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RESUMEN

El efecto téxico del plomo (Pb®") es conocido, su utilizacién en la fabricacién de
pinturas, vitrificados de cerdmica, como aditivo en gasolina y mas, resulta en la
adicidn al suelo, alimentos y suministros de agua. El SNC es el blanco primario y
durante el desarrolio del SN es vulnerable a la neurotoxicidad por Pb**. Los
mecanismos fundamentales de toxicidad por Pb?* se relacionan con la sustitucion
de este sobre el ion calcio en la maquinaria celular, Las acciones neurotoxicas del
Pb?* incluyen apoptosis, excitotoxicidad, disturbios en almacenamiento y liberacion
de neurctransmisores e interferencia en seflales de segundos mensajeros.
Estudios clinicos muestran que niveles de Pb?* en sangre de 10ug/dL causa déficit
cognitivo. El objetivo principal de este trabajo fue la utilizacidén de un modelo in
vivo en rata de la cepa Wistar, en la evaluacién de la neurotoxicidad inducida por
la exposicién perinatal a acetato de Pb®*, en hipocampo de rata, evaluando [os
niveles de Pb* en sangre y la viabilidad celular en hipocampo. Estos
experimentos se disefiaron con el objetivo de caracterizar un modelo de
intoxicacion crénico por [a exposicion de acetato de Pb®* in vivo. El andlisis de
espectrofotometria de absorcidon atémica, demostré un incremento de la
concentracion de Pb** en sangre tras la exposicion a acetato de Pb?* en |a etapa
perinatal. En el analisis de viabilidad celular se observé aumento en el nimero de
celulas no viables en el hipocampe, mostrando mayor susceptibilidad en ef dia 4
de EP. En conclusién el aumento en la concentracién de Pb** en sangre causa
baja en ia viabilildad en celulas de hipocampo con un efecto dosis y edad
dependiente.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso (SN) es un conjunto de estructuras especializadas a
fravés de las cuales un organismo obtiene informacién sensorial del ambiente, evalta
la importancia de la informacidén, y genera respuestas de conducta apropiadas.
Desde el punto de vista anatémico se divide en dos componentes: el sistema
nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico.

El SNC esta formado por el cerebro y la médula espinal. El cerebio se
encuentra en |la cavidad craneal y esta protegido por las meninges y se divide en tres
componentes principales que son: desde la parte caudal a fa cervical el cerebro
posterior (también llamade rombencénfalo), el cerebro medio (el mesencéfalo) y el
cerebro anterior (el prosencéfalo).

Para evaluar la informacion, tormar decisiones y reaccionar de forma adecuada
ante las percepciones del mundo exterior, €s necesario gue el sistema nervioso
funcione de manera coordinada y no resulte afectado por situaciones de dafo, como:
trauma © la exposicion a niveles peligrosos de productos quimicos neurctéxicos. De
igual forma las lesiones del sistema nervioso pueden provocar diversas alteraciones
en la funcidén sensorial (pérdida de visién, audicion, olfato, etc.) y motora, en la
fisiologia general del organismo, el almacén de informacion; ademas, puede originar
trastornos del comportamiento o psicolégicos (Kandel y cols., 2000).

La neurotoxicidad puede ser definida como la capacidad de un agente
guimico, biolégico o fisico de inducir efectos adversos en el sistema nervioso, se
considera que un agente es neurotdxico cuando es capaz de inducir un patrén
constante de disfuncion neural 0 cambios en la guimica o la estructura def sistema
nervioso (Simonsen y cols., 1994). Estos efectos dependen de la naturaleza del
producto quimico, de la dosis, del tiempo de exposicion, de las caracteristicas y del
entorno del individue expuesto (Burger y cols., 2003).

Las sustancias neurotoxicas comprenden: compuestos organicos volatiles,
compuestos organicos solubles, sélidos suspendidos, pesticidas, colorantes,
compuestos nitrogenados, metales pesados, etc. Por regla general, la toxicidad de
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los metales aumenia con el peso atomico, dentro de los que se consideran como los
mas toxicos estan el plomo y el mercurio entre otros.

El plomo es un metal pesado, de baja temperatura de fusién, de color gris-
azulado que se encuentra como mineral en la corteza terrestre. Sin embargo,
raramente se encuentra en la naturaleza en forma de metal. Generalmente se
encuentra combinado con dos © mas elementos formando compuestos de plomo.
Las fuentes de liberacion del plomo hacia el ambiente, incluyen la liberacion por
procesc naturaies, como son la actividad volcanica, erosién y bicacumulacion;
actividades antropogénicas intencionales, como la mineria, metalurgia y usc
industrial, procesos antropogénicos no intencicnales, como la incineracion y quema
de combustibies fosiles (Caussy y cols,, 2003). La presencia del plomo, a partir de
sus fuentes de contaminacion, lo convierte al plomo en un metal de alto rigsgo téxico
constituyendo un problema de salud publica, causando efectos tdxicos que incluyen
anemia, disfunciones neurologicas, pudiendo llegar a encefalopatias mortales. Los
efectos toxicos del plomo presente en el ambiente dependen en gran medida de: la
biodisponibilidad, via de administracién, dosis, tiempe de exposicion y de la
estructura quimica del compuesto, el plomo se presenta tanto en compuestos
quimicos inorganicos como orgénicos en estados de oxidacion dos y cuatro

comlnmente.

El piomo posee una guimica cafiénica bien definida, la mayor parte de sus
sales son poco solubles o insolubles en agua. Sin embargo, ef cation divalente P
una vez que se absorbe, forma complejos con ligandos bioldgicos, preferentemente
cort moléculas que presentan sitios de unién a cationes metalicos, las especies
inorganicas son habitualmente liposolubles y faciimente absorbibles. En la tabla | se
muestran algunos compuestes de plomo de uso comun, per ejemplo, el policloruro de
vinilo {PVC) usuaimente contiene componentes de plomo como estabilizantes, ¢!
sulfato de plomo tribasice (3PbO.PbSO.HO) en combinacion con plastificantes por
ejemplo los ftalatos, que al exponerse a los rayos ultravioletas, se forman poivos de
sulfato de plomo que puede ser faciimente ingerido por los nifios, debido al habito de
llevarse a la boca fos objetos (Brouwer, 2005).




Tabla 1. Algunos compuestos de plomo ¥ Sus USeS M&Es COMUNES.

| Sulfato de piomo. . 't

Algunos compuestos de plomo se usan como pigmentos en pinturas, en
barnices para cerdmica y en materiales de relleno. El tetraetilo de plomo y tetrametilo
de plomo se usaron como aditivos para aumentar el octanaje de la gasoclina hasta el
afio de 1988, cuando la EPA prohibié el uso de gasolina con plomo para transporte
por carretera (Klaassen y cols,, 1999).

La biodisponibilidad se entiende como la relacion que existe entre la sustancia
toxica, en este caso ef plomo, y el efecto téxico que ejerce sobre el organismo
huésped. La bicdisponibilidad depende de las caracteristicas dei huésped, como son
la captacién, absorcion, biocinética y susceptibilidad al metal, Ademas, la



susceptibilidad es influenciada por algunos factores; por ejemplo: la edad, género,
pese, condicion nutricional y genética (Burger y cols., 2003).

La intoxicacion puede realizarse por diferentes fuentes de exposicidn, estas
dependen del medio contaminado, aire, suelo, agua, o alimentos, eic. Por ejemplo,
para los nifics algunas vias de exposicion son mas susceptibles que otras, como la
ingestion de polvo conteniendo compuestos con plomo, por otro lado existen
poblaciones particulares que se ven expuestas de forma local, como la gente que
consume vegetales contaminados o en zonas habitacionales alrededor de fundidoras
de plomo (Calderon y cols., 2003; Caussy y cols., 2003).

