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RESUMEN

El acido 2 ,3-dimercaptosuccinico ( DMSA ) es usado como agente
quelante en las intoxicaciones por plomo ( Pb ). Actua a nivel extracelular
incrementando la eliminacién del metal sin ocasionar efectos colaterales
importantes para el organismo. Es sabido que una dieta baja en calcio en
combinacién con el Pb puede incrementar los efectos toxicos de este. En el
presente trabajo se estimé |a eficacta del DMSA para reducir los niveles de Pb
en tejido cardiaco, esplénico, hepatico, renal y 6seo en ralas Sprague-Dawley
intoxicadas con este metal y mantenidas con una dieta 0.1 % Ca y en ratas
testigo en donde una parte recibié dieta normal ( 1 % Ca ) y la otra parte recibio
dieta 0.1 % de Ca. Ademas se hizo la evaluacion de algunos indicadores de
dano biolégico: acide §-aminolevulinico urinario ( ALA-U ), protoporfirina IX
eritrocitica ( PPF-IX ), hemoglobina ( Hb ), hematocrito ( Hto ), plomo en sangre
( Pb-S ) y en orina ( Pb-U ). Se les administré por via oral DMSA en dosis de 30
mg/Kg/dia durante 5 dias a una parte de los animales intoxicados por Pb y al
grupo testigo que recibic la dieta 0.1 % Ca. Se observé una reduccion de Pb-S,
ALA-U y PPF-IX acompanada de una eliminacién importante de Pb-U, asi como
una recuperacién en los niveles de Hb y Hto en el grupo intoxicado con Pb y
mantenido con calcio bajo que recibi6 DMSA comparandolo con el grupo que
no recibid el agente quelante. Se aprecid una reduccion muy significativa de Pb
a nivel cardiaco, esplénico, hepatico, renal y 6seo del grupo tratadc con DMSA
en comparacion con el grupo no tratado. Observamos que el DMSA es eficaz
para aumentar la eliminacion urinaria del metal del organismo con una
reduccion importante de la carga corporal del Pb en los diferentes érganos, asi
como una recuperacion en los indicadores biclogicos alterados en este modelo
de intoxicacion severa por Pb.
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1 INTRODUCCION

1.1 Piomo

El plomo ( Pb ), es un metal pesado considerado muy tdxico para el
organismo y al cual no se le ha encontrado ninguna funcidn biologica en
muchas especies estudiadas; ha tenido desde hace muchos afios una gran
demanda en la industria siendo utilizado en forma metalica ( Quer-Brossa,

1983 ).

Este metal en su forma natural mas comun ( sulfuro de Pb o galena ) no
representa un riesgo importante para el organismo, pero debido a sales y
compuestos derivados por sus multiples aplicaciones, se ha convertido en un
elemento de considerable importancia en la contaminacion ambiental ya
que puede ser dispersado por el hombre durante los procesos de mineria,
fundicién, procesamiento, uso y reciclado, y es considerado por o tanto un

contaminante ubicuo.

Las fuentes de riesgo al Pb son mayores a medida que se incrementa
su uso en la industria; este metal se emplea importantemente en [a fabricacion
de acumuladores eléctricos, como metal de imprenta, en pinturas, lacas,
barnices, recubrimiento de cables eléctricos, soldaduras, esmaltado de
alfareria, hule, juguetes, en aleacion con el estario ( utilizado en la fabricacion
de papel de estafno ), planchas de Pb para el techado de edificios, fabricacion
de municiones y articulos pirotécnicos, revestimiento anticorrosivo de

recipientes y depésitos, produccion de aceites pesados y plaguicidas,

1



contaminante en la elaboracion ilegal de whisky, como antidetonante
( tetrametilo y tetraetilo de Pb ) en los carburantes utilizados por autos y otros
vehiculos, etc. ( Quer-Brossa, 1983; Desoille et al, 1986; Dreisbach vy

Roberison, 1988 ).

Los compuestos de Pb responsables de la contaminacién ambiental son
en su mayor parte compuestos de tipo inorganico. Se presentan en el aire y en
los alimentos de areas urbanas e industriales en cantidades lo suficientemente

elevadas como para provocar efectos fisiopatolégicos en ciertos organismos.

Durante mucho tiempo se han tratado de tomar medidas adecuadas para
evitar la contaminacion por el Pb, reduciendo los riesgos de su uso ( tanto en
el hogar como en la industria ), © proporcionando un tratamiento eficaz para
reducir los niveles de este metal cuando ha sido absorbido y esté ejerciendo
una accion téxica, revirtiendo asi los dafios organicos en las personas que se

encuentran intoxicadas.

1.2 Absorcion y distribucion del Pb

El Pb inorganico puede ser absorbido al torrente sanguineo en 2 formas:
por inhalacion o por ingestion { WHQO, 1986, Ellenhom y Barceloux, 1988,
Lewis, 1890 ). Se distribuye répidamente por el organismo llegando a 6rganos
blanco como son higado, rifidon, médula 6sea, etc., y se deposita en forma muy
persistente en hueso. Cerca del 95 % de |la carga corporal del Pb se encuentra
en hueso; también se aprecia una alta concentracion del metal en rifidon
considerado el principal organo excretor y una parte menor en higado y bazo

( Moore et al., 1980, WHOQO, 1986; Klaassen, 1991 ). El Pb que se encuentra en
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hueso es relativamente inerte pero puede regresar al torrente sanguineo en
condiciones relacionadas con el metabolismo de fosforo y calcio y el equilibrio
acido-base provocando asi una variacién en su eliminacion sin modificar su
absorcién ( Desoille et al., 1986 ). Este metal puede ser redistribuido en el
esqueleto en areas de mayor actividad metabolica, come son {a tibia, el radio

y el fémur ( Goldfrank et al., 1990 ).

Los experimentos realizados por Conrad y Barton en 1978 mostraron que
la absorcion del Pb en animales ocurre a nivel de intestino delgado siendo
el duodeno donde la bilis puede incrementar el transporte del metal a través
de las células epiteliales de la mucosa intestinal. Generalmente, la absorcion
gastrointestinal del Pb en los adultos ocurre en un 10 %, mientras que en
los nifilos pueden alcanzar hasta un 40 % aproximadamente ( Ellenhorn y
Barceloux, 1988; Klaassen, 1991 ). Algunos investigadores mencionan que
ciertos factores fisiologicos se encuentran asociados con cambios en la
absorcién del metal. La absorcion se puede elevar cuando es acompanada
de una deficiencia de hierro, calcio y zinc. Se cree que el Pb y el calcio
compiten probablemente por un mecanismo de transporte comun ( Toraason et

al., 1981, Graef and Lovejoy, 1991, Klaassen, 1991 ).

1.3 Pb y caicio bajo

Desde hace muchos anos se conoce la relacion metabdlica existente
entre el calcio y el Pb; varios autores han mencionado que una deficiencia
nutricional del calcio podria incrementar la severidad de los efectos del Pb en
las funciones de un organismo ( Aub et al., 1926; Six y Goyer, 1870; Mahaffey

et al,, 1973 ). En 1977, Meredith et al., confirmaron que la absorcion del Pb
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en el tracto gastrointestinal puede ser influenciado por la falta de ciertos

componentes nutricionales en |la dieta, en forma especial, el calcio.

Gerber y Deroo en 1975, mencionaron que algunos factores que
intervienen en la dieta tales como el contenido de proteina y calcio podrian
afeciar la toxicidad del Pb, ellos observaron que una dieta baja en calcio en
combinacién con el Pb aumentaba la absorcién de este a nivel de yeyuno en
ratas jovenes en comparacion con ratas adultas. Asi mismo, Quaterman et al.,
( 1975 ) mencionaron que una reduccién de calcio en la dieta de las ratas
podria inhibir la liberacidn y excrecion de Pb que se encuentra ya incorporado

en el organismo.

Se sabe que el calcio es un elemento esencial para los organismos con
una gran diversidad de funciones; principalmente es requerido para la funcion
normal de la membrana, la coagulacién sanguinea y la transmisién sinaptica
( Harper et al., 1980 ) donde el calcio esta implicado en la fiberacion acoplada

a estimulos de varios neurotransmisores ( Silbergeld, 1977 ).

Ademas, el calcio junto con otros nutrientes sirve de elemento principal
del tejido 6seo en donde se almacena. Cuando se presenta una deficiencia en
la dieta, se moviliza el calcio depositado en hueso para asi mantener los

niveles de calcio normal en la sangre y los tejidos ( Dukes y Swenson, 1977 ).

Diversos estudios han demostrado gue la witamina D interviene en la
homeostasis del calcio asi como en la estimulacion de una proteina de union
de calcio ( Calbindina D ) ( Bogden et al., 1992; Halloran y Deluca, 1980 ).

Asi mismo, cuando se presenta una alimentacion deficiente en calcio, su
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concentracidn en plasma disminuye induciendo la secrecidon de fa hormona
paratiroidea ( PTH ), la que estimula la actividad de la enzima renal
especifica 25-hidroxivitamina D-1a-hidroxilasa [ 25(0OH),D-1a-hidroxilasa } para
incrementar a nivel de plasma la 1,25-dihidroxivitamina D [ 1,25(0H),D ] y esta
a su vez estimula el ransporte de calcio activo en el intestino para ayudar a
restaurar la pérdida de calcio en ei plasma ( Fox et al.,, 1977, Halloran y

DelLuca, 1980; Fullmer y Rosen, 1990 ).

Existe un incremento en la carga corporal de Pb cuando es acompanado
de una dieta baja en calcio asi como de un aumento en |a absorcién del metal
a nivel intestinal. Los estudios realizados en animales han mostrado que el
Pb en la dieta puede disminuir la actividad de la 25(0OH),D-1a-hidroxilasa renal,
con una disminucion subsecuente de la 1,25(0H),D en circulacidon asi como
de la absorcién de calcio intestinal ( Fullmer y Rosen, 1990 ). Sorrell et al.,

( 1976 ) mencionaron que este metal no inhibia a la PTH.

Se han diagnosticado casos de hipocalcemia en nifios con un incremento
de Pb en sangre acompariado de una reduccion de la 1,25{(OH),D en
circulacion debido tal vez a una disminucioén en Jla absorcion de calcio a nivel

intestinal ( Toraason et al., 1981 ).

