevulinico y =1 inhibidor directn

-



del sitio artivo el Acido 5-Clorolevulinico (Sachra y Jordan 19817
producen wuna inactivacidn ds manera lineal. For otra parts ol Etancl
y alounos metales pesados como el mevcurio 3 altas concentracionss

causan disminucidn en la actividad de ALA-D.

EFECTC DEL PLOMO SOERE LA ENZIMA ALA-D.

Ei plomo =5 un potente inhibidor NG Compstitivo en la

activigad de la ALA-D, afectands la actividad de la enzima, tanto en

" m

su Km  {concentracidn del subsiratod como la velocidad de  reaccidn
(Vmaxd, indicands con estno que =21 plomo intsrfisre con la enzima

libre aproximadamente 32 veces mids facilments que con el complaio

Enzima- EQ;stratLA El efecto del ploms sobre la deshidratasas  del
acids delta—aminolevulinico (ALA-C) fus claramesnte identificads por
Gibson v ool. en 195E mostrando wn efecto  inhibitorio gus 32
manifiesta cuandn los  nivelas =n el plomo estan lizeramenia
aumentados, ‘ Frovocands  asl, wn indicador bioldgico para estudics

epidemioldgicns. Lichtman y Feldman en 1985, fusron los primsros en
Jemostrar 21 afecto inhibitorin del plomo sobre la snzima en

gritrocitos de pacientes intoxicados por plomn, desds entonces =1 usa

de  ésta prusba, como wn indicador de sxposicidn al metal ha sido
estudiado en forma intensa (2. La inhibicidn de la actividad de ALA-

D por plomo ha sido ampliamente sstudiada en varios sistemas. Se

considera gws dicha inhibicidn as muy sensible y pusde ser ué valinso
parametreo en estudios poblacionales. "In vive® la inhibicidn de la
ALA-D eritrocitica ocurre tampranaments en la intoxicacidn pldmbica v
trar o SuU recupsracidn,  una vez cesada la exposicidn al

I,

por el o

De l

matal, o3 muy lenta y es posible que "in vivo® la inhibicidn sea de

tipo irrsversible, no asi "in vitro" en gue se pueds lograr casi una



total  racuperacidn de la actividad enzimdtica con el wso de  agentes
quelantes (14,29). El mecanismo propussto para la inhibicidn de la
ALA-D es5 la madificacidn de uno 2 varios de los grupos sulfihidrilos
(-5H) qus é&sta snzima tiens on su sitio activo, en forma directa
mediante la wunidn de un Atoms de plomo al radical -2H. Por otro lado
se sabe gue el tripéptido Glutatidn (glutamil-cisteinil-glicinal es
de Frimovdial importancia en 21 metabolismo del eritrocito ¥
espacificamente interviens an mantensr en =2stado reducido los  grupos
=ZH por 1o gue también ha sido involucrado en el afecto del  plome
sobrz ALA~D Estuwdios recientes han demostrads un a2facto inhibitorio
dzl plomo en la sintesis de laz enzima  ALA-D, pern su  adecuada
valoraciin =2n cliinica adm estd on estudio.  Si bien la iﬂhibl: an  de
la ALA-0 por ploms  puade considerarse la causa princiepal de iz
excresidn  aumentada dsl ALA en oarina, existen factoras, comd el
aumento de la sintesis de 5-E-H-esteroides gus inducen la formacidn
de la enzima sintetasa dal ALA, que tapbidn podriz influir en el
aumanto  de ALA =n orina (ALA-U, ya que dicha enzima 23 ademas la
responsables de la regulacidn de la via biosintética del Heme_mediante
un mecanismo de fetraalimentacién (Tomokuni y Weisberg 13753 (24,3285
En la =nzima ALA-D, s2 presenta una interaccidn del plomo con zing,
ya gue la enzima pusde ser: a) Reactivads parcialments por  zine a
despuds de haber sido inhibida por plown. bl Se ha sugsrido wun papel

sitio activo de la ALA-D, 1o cual no a5 de

()

de catidn zinc en =
13

exirafar puds muchas enzimas polimerizantes tisnsn zinc 2n su sitin

activo comd las polimerasas de ADN Y ARM (Farkos, W.R. 1975, Skrab

19813 (243 (ver FIGURA 1)

r
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PIGMENTS HEME

FIGURA 1. Accidn del plomo sobre las enzimas de la ruta metabdlica de
la sintesis del grupo hemne.