Desde cualquiera de las fuentes contaminantes, el plomo puede ingresar en el
crganismo por tres vias de expasicion: fa digestiva, respiratoria y dérmica.

La via mas frecuente de intoxicacién es la digestiva, la absorcion
gastrointestinal de Pb®" es del 10% en adultos, mientras en nifios puede alcanzar
hasta el 50% (Burger y cols., 2003). La ingestion de plomo a través del tracto
gastrointestinal puede ser mediante el consumo de alimentos conteniende ploma, por
gjemplo, alimentos acidos cocinados en cazuelas de barro vitrificadas con plomo,
frutas y verduras contaminadas con pesticidas con plomo, alimentos enlatados que
fueron elaborados o almacenados en recipientes con soldadura de plomo o vinos
destilados por utensilios con aleaciones de plomo. pescades y moluscos
provenientes de rios o lagos contaminados, ademas la pintura puede ser otra fuente
de intoxicacién en nifios debido a su habito de llevarse a la boca los objetos a su
alcance, se encuentran altas concentraciones de plomo en juguetes, lapices,
empaques de dulces, etc. La via dérmica es rara y ocurre sdlo en casos de
exposicion industrial, sin embargo se han reportado su incorporacion mediante
cosmeéticos y tintes para cabello (Romieu, 2003; Waldron, 1878).

Una vez que el plomo se absocrbe a través de cualquiera de las tres vias antes
mencionadas, cierta fraccién pasa al torrente sanguineo y el resto se elimina, ya sea
por exhalacion, por el tracto gastrointestinal en las heces o en la orina {Caussy y
cols., 2003). La fraccién de plomo incorporada al organismo depende de la




capacidad intrinseca de absorciéon del organo, asi como de las caracteristicas del
individuo,

En la etapa de gestacion, neonatal e infancia, algunos factores como: los
rapidos cambios en la estructura y funcion de muchos érganos, y la inmadurez de la
barrera hematoencefélica durante el primer afio de vida; influyen en la susceptibilidad
a los efectos tdxicos del plomo, en estas etapas del desarrolio (Burger y cols., 2003).
La deficiencia de calcio y otros metales como el hierre, afectan la absorcion al existir
una mayor captacién de metales a nivel gastrointestinal y la consecuente
acumulacién del plomo en tejidos y huesos debido a la deficiencia de Ca® (Mason,
2000).

Ei Pb®* que se absorbe se distribuye en el organismo a través de la sangre,
donde tiene una vida media de 30 dias, asi el Pb®™ se incorpora a los tejidos
siguiendo la distribucion del Caz"y otros iones metalicos {(Gerson, 1990). En tejidos
blandos tiene una vida media de 40 dias, mientras que en hueso se puede
almacenar por deécadas, aungue en condiciones de descalcificacion o acidosis es
liberado facimente hacia la sangre. Por ejemplo, durante el embarazo, lactancia o
menopausia, el Pb?* se libera de depdsitos almacenados en hueso proveniente de
exposiciones anteriores, de esta forma se elevan los niveles sistémicos de Pb**

después de la exposicion inicial {Berglund y cols., 2000},

En relacion al tiempo de exposicién, la intoxicacién por Pb®* puede ser aguda
o cronica, la exposicion aguda se produce por ingestion de sales solubles ©
inhalacién de vapores o polvos, generalmente de forma accidental y en dosis
mayores a 40 pgidL de Pb®*; cuando los individuos son expuestos de forma aguda a
este ién metalico, se presentan sintomas come: cdlico, vomito, diarrea y cefaleas; en
niveles de Pb?* en sangre alrededor de 350 ugidL puede causar convulsiones, coma
y hasta la muerte; en algunos casos se presentan secuelas como spilepsia, retraso
mental y ceguera. En la figura 1 se muestran algunas alteraciones patologicas
observadas con nifios en relacion a los niveles de Pb* en sangre.




ALTERACIONES PATOLOGICAS

Muerte

Encefalopatia

. Neuropatia
Anemia

Sintesis de Hemoglobina | Cotica
SALA § . '_ Velocidad de conduccibn
" nerviosa
Coeficiente ir;tefecmai,l t Frotoporfirina erttrocitaria

audicion, crecimiento

Figura 1. La gréfica muestra las alteraciones patoldgicas de acuerdo a la concentracién de
Pb* en sangre en nifics expresada en pg Pb?/dL. Modificado de Garza y cols. (2005}

En una exposicion cronica, el individuo se ve expuesto por pericdos de tiempo
prolongados y generalmente en dosis menores a 40 pg/dL de Pb: los individuos
expuestos presentan zlteraciones cognitivas, motoras y conductuales (Klaassen y
cols., 1999).

El Pb® se distribuye en todos los tejidos del organismo, aln a bajas
concentraciones, una de las partes mas vulnerables del organismo es el SNC,
particularmente en las etapas tempranas del desarrollo; algunos factores que influyen
son [a alta absorcion gastrointestinal y disminucién de la excrecién (Lidsky y cols.,
2003), fa inmadurez de la bérrera hematoencefalica, la intensa diferenciacion y




proliferacién celular, ademas de que el proceso de sinaptogénesis tiene lugar durante
la gestacion y etapa neonatal {Antonio y cols., 2003),

En exposicion a Pb®*, con niveles en sangre alrededor de 10 pg/dL, algunas
regiones del SNC como el hipocampo presentan mayor dafio, trabajos
experimentales han reportado deterioro en procesos de aprendizaje y memoria, esto
sugiere su accion toxica sobre hipocampo, ya que éste tiene una funcidn esencial en
estos procesos (Cohn y cols., 1984; Gilbert y cols., 1886, Kuhlmann y cols., 1997,
Wei y cols., 2006; Garcia y cols., 2004).

El mecanismo de intoxicacion celular propuesto para el Pb®* se debe a la
sustitucion de este ion por Ca®", debido a la mayor afinidad del primero sobre
diversos sustratos del Ca®*, alterando de esta forma la fisiologia celular {Pounds,
1984; Simons, 1993}, en la figura 2 se muestran algunas posibles acciones tdxicas
en la neurona. Entre algunocs de los sistemas de segundos mensajeros gue se ven
afectados son fa calmoduling y !a PKC, ambas proteinas involucradas en forma
importante con la sefializacion intracelular, ademas alterando la actividad los distintos
canales y transportadores catibnicos, por ejemplo biogueando canales de ca®
activados por voltaje y receptores N-Metil D-Aspartate (NMDA). Ademas, posee
otros efectos citotdxicos relacionados con la inhibicion de enzimas antioxidantes,
como Superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatién reductasa (Zhang y cols.,
2004; Garcia y cols., 2004), la que trae coma consecuencia el aumento de espacies
reactivas de oxigeno (ROS), gque a su vez desencadena la activacion proteinas pro-
apoptdticas de la familia Bcl-2, causando la apertura del poro de transicion
mitocondrial y la consecuente liberacidn del citocromo C, activando caspasas, esto
resuita en muerte celular apoptdtica. Algunas de las acciones neurotéxicas del Ph?*
inctuyen: alteracion en [a actividad de neurofransmiscreas, interferencia en la actividad
de segundos mensajeros, peroxidacion de lipidos, estrés oxidativo, alteraciones en la
regulacion de la trascripcién de genes especificos, estos eventos se han asociado a
dafio celular excitotoxico y apoptosis (Bressier y cols., 1991).