Hasta el momento se desconoce el mecanismo exacto, pero existen
algunas hipdtesis que explican como se lleva a cabo |a absorcidon del metal.
Six y Goyer ( 1970 ) hicieron |a observacion de que el calcio podria afectar la
retencion y depositacién del metal provocando con elio alteraciones mayores
en el sistema renal y hematopoyético entre otros. Posteriormente, Kostial et al.,

{ 1971 ) mencionaron que se establecia una competencia entre el Pb y el caicio
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por el transporte activo en el intestino de los animales de temprana edad. Por
el contrario, los estudios de Barton et al., en 1978, mencionan que el Pb podia
competir con el calcio por los sitios de union con las proteinas de la mucosa
intestinal. En 1981, Toraason et al., hicieron la observacién de que el Pb como
es un metal cationico divalente, competia con el calcio sin que el organismo lo
distinguiera ocurriendo la unién del metal al tejido duodenal e inhibiendo
probablemente la absorcién del calcio. Las estudios realizados por Fulimer y
Rosen en 1990, confirman que el Pb inhibe el transporte de calcio intestinal

cuando es acompanado de una dieta baja en calcio.

Los estudios de Mahaffey et al, en 1973, mostraron que las ratas
alimentadas con una dieta baja en calcio presentaban una reduccién muy
significativa en el peso ganado en comparacion con los que recibian una dieta

normal en calcio.

A pesar de |lo mencionado en la literatura, el mecanismo por el cual el
Pb sustituye al calcio no ha sido confirmado completamente, unicamente se
conoce que se incrementa la carga corporal del metal en el organismo durante
una dieta hipocalcica ( Six y Goyer, 1970 ). Se presenta un incremento
significativo en la carga corporal del metal a nivel tisular asi como de efectos
patolégicos en animales que reciben dietas con cantidades menores de calcio
( Mahaffey et al., 1973 ), sugiriéndose que este tiene un efecto protector contra
tos efectos toxicos del Pb. En 1978, Barton et al., hicieron la observacion de
gue el calcio dietético no afectaba significativamente la absorcion del Pb pero
si aumentaba Ia retencion de este en el organismo disminuyendo su excrecion,

concordande en esto con lo planteado por Six y Goyer ( 1970 ).



Desde 1940, Lederer y Bing observaron que una dieta baja en calcio
incrementaba el deposito del Pb en fémur cuando una solucién de acetato de
Pb fue incluida en la dieta, pero no afecté el contenido del metal cuando se
administré esta solucion de Pb por via intraperitoneal. En 1974, Waldron y
Stofen reportaron un incremento en los niveles del metal en los tejidos blanco y
en hueso al presentarse una disminucidn en la concentracién de calcio en la
dieta. Algunos otros investigadores concordaron en que la combinacién de
calcio bajo y Pb podria incrementar la carga corporal del Pb en fémur y en nindn
en comparacion con una dieta normal ( Six y Goyer, 1970; Mahaffey et al.,

1973; Bogden et al., 1992 ).

La combinacion de Pb y una dieta baja en calcio puede hacer que
aumente el tamafio del rifdn y que se observe una alta incidencia de cuerpos
de inclusion intranuclear renal ( Barton et al., 1978 ), asi como tambien de una
aminoaciduria { Six y Goyer, 1970 ). Levander ( 1979 ) hizo la observacién de
gue las ratas que fueron intoxicadas con Pb y alimentadas con una dieta baja
en calcio presentaban una elevada carga corporal del metal, con una severa
anemia, una incrementada excrecion urinaria de acido §-aminolevulinico y una

alta presencia de cuerpos de inclusién intranuclear renal.

Los reportes de Bogden et al.,, en 1992 indican que el caicio en la dieta
no influye en las concentraciones en o6rganos de metales divalentes como
son el cobre, el hierro, el magnesio y el zinc. Los resultados presentados por
Fullmer y Rosen en 1990 canfirman que la relacion entre el calcio dietético, la
exposicion al Pb y la sintesis de proteinas de union de calcio ya sea renal e
intestinal son complejas y que se encuentran relacionadas al metabolismo de la

vitamina D.



1.4 Efectos toxicos del Ph

En 1991, Graef y Lovejoy mencionaron que el mecanismo de la accion
toxica del Pb es compitiendo con metales esenciales como zinc o calcio en sus
sitios de unién, y ademas, modificando la forma y funcién de las proteinas por
su alta afinidad con los grupos -SH e interfirendo con algunas enzimas
celulares incluyendo aquellas implicadas en la hemosintesis ( Sanchez, 1977;
Lewis, 1990 ). En concentraciones relativamente altas, el Pb puede alterar
la estructura terciaria de las proteinas intracelulares, desnaturalizandolas y

ocasionando muerte celular ( Lewis, 1990; Graef y Lovejoy, 1991 ).

El Pb puede provocar anemia debido a las alteraciones del sistema
hematopébyetico y a una disminucidon en la vida media de los eritrocitos,
incrementando la fragilidad mecanica de la membrana; no se sabe como ocurre
este efecto pero es acompanada de una inhibicion de la ATPasa dependiente

de sodio y potasio de la membrana celular ( Goyer, 1921 ).

Este efecto toxico del Pb puede ocasionar una serie de alteraciones
bicldgicas muy marcadas en el ciclo biolégico humano. A nivel celular, el Pb
interactia con los grupos -SH en el sitio activo de varias enzimas que
intervienen en la formacién del hemo inhibiéndolas, produciendo un incremento
de los precursores e impidiendo la incorporacion de hierro en el grupo hemo
( Goldfrank et al., 1990 ). El Pb inhibe la actividad de algunas enzimas como
son: la deshidratasa del acido §-aminolevulinico, la ferroquelatasa y la
coprogenasa, ocasionando una acumulacién de acido §-aminolevulinico en
plasma con un elminacion incrementada en orina, un aumento de

coproporfirindbgeno 1ll celular y de |la coproporfirna Ill en la orina y un
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incremento en las tasas de protoporfirina IX de los hematies y en los niveles de
hierro sérico acompariado de una disminucion en el proceso de formacién del
grupo hemo ( Desoille et a)., 1986 ). La protoporfirina IX incrementada en el
eritrocito se une al zinc en lugar del hierro, produciendo una intensa
fluorescencia al ser excitado apropiadamente siendo esto utilizado para medir
su concentracion y facilitar el diagnéstico de una intoxicacion por Pb ( Goyer,

1991 ).

Ademas de las alteraciones producidas por el Pb mencionadas
anteriormente, el Pb causa dafios renales que suelen manifestarse por un
desorden tubular renal reversible y una nefropatia intersticial crénica
( Klaassen, 1991 ) caracterizada por una esclerosis vascular, atrofia tubular,

fibrosis intersticial y esclerosis glomerular ( Goyer, 1991 ).

La inhibicion del grupo hemo condiciona la serie de trastornos hematicos
del saturnismo. La plumbemia esta caracterizada por un acortamiento de la
vida media de los eritrocitos y hay ademas un bloqueo progresivo, funcional y
reversible del mecanismo renal de depuracion. En una exposicion continua al
Pb, el cuadro clinico incluye alteraciones sanguineas ( anemias ), lesiones
renales { uremia ), trastornos digestivos ( colicos ), lesiones neurolOgicas

centrales o periféricas, etc. ( Desoille et al., 1986 ).

Klaassen ( 1991 ), menciona que los procesos fisiolégicos aiterados
en una intoxicacion por Pb podrian estar divididos en varias categorias:
los gastrointestinales, los neuromusculares, del sistema nervioso central, los
hematolégicos, y 10s renales, entre otros, ya sea separados o en combinacion.

Los sindromes neuromusculares y del sistema nervioso central usualmente
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resultan de una exposicion intensa, mientras que el sindrome abdominal es

una manifestacion de la intoxicacion lenta e insidiosa.

Una exposicion de Pb a dosis bajas puede provocar alteraciones en
la sintesis del grupo hemo ( Desoille et al.,, 1986 ) y en el metabolismo de
la vitamina D ( Bogden et al, 1992 ), asi como ocasionar efectos
neuroconductuales en nifios ( Klaassen, 1991 ), retraso en el desarrollo fetal
y efectos cardiovasculares en aduitos ( Skerfving, 1988 ). Al presentarse una
expasicion muy grande de Pb, este puede provocar efectos gastrointestinales,
anemia, nefropatia, anomalias electrocardiograficas, encefalopatia, y en ciertos
casos abortos espontaneos e infertiidad en hombres ( Lewis, 1990 ). Los
efectos toxicos det Pb son mas severos a nivel de sistema nervioso central
en los nifos provocando alteraciones psicologicas y problemas en la conducta
( Klaassen, 1991 ). El sistema nervioso periférico afectado por el Pb se
manifiesta con una desmielinizacién segmentaria y degeneracion axonal, la
polineuropatia difusa resuitante puede evolucionar a paralisis de algunos

nervios { Ellenhom y Barceloux, 1988 ).

En los adultos ocupacionalmente expuestos al Pb, la sintomatologia se
presenta generalmente por un proceso abdominal agudo acompanado de
cefalea, anemia, ataxia, pérdida de la memoria, asi como de una neuropatia
periférica localizada en extremidades superiores afectando al nervio radial
con paralisis de los extensores de la mano del brazo dominante ( Quer-Brossa,
1983, Graef y Lovejoy, 1991 ). En los nifios expuestos al metal por la
ingesta de sustancias no alimenticias ( pica ), se caracteriza por dolor
abdominal, anemia, anorexia, ataxia y una encefalopatia difusa inespecifica

{ aparentemente el Pb pasa la barrera hematoencefalica mas faciimente en los
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ninos ), convulsiones y coma, y la muerte en caso de presentarse edema

cerebral severo ( Ellenhom y Barceloux, 1988; Graef y Lovejoy, 1991 ).

Los efectos toxicos del Pb suelen llegar a ser muy variables y
generalmente los nifios y las mujeres embarazadas son mas susceptibles que
el resto de la poblacién a una intoxicacion por este metal. La intoxicacién en
un individuo dependera de ciertos factores como: via de ingreso, cantidad
absorbida, tiempo de exposicion, estado fisico del individuo, higiene personal
y el medio ambiente que lo rodea ( Desoille et al., 1986 ). Debemos recordar
que la deficiencia de ciertos elementos nutricionales como es el caso del caicio
dietetico puede aumentar la toxicidad clinica del Pb interviniendo en la

absorcion y retencion de éste ( Six y Goyer, 1970 ).

Los organismos en desarrolio son mas susceptibles a la accion del Pb
reflejandose en un efecto téxico mas acentuado en los diferentes sistema
importantes para el organismo, como son el sistema nervioso central, el
sistema hematopoyético, y el renal, ademas de alterar el desarrollo en estos

organismos.