ACIDG DELTA-AMINOLEVULINICO URINARIO (ALA-UI.

Varinsg estuwdins han demostrado que  la concentracism
urinaria del ALA =23 el mejor indicador de intoxicacidn por plomo vy su
madicidn ha sido exbtensaments usada para la vigilancia médica de los
trabajadores expuestos ocupacionalmente al plomo.  Tambidn se hé
demdstrado su utilidad pars seguir la evolucidn de 1os pacientas
intoxicados con ploms durante el tratamients con agentes guelantes
(12,21, La mayorla de los métodos publicados para la determinacidn
urinaria de 48 wtilizan la reaccidn de Ehrlich, para poder efectuar
12 reaccidn s2 requiers de una condensacidn preliminar del ALA  con
compuastos dicarbonilos tales comol la acetil acetona o 2] acetato de
etilo para formar wn derivado monopirvdlico o1} cuwal produce un
compuestio de color rosa cuando se mezcla con el re;ctiva de Ehrlich.
El método original de Mavzerral y Granick fus modificado por Davis y
Andalman en 1967 2n 2l gus utilizan cromatografla en columna  con
resinas de  intercambio  idnico para  separar el acido de las
substancias interfersntes. . Las substanciaa qus pueden interferir
puaden ser Jde tres tipos: 1) Inhibidores de la formacidn del giresl,
a2ismelo, =21 amonio. 2 Coppuestos que puedsen condensarss con acetil
acetona  para  formar un pirvol, ejempls, la aminoe acetona. 30
Substancias gus puaden  reaccionar dirvectamente en el reactivo de

Ehrlich, por 2jenrlo, el Porfobilindgsno (313,

-3
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JUSTIFICACTON

En =1 campo de accidn de la Biomedicina, contindia wigente

el criterin gque establsec quz las alteraciones bingulmicas =2n

m

trabajadoras expusstos a2 compuesins inorgdnicos de plomd, constituyan

pracoces de la salud, aplicables

]

indicadoras precisos de alteracions
para  la asvaluacidn v adopcidn de medidas preventivas de higisne del

trabajo. Sustentar un dizgndstico da intoxicacibn pldmbica

w

exclusivamente en las alteraciones indicadas por los resulfados de
examnenes de laborsforio, comunmentz dan lugar 2 wn tratamisnto médico

lasiones yatrogénas puds dicho tratamisnto

m

erratics vy an ocasiones

pusde moviiizar innecesariamente 21 plomo inerie de ios sitios donds

aste S5 deposita. ar 1o gue se establece un criterioc clinico gue
toma como base primordizl, los signes vy sintomas de la intoxicacidn,
consarvands  asi, los  examenss de laboratorin su categoria de

auxiliares diagndsticos (83, Debido a gque =n nuestro medio =5y
difici coﬁtav con wun especironfotdmetro de Absorcidn Atdmica, de tal
forms s haten andlisis preliminarss gues pongan de manifiesio  una
posible intoxicacidn descartando los antecedesntes de aguellas

anfermedadss en las cuales tambidn se presanta wna elevacidn sn los

niveles de estos mebtabolitos gue interviensn 2n la biosintesis el

0

Heme, tal coms la Porfiria, la cuwal es una enfarmedad gendtica con
my baja tasa en nuesstra poblacidn {32). El examsn mads practicadn "y
mas recomendado en =2ste caso =25 la detarminacidn de ALA-U (23,240 . En
razén gu= a nivel nacional, solo se ha realizado la determinacidn de