RIBLIOTECACUGBA
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Figura 2. Posibles acciones tdxicas del Pb* en la neurona. (1) Blogueando recepfores
NMDA y como aniagonista no compelifivo en el sitio de union a glicina, (2) Bloqueando
canales dependientes de volfaje. (3) Activando calmodulina, (4} Activando PKC. (5)

Aumentando ROS.
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ANTECEDENTES

Los mecanismos de toxicidad de Pb®>" no se han establecido aun, razan por la
cudl se sigue trabajando en ello (Lidsky y cols., 2003). Una de las teorias establece
gue el Pb*" puede afectar el metabolismo del Ca®*, por ejemplo, blogueando canales
dependientes de voltaje y NMDA (Busselberg y cols., 1994, Bernal y cols., 1897), de
esta farma el Pb mimetiza la accién de Ca®* a nivel celular, interrumpiendo la
homeostasis de Ca®" intracelular (Pounds, 1984; Simons, 1993). Dado que el Ca®
actia como mediador infracelular cumpliendo una funcién de segundo mensajero en
muchos procesos celulares involucrados en sefiales de transduccién, el sustituir el
Pb®" por Ca?* trae como consecuencia que vias de seffalizacion celular se afecten
(Costa, 1998) por ejemplo, la estimulacion de la actividad de la PKC y la consecuente
induccién de factores de transcripcién como la proteina activadora 1 (AP-1} (Ramesh
y cols., 2001).

Para estudiar los mecanismos implicados en la neurotoxicidad por Pb** se han
disefiado diversos modelos experimentales, tanto i vivo como in vitro, esto con la
finalidad de evaluar el efecto toxico en los crganismos debido a la exposicién a Ph%*,
y la susceptibilidad a Pb®* en la etapa de desarrollo del SNC.

MODELOS DE NEUROTOXICIDAD POR Pb? IN VITRO

En general los estudios in vifro se realizan en cultivos de célutas cerebrales,
ya sean de lineas celulares establecidas o de cultivos llevados a cabo a partir de
célutas cerebrales de la region de interés, se cultivan [as célufas en un medio de
crecimiento especifico y por un tiempo determinado. La exposicion al dario téxico es
inducido en un medio diferente al del crecimiento celular, y se mantiene a las células
por un periodo posdaric, que precede a ia evaluacién de la sobrevivencia neuronal.
Las condiciones de cultive, asi como el tiempo durante el cual se mantienen las
células en cultivo influyen en el dafio neuronal resultante, pudiendo modificar la
vulnerabilidad a fa aplicacién del Pb?*. La exposicién a plomo puede ser sistémica,
administrada al animal ¢ de forma directa en el cultivo.




Oberto y cols. (1996) efectuarcn un estudio en neuronas de la granulosa
cerebelar de ratas neonatas en el que se observd una rapida captacion de Pb™,
promoviendo apoptosis con ECse @ uha concentracion de 10 uM de Pb¥, por otro
lado Mazzolini vy cols. (2001) reaiizaron un estudio en cultivos de células de la
granulosa cerebelar de 8 dias de edad posnatal (EP) de rata, en el que se demostra
que el Pb? puede permear [a membrana de la neurona a través de sistemas de
trasportadores especificos y acumularse en el interior de la célula. La mayor captura
de Pb?", en este tipo de neuronas, fue a través de canales de Ca®* dependientes de
voltaje, en competencia con el Ca®*. Ademas, se observé que el Pb® cruza Ia
membrana a través de receptores NMDA y canales de Ca®! tipo-L.

Estudios realizados en cultivos de neurcnas de hipotalamo GT1-7, de ratdn
expuestas a acetato de plomo en concentraciones de 1, 10y 100 uM de sz”. por 12,
24, 48 6 72 h, produjeron muerte neuronal, que inicié con baja en la viabilidad celular
& las 24 h con un rango de 10 a 20% y termind con una baja del 20 a 40% en la
viabilidad celufar a las 72 h (Loikkanen y cols., 2003). Otros estudios efectuados en
cultivos corticales de cerebros embrionarios de 14 dias expuestos a soluciones de
acetato de Phb? en diferentes concentraciones: 1, 3, 10, 30, 100 uM Pb?". Los
resultados en las neuronas tratadas con la ceoncentracion de 100 uM Pp®
presentaron un rapido decremento del 60% en el nimero de neuwronas viables, a
partir del dia 1 con respecto al control.  En contraste, en los cultivos expuestos a las
concentraciones de 1y 3 pM Pb* hubo un incremento de 10 veces en el nimero de
neuronas con respacto al control en el dia 4 (Davidovics y cols., 2005).

Cultivos cerebelares de astrocitos (Raunio y cols., 2001) mostraron una mayor
captacion de Pb® que de Ca®* al estar estos en competencia, evaluado mediante
espectrometrfa de absorcion atémica. Por otro lado, estudios realizados con céiulas
corticales en las que se evalud la actividad de calmodulina, dependiente de Ca®*:
mostrd gue el Pb* es capaz de activarla a concentraciones menores y alcanzar su
maxima activacion a una concentracion de 30 pM, mientras que con Ca®* la mayor
actividad se da a 50 UM (Sandhir y cols., 1994). Estos resultado sugieren que el Pb®*
@8 capaz de desplazar y mimstizar la accidn de Ca*, afectando la homeostasis del
Ca”™ intracelular libre, lo que conlleva a la activacion de la proteina cinasa

12




dependiente de Ca®'/calmodulina y a la posterior fosforilacion de proteinas
especificas, comao la proteina de unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB).

Jadhav y cols., (2000) han mostrado en células PC12, que el Pb®" induce
muerte celular, mediante el aumente de ROS mediadas por glutamato, teniendo una
funcién muy importante la PKC y el Ca*” intracelular; otros estudios realizados por Xu
y cols. (2008), en células PC12 mostraron que el Pb*" induce apoptosis, ademas del
incremento de la expresion de fa proteinas Bax y caspasa 3, ambas proteinas pro-
apoptoticas. Estos estudios indican que el plomo induce muerte celular en sistema
nerviose en células en cultivo, asi como los diferentes blancos celulares.

Sin embargo, Ias condiciones del cerebro en desarrollo conduce a continuar
con estudios experimentales in vivo, con el fin de establecer y evaluar los dafios en e
SNC, que se produzcan durante la exposicion a Pb?". Ademds, la respuesta del
organismo a la presencia del Pb®" es muy variable, depende de la concentracion y

periodo de exposicion, asi como de la ruta de coniacte.
MODELOS DE NEUROTOXICIDAD POR Pb? [N VIVD

En los modelos de neurotoxicidad se ha realizado la intoxicacion de forma
sistémica a través de la administracion de soluciones a partir de sales de Pb** (por
ejemplo acetato de Pb®), de manera de obtener un cuadro crénico o agudo.

Estudios realizados en ratas de 21 dias de EP en un modelo de intoxicacién
cronica, expuestas durante 90 dias a niveles bajos de acetate de Pb?* (50ppm)
mostrarcn un aumento significativo en la acumulacion de Pb?* en sangre v tejido
cerebral, en regiones come son corteza, estriado, hipocampo, tallo cerebral y
cerebelo. En este sentido también se mostro que la presencia del Pb?" puede inducir
muerte celular apoptatica, causada por el dafio oxidative a través de la activacion de
factores de transcripcion como: facter nuclear kappa B {NF-kB), AP-1, proteina
cinasa c¢-jun N-términal (JNK), proteina activada por mitdgeno doble cinasa
{MAPKK), y caspasas en cerebro (Ramesh y cols., 2001).