1.5 Tratamiento en las intoxicaciones por Pb

En el humano, la intoxicacién por Pb o0 satumismo se encuentra
caracterizada generalmente por varigs signos y sintomas como san: colico
abdominal, constipacion pertindz con ocasionales episcdios de diarrea,
nausea, vomito, encefalopatia, polineuropatia, anemia, palidez, etc. ( Levander,
1979; Gonzalez et al.,, 1988 ). Se recomienda retirar a la persona del lugar

de exposicién y posteriormente si la sintomatologia asi lo justifica, iniciar un
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tratamiento a base de alguno de ios llamados agentes quelantes para eliminar

el metal del organismo ( Aposhian et al., 1995 ).

Muchos autores ( p. ej. Gonzélez et al., 1990 ) han mencionado que €l
objetivo principal en el tratamiento de una intoxicacion por metales pesados
es la eliminacién de estos mediante el uso de sustancias [lamadas agentes
quelantes, los cuales tienen |a finalidad de formar compuestos ilamados
quelatos con el metal y de esa forma eliminarlo mas facilmente del organismo
( Molina et ai, 1986 ) y son la mejor alternativa en la terapéutica de la
intoxicacién por metales, siendo en general moléculas compuestas de dos o
mas grupos electronegativos {os cuales forman enlaces covalentes coordinados

con el metal ( Correia y Becker, 1991 ).

Correia y Becker ( 18991 ) consideran que la eficacia de los agentes
quelantes radica en parte en el niumero de ligandos disponibles para unir al
metal;, entre mayor sea el numero de ligandos, el complejo metal-quelante es
mas estable. Estos ligandos pueden contener grupos funcionales que pueden

donar electrones para unirse al metal como son: -SH, -OH y -NH.

Los agentes quelantes que comunmente se han utilizado como
tratamiento en las intoxicaciones por Pb pueden ocasionar diversos efectos
colaterales que en algunos casos son de importancia, como €l relacionado con
su escasa especificidad al quetar metales esenciales como el calcio, zinc,
cobre, etc., y su accién inhibitoria de enzimas importantes, por lo que se ha
mantenido una busqueda de nuevas alternativas en cuanto a farmacos que

presenten las caracteristicas farmacocinéticas como agentes capaces
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de quelar metales pesados sin los efectos indeseables mencionados

anteriormente.

1.6 Caracteristicas ideales de un agente quelante

En Septiembre de 1994, un grupo de investigadores presentes en un
simposium del National Institute of Environmental Health Sciences de los EUA,
concordaron en que las caracteristicas esenciales de un agente quelante son:
1) capacidad para reducir la carga del metal en las células en donde ejercen su
accién toxica, 2) capacidad para restaurar o prevenir la pérdida de la funcién
celular provocada por el metal, 3) ausencia de efectos colaterales producidos
por la interferencia en la homeostasis y en la utilizacion de elementos traza

esenciales, y 4) sin o con poca toxicidad intrinseca ( Goyer et al., 1995 ).

1.7 BAL, CaNa,EDTA y D-Penicilamina y sus efectos colaterales

Existe una gran cantidad de agentes quelantes que se dejaron de utilizar
hace tiempo en Estados Unidos y su uso ha disminuido debido a los efectos
toxicos observados en el organismo, pero se continian utilizando en otros
paises como el nuestro, en el tratamiento de las intoxicaciones por Pb. Por
ejemplo, uno de los primeros guelantes, utilizado durante la Segunda Guerra
Mundial fue el Dimercaprol ( British Anti-Lewisita, BAL ), disefiado como
antidoto de la lewisita ( gas de guerra que contenia arsénico } basandose
en que el arsénico tiene una afinidad por los grupos sulthidrilo. Estudios
farmacoldgicos revelaron que este compuesto podria ademas ser un protector
contra los efectos toxicos de metales pesados entre ellos el Pb, pero

posteriormente en el tratamiento de {as intoxicaciones por Pb se observo gue
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provocaba diversos sintomas en los individuos, tales como nauseas, vomitos,
lagrimacién, salivacién y dolor de cabeza ( Graziano et al., 1978; Goldfrank
et al, 1990 ), ademas, en casos mas graves podia ocasionar hipertension y

taquicardia ( Correia y Becker, 1991 ).

Existen ofros quelantes como la sal calcica-disédica del acido
etilendiaminotetraacético ( CaNa,EDTA ) utilizada en el tratamiento de las
intoxicaciones por Pb asi como por otros metales. Este quelante provoca la
diuresis de zinc reduciendo sus niveles en plasma, ademas de incrementar
la eliminacion urinaria de hierro, cobre, cobalto y manganeso ( Aposhian y
Aposhian, 1990, Walker et al., 1992; Aposhian et al., 1895 ) requiriendo en
ocasiones la suplementacion en la dieta de estos iones ( Flora y Tandon,

1890 ).

La D-Penicilamina ( Cuprimine ® ) considerada una alternativa al EDTA
en la prueba de movilizacién del Pb y como tratamiento en una intoxicacion
cronica por este metal ( Gonzélez et al., 1890 ), ha sido usada para quelar
metales téxicos incluyendo cobre ( Enfermedad de Wilson ) asi como mercurio
y arsénico ( Correia y Becker, 1991 ) pudiendo ocasionar reacciones de
hipersensibilidad principalmente en persona alérgicas a la penicilina,
presentandose como prurito intenso en antebrazos, edema peribucal, etc.
( Goyer et al., 1995 ), ademas, en algunos casos se presenta anemia

hemolitica, anorexia, nauseas y vomitos ( Goldfrank et ai., 1990 ).
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1.8 Caracteristicas Farmacologicas del DMSA

El Acido 2,3-dimercaptosuccinico ( DMSA ), un ansdlogo dei
dimercaprol fue aprobado recientemente por la Food and Drug Administration
de los EUA ( FDA, U.S. ) para el tratamiento oral de las intoxicaciones por Pb
en adultos ( Goyer et al.,, 1995 ) y en nifios ( Aposhian y Aposhian, 1990;

Anonymous, 1991 ) ( CDC, 1991 ) con niveles elevados de Pb en sangre.

Aposhian en 1983, hizo mencion de los primeros reportes que se
tuvieron de (@ utilizacion del DMSA, el cual originaimente fue utilizado como
quelato de arsenico para el tratamiento de la esquistosomiasis ( Friedheim
et al., 1954 )., agregando que Liang et al., en 1957 en Shanghai, fueron los
primeros en usario como antidoto en las intoxicaciones por metales pesados.
Posteriormente, fue propuesto como tratamiento en las intoxicaciones por Pb
por los afios 60 utilizandolo clinicamente en la Republica Popular de China,
Japon y Rusia. Transcurrieron varios anos antes de empezar a realizar
modelos experimentales con DMSA en el Occidente con e! fin de demostrar

su eficacia en las intoxicaciones por metales pesados.

Aposhian ( 1983 ) menciona que primeramente se utiliz0 como un
antagonista de mercurio en 1975 y posteriormente se utilizd como tratamiento
eficaz en las intoxicaciones por Pb ( Friedneim et ai., 1978 ). Por varios afios
se realizaron diversos estudios en modelos animales a fin de comprobar la
eficacia de este quelante. En 1889, la FDA ( U.S. ) lo registré y clasificd
como una nueva droga, comercialmente conocido como Chemet ® ( Sanofi

Winthrop ) y permitiendo su uso en las personas que presentaban niveles altos



de Pb en sangre, principalmente en los nifios ( Walker et al., 1992; Jones

etal, 1994 ),

Todos los quelantes tienen la particularidad de que son moléculas
compuestas de grupos electronegativos con la capacidad de formar complejos
anulares mediante enlaces cavalentes coordinados con los cationes metalicos
siendo asi eliminados estos mas faciimente del organismo ( Adrien, 1981;
Correia y Becker, 1991 ). Algunos quelantes tienen la capacidad de distribuirse
tanto en el espacio extracelular como en el interior de la célula ( Cory-Slechta
et al,, 1987 ) considerado esto una desventaja ya que pueden provocar la
entrada del metal desde el exterior al interior de la célula en especial al sistema

nervioso central incrementando la accion toxica del metal.

El DMSA en cambio, tiene la particularidad de distribuirse
extracelularmente. Su distribucion en el espacio extracelular se debe a que es
una molécula que al pH tisular se encuentra altamente ionizado en sus grupos
carboxilos ( ver Fig. 1 ) lo que impide su paso a través de la membrana celular
dificultando asi la entrada del metal en las células, por lo tanto, presenta una
baja toxicidad comparada con ofros quelantes tioles ( Aposhian y Aposhian,
1990 ), otra ventaja de este analogo, es que siendo un compuesto hidrosoluble,
se puede administrar por via oral a diferencia de BAL el cual es soluble en
aceite y sélo se administra por via intramuscular. Esto representa una ventaja
del tratamiento en comparacion con el CaNa,EDTA y el BAL, los cuales pueden
distribuirse tanto intra como extracelularmente, y el BAL a diferencia del
CaNa,EDTA puede entrar mas facilmente a las células y ser biotransformado

por ser una molécula mas liposoluble ( Aposhian et al., 1995 ).
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E! DMSA es un acido débil con 4 hidrégenos ionizables ( ver Fig. 1 ).
Aposhian y Aposhian ( 1990 ) mencionan los estudios realizados por Egorova
( 1972 ) donde se midieron los 4 pKs existentes: pK, = 2.31, pK, = 3.69, pK; =
968 y pK, = 11.14, en donde los pKs con valor numérico mas bajo son para
los hidrégenos de los grupos carboxilos mientras que |los pKs con vatores
numeéricos mas altos son para la disociacion de los hidrogenos de los tioles.
Rivera et al., ( 1989 ) sefalaron que la solubilidad dei complejo Pb-DMSA es
dependiente del pH, siendo insoluble a pH de 1.0 - 7.1, pero soluble cuando los

grupos carboxilo y tiol no coordinados estan disociados.

740
DMSA k
H H
|
SO@ TN
"TORS B/ 0O
H H
Fig. 1  Estructura del agente quelante DMSA ( acido
2,3-dimercaptosuccinico ) a un pH fisiolégico.

< /

Dreisbach y Robertson., en 1988 mencionaron que el Pb que se
encontraba en el espacio extracelular en forma no combinada se unia con el
quelante formando el complejo metal-quelante y de esta manera se eliminaba

del organismo.

En 1989, Rivera et al., estudiaron el complejo metal-quelante mediante

métodos de infrarrojo y potenciométricos determinando que el Pb se
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coordinaba con un atomo de azufre y un atomo de oxigeno de la molécula de
DMSA formando un compuesto ciclico y de esa forma se promovia su

eliminacién por via urinaria principaimente ( ver Fig. 2 ).

j\
COMPLEJO METAL-QUELANTE
H H
|
YT
O\/S SI O~
Pb H
Fig. 2 El Pb se coordina por eniaces covalentes con un
atomo de oxigeno y un atomo de azufre del DMSA formando
un compuesto ciclico ( Rivera et al., 1989 ).