la actividad de 1a ALA-D en la ciuwdad de Monterrey, Nuevo Ladn. v o

1
el Distrito Federal, no existiends, actualmente, ningdn estudio de

esta clase realizado en la ciudad de Guadalajara (20,357, Pratendemas



llevar a cabo un estudio =ntre los  irabajadores expuestos

laboralments al plomo, para conocer de dug manera s2 encusntran los

valorses de Asta enzima =n e2llos, considerands que es necesario contar

con mas prusbas para diagndsticar con mayor aficiencia una

contaminante

-

intoxicacidn pldmbica, dadn gues, el ploms es un

importante por  sus efectos en el organismo de  los  sares humarnss,

vegetales y en =21 medis ambiente en general.



ORJETIVOE

la actividad de la enzima dslis-

,1:

I. Determinar

deshidratasa en la sangre de trabajadorss laboralmen

ploms vy  un grupe control Mo axpuesto en la ciwdad de

Jalisco, Méwico.

I

¥t

Determinar 1z cantidad oo glomo

trabajadores expuesios zl plomd v
IT. Encontrar  la correl 40 2ntre los valorss de
delta-aminclevul inico deshidratasa slomo en sangre, en
axpuestias.
v . Yalorar las diferencias =2stas ant

expussto ¥ 21 no 2xpussto al plomo.

IS
o

amimolavulinics

wun grupn control Mo expussio.



HIFQTESIS

Los valores de la actividad de la delta-aminolevulinico

11)

deshidratasa se encuentran disminuidos 2n trabajadores  laboralmente
gxpLzstos al plomm vy se encusntran corrslacionados  con las

determinaciones del plomo =n sangr=.



MATERIAL Y METORO

—JIzringas de plistico con aguja desechable de Sml. ,marca Plastipak.

] . 17
X4

-,_.
o

1

hid

~Tubns de Ensaye de 13 x 168 y o
~Micropipatas de 9.05 vy de 1. Oml.

~Torundas de algoddn con aloohol.

- Tubig capilares.

DUy}
I
i
i

U/ml. Laboratorios Riker,

- Heparina PLip-Hepin” ode 1,4
C.Y. Marca IM,

- Recipignte Téarmico con hielo.

- fAgitador vortex, modelo: Genis, marca Scientific Industriss Inc.

- Cenirifuga do Mesz, wmarca BAS, Opitima I para 4@ tubos, modelo -

558G,

- Balo Maria, marca CDA, models E1-46-T.
- Disco Microhematoorito {Lector e Microcapilares) Marca

Damon/IEC, Divisidn-Usa.

Espectrofotamstro, marca Coleman Junior 11, models £126.

- Especirofotidmetirs  de Absorcidn Stdmics marca Pevkin Elmer, wmodels

e
o

REACTIVOES

ACIDG  DELTA-AMINGLEVULIMNCO SUBSTRATC (marca Merck Art. 248

e Acido delta-aminolevuiinico vy afnrar a 10¢ ml.

£on -agua desionizada.

BUFFERS DE FOSFATOS ©.3M. Preparar soluciones eatrén de Fosfato de

Codio Monobdsico (marca; EBaker Analyzed, catalogoi3828) y Fosfato ds



Sodin Dibasico (marca; Frod. Guim. Monterrey,. catalogo;zB36:,
mezclarlas 2N porciones adecuadas (aproximadamente  5O/EQY  para

obtensr un pH de 5.2

- ACIDD TRICLOROACETICC AL 19% {(marca Marck Art.  267), conienisndo
HaeCLZ @ 1M, Diluir =n agua caliente 2.71 g. de HaCl 2 hasta que esieé

bien disuelin, dejar anfriar v afzdir 10.2 3. e acidao

tricloroacaticn, a;'taw y aforar 2 1680 ml. con agua desionizada.