Chao y cols. (2007) realizaron un estudio en un modelo de intoxicacion crdnica
en ratas, administrando 0.2% de acetato de Pb®" a las madres gestantes hasta el dfa
+20 de EP de las crias, mostraron elevados niveles de RNAm de caspasa 2, caspasa
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3. la proteina Bax, proteina pre-apoptética de la familia Bel-2 (Bel-x) y factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), tras la exposicién a Pb™*, en 12 EP, en el
hipecampo, estos efectos no se observaron en ofras areas analizadas, la corteza y el
cerebele; lo anterior sugiere gue, tras la exposicion a Pb?, algunas regiones
cerebrales como el hipocampo muestran mayor susceptibilidad, ademas de el
incremento en factores que regulan la sobrevivencia celular, taies como Belx y
BDNF. El aumento en la expresion de estos factores indican gue la célula necesita
un bafance por las perturbaciones producidas por el Pb?*, que se ven reflejadas en el
aumente de factores pre-apoptoticos como caspasa 2, caspasa 3 y Bax. Por otro
tado en estudios realizados por Tanaka y cols. (1998) en células de la granulosa
cerehefar mostraron que el Pb?* induce apoptosis en el dia 9 de EP al evaluar este

tipe de muerte por medio de la técnica de inmunohistoquimica.

En otro trabajo con el mismo protocolo de exposicion a Pb** que utilizé Chao y
cols. (2007), demostré que el Pb®* reduce el nivel de RNAm para GFAP, lo que
conduce a la modificacion en la diferenciacion y maduracién de los astrocitos en el
cerebro en desarrollo, esto se vio reflejado en las alteraciones de la arborizacion

neuronal y estructura de los astrocitos (Harry y cols., 1996).

En un modelo de intoxicacién con acetato de Pb** (750ppm), a través de Ia
dieta, en ratas de edad neonatal se observd que el plomo induce un efecto de
inhibicién indirecto sobre la actividad de receptor NMDA, el cual fue dependiente de
la edad del animal y de la regién analizada (Guilarte y cols. 1992). Este efecto de
inhibicion se postula gque puede deberse a la alta afinidad del Pb?* por el sitio de
unién a cationes presente en el poro del receptor NMDA, conformado por una region
con cuatro residuos de glutamato; cuanto mayor es la afinidad del catién por el sitio
de union, mas rapida es la entrada al pore del canal y mas lenta su salida por el
extremo intracelular del mismo, la elevada afinidad del Pb?* hace gue su pasao por el
poro sea mas lento que el del Ca¥’, de esta forma actta como blcgueador de canal.
Ademads, la inhibicidn de los receptores NMDA fue mayor a los 14 dias de EP en
comparacion a lo encontrado en ratas édultas; la concentracion media {ICso)
necesaria de Pb?" para inhibir el receptor NMDA fue de 34 + 4.1 UM a los 14 dias de
EF y de 78.1 £ 6 uM en las ratas adultas. Mientras que en células de hipocampo la
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ICso de Pb?* fue de 8.7 = 0.6 uM, lo gque sugiere una mayor susceptibilidad al efecto
inhibitorio del Pb?*. Utitizando un protocolo de exposicion a Pb®* muy similar (750
ppm de acetato de Pb** en la dieta) los niveles de Pb?* en sangre evaluados en este
estudio fueron de 13.9 = 2.8 pg/dL en el grupo expuesto a Pb™ y de 1.16 + 0.28
ug/dL en los corfroles; los niveles de Pb® en sangre de las ratas expuestas a Pb®
soh muy similares a los analizados en nifios expuestos a Pb?* (Guilarte y cols.,
1993).

Sharifi y cols. (2002} realizaron estudios en un modelo de intoxicacion aguda,
en el que administrarcn 15 mg de acetato de Pb* diarios por via intraperitoneal
durante 7 dias, a ratas de 2-4 y 12-14 semanas de edad posnatal. Los grupos
expuestos a Pb® mostraron aumento significativo en el nivel de expresidn de las
proteinas Bax y Bcl-2 siendo mas alto en los animales jovenes. Ademas, el estudio
histelégice reveld células con caracteristicas morfoldgicas de apoptosis y los niveles
de Pb* en sangre reportados incrementaron cerca de 17-19 veces en relacion al
control, estos resultados confirman que la neurctoxicidad por Pb?* es un fendmeno
dependiente de la edad, mostrando mayor susceptibilidad en la etapa de desarrollo,

Los receptores NMDA juegan un papel importante en los procesos de
aprendizaje y memoria {Collingridge y cels., 1990). Los receptores NMDA en ef
hipocampo son un blanco importante del Pb?* durante 1a etapa de desarrollo del SN
(Lasley y cols., 2001). Zhu y cols., (2005) administraran acetato de Pb?* a ratas en
un modelo crénico a diferentes concentraciones: 0.025%, 0.05% y 0.075% en €l agua
de beber a las madres desde la gestacién y hasta el dia 21 de EP de las crias
(destete), y despues |as crias recibieren la misma dosis que la madre hasta el dia 28
de EP. Se evaluaron los niveies de expresion de RNAm del receptor NMDA en el
hipocampo a las edades de 7, 14, 21 y 28 dias de EP, encontraron que los niveles de
- expresion del RNAm para Ja sub-unidad NR2A se incrementaron significativamente a
los dias 7 y 14 de EP en los grupos expue'stos & la concentracién de 0.05% y 0.075%
mientras que en el grupo de 0.025% solo fue significativo en el dia 7 de EP.
Ademas, en este mismo modelo se observa la inhibicién en la actividad de NOS,
afectando de esta forma la preduccion de NO, este Ultimo se ve involucrado en la
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plasticidad sinaptica, en este sentido la intoxicacién por Pb® afecta el proceso de
aprendizaje.

Otros estudios mostraron gue la exposicion a acetatc de Pb* en
concentraciones de 750 y 1000 ppm de Pb?* via oral, durante la etapa de desarrollo,
desde la gestacién hasta el dia 21 EP, causa efectos a large plazo en el aprendizaje
y la memoria en [a rata adulta, como déficit en el aprendizaje espacial (Wei y cols.,
2008; Kuhlmann y ¢ols., 1997).

EsTUDIOS CLINICOS

Estudios realizados en nifios han mostrado una fuerte relacion entre los
niveles de Pb® en sangre mayores a los 10 pgfdl, con un bajo desempefio en
examenes de coeficiente intelectual y en otras pruebas sicomeétricas (Canfield y cols.,
2003, Bressler y cols., 1999). Ademas, estudios experimentales en ratas y monos
expuestos a Pb* después del nacimiento mostraron déficit en aprendizaje ain a
niveles bajos de Pb** en sangre, alrededor de 10pg/dL (Cory-Selechta, 1995; Rice,
1998). "

En una poblacion ubicada dentro de un radio de 1Km con respecto una
compafila metalirgica en donde se procesa Pb?* en Tomeén, Coahuila, México, los
nifios que viven ahi mostraron un incremento en las concentraciones de PL*" en
sangre en un pericdo de tres afios de 19.2+4.5 yg/dL al inicio del estudio y 27.5+4.9
po/dL al final. El dafio se reflejd en disminucién de la velocidad de conduccion
neuromuscular, coordinacién motora y del coeficiente intelectual (Ci) (Calderdn y
cols., 1998).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos del Pb** son bien conocidos, sin embargo [os mecanismos
celulares y moleculares implicados en el dafio no son del todo entendidos. Sus
efectos toxicos se han asociado a la capacidad del Pb®" para sustituir a Ca?*
alterando su homeostasis y pape! en la fisiologia de la célula. La exposicion crénica
a compuestos con Pb? es altamente neurotdxica particularmente durante el
desarrollo del SNC, algunas de las acciones téxicas del Pb* incluyen:
excitotoxicidad, activacién de sistemas de segundos mensajeros, peroxidacion de
[fpidos, esirés oxidativo, disturbios en el almacenaje, produccion y liberacion de
neurotransmisores, activacion de la expresion de genes de respuesta inmediata,
apoptosis, alteracion en procesos de aprendizaje, memoria y bajo coeficiente
intelectual. Sin embargo todavia no se conocen las consecuencias que tienen
exposiciches a dosis bajas del metal, asi como si existe alguna dosis que pueda
considerar como segura o tolerada por los organismos; por lo que es importante
evaluar los dafos q'ue se produzcan en elles. Ademas, la respuesta del organismo al
Pb?* es muy variable, ya que depende de la dosis y periodo de exposicién, asi como
de la via de contacto. Este trabajo pretende estabiecer el efecto del Pb?* en ratas
durante las etapas prenatal y posnatal temprana al ser expuestas a la ingesta de
agua conteniendo acetato de Pb?*, este es un modelo de induccién de neurotoxicidad
in vivo, por la exposicion a acetato de Pb® via oral en solucion a distintas
concentraciones (250, 500 y 1000 ppm de acetato de sz*),' debido a la solubilidad
de la sal en agua permite que el Pb® pueda absorberse por via digestiva.
Posteriormente, se evalud la viabilidad celular en hipocampo; asi como la
acumuiacion de Pb®* en sangre Jo que permitira obtener la concentracion Pb** a Ia
cual se produce dafio neurcnal.