D Y,

Graziano et al., ( 1978 ) compararon la accidon del DMSA con otros
guelantes, observando que el DMSA era mucho mas efectivo que e! BAL o
que una combinacion de este con CaNa,EDTA ( utilizados usualmente en
combinacion para la encefalopatia ocasionada por el metal ), asimismo, fue
mas eficaz que fa D-penicilamina. De hecho, la FDA ( US ) no aprueba
el uso de la D-penicifamina como primera instancia { COC, 19921 ) aun
cuando se utiliza en algunos lugares como es el ¢caso de nuestro pais. Los
estudios realizados por Jones et al., ( 1994 ) demostraron que el DMSA es
significativamente mas efectivo que el CaNa,EDTA en la disminucién de los
niveles de Pb renal. Ademas, el DMSA no favorece la absorcion del Pb desde
el tracto gastrointestinal lo que si ocurre con otros agentes quelantes ( Kapoor

etal., 1989 ).
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1.9 Efectos colaterales del DMSA

Se han reportado pocos sintomas colaterales cuando se administra el
DMSA, como son ligeras nauseas provocadas por el sabor algo desagradable
debido a la presencia de sulfuros en el compuesto, erupciones mucocutaneas
( Grandjean et al., 1991 ) y una eliminacién de cobre y zinc considerada no
importante clinicamente asi como en algunos casos, de una ligera elevacion
reversible de la enzima alanina-aminotransferasa en suero ( ALT-S ) ( Graziano
et al., 1985; Aposhian y Aposhian, 1990; Grandjean et al., 1991 ). Al parecer es
mas selectivo que otros quelantes por lo que no se reporta una pérdida

significativa de iones como 2ing, calcio, hierro y cobre.

1.10 Efectividad del DMSA a nivef tisular

Graziano et al., ( 1978 ) reportaron que el DMSA en dosis de 100 mg/Kg
administrade por via oral o intraperitoneal en combinacion con 1 pCi de
Pb210 redujo el Pb del hueso 4 dias despues de la terapia. Por otra parte,
Cory-Slechta ( 1988 ) hizo la observacion de que el DMSA no producia
una disminucién de Pb en hueso cuando administré el quelante por via
intraperitoneal en animales durante 5 dias seguido de 4 meses de una
exposicion baja de Pb. Jones et al., en 1994, mencionaron que el DMSA
produjo una reduccion de solo el 6 % en hueso en animales, no ocurriendo lo
mismo con los niveles de Pb en cerebro y rifidn en donde hubo una reduccion
del metal a menos de la mitad del grupo control. En 1995, Pappas et al.,
demostraron que el DMSA produjo una reduccion de Pb en sangre, cerebro,
rndn, e higado en ratas, con una marcada diuresis del metal aun en una

exposicién continua de Pb. Aposhian y Aposhian ( 1990 ) mencionan que el
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DMSA podria disminuir los niveles de Pb en sangre favoreciendo asi fa
actividad de las enzimas blogueadas, entre ellas la enzima deshidratasa del
acido 3d-aminclevulinico, disminuyendo la excrecion de su sustrato, el acido
8-aminolevulinico { ALA ) y aumentando la eliminacion del metal por via
urinaria, ademads, se observd una disminucién de la protoporfirina IX eritrocitica

( PPF-IX ).

Un punto muy importante a mencionar es que cinéticamente, el Pb se
encuentra en la circulacidon sanguinea tanto en forma libre como asociado
a los eritrocitos siendo esta forma reportada entre un 85 % ( Ellenhorn vy
Barceloux, 1988 ) y un 99 % ( Skerfving, 1988 ) y la forma libre se distribuye a
diferentes tejidos blanco como son. rindén, higado y aparato reproductor,
estableciéndose un equilibrio dinamico entre Ja sangre y esos 0Organos.
Posteriormente el Pb se almacena en tejido 6seo ( Correia y Becker, 1991 )
siendo eliminado principaimente por el rifdn. Es conveniente senalar gue el
almacenamiento de Pb en el tejido 6seo no es en un solo compartimiento sino

gue parece haber mas de un sitio donde se acumula el metal.

Al administrar quelantes hay una disminucion inicial en los niveles de Pb
en sangre pero esta es seguida usualmente por un regreso a los niveles
previos ( rebote ) al suspender el tratamiento, estableciéndose un nuevo
equilibrio entre los 6rganos y la sangre, por lo que la eliminacion del metal por
el DMSA dependera del gradiente de concentracion de Pb establecido desde el
tejido a la sangre, compartimiento en donde el DMSA se une al Pb ( Walker

etal., 1992)
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Como se ha mencionado anteriormente, l0s agentes quelantes provocan
diversos efectos, pero algunos, como el CaNa,EDTA puede promover una
redistribucion del Pb a higado y cerebro ( Cory-Slechta et al., 1987 ); otra
accion téxica de estos compuestos se encuentra en el rindn y puede provocar
ahi una vacuolizacion tubular proximal, con una pérdida del borde en
cepillo y una posible degeneracion tubular ( Klaassen, 1991 ). Otros, como la
D-penicilamina, presentan efectos renales con la posible produccién de un

sindrome nefrético o de Goodpasture ( Walker et al., 1992 ).

Una ventaja adicional del DMSA en comparacion a otros quelantes es
que no causa redistribucién del Pb al cerebro al ser administrado en ratas
intoxicadas con el metai ( Cory-Slechta, 1988 ) siendo menos toxico de acuerdo
a las determinaciones de la DLy, en ratones y otros animales ( Aposhian,

1983 ).

En estudics realizados por Zhao-Fa y Jones ( 1988 ), el DMSA y el acido
2,3-dimercaptopropan-1-sulfénico ( DMPS ) ( analogo del BAL y recomendado
en las intoxicaciones por Pb y mercurio ) resuiltaron mas efectivos que el BAL
y el CaNa,EDTA. Su uso podria reducir las etapas de terapia disefadas
para una intoxicacion por Pb en estudios toxicoiogicos. Ademas, reducen
mas eficazmente los niveles de Pb en rinén y en cerebro, considerando
mas prometedor al DMSA en las intoxicaciones por Pb por su mejor

aprovechamiento en comparacion con el DMPS.

Klaassen ( 1991 ) considera que un agente quelante ideal debera ser
soluble en agua, resistente a la biotransformacion, capaz para alcanzar los

sitios de almacén del metal, incapaz de formar compuestos toxicos con ios
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metates, que mantenga su actividad quelante a pH corporal y que sea facil su

excrecion del organismo.

1.11 Planteamiento del Probiema

Anteriormente ( Gonzalez, 1994 ) diseflamos un modelo piloto de
intoxicacion por Pb en un grupo relativamente pequeio de animales recién
destetados y alimentados con diferentes dietas bajas en calcio a fin de elegir
la dieta a la cual no se presentara una disminucion en el indice de
sobrevivencia de estos animales. Como resuitado de ese estudio preliminar, se
selecciond la dieta de 0.1 % de calcio y en combinacion con Pb se midieron los
distintos cambios sufridos en los niveles de Pb en sangre, Pb en orina, acido §-
aminolevulinico urinario y de otros indicadores de menor sensibilidad como
es la hemoglobina y el hematocrito, y al administrar DMSA se observé una

recuperacion muy importante en algunos de estos indicadores.

El uso del DMSA en los humanos aun se encuentra con ciertas
limitaciones debido a estudios farmacocinéticos aun incompletos. Es necesario
reforzar los conocimientos relacionados con la eficacia del DMSA para que
en un momento dado pueda ser utilizado en las intoxicaciones por Pb
especialmente en sectores de poblacion mas susceptibles a una exposicion por
este metal y que sea considerado por la comunidad medica ya que simplifica el
tratamiento al ser administrado por via oral y no requerir necesariamente de

hospitalizacién como ocurre con otros quelantes como el CaNa,EDTA y el BAL.

Al establecer nuesiro disenc experimental y conforme a lo comunicado

en la iteratura, tratamos de probar la efectividad del DMSA en animales de
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experimentacion que se encuentran en condiciones de intoxicacién subcronica
con Pb y de alimentacion deficiente en calcio con el propdsito de hacer mas
severa la intoxicacion y asi estimar la accion del agente quelante tanto en la
disminucion de la concentracion del metal de los tejidos que se ven afectados
comunmente, como al mismo tiempo medir la cantidad de Pb atrapado en ellos.
En este estudio tambien se pretendio establecer una posible correlacion entre
los altos niveles acumulados del metal en los tejidos y las alteraciones en
los marcadores biologicos como: elevacion de protoporfirina X eritrocitica,
excrecion del acido §-aminolevulinico urinario, y cambios en los niveles de
hemoglobina y de hematocrito. Todo ello provocado por la accidn quelante del

DMSA que actua principalmente en et compartimiento extracelular.
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2 HIPOTESIS

El DMSA es un agente quelante eficaz por via oral para reducir los
niveles de Pb en tejido renal, hepatico, esplénico, cardiaco y 6seo en animales
intoxicados con este metal y mantenidos con una dieta baja en calcio siendo
posible relacionar la eficacia de este quelante para reducir los niveles tisulares
de Pb con cambios benéficos en los niveles de algunos indicadores biolégicos

como son: Pb-S, PPF-IX, Hb, Hto, Pb-U y ALA-U.

3 OBJETIVOS

3.7 Objetivo General

Demostrar que el DMSA es eficaz en casos severos de intoxicacion por
Pb mediante la reduccion de |a carga corpoeral del Pb presente en tejido renal,
hepatico, esplénico, cardiaco y 6seo en animales intoxicados con este metal al
mantenerlos con una dieta baja en calcio. Al mismo tiempo, observar una
recuperacion favorable de algunos indicadores de dano bioldgico, como son:

Pb-S, PPF-IX, Hb, Hto, Pb-U y ALA-U.
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3.2 Objetivos Especificos

Estimar la cantidad de Pb eliminado en la orina ( Pb-U ) antes y durante
la administracion orai del DMSA en animales intoxicados con el metal
comparandolo con aquellos que no recibieron el tratamiento con el

guelante.

Cuantificar el acido 8-aminolevulinico urinario ( ALA-U ) eliminado en los
animales intoxicados con Pb antes y durante el tratamiento con el DMSA

comparandolo con los gue no recibieron el agente quelante.