REACTIVG DE EHRLICH i(marca Merck Art. 36523, Pesar 2 g, de p-

dimetil-amino~henzsldehido, disalverlos en 32 ml. de Acido perclbrico

concentrads  (marca  Merck Art. 517! y aforar a 108 nl con Acido
acético glacial (marca Merck Arit. 1/152003,

- ACIDG NITRICO AL 20% (marca Tecnica Qulmica, art. A 15243, medir 36

ml. ido nitrico vy aforar a 198 mi. con agua desionizada.
COLECTA DE LAS MUESTRAS.

La poblacidn a astudiar estaba formada por 26 individuos de
ambos  gexos y dados los objetivos de este sstudio fu2 nersesarin

formar Jdos grupos!

La poblacidn I 7 Constituida por 17 individuos, de los cuales £
eran del zexo femenino y los 11 restantas del masculim, gue farﬁaban
el grupo CONTROL, es decir, personas NO EXFUESTAS laboralmente al
plomn. Las muestras se obtuvieron de sujetos clinicamente sanos que
acudlan al EBanco de Sangre en calidad de donadores en 1la Clinica-
Hoseital Mo. 46 del Instituto Mexicano del Seguro Social CIMSS) 20

ésta ciudad.
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ACTIVIDAD DE ALA-D VS Pb-S

FIGURA 2
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FIGURA 3
ACTIVIDAD DE ALA-D VS ALA-U
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FIGURA 4
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FIGURA 5
VALOR Hto VS Pb-S
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FIGURA 6
VALOR HEMATOCRITO
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Expedlente ,........cccoent

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 261789
FACULTAD DE CIENCIAS Namero ..o T

SR. CLAUDIO PRECIADO CUEVA
PRESENTE . -

Por este conducto nos permitimos informar a us_
ted que se autoriza el cambio de titulo de Tesis "DETERMINA
CION DE LA DELTA~AMINOLEVULINICO DESHIDRATASA EN TRABAJADO
RES LABORALMENTE EXPUESTOS AL PLOMO" por el de "DETERMINA___
CION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACIDO~DELTA~AMINOLEVULINI
CO DESHIDRATASA EN TRABAJADORES LABORALMENTE EXPUESTOS AL ~
PLOMOM,

Sin otro particular nos es grato relterar a us_
ted la expresién de nuestra consideracién més distinguida.

ATENTAMENTE
"PIENSA Y TRABAJA"
Guadalajara,Jjal., Marzo 11 de 1989

. DIRECTOR™

Al contestar este oficlo citese fecha y uGmero

B d a Tl y Correg'ldorn, S. R. Teléfonos 19.30-54 y 19-82-92
Guadsalajara, Jal.



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 947 /88
FACULTAD DE CIENCIAS Ntmero ...l 0.

SR. CLAUDIO PRECIADO CUEVA
PRESENTE. -

Manifiesto a usted que con esta fecha ha sido -
aprobado el tema de Tesis “DETERMINACION DE LA DELTA-AMINO_
LEVULINICO DESHIDRATASA EN TRARAJADORES LABORALMENTE EXPUES
TOS AL PLOMO" para okltener la Licenctatura en Biologfa.

Al mismo tiempo informo a usted que ha sido acep
tado como Director de dicha Tesis el Q.F.B. Adolfo Cdrdenas

Ortega.

RASRESERS

ATENTAMENTE
“ARQ ENRIQUE DIAZ DE LEON"

484 UMM LRl VAITEW AVt AT g7 ¥

E1 Q.F.B, AdoTfo Cdrdenas Ortega, Director de Tesjs.=Pte,

c.c.p.
c.c.p. E1 expediente del ajumno.

y Corregidora, S. BR. Teléfonos 19-80-54 y 19-82-92
Guadalajara, Jal.
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FE DE  ERRATAS
1

PAG. 52 DONDE DICE: ACEPTABLE
DEBE DECIR: PELIGROSA

: PAG. 53 DONDE DICE: EXCESIVA (150 ug /100g)
‘ DEBE DECIR : PELIGROSA (120 ug /100 g)

DONDE DICE: ACEPTABLE
DEBE DECIR: PELIGROSA
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