Este estudio permitid establecer un modelo de intoxicacion por plomo in vivo
por la administracién de acetato de Pb®* por via oral, lo que permitira posteriormente
establecer nuevas estrategias de estudio de las vias de sefalizacion involucradas en
este procesc y establecer una correlacién con eventos asociados a la muerte
neuronal bajo este modelo de induccion de neurotoxicidad por exposicién a Pb?.
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HIPOTESIS

En las ratas expuestas a plomo, en la etapa perinatal, se induce dafio

neuronal en el hipocampo, existiendo una correlacion directa con los niveles de Ph*

en sangre,
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de plomo en sangre y viabilidad en células del hipocampo
de rata sometidas a un tratamiento de intoxicacion controlado de Pb®* por la ingesta
de agua conteniendo acetato de plomo.



OBJETIVOS PARTICULARES

. Evaluar los niveles de plomo en sangre, mediante un estudio de

espectrofotometria de absorcion atémica.

. Determinar el efecto del Pb?* en el peso corporal debido a la ingesta de agua

centeniendo acetato de plomo.

. Determinar el efecto toxico del Pb*, sobre la viabilidad en células en el

hipocampo.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL

RATAS MACHO [CEPA WISTAR)
2.4,6,8,10,14 EP

Controt ] | 500 ppm Pb* J 250 ppm Pb® 1000 ppm Pb>

H M * .
[ ] | | ] L
[ ] [ 4 [ ] ]
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Sacrificio por Puncion
decapitacitn cardiaca
) Vsabtimﬁ celufar Niveles de Pb® en sangre
Técnica de incorporacion de Especirofotometria ge absorcion
IPIDAF B atomica

Figura 3. Diagrama general de frabajo en donde se muestran los diferentes grupos de

estudio, técnicas y dosis de Pb* utilizadas en este estudio.
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METODOLOGIA

REACTIVOS UTILIZADOS

los reactivos utilizados para el desarrolio de este trabajo fueron los siguientes:
para el andlisis de Pb® en sangre: Tritén X-100 (Qctil-fenoxi-polistoxietanol),
pirrolidinditiocarbamato de amonio, iscbutilmetifcetona {99%), nitrate de plomo (il),
acido nitrico (69.5%) y heparina; todos |os reactivos utilizados son de grado analitico
y el agua bidestilada, ademas con un contenide de plomo menor a 0.00001% excepto

por el nitrato de plomo (11) y acetato de plomo.

Para el analisis de viabilidad celular se utilizaron: cloruro de sodio (99%),
cleruro de potasio {99%), fosfato de sodio (99%), fosfato de potasio (98%), diacetato
de fluoresceina (DAF), inhibidor de tripsina, yoduro de propidic {25%) (IP), DNAsa [,
Hank's, tripsina, Estos reactivos fueron de la marca Sigma-Aldrich de grado biologia

molecular, y el agua destilada y estéril.

Otros reactivos como la acetona (99.6%) v el acetato de plomo (89.4%) fueron
de la marca Fermont.

MATERIAL BIOLOGICO Y TRATAMIENTOS

Los experimentos de analisis de Pb®* en sangre y viabilidad celular en
hipocampo se realizaron en un modelo in vivo, en ratas de [a cepa Wistar, hembras
gestantes de 60 dias de edad, de las crias solo se ufilizaron los machos para el
estudio, para eliminar fa variable de los cambios hormonales que se dan en las
hembras. Los animales se mantuvieron en cendiciones de bioterio luz-oscuridad
12x12h, temperatura 23+1°C y humedad relativa del 40% con libre accesc al agua vy
alimento, hasta la edad de sacrificio.

Las condiciones de cuidado, alimentacion, ﬁmpieza, ventilacion y tratamiento
de animales de laboratorio fueron cuidadosamente observadas, de acuerdo con la
Ley General de Salud (Leyes y cédigos de México) para la proteccién de animales,
NOM 064, 1999 ZOO, lo cual estd de acuerdo con la guia de los Institutos
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Nacionales de Salud para el cuidado y uso de los animales de laboratorios de los

Estados Unidos de América.
PROTOCOLO DE EXPOSICION A Pb*

A las madres gestantes se les suministrd en el agua de beber una sclucién de
acetato de Pb®" ad libitumn, desde el primer dia de gestacion, continuando el
tratamiento después del nacimiento de fas crias y hasta el dia de su sacrificio, las
crias fueron expuestas al Pb® a través de la madre por via transplacentaria en la
gestacion y por lactancia después del nacimiento.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos de estudio:

« Grupo I: Control, recibieron agua purificada.

¢ Grupe II. Se les administrd agua con acetato de Pb®, a una

concentracién de 250 ppm.

« Grupe Ml: Se les administrd agua con acetato de Pb* a una

concentracién de 500 ppm.
» Grupo IV: Se les administrd agua con acetato de Pb?", 1000 ppm.

En cada unc de los grupos se evalud los niveles de ptomo en sangre, la
viabilidad celular en hipocampe y peso corperal; a diferentes edades: 2, 4, 6, 8, 10y
14 dias EP, de los cuatro grupos experimentales, la “n” experimental fué de 3 para

todos los experimentos,

Las soluciones de Pb*" fueron preparadas con agua destilada y acetato de
Pb?* (Pk {CH4COO), -3H20) y se agitaron hasta iz disolucién total de la sal (Apéndice
1.

ANALISIS DE PLOMO EN SANGRE

1. TOMA DE MUESTRAS

Para evaluar los niveles de Pb®, los animales se anestesiaron con
pentobarbital sédico (40 mg/Kg de peso corporal), posteriormente se hizo ia sangria
total por el metodo de puncién cardiaca (Apéndice 23, colectando la sangre en tubos
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de polipropileno heparinizados. Las muestras se mantuvieron en congelacion a -

20°C, hasta el dia del analisis.
2. LIMPIEZA DEL MATERIAL

Todo el material de vidrio utilizado en el analisis, después de su lavado, se
mantuvo sumergido durante varios minutos en &cido nitrico 1:1 y despues fue

cuidadosamente enjuagado con agua bidestilada.
3. PROCEDIMIENTO DE ANALIS!S

Los niveles de Pb* se determinarcn por espectrofotometria de absorcion
atémica (Modelo Variam FS-220), basado en el método 8G03 de NIOSH para la
determinacion de Pb?* en sangre y redactado segun 1SO 78/2, de acuerdo con el
reglamento para la prevencion de riesgos y proteccién de la salud de los trabajadores
por la presencia de piomo metalico y sus compuestos idnicos en el ambiente de
trabajo {OM de 8 Abril de 1986, BOE 24-4-1988), en su articulo 11°, punto 1, indica
que la determinacion de los niveles de PE2" en sangre se realizé con una fiabilidad (a
un nivel de confianza del 95 por 100), de 215 por ciento 0 6 pg/dL para valores

inferiores a 40 ug/dL.
4, PREPARACION DE LA MUESTRA

4.1. Antes def analisis y una vez alcanzada la temperatura ambiente, la sangre se
homogenizd mecanicamente con un vortex durante un minuto.