Evaluar los niveles de hemoglobina ( Hb ), hematocrito ( Hto ) vy
protoporfirina |X eritrocitica ( PPF-IX ), asi como de plomo en sangre
( Pb-S ) en las condiciones experimentaies propuestas para realizar
una comparacion entre los animales intoxicados con el metal, los que

recibieron el DMSA mas el Pb y los que no fueron intoxicados con Pb.

Medir la carga corporal de Pb presente en tejido renal, hepatico,
esplénico, cardiaco y 6seo ( fémur ) en los animales intoxicados
subcronicamente que recibieron la administracion de DMSA para
posteriormente comparario con los que no recibieron el tratamiento, tanto

en grupo intoxicados como en los grupos que no recibieron el Pb.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseiio Experimental

De acuerdo al planteamiento del problema, se utilizaron en este modelo
de intoxicacion subcronica por Pb, 54 ratas macho Sprague-Dawley, recién
destetadas, con un peso promedio inicial enire 60 y 70 gramos. Los animaies
se dividieron al azar en 2 grupos testigo y 2 grupos problema y fueron
mantenidos en las primeras etapas del experimento en jaulas de acero
inoxidable para postericrmente alojarlos individualmente en jaulas metabélicas

( Nalgene ) hasta el término del estudio.

Los animales fueron divididos en 4 grupos: €l primer grupo ( 7 ratas )
recibidé una dieta 1 % de calcio { Purina 5001; Laboratory Rodent Diet ) y no
fue intoxicado con Pb ( grupo Neormal ); el segundo grupo ( 7 ratas ) recibid
dieta con 0.1 % de calcio ( Teklad, ver Fig. 3 ) y que tampoco fue intoxicado
con Pb pero que recibi6 el tratamiento con el agente quelante ( grupo 0.1 %
Ca-DMSA ), al tercer y cuarto grupos, Pb-Sin DMSA ( 20 animales ) y
Pb-DMSA ({ 20 animales ) respectivamente, se les did la misma dieta baja en
calcio pero recibieron ambos como liquido para beber ad /ibiturn durante 4
semanas una solucion de nitrato de plomo [ Pb(NOj), 0.2 %; 0.8 mmolfl ] y
posteriormente se aplicd a uno de ellos un tratamiento a base del agente
quelante DMSA ( 30 mg/Kg/dia/s dias;, 1.8 mmol/l ), dejando sin tratamiento

con el agente quelante al otro grupo
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COMPOSICION DE LA DIETA BASE

CONTENIDO g/Kg
CaSEINA ..ioviiiiiieceiiieie s 207.0
DL=MBHONING -wv.cxicmvvisimsaimmnss s puess sunsamunsessins yymins 30
SECAIOSA ...oveverieee it 499.12
Féculade maiz ..........cc.cooooiiiiiieciiiieece 150.0
Aceite de MAIZ ..o 50.0
Celulosa(fibra) ..o 50.0
Mezclade minerales .....................ccoeviccceeiinns 13.37
( Deficiente en Ca-P )

Fosfato de sodio monobasico ........cc.ccccceeee. 8.9
Fosfato de potasio monobasico ...............c......... 86
Mezcla de vitaminas .............o.ovvvvevivveeereeimeniiann 100
Etoxiquina (antioxidante ) ... 0.01

Fig. 3  Composicion de la dieta cero calcio. Mezcla de minerales

( g/Kg de dieta ). NaCl, 193.7325; K,S04, 136.1363; MgO, 62.8322,
KIO3, 0.0262; Na;5e04.5H,0, 0.0262; CrK(S0,)..12H,0, 1.4399; ZnCOs,
4.1888. Mezcla de vitaminas { mg/Kg de dieta ): &cido p-aminobenzoico,
110.1; acido ascorbico, 1016.6; biotina, 0.44; vitamina B12, 29.7:
pantotenato de calcio, 66.1; acido folico, 1.98; inositol, 110.1; niacina,
99 1; riboflavina, 22; tiamina, 22; piridixina, 22; vitamina D3, 4.4
vitamina E, 242 3. Harlan Teklad ( Madison, Wisconsin ).

4.1.1 Preparacion del alimento con 0.1 % de calcio

El aimento bajo en calcio ( 0.1 % ) se preparé a partir del alimento en
polvo especial de Harlan Teklad ( Madison, Wisconsin ) ( ver Fig. 3 ) el cual no
contiene calcio pero contiene el resto de los componentes de una dieta normal.
A este atimento se le adiciond Cloruro de calcto dihidratado ( CaCl. 2H,0;

Baker ) para lograr una concentracion de 0.1 % de caicio.
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4.2 Etapas de estudio

E! estudio se ciasificG en 4 etapas: Adaptacion, Intoxicacion, Pausa y

Tratamiento con el Agente Quelante las cuales se desarrollaron como sigue:

4.2.1 Etapa de Adaptacion

Esta etapa consistio en la adaptacidén de los animales a las condiciones
de laboratorio ( una semana de duracion ). Todos los animales fueron recibidos
del bioterio, pesados y alojados en jaulas de acero inoxidable en forma
individual e iniciaron la dieta correspondiente para cada grupo ( 0.1 % para los
grupos 0.1 % Ca-DMSA, Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA y 1 % de calcio para el
grupo Normal ) manteniéndose durante las 7 semanas que duré el experimenio
( se realizaron varios estudios con grupos de 10 animales con periodos de 7
semanas de duracion hasta que se completd el numero total de animales ). En
esta primera semanda se les dié de beber agua desionizada en biberones
de vidrio de 100 ml, y se midio el volumen ingerido diariamente, todos los
animales se pesaron el primer dia de cada semana, se les did alimento y
bebida ad libitum y se mantuvieron en periodos constantes de fuz/obscuridad

durante el estudio.
4.2.2 Etapa de Intoxicacion
En la sequnda semana se inicid la intoxicacién con Pb, se administro al

grupo Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA una solucion acuosa al 0.2 % de Pb{NO;),

( Baker ) en forma oral durante 4 semanas. Los grupos Normal y 0.1 %
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Ca-DMSA prosiguieron con ef agua desicnizada. Al término de la 5* semana se

suspendid la administracion de Pb.

4.2.3 Etapa de Pausa

l.a 6% semana es la que llamamos etapa de Pausa y en ella se suspendid
la administracion de Pb y los animales intoxicados recibieron nuevamente agua
desionizada para beber. A partir de esta semana, los animales se alojaron
individualmente en jaulas metabdlicas ( Nalgene ) especiales para separar {as
heces y la orina. Se colectd la orina emitida diariamente, con el propédsito de
determinar los niveles de Pb en orina ( Pb-U ) y acido &-aminolevulinico
urinario { ALA-U ). Ademas, se realizé la valoracion semicuantitativa de algunos
indicadores bioquimicos comunes como son: pH, proteina, sangre, cetona y

bilirrubina ( tiras reactivas Bili-Labstix, Ames ).

Et Pb en orina ( Pb-U } se determind por espectroscopia de absorcion
atébmica de flama por Ia técnica de exiraccion ( Hessel, 1968; Zinterhofer et al.,
1971 ) como sigue: se ajustd el pH de la muestra a 5.5 con acido acético glacial
utihizando un potenciometro ( Corning modelo 12 ). Se agregé 1 ml de Tritén
X-100 ( Sigma ) al 5 % a 5 ml de muestra ( para destruir elementos formes
presentes en la orina ), el metal liberado fue quelado con 1 ml de pirrolidin
ditiocarbamato de amonio al 2 % ( APDC; Sigma ) y extraido con 5 mit de metil
isobutil cetona {( MIC; Baker ). Al afadir cada reactivo, la muestra se agitaba
vigorosamente con un Vortex ( Scientific Industries ) y durante 10 min se
mantuvo en un agitador mecanico ( Controlled Environment Incubator Shaker,

New Brunswick Scientific ), posteriormente se cenirifugd para separar el



extracto y analizarlo en un espectrofotémetro de absorcion atémica de flama

( Perkin-Elmer, Modelo 5000 ).

Se determind el acido §-aminolevulinico urinario ( ALA-U ) por el método
madificado de Davis y Andelman ( 1967 ) de la siguiente forma: se ajusté la
muestra de orina a un pH de 5.5 y fue pasada a través de unas columnas
preparadas con resinas de intercambio catiénico y anidnico { AG® 50W-X2 de
200 a 400 mallas en forma de hidrogeno y AG® 1-X2 de 200 a 400 mallas en
forma de acetato, respectivamente, Laboratorios Bio Rad ) para remover
sustancias interferentes, principalmente porfobilinégeno y urea. Las columnas
fueron [avadas con H,O desionizada varias veces antes y después de pasar la
muestra. Se desechd la columna anionica y a la columna catidnica se le
anadié acetato de sodio 1.0 M { Baker ) para recuperar el ALA, este acido se
condensé con 0.2 mi de acetil acetona ( Merck ) se dejo en bafo marnia
( Thermolyne Dri-Bath, CTR ) durante 10 min y el pirrol formado reaccioné con
el reactivo modificado de Ehrlich ( refacién 1:1 ), produciendo un compuesto
colorido cuya intensidad fue medida 15 min después en un espectrofotometro

Beckman ( Modelo DU 650i ) a 553 nm.

4.2.4 Etapa de Tratamiento con DMSA

La 72 semana del estudio es la que llamamos etapa de Tratamiento, en
donde un grupo de animales recibido la administracion del agente quelante
DMSA ( Sigma ) que se administrd6 por via oral en dosis de 30 mg/Kg/dia,
durante 5 dias. El guelante fue diluido previamente en 5 mi de una solucion
alcalina de NaHCO; 05 M ( Baker ) y aforada con agua desionizada

ajustandose el pH de la solucién a 7.5. El tratamiento se prepard diariamente
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y se did de beber en biberones de 100 mi a los grupos 0.1 % Ca-DMSA y
Pb-DMSA; el resto de los animaies solo recibieron agua desionizada para
beber. Se colectd la orina diariamente y se midieron todos los indicadores

mencionados anteriormente ( Pb-U, ALA-U e indicadores en tira reactiva ).

Anteriormente, se habia hecho un estudio con un modelo piloto en 3
grupos de animales para probar fa disolucién del agente quelante con 3 valores
de pH: 2.5, 7.5 y 8.5 y elegir el mas adecuado. A un primer grupo de animales
se les administrd el DMSA disuelto unicamente en H,O desionizada ( pH 2.5 ),
al segundo grupo se le administrd el DMSA disuelto en un pequefio volumen de
NaHCO; 0.5 M ajustando el pH a 7.5 y un tercer grupo se les administro el
quelante disuelto completamente en NaHCO, 0.5 M ( pH 8.5 ). Para el estudio

se eligid el pH de 7.5 ya que resulté ser el mas adecuado para los animales.