4.2, Se colocd 3 mL de sangre en tubos de ensayo de tapdn roscado.

4.3. Se afadieron 0,8 mL de disolucion de Triton X-100/APDC y se agitd
mecanicamente durante 10 segundos.

4.4. Se afiadieron 2 mL de isobutilmetilcetona (MIBK) y se agitaron manualmente
durante 2 minutos.

4.5. Se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Se repitid la operacién si la
separacion de las fases organica y acuosa no era completa.
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Nota: El complejo APDC-Pb en MIBK es poco estable por 1o que el analisis se
efectuaba lo antes posible y en cualquier caso antes de las dos horas

siguientes.
5. PREPARACION DE PATRONES Y CURVA DE CALIBRACION

5.1. Se prepararon las discluciones de frabajo de 0.4, 0.8, 1 y 1.2 ug Pb/mlL
{Apéndice 3).
5.2. Se colocd 3 mL de cada una de estas disoluciones en tubos de ensayo con

tapdn roscado.

5.3. Se siguid las operaciones indicadas para el tratamiento de las muestras a partir

del punto 4.3.

5.4, Se prepard un blanco de agua bidestilada, y se sometié al mismo tratamiento
que las muestras y patrones. La lectura obtenida para el blanco se sustrajo de las

obtenidas para muestras y patrones.

5.5. Con las lecturas obtenidas para los patrones segin el punto 6 corregidas con el
~valer del blanco, se construyo el grafice sefial-concentracion.

6. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

6.1. Se optimizaron las condiciones instrumentales para disclvenies organicos,
teniendo en cuenta, que para evitar [a aparicién de coloracion amarilla en la llama por
exceso de combustible, debido a la presencia de MIBK, se disminuia la aportacion de
acetileno hasta lograr una relacion de flujos y coloracion de llama adecuados (azul).

6.2. Se aspiro el extracto organico, procedente de fa centrifugacion & la llama de aire-
acetileno y se midié las absorbancias registradas a 283.3 nm de muestras, patrones
y blanco.

Notas: Dadas las caracteristicas especiales de la llama en este analisis, fue
necesario [a vigilancia continua, para evitar gue se produjera un escape de
acetilenc, en caso de que se apagara. Entre una determinacién y otra se
aspiraba MIBK saturada con agua.
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7. CALCULOS

7.1. La concentracion de Pb?* en sangre de cada muestra se determino directamente
por interpolacién de la lectura obterida, restande el blanco, en la curva de

calibra

cion.

7.2. Los resultados, expresados en pg de Pb?* por 100 mL de sangre mediante la

siguiente expresidn:

C=cx

100

C = concentracion de Pb en ug/100 mL de sangre.

¢ = concentracién de Pb en pug/ml, leida en la curva de calibracién.

EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR

cols.,

La muerte neuronal se evalué por un ensayo de viabilidad celular (Jones y
1985; Schlemmer y cols., 2002) que se realizdé de acuerde al protocolo

siguiente (Apéndice 4):

1.

Las crias se sacrificaron por decapifacién, se disectd el hipocampe en
cendiciones de asepsia.

. Los hipocampos se colocaron en cajas de petri con 1mL de solucion Hank's

con Mg?* y Ca®", posteriormente se realizé un lavado con la solucién Hank's

con Mg?* y Ca®"y se trituraron con 1mb. de la misma, con ayuda de tijeras.

. Se adicioné DNAsa | (150U) y se incubo 3 minutos a temperatura ambiente.

. El contenido tisular se coloco en un tubo eppendorf, al cual se le adiciond 100

pl. de solucion de tripsina 1:10, la suspension se incubo a 37 °C durante 10

minutos.

. Trascurrido el tiempo de incubacién, se adiciond 100 pl de inhibidor de

tripsina para neutralizar la reaccion y e contenido se resuspendio
mecanicamente.

. Se centrifugo por un tiempo de 10 minutos a 200 g a temperatura ambiente.
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7. 8e desech¢ el sobrenadante cuidadosamente con una micropipeta y al
sedimento se le agregé 200 pL de Hank's, 100 pL de solucién de frabajo de
diacetato de fluoresceina (DAF) y 30 ub de fa solucién de yodure de propidio
{IP).

8. Las células se fifleron por 3 minutos a temperatura ambiente y se coloco el
tubo sobre hielo hasta el conteo, se resuspendi6 y se tomaron 20 pL de la
suspension celular tefiida y se colocd en el hemocitometro, se realizaron tres

conteos por experimento.

9. Las suspensiones celulares, se observaron en un microscopio de
fluorescencia {Olimpus BX51 con un filtro de absorcidn Alexa 488-594 con
banda estrecha). Las células viables mostraban fluorescencia verde y las
células muertas mostraban fluorescencia roja. El DAF proporciona tincién a
células viables, mostrando fluorescencia verde, mientras que el IP no puede
pasar hacia el interior de células cuando la membrana celular se mantiene
intacta.  Si la membrana se encuentra dafiada, las células pierden la
capacidad de retener el DAF, y ademas el IP entra a la célula y la tifie,
resultando en una intensa fluorescencia roja.

EVALUACION DE PESO CORPORAL

Los animales se pesaron cada 48 h desde su nacimiento hasta ei dia de
sacrificio: 2, 4, 6, 8, 10 y 14 EP respectivamente, de cada uno de los grupos de
estudio, para lo cual se empled una balanza analitica de la marca Precisa modelo
BJ410C.

ANALISIS ESTADISTICO

La “n" experimental fue de 3 (ver figura 3), en todos los grupos de trabajo y para el
analisis de viabilidad celular los experimentos se realizaron por triplicado. Todos los
datcs s& compararon entre los diferentes grupos de estudio. Se realizd |a prueba de
ANOVA de una via vy la prueba ¥ para las comparaciones entre grupos. Se

considerd una p< 0.01 como significativa.  Los resultados se expresan como la §

teem.
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RESULTADOS

DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PLOMO EN SANGRE

En todos los grupos expuestos a plomo, los niveles de piomo en sangre fueron
significativamente altos en relacién al grupo control, mismos que no se detecto Pb®*
en sus muestras. Ademas, en los grupos expuestos a plomo se observaron
diferencias entre cada uno ellos. En el grupo expuesto a 250 ppm se observo un
aumento gradual desde 16 hasta 38 ug Pb*/dL del dia 2 a 8 de EP, mientras gue del
dia 10 al 14 de EP se mantuvo con un nivel promedio de 39 ug PbZ/dL. El grupo
expuesto a 1000 ppm, mostrd un incremento desde los 2 hasta los 10 dias de EP
superando una concentracién de 70 pg/dL v un decremento a 65 ug/dL a los 14 dias
de EP. El grupo expueste a2 500 ppm mostrd un efecto de aumento continuo a traves
de todas las edades, con una cencentracion de 27 pg/dL en el dia 2 de EP, hasta un
maximo de concentracion de 52.74 pgfdL a los 14 dias de EP. El la Figura 4 son
mostrados los resultades para cada una de las edades a las diferentes
concentraciores de Pb?" de las soluciones empleadas como agua de beber.
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Figura 4. Niveles de Pb* en sangre, obtenidos por espectrofotomelria de absorcién atémica,
de ratas tratadas con acetato de Pb* (250, 500 y 1000 ppm). Se grafica la concenfracién de
Ph** en ug/dl de sangre, con respecto de fa edad posnatal (n=3). Se considers una p< 0.01
como significativa.