4.3 Obtencion de muestras sanguineas y tisulares

al tiempo del sacrificio

4.3.1 Sangre

Al término de la semana de tratamiento con el quelante, todos los
animales se sacrificaron. Las ratas fueron anestesiadas con éter etilico
( Baker ), se les hizo una incision longitudinal en la parte ventral media y con
una jeringa hipodérmica estéril y heparinizada previamente se realizé una
puncion en la aorta dorsal para la toma de 10 ml de sangre aproximadamente a
fin de efectuar las siguientes pruebas: hematocrito { Hto }, hemeoglobina ( Hb ),

protoporfinna 1X eritrocitica ( PPF-iX ) y Pb en sangre ( Pb-S ).
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La determinacién de hematocrito ( Hto ) ( Lynch et al., 1972 ). esta
consistid en la prueba de microhematocrito. La sangre venosa se aspiré en
tubos capilares heparinizados, sellandose un exiremo con plastiina y se
centrifugd por 5 min en una microcentrifuga ( Clay Adams ) y posteriormente se

leyé en un lector de hematocrito ( Sol-Bat ).

La determinacion de hemoglobina ( Hb ) por el método de conversitn
a cianometahemoglobina ( Lynch et al., 1972 ) consistid en difuir 0.02 mil ( 20
mm3 ) de sangre con una pipeta de Sahli en 5 ml del reactivo de Drabkin.
Después de 10 minutos la densidad de la Juz se midié con un
espectrofotometro Perkin-Elmer Coleman 55 a 540 nm. La Hb presente se
transformd en cianometahemoglobina mediante la adicién de ferrocianuro de
potasio y cianuro de sodio, siendo la densidad del color producido directamente

proporcional a la cantidad de Hb presente.

La protoporfirina IX entrocitica ( PPF-IX ) se analizd por
hematofluorometria ( Blumberg et al., 1977 ) en un hematofluorémetro
{ Buchler, Hemafluor™ ZP ). La técnica consistié en la medicidn directa en una
gota de sangre previamente heparinizada y oxigenada antes de su lectura; se
coloco una gota de sangre en un cubrecbjetcs eviiando formar burbujas y fue
introducido en el compartimiento del equipo. Las protoporfirinas son excitadas
a 424 nm emitiendo una fluorescencia de 594 nm, siendo la cantidad de

fluorescencia proporcional a la concentracion de protoporfirina.

ElI Pb-S af igual que Pb-U se determiné por espectroscopia de absorcion
atémica de flama por la técnica de extraccion { Hessel, 1968; Zinterhofer et al.,

1971 ).
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4.3.2 Organos estudiados

Al concluir con la toma de sangre de [a aorta se prosiguid a realizar la
diseccion de diferentes dorganos de cada uno de los animales, comp son:
higado, rifén, bazo, fémur y corazdn. Todos los 6rganos se pasaron a solucion
salina para posteriormente guardarlos en frascos de polietileno etiquetados y

almacenarlos en congelacidon ( -20°C ) hasta su posterior procesamiento.

A cada uno de los drganos extraidos se les retirg el tejido graso, fibroso
y muscular en caso del fémur y se pesaron cada uno de los érganos para
posteriormente determinar la concentracion de Pb por medio de [a
espectrofotometria de absorcion atdmica de flama previa digestion de los

tejidos.

4.3.2.1 Digestion 4cida de tejidos por medio de microondas

La digestion de los diferentes tejidos se llevd a cabo en un sistema de
digestion por microondas ( MDS-2000, CEM ), el cual consiste en un sistema
cerrado equipado con una serie de vasos de tefion PFA resistente a altas
presiones ( 120 psi + 10; 830 kPa ) ( Gilman y Engelhart, 1989 ). En este
sistema las reacciones fueron monitoreadas y controladas utilizando un
controlador de presion y temperatura incluidos en el aparato. El sistema posee
un microprocesador en donde se almacenan los métodos realizados para cada
tejido, y de donde se seleccionan algunos parametros como son: potencia,
control de presion para cada una de las etapas de digestion, tiempo de
permanencia a la presion, liempo total de corrida y velocidad de extracciéon de

vapores.
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Se monto y caracterizé la técnica para la digestion Acida por microondas,
en donde se utilizaron presiones de 120 psi con varias etapas de calentamiento
por microondas a fin de obtener una mejor digestion de los dérganos y
poder eliminar los posibles compuestos organicos en la muestra. Se colocd en
cada uno de los vasos de tefion 0.5 g aproximadamente de muestra y se
afadieron 5 ml de HNO, suprapuro ( Merck ), se sellaron los vasos y se
introdujeron en el digestor. Las condiciones del digestor se programaron en 4
etapas en caso de rifion, higado, bazo y corazon en donde se fue elevando
la presion en forma escalonada hasta alcanzar 120 psi con 100 % de poder en
un tiempo de 40 min, en cambio para hueso se programd la digestion en
5 etapas con 50 % de poder alcanzando una presion de 120 psi en un tiempo
de 70 min. Después de la digestion, dejamos que la presion bajara hasta
cerca de 30 psi y los vasos se enfriaran, en estas condiciones se retiraron
los vasos del digestor llevandose a una campana de extraccion y se procedio a
abrirlos para liberar los vapores; la muestra digerida se recuperé en frascos

de polietileno perfectamente limpios y debidamente etiquetados.

E! Pb en tejido se determind también por la técnica de extraccion
utilizando un espectrofotdbmetro de absorcidn atomica de flama; fue
necesario hacer un agjuste del pH a 55 de la muestra digerida con una
solucién saturada y otra diluida de NaGH ( Baker ) para tener una mejor
recuperacion, posteriormente se aforé a un volumen conocido dependiendo
de la concentracion de Pb en la muestra y se cuantifico el Pb presente por

la técnica de extraccion descrita anteriormente ( Hessel, 1968 ).
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4.4 Analisis de los Datos

El analisis de los datos fue realizado utilizando el programa estadistico
SPSS ( Statistical Package for the Social Sciences ) para PC version 4.0 en
una computadora IBM. Se utilizaron procedimientos descriptivos ( media y

desviacion estandar ) e inferenciales.

Todas las variables estudiadas en los grupos: Normal, 0.1 % Ca-DMSA,
Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA fueron medidos en una escala de intervalo. A los
datos asi obtenidos se les aplico |la prueba de Shapiro-Wilkins para probar si
los datos tenian, o se aproximaban a una distribucion normal y la prueba de
Bartlett para determinar fa homogeneidad de las varianzas. Se utilizd Analisis
de Varianza de una via ( ANOVA de una via ), parametrica, para analizar las
variables que cumplieran con los requisitos anteriores y la prueba de
Kruskal-Wallis, no paramétrica, para analizar variables cuyos datos no
tenian distribucién normal y varianzas homogeneas. Cuando se encontraron
diferencias significativas entre los grupos por cuaiquiera de las dos pruebas
estadisticas anteriores, 1os grupos que difirieron fueron detectados por las
pruebas de comparacion multiple de Tukey { paramétrica ) o tipo Tukey no

paramétrica ( Zar, 1984 ).



5 RESULTADOS

5.1 Influencia de Ila dieta baja en calcio, Pb y DMSA en

algunos parametros biolégicos

La Tabla No.1, muestra los parémetros biolégicos monitoreados durante
la semana de tratamiento con el DMSA en los grupos. Normal, 0.1 %
Ca-DMSA, Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA. El grupo que recibi¢ la dieta baja en
calcio de 0.1 % en combinacion con el DMSA no provocé una disminucion en el
porciento de sobrevivencia de los animales ( n = 7 ) comparado con el grupo
que recibio la dieta normal de 1 % en Ca ( n =7 ), pero si hubo una reduccion
significativa ( p < 0.05 ) en el peso total del grupo gue recibié 0.1 % Ca-DMSA
{ 194 £ 56 g ) con respecto al grupo Normal ( 294 + 54 g ). La eliminacion de
orina fue mayor en el grupo Normal ( 13.9 + 2.9 ml ) que en el grupo 0.1 %
Ca-DMSA ( 68 + 14 ml ) con un pH urinario de 7.5 + 0.3 y 59 + 0.2,
respectivamente. Dentro de la misma tabla podemos apreciar niveles
detectables en forma semicuantitativa de algunas sustancias eliminadas en
orina como son proteina, sangre, cetona y bilirrubina por medio de tiras
reactivas. En el grupo Normal fue detectada proteina a nivel de trazas
( aproximadamente 15 mg/dl ) en 3 de 7 animales y en el grupo 0.1 %
Ca-DMSA, 3 de 7 animales presentaron una cruz ( equivalente a 30 ma/dl ).
También se detecto sangre eliminada en la orina marcado con una cruz ( rango
de 0.015-0.062 mg/l ) en 2 animales del grupo Normal y 1 del grupo 0.1 %
Ca-DMSA. En 4 animales del grupo Normat se encontraron niveles de cetonas
con una sensibilidad de 15 mg/dl sefialado por una cruz. No fueron detectados

niveles de bilirrubina en el grupo Normal y 0.1 % Ca-DMSA.
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En la misma tabla podemos observar los cambios que se produjeron
entre los grupos Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA asi como la comparacion con los
grupes Normal y 0.1 % Ca-DMSA. El porciento de sobrevivencia disminuyo
hasta un 95 % en el grupo Pb-Sin DMSA ( n = 19 ) en comparacion con el
grupo Pb-DMSA { n = 20 ). En el peso corporal totai del grupo intoxicado con
Pb { Pb-Sin DMSA ) se observo una reduccion con una media de 138 + 53 g
con respecto al grupo Pb-DMSA ( 158 + 66 g ) sin ser significativa la diferencia
{ p>0.05) pero si se aprecié una diferencia significativa de ambos con
respecto al grupo Normal ( p < 0.05 ). La eliminacion de orina tanto en el grupo
Pb-Sin DMSA ( 22.1 £ 7.1 ml ) y Pb-DMSA ( 27.5 £ 9.7 ) fue mucho mas alta
comparada con los grupos Normal y 0.1 % Ca-DMSA, presentando una acidez
de 6.2+ 0.5y 6 + 0.2, respectivamente. Dentro de las sustancias eliminadas en
ta orina se detectaron niveles trazas de proteina en el grupo Pb-Sin DMSA y
Pb-DMSA en 7 de 19 y 10 de 20 animales, respectivamente. Los niveles de
sangre urinaria en el grupa Pb-Sin DMSA se observaron en trazas en 7
animafes y una cruz en 3 animales, y en el grupo Pb-DMSA 10 animales
marcaron niveles de trazas y una cruz en 2 animales. La presencia de cetonas
en ambos grupos con y sin el DMSA fue de 8 animales a nivel de trazas en
mg/dl. En estos grupos si se detecto bilirrubina a nivel de trazas ( 6 amimales )
y una cruz ( 2 animales )} con una deteccion de 0.8 mg/dl en el grupo Pb-Sin
DMSA, y en el grupo Pb-DMSA se detectaron 3 animales con trazas y 6 con

una cruz.

5.2 Efecto del agente quelante DMSA en indicadores de daio biologico

Podemos observar en la Tabla No. 2 el efecto del DMSA en la

eliminacion urinaria de Pb y ALA en los distintos grupos en estudio ( media %

37



desviacion estandar ). Entre el grupo Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA, los
niveles de Pb presentes en orina tuvieron una media de 956 + 31.2 y 90 + 28.3
ua/l, respectivamente en los cuales no se aprecid una diferencia significativa
entre ambos { p > 0.05 ). La eliminacién de Pb en el grupo Pb-Sin DMSA fue
menor ( 950 £ 37 pg/l ) en comparacién con ef grupo Pb-DMSA donde podemos
observar que se increments la eliminacién de este metal a 4,275 + 36 ugi
siendo diferentes significativamente ( p < 0.05 ), ademas, se aprecié una
diferencia significativa de los grupos Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA con respecto a
los grupos Normal v 0.1 % Ca-DMSA ( p <0.05).

La eliminacion en orina del metabolito hematopoyético ALA fue el
siguiente: en el grupo Normal se encontré una media de ALA-U de 2.7 £ 0.6
mg/l y en el grupo 0.1 % Ca-DMSA Ila eliminacion fue de 2.6 + 0.6 mg/l sin
presentar alguna diferencia significativa entre ambas ( p > 0.05 ). En &l grupo
Pb-Sin DMSA la efiminacion de ALA fue de 126 + 0.8 mg/l y en el grupo tratado
con el quelante, Pb-DMSA se redujo la eliminacidon hasta 35.7 + 0.9 mg/i con
una diferencia significativa entre estos dos grupos ( p < 0.05 ). Asimismo, al
realizar las comparaciones entre [0S grupos se observdé una diferencia
significativa ( p < 0.05 ) de los grupos Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA con respecto a
los grupos Normal y 0.1 % Ca-DMSA (p < 0.05).

Después de los 5 dias de tratamiento con DMSA los animales se
sacrificaron y se obtuvo sangre para la determinacion de alguncs marcadores
de dafo bioldégico como son: Pb-S, PPF-IX, Hb y Hto. En la Tabla No. 3,
podemos observar las concentraciones de estos marcadores ( media
desviacidn estandar ). Observamos que en el grupo Normal, la concentracion

de Pb-S alcanzo un nivel de 26 + 0.9 pg/dl sin mostrar alguna diferencia

38



significativa ( p > 0.05 ) con el grupo 0.1 % Ca-DMSA { 3.1 £ 0.9 pg/di ); hubo
un aumento muy marcado en el grupo Pb-Sin DMSA de 294 + 1.6 pg/dl pero
ocurrid una reduccion en el grupo que recibid el quelante, Pb-DMSA de 143 +
1.4 pg/dl. Al realizar las comparaciones respectivas, el grupo Pb-Sin DMSA y
Pb-DMSA presentaron una diferencia significativa p < 0.05 y al comparar cada
uno de estos grupos con el Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA se observaron

diferencias significativas { p <0.05).

El grupo Pb-Sin DMSA presenté niveles de PPF-IX de 230 + 5.5 pg/dl
mayores que el grupo Pb-DMSA ( 81.6 £ 5.7 pg/dl ) con una diferencia
significativa ( p < 0.05 ), y al compararlos cada uno contra el grupo Normal ( 22
+ 6.6 yg/dl ) y el grupo 0.1 % Ca-DMSA ( 29.7 + 6.8 pg/dl ) fueron
significativamente diferentes ( p < 0.05 ). No se observo alguna variacién

significativa entre el Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA.

El Pb provocé anemia de grado variable. La concentracion de Hb en el
grupo Normal fue de 14 + 0.9 g/dl y en el grupo 0.1 % Ca-DMSA fue de 141 %
0.8 g/df sin presentar alguna diferencia significativa ( p > 0.05 ), en el grupo
Pb-Sin DMSA se redujo la concentracion a 8.4 + 1.3 g/dl pero en el grupo
Pb-DMSA hubo una recuperacion de 11.8 & 1.7 g/dl. Al realizar las
comparaciones respectivas, se observé una diferencia significativa ( p < 0.05)
entre los grupos intoxicados con Pb tratados y no tratados con DMSA asi como

con el Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA.

€n esta misma tabla podemos ver gque el grupo que recibid la dieta
normal presentd niveles de Hto con una media de 46.6 £ 3.6 % y el grupo 0.1 %

Ca-DMSA, de 499 + 4 % y no hubo entre ellos una variacion significativa
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(p>0.05). El grupo Pb-Sin DMSA ( n = 14 animales ), presentd niveles de Hlo
de 354 + 4.7 %, en cambio el grupo Pb-DMSA el Hto fue de 421 + 3.5 %
siendo diferentes significativamente ( p < 0.05 ). Al comparar Pb-Sin DMSA y
Pb-DMSA contra el grupo Normal y 0.1 % Ca-DMSA se observé una
diferencia significativa ( p < 0.05 ), con excepcion del grupc Pb-DMSA, el cual
no presentd alguna variacién significativa con respecto al grupo Normal

(p>0095).

5.3 Comparaciones del peso { g ) en corazén, bazo,

higado, rinén y fémur

A todos los animales se les realizd ia diseccion de algunos érganos que
son afectados comunmente por el Pb para mastrar los cambios que ocasiond fa
dieta baja en calcio, ya sea en combinacion con el DMSA, con el Pb sdloo Pb y
DMSA para compararlo contra la dieta normal. En la Tabia No. 4, se muestra
las diferencias del peso en g en corazén, bazo, higado, rifion y fémur de los
orupos del estudio. E] grupo Normal y el grupo 0.1 % Ca-DMSA no indican
alguna diferencia significativa en ninguno de los érganos asi como con oS
grupos Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA excepto en bazo, en rifion y en fémur. Los
grupos intoxicados con Pb con y sin DMSA y que recibieron la dieta baja en
calcio observamos que el peso en el bazo fue mayor de 1.5 + 0.8 g ( Pb-Sin
DMSA )y 1.1 + 04 g ( Pb-DMSA ) los cuales no resultaron con diferencias
significativas enptre ambos pero al compararlos con el Normal (0.6 +0.1g )y el
de 0.1 % Ca-DMSA ( 0.4 £ 0.1 g ) si presentaron una diferencia significativa
(p<0.05). En la tabla se observa que el rifidn presentd un pesc de 28 +0.8 g
en el grupo Pb-Sin DMSA y que el grupo Pb-DMSA su peso fue de 2.4 + 1 sin

que se apreciara alguna diferencia significativa ( p > 0.05 ) entre ambos
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grupos, pero al comparar el grupo intoxicado sin el quelante con respecto al
grupo 0.1 % Ca-DMSA ( 1.7 + 0.2 g ) se observd diferencia significativa
p < 0.05 y no hubo alguna variacién con respecto al grupo Normal. Los pesos
del fémur fueron de 0.9+ 0.3, 06 +0.1, 04 £ 0.2y 0.3 + 0.1 g para los grupos
Normal, 0.1 % Ca-DMSA, Pb-Sin DMSA ( n = 15 animales ) y Pb-DMSA
( n = 15 animales ), respectivamente en donde hubo una diferencia significativa
( p < 0.05) de los grupos Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA con respecto al grupo
Normal y 0.1 % Ca-DMSA pero no entre ambos. En este caso se aplich la
prueba no parameétrica de Kruskal-Wallis a diferencia con las otras variables en

donde se utilizo (a prueba de ANOVA de una via.

5.4 Efecto del DMSA en la movilizacion de Pb tisular

En la Tabla No. 5, observamos la influencia del DMSA en la movilizacién
de Pb a nivel tisular en ug/g de tejido en los animales intoxicados con Pb y
mantenidos con dieta 0.1 % Ca. La concentracién de Pb en tejido cardiaco en
el grupo normal fue de 0.011 + 0.002 pg/g y en el grupo 0.1 % Ca-DMSA la
concentracion fue de 0.011 + 0.003 pg/g sin que presentaran alguna diferencia
significativa entre ambas. El grupo Pb-Sin DMSA present6 una concentracion
de 0.024 + 0003 de Pb en ug/g de tejido y al compararlo con el grupo
intoxicado que recibid el quelante, Pb-DMSA, podemos observar el efecto de
este en la reduccion del metal en 0.016 + 0.003 pg/g, en donde se observd una
diferencia significativa entre el tratado y no tratado con el DMSA ( p < 0.05 ),
ademas, son diferentes significativamente con respecto al grupo Normal y al de

0.1 % Ca-DMSA (p >0.05).
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Las coricentraciones de Pb en tejido esplénico en el grupo Normal y el
grupo 0.1 % Ca-DMSA tuvieron una media de 0.03 £ 0.02 y 0.03 £ 0.01
pg/g, respectivamente, sin que se apreciara ninguna diferencia significativa
( p > 0.05) entre ellos. En cambio, la conceniracién de Pb en bazo del grupo
Pb-Sin DMSA tuvo una media de 0.26 + 0.02 pg/g reduciendose en el grupo
Pb-DMSA a 0.19 + 0.03 ug/g siendo diferentes significativamente ( p < 0.05 ).
Al compararios contra el grupo Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA resultaron ser

diferentes significativamente ( p < 0.05 ).

El Pb en tejido hepatico, se observa en la Tabla No. 5 donde son
minimas las concentraciones en el grupo Normal ( 0.02 + 0.01 pg/g ) y en el
grupo 0.1 % Ca-DMSA ( 0.02 + 0.01 pg/g ) sin mostrar alguna diferencia
significativa ( p > 0.05 ). Se presenté un incremento de la concentracion del
metal en el grupo Pb-Sin DMSA ( 0.11 + 0.01 pg/g ) pero este disminuyo en el
grupo que recibid el quelante, Pb-DMSA ( 0.06 + 0.01 pg/g ) mostrande una
diferencia significativa p < 0.05., y también fueron diferentes significativamente

con respecto al Normal y al de 0.1 % Ca-DMSA.