® Control vs 250 ppm

¢ Control vs 500 ppm

* Control vs 1000 ppm
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EVALUACION DE PESO CORPORAL

En la figura 5 se muestran los resultados del cambio en peso corporal de las
crias expuestas a Pb®" y control, los grupos expuestos a 250 y 500 ppm no
mostraron cambios significativos en relacion al grupo control.  Sin embargo, en el
grupo expueste a 10C0 ppm, mostrd baja del peso corporal a partir del dia 8 de EP
con un porcentaje de 16.98% en refacion al grupo control, siendo mas severc en el
dia 10 de EP con un porcentaje de 46.10% con respecto del grupo controi.,

‘e
]
1

Peso corporal {g)
[
=
¥

€23
£EEs
W EREE
*

EP2 ' EP4 ' EP6 ' EPS
Edad posnatal (dias)

EP 10 ' EP 14

Figura 5, La gréfica muestra el peso corporal de ratas de fos cuatro diferenites grupos de
estudio (Control, 250, 500 y 1000 ppm de FPb¥). Se grafica en g, con respecto de fa edad
posnatal {n=3). Se considerd una p< 0.01 como significativa.

(D Control vs 250 ppm

© Control vs 500 ppm

* Control vs 1000 ppm
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ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para el andlisis del dafio neuronal en células de hipocampo, se considerd a las
células que mostraron fluorescencia verde como células viables y las que mostraron
fluorescencia roja como células muertas o no viables (Figura 6). De esta forma se
evalud a las edades de 2, 4, 6, 8, 10 y 14 dias de EP.

[

CONTROL PLOMO

Figura 6. Fotomicrografias representativas de las suspensiones celfulares de hipocampo de
rata, en el grupo fratado con Pb* (500 ppm) y el control. Las marcas verdes representan las
: J células viables (flecha blanca) y las marcas rojas las células no viables (flecha negra).

| En el grupo control las diferencias entre las distintas edades evaluadas no
fueron significativas, se presentd un promedio de 23.7_8% de células no viables. Los
resultados muestran que el tratamiento con acetato de Pb*" indujo baja en el nimero
de células viables en relacion al grupo control, este efecto fué mas notorio en el dia 4
de EP, en donde se observé una aumento del porcentaje de células no viables del
21.03% del grupo experimental con respecto al grupo control. En contraste, en el dia
8 de EP no hubo cambios significativos entre [os grupos de estudio. En el dia 2 de
EP hubo baja en la viabilidad celular del 13.63%, mientras del dia 8, 10y 14 de EP el
nimero de celulas viables bajé desde 9.25, 15.37 y 12.03% respectivamente, en

relacion al grupo control (Ver figura 7).
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Figura 7. Efeclo de /a expasicion a acetato de Pb** (500 ppm) en la viabilidad ceiular en

céluias de hipocampo de rata. Se grafica el porcentaje de células con respecto de la edad
posnatal, cada barra representa el 100% de las células en el conteo (n=3). Se considerd una

p< 0.01 como significativa.

* Control vs 500 ppm
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DisScusION

Ef SN es susceptible a los efectos toxicos inducidos por compuestos quimicos
potencialmente neurotdxicos, dentro de estos se encuentra el Pb¥  Diversos
estudios han mostrado que ef efecto toxico del Pb?* se debe a la gran afinidad por los
sitios de unién para cationes polivalentes en las proteinas celulares, el efecto tdxico
causado por el Pb? depende de la concentracién en la que se encuentre presente.
Al estudiar el efecto del Pb** sobre las células, estamos viendo la suma de multiples
alteracionas que ocurren en forma simultanea en la fisiclogia celular.

Et objetivo principal de este trabajo fue la utilizacion de un modelo in vivo en
rata de la cepa Wistar, en la evaluacién de la neurotoxicidad inducida por la
exposicién perinatal a acetato de plomo, en hipocampo de rata, evaluando los niveles
de Pb® en sangre y la viabilidad celular en hipocampo. Estos experimentos se
disefiaron can el objetivo de c¢aracterizar un modelo de intoxicacién crénico por la
exposicién de acetato de Pb® in vivo, en el que no e presenten otros sintomas
como la baja de peso corporal debido a trastornos gastrointestinales, esto representa
un modelo subclinico de intoxicacion por Pb?.

El anglisis de espectrofotometria de absorcidén atdmica, demostréd un
incremento de la concentracién de Pb* en sangre tras la exposicion a acetato de
plomo en la etapa perinatal. La concentracién de Pb® en sangre mostrd un patrdn
de aumento directamente proporcional en relacidén a la dosis administrada en todos
los grupos expuestos a Pb?". Por otro lado, el grupo expuesto a 1000 ppm mostro un
aumento relativamente alto después del dia 8 de EP llegando hasta una
concentracion maxima de 72 ug de Pb?'/dL, este aumento se relaciond directamente
con baja del peso corporal a partir de el dia 8 de EP, mientras que en los grupes
expuestos a 250 y 500 ppm de Pb¥, no se presentaren cambios significatives en el
peso corporal en relacion af grupo contrel.  En contraste, en otro trabajo, donde ia
exposicién a Pb? fue a través dei alimento (750 ppm de acetato de Pb**) las niveles
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de Pb* en sangre evaluados en este estudio fueron mas bajos, de: 13.9 + 2.8 ug/dL
(Guilarte y cols., 1993).

En base a los resuitados obtenidos en el analisis de la concentracion de Pb**
en sangre y de la evaluacién del peso corporal, se decidi¢ utilizar la dosis de 500
ppm para el anélisis de viabilidad celuiar.

La determinacion de fa viabilidad celular es importante en el estudios de
citotoxicidad, existen varios ensayos de viabilidad aceptados, entre estos se
encuentra la tincion con azul tripano, esta técnica es fa prueba mas comun para
ensayos de viabilidad celutar, pero puede ser inexacta en la identificacion de las
células muertas, debido a que las celulas deben contarse dentro de 3-5 minutos, ya
que el nimero de celulas tefiidas aumenta con el tiermpo después de la adicion de!
colorante. El tiempo es menos critico cuando se utiliza eosina Y, pere la identificacion
de las células muertas es subjetivo. La nigrosina es menos téxica, pero la tincidn
requiere por lo menos 10 minutos y, por tanto, lleva mas el tiempo realizar el conteo.

La técnica de tincién con DAF y IP es un procedimiento simultdneo de doble
tincidon que se pueden realizar en & minutos, que se puede realizar sobre las
suspensiones celulares y pueden ser evaluado por microscopia de fluorescencia,
ademas el conteo celular se puede llevar-acabo dentro de 5-40 minutos después de
l& tincidn,

En el analisis de viabilidad celular se observé aumento en el namerc de
células no viables en el hipocampo, mostrando mayor susceptibilidad en el dia 4 de
EP, en el que la disminucion de células viables fue de 21.03%. A diferencia en el dia
8 de EP no hubo cambios entre el grupo control y ¢l expueste a Pb?*, En contraste,
en cultives de neuronas expuestos a concentracionss de 1 y 3 uM Pb#* reportaron
incremento de fa viabilidad celular {Davidovics y cols., 2005), esto puede deberse a
diferencias entre los modelos experimentales.

La baja en la viabilidad celular generada por la exposicion a plomo en la etapa
de desarrollo, demuestran que el Pb* tiene un efecto neurotéxico importante,
probablemente por la capacidad de pasar |a placenta y ia barrera hematoencefélica,

esto podria inducir cambios en la diferenciacion y sinaptogénesis que se dan en esta
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etapa, ademas los niveles de Pp** presentes en sangre se relacionan con los
reportados en la exposicion infantil & Pb®* relacionada con alteraciones neurolégicas
y cognitivas (Bellinger, 2004), esto sugiere su accidn directa en el hipocampo. En un
estudio realizado, por nuestro equipo de trabajo (Franco y cols., 2007), bajo el mismo
modelo de estudio del presente trabajo, se reportd un mayor nimero de células con
caracteristicas morfoldgicas anormales en el hipocampo de ratas que recibieron
acetato de plomo con respecto a los animales control, siendo este efecto mas
significativo en el dia 4 EP y en particular en la region CA2 del hipocampo; por otro
lado en el dia 8 EP no se presentaron diferencias significativas al comparar ambos
grupos, estos resultados coinciden con los obtenides en el presente analisis de
viabilidad celular.