En rifidn, podemos apreciar las altas concentraciones de Pb en el grupo
intoxicado Pb-Sin DMSA de 35 81 + 0.02 ug/g de tejido renal comparado con e)
grupo Normal ( 0.07 £+ 0.03 pg/g ) y el de 0.1 % Ca-DMSA ( 0.08 + 0.02 ug/g )
pero se aprecid una reduccion de la concentracion de Pb en el grupo Pb-DMSA
(2192 + 0.03 ug/g ). Entre el Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA no se observo
alguna diferencia significativa ( p > 0.05 ), pero entre Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA
si se observo diferencia significativa ( p < 0.05 ), asimismo con respecto al

Normal y al 0.1 % Ca-DMSA.
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Tanto para el grupo Normal como para el de 0.1 % Ca-DMSA, Ila
concentracion de Pb fue de 0.03 + 0.01 pg/g de tejido 0seo sin presentar
diferencia significativa ( p > 0.05 ). La concentracion del metal en Pb-Sin DMSA
fue de 5.23 + 0.02 pg/g ( n = 15) y en Pb-DMSA la concentracion fue de 2.35 +
0.02 pg/g ( n = 15 ), siendo diferentes significativamente ( p < 6.05 ), ademas,
mostraron diferencia muy significativa con respecto al grupo Normal y al de 0.1

% Ca-DMSA.

En la Fig. 4, observamos la curva de crecimiento de las ratas Sprague-
Dawley graficando el peso en g contra las semanas de estudio ( 4 etapas:
adaptacion, intoxicacion, pausa y tratamiento ) en los distintos grupos. El peso
inicial de las ratas en los grupos tratados fue similar ( 60-70 g ) Yy no mostraron
diferencia significativa ai inicio del experimento. Al término del estudio, los
valores promedio del peso corporal fueron de 294 + 54, 195 + 56, 138 = 53
y 168 t 66 g para los grupos Normal, 0.1 % Ca-DMSA, Pb-Sin DMSA vy
Pb-DMSA, respectivamente. Sin embargo, aun cuando el peso fue mas bajo en
el grupo Pb-8in DMSA y Pb-DMSA como se aprecia en la figura no hubo una

diferencia significativa entre ambos ( p > Q.05 ).

La Fig. 5, muestra los cambios en la eliminaciéon de Pb en orina en pg/i
graficado contra el tiempo en dias, antes ( pausa: § dias )} y durante la terapia
con el agente quelante en dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias administrado
por via oral en animales que fueron intoxicados con el Pb y mantenidos con
la dieta de 0.1 % Ca comparado con los animales que no recibieron
el tratamiento, presentando diferencias significativas entre ambos Qgrupos
(p < 0.05). Las concentraciones fueron de 950 £ 37 y 4275 + 36 ug/i para el
grupo Pb-Sin DMSA y Pb-DMSA, respectivamente.
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El efecto del DMSA en dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias por via oral
en la eliminacion de ALA urinario se puede apreciar en la Fig. 6, en donde
observamos que la excrecion de este metabolito en mg/l en 5 dias ( pausa )
antes del tratamiento con el quelante fue muy alto { 126 £ 0.9 mg/l ) en los
animales que recibieron Pb pero este disminuyd durante el tratamiento con el
DMSA hasta 35.7 + 0.9 mg/l, pudiéndose apreciar una diferencia significativa

con respecto al grupo que no recibiod el quelante ( p < 0.05).

En la Fig. 7, se aprecia el cambio provocado por efecto del DMSA en la
concentracion del metal en sangre en pg/dl ( Pb-S ) en los animales intoxicados
con el Pb y mantenidos con la dieta baja en calcio de 0.1 % ( Pb-DMSA )
observando una media de 294 * 1.6 pg/dl, presentando una variacion
significativa { p < 0.05 } con respecto al gque no recibié el quelante, Pb-Sin
DMSA ( 143 + 1.4 po/dl ). En esta grafica se observa la concentracion en pg/dl
del metal en los distintos grupos del estudio y en el grupo Normal y 0.1 %

Ca-DMSA no apreciando grandes concentraciones de este metal,

La Fig. 8, nos da la estimacion de |la concentracion de PPF-IX en pg por
cada 100 ml de sangre en los distintos grupos tratados y no tratados con el
DMSA en la dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias por via oral. Facilmente se
aprecia la alta concentracion de la PPF-IX en el grupo Pb-Sin DMSA ( 230
5.5 pg/dl ) y al compararlo contra el grupo gue recibio el quelante, Pb-DMSA
(81.6 + 5.7 ug/dl ) se observo una diferencia significativa de p < 0.05. No se

observad diferencia significativa entre el grupo Normal y el de 0.1 % Ca-DMSA.

La Fig. 9, muestra los niveles de Hb en g/dl en los grupos estudiados,

observandose cambios en la concentracion en el grupo intoxicado con Pb y los
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demas grupos. La concentracion en el grupo Normal y de 0.1 % Ca-DMSA son
similares, pero esta se ve reducida en el grupo Pb-Sin DMSA ( 84 + 1.3 g/dl )
observandose una recuperacion en el grupo Pb-DMSA ( 11.8 + 1.7 g/dl ), con

una diferencia significativa p < 0.05.

En ia Fig. 10, se graficaron los niveles de Hto en % expresados como la
media + una desviacion estandar en los diferentes grupos. En este grafica se
observa el efecto del DMSA administrado por via oral en dosis de 30 mg/Kg/dia
durante 5 dias en la concentracién del Hto de ios animales intoxicados con Pb
y mantenidos con la dieta de 0.1 % Ca ( Pb-DMSA ) los cuales mostraron una
media de 42.1 + 3.5 % con el tratamiento siendo cercano sus valeres al grupo
Normal. Se observé una diferencia significativa ( p < 0.05 ) respecto al grupo

Pb-Sin DMSA (354 +4.7 % ).

En la Fig. 11, observamos la influencia del DMSA administrado por via
oral en dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias en la concentracion de Pb en
tejido cardiaco ( pug/g del tejido ) en animales intoxicados con Pb y mantenidos
con la dieta 0.1 % Ca. En esta figura, se observa fa reduccion de la carga
corporal del metal en el grupo Pb-DMSA ( 0.016 + 0.003 pg/g ) comparado con
el grupo Pb-Sin DMSA ( 0.024 + 0003 pg/g ) mostrando una diferencia
significativa p < 0.05 entre ambos y cada uno contra el Normat y el de 0.1 %

Ca-DMSA.

El efecto del DMSA en la concentracion de Pb en tejido esplénico
podemos apreciarlo en la Fig. 12, en donde se graficd la concentracion del
metal en ug/g del tejido ( media 1 desviacion estandar ). La administracion del

quelante en dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias, ocasioné una reduccion en
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Ja concentracion de este metal en el grupo Pb-DMSA indicado con un valor
medio de 0.19 + 003 pg/g comparado contra el grupo que no recibid el
quelante, Pb-Sin DMSA ( 0.26 + 0.02 pg/g ) mostrando una diferencia
significativa p < 0.05.

La movilizacién de |a carga corporal de Pb en tejido hepatico debido al
efecto del DMSA se observa en la Fig. 13, en donde ia concentracion del metal
en pg/g de tejido en los animales mantenidos con la dieta de 0.1 % Ca e
intoxicados con Pb, disminuyé durante los 5 dias que recibid la administracion
oral del quelante en dosis de 30 mg/Kg/dia en el grupo Pb-DMSA ( 0.06 + 0.01
Hg/g ) comparado contra el grupo Pb-Sin DMSA (0.11 £0.01 pg/g ) (p < 0.05).
En el grupo Normal y de 0.1 % Ca-DMSA las concentraciones son similares

entre si y diferentes de los grupos intoxicados.

La Fig. 14, demuestra el efecto de la administracion de DMSA en la
concentracién de Pb en tejido renal graficado en ug/g del tejido en los grupos
tratados y no tratados con el quelante. El grupo Pb-Sin DMSA presentd una
concentracién del metal de 35.81 + 0.02 pg/g y el grupo Pb-DMSA muestra una
reduccién de la carga de 21.92 + 0.03 pg/g con una variacion significativa
p < 005. La concentracion de Pb en los grupos Normal y 0.1 % Ca-DMSA

fueron muy pequenas las cuales no se aprecian en la grafica.

En la Fig. 15, la estimacion del efecto del DMSA en la movilizacion de Pb
se aprecia en tejido ¢seo ( féemur ), en donde los animales intoxicados con Pb
manifiestan una concentracion de 5.23 + 0.02 pg/g et cual se redujo hasta 2.35
+ 0.02 pg/g, siendo significativamente diferentes. La media + desviacion

estandar del grupo Normal y 0.1 % Ca-DMSA no se aprecia en la grafica.
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Fig. 5 Cambios en la eliminacion de Pb en orina antes y durante la terapia de quelacion con DMSA
administrado por via cral ( 30 mg/Kg/dia/5 dias ) en animales intoxicados con Pb y mantenidos con

una dieta baja en calcio. * p < 0.05 con respecto al grupo Pb-DMSA.
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6 DISCUSION

Sabemos que los compuestos de Pb responsables junto con oftros
elementos de la contaminacion ambiental son en su maycr parte de fipo
inorganico y en las zonas urbanas e industriales este metal se puede presentar
en concentraciones elevadas y con posibles implicaciones para constituir una

amenaza a la salud humana.

Como se menciond en la introduccidn, el Pb es un agente toxico que se
acumula progresivamente en el organismo humano, sus efectos téxicos son

diversos y suelen llegar a ser severos si no se atienden adecuadamente.

En un trabajo anterior ( Gonzaiez, 1994 ) se montd un modelo de
intoxicacion con Pb en animales alimentados con una dieta baja en calcio ( 0.1
% ) y se reporto el efecto del DMSA en esas condiciones en varios parametros
como ALA-U, PPF-IX, Hb, Hto, Pb-S y Pb-U en un pequeno grupo de ratas que
después de 4 semanas de la administracion de Pb se les di6 por una semana
el DMSA a la dosis de 30 mg/Kg/dia/5 dias mostrando una reduccion en
los niveles del metal en sangre, de ALA-U, y apreciandose ademas, una

recuperacion en los niveles de Hb y Hto.

El presente es un estudio que tuvo como objetivo conocer la acumulacion
de Pb en los tejdos y su posible mowvilizacion por el quelante. Se utitizaron
animales ( ratas Sprague-Dawley ) a los cuales se les mantuvo en las mismas
condiciones de dieta baja en calcio ( 0.1 % ) como el estudio mencionado e

intoxicados con Pb