Entre fos dafios causados por e Pb®" en el SN, podemos mencionar la
peroxidacion de iipidos, excitotoxicidad, alteraciones en la sintesis, almacenamiento
y liberacion de neurotransmisores, en la expresion y el funcionamiento de receptores,
alteraciones en el metabolismo mitocondrial, interferencia con segundos mensajeros,
dafios en endoislio cerebrovascular, astroglia y oligodendroglia, causando defectos
en la mielinizacién, interferencia en los receptores NMDA. Sin embargo, el
mecanismo exacto de neurotoxicidad en hipocampo inducido por Pb?* no es claro y
es necesario su estudio, especiaimenta i vivo. Este modelo debe ser tomado como
punto de partida para estudios de la neurotoxicidad mediada por Pb®* y facilitar el
estudio de los mecanismos fisiologicos y moleculares que son alterados por el Pb®.
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CONCLUSIONES

La administracién de acetato de Pb® en etapa perinatal, induce:

+ Aummento en la concentracian de Pb?" en sangre con un efecto dosis v edad
dependiente en los grupos expuestos a Pb?*,

s Un incremento en el nimero de células muertas en hipocampo con respecto
al grupo control siendo mas notorio en el dia 4 de EP.

* Los datos del analisis de peso corporal indican una relacion inversamente
proporcional con fos niveles de Pb®* encontrados en sangre.
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APENDICES

APENDICE 1

SOLUCIONES DE ACETATO DE PLOMO

1

2)

3)

250 ppm de Pb®
Acetato de plomo------------. 454.95 mg
Agua destilada -+ ------- Aforaral L

Se mezcld el acetato de plomo con 500 mL de agua destilada, se agitd hasta
disolver y se adiciond el resto del agua hasta aforar a 1 L. Después de esto
se dejaba agitandec 12 h, con un agitador magnético.

500 ppm de Pb®
Acetato de plomg ----------- - 920.9mg
Agua destilada ------------ Aforaral L

Se mezcld el acetato de plomo con 500 mL de agua destilada, se agitd hasta
disclver y se adiciond el resto del agua hasta aforar a 1 |.. Después de esto
se dejaba agitando 12 h, con un agitador magnético.

1000 ppm de Pb**
Acetato de plomo ------------- 1841.8 mg
Agua destilada -.----..--. Aforar a1l

Se mezclo el acetato de plomo con 500 mL de agua destilada, se agit6 hasta
disclver y se adiciond el resto del agua hasta aforar a 1 L. Después de esto
se dejaba agitando 12 h, con un agitador magnético.
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APENDICE 2

TECNICA DE PUNCION CARDIACA

La puncién cardiaca se llevo acabo bajo anestesia general. Se tumbo al
animal en posicién dorsoventral y se introdujo fa aguja justo debajo del esternén
hasta el corazén. La puncidn se realizo con una jeringa de 1 mL, con aguja de 18
mm. Para asegurar la muerte del animat, después del procedimiento, se realizd una
incision en el corazon.
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APENDICE 3

REACTIVOS PARA DETERMINACION DE PLOMO EN SANGRE

1)

2}

3}

Disolucion tritén X-100/APDC: (20 g/L de APDC, y 2,5% (V/V) de Tritdn X-
100). Se disolvio 4 g de APDC en 40 mL de agua y se afiadié 5 mL de Tritén
X-100. Se aford a 200 mL con agua. La disolucion, de presentar turbidez se
filtréd previo a su utilizacion. Dada su inestabilidad se preparé la disofucion
antes de realizar el analisis.

Isobutilmetilcetona saturada con agua: Se mezcld 900 mL de MIBK con
100 mL de agua, agitando hasta conseguir la saturacién, y se dejé reposar
durante 1 h para separar ia fase organica. '
Disolucién patrén de plomo de 1000 mg/mL: Se secé nitrato de plomo {If) a
120 °C durante 4 h y se dejé enfriar en desecador. Se pesaron 1,598 g y se
disolvié en acido nitrico af 1 % (V/V) hasta completar 1 L de disolucién,
Discluciones de trabajo: Se prepard una disclucién intermedia de 10 |g
Pb/mL, se tomd 1 mL de [a disolucién patrén del punto 3 y se diluyd a 100
miL.

De la disolucién de 10 ug Ph/mL se tomaron alicuotas de 4, 8, 10y 12 mL, v
se aforaren a 100 mbL con agua, obteniéndose las disoluciones de trabajo de
0.4,0.8, 1y 1.2 ug Pb/mL.
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APENDICE 4

REACTIVOS PARA VIABILIDAD CELULAR
1) PBS 0.310 Osm, pH 7.2

NaCl --cerimiio 7649
NazHPOy4 oo 1.075¢g
NaHPOs oot 0349
Agua destilada estéril -.----.- aforar 1L

2) Hank’s y Hank’s con Ca* y Mg* pH 7.4

Sal balanceada de Hank's----9.8 g

» Se midié el 90% del volumen final de agua. Se agregd el polvo, mientras
se agitd hasta disolver.

¢ Seenjuagd el frasco del polvo y se adiciond a la solucién anterior,

» Se agregd 0.35 g de bicarbonato de scdio a la solucién anterior y se agité
hasta disolver.

+ Mientras, se agitaba, se ajusté el pH de 0.1-0.3 unidades de pH con HCI
1N.

s Se adiciond el resto del agua, hasta que se completd 1 L.

¢ Se esterilizé inmediatamente con una membrana de nitrocelulosa con
porosidad de 0.22 um.

» Se aimacend en un frasco estéril & 4 °C.

Nota: La temperatura del agua fue de 20 °C. Si se observé algin cambio en

el color de fa solucién almacenada, se deseché.

3) DNAasa |l (150 U/alicuota)

DNAasal------emeeea -2,5697 myg (7500 )

Hank's con Ca®" y Mg?*------ 2000 pk

. Se disolvid la DNAasa | en ef Hank's con Ca®* y Mg® y se mezclé en

vortex.
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4)

5)

*  Se realizaron alicuotas de 40 YL cada una {150 U) y se almacent a -20
°C.
Nota: Todo el proceso se llevd acabo en una campana de flujo laminar.

Tripsina 1:10
Trpsing - --ccooeae 100 pl
Hank’s con Ca®* y Mg®* """~ 200 UL

¢ Semezcld la tripsina con el Hank's y se almacend a -20 °C.
Inhibidor de tripsina 1:10

Inhibidor de tripsing ---------- 1mg

Agua destilada estéril -------- 1mL

»  Se mezclé la tripsina con el agua y se almacené a -20 °C.

6) Yoduro de propidio.

7

PBSestéril---------oonioooo-- 1mL

»  Se mezcld el IP con el PBS en vortex y se almacend a 4 °C, protegide de
ia fuz.

Diacetato de Fluoresceina (solucidn stock)

Acetong-------avemeiaiaean 1mL

¢« Homogenizar en vortex y almacenar a 4 °C, protegido de la luz.

+ Solucién de trabajo: Se adiciond 4 pL de la solucién stock en 1 mL de PBS
¥ se homogenizd por inversion suave.
Nota: Se protegia de la luz y se preparaba cada vez que se utilizaba,
nunca se almacend.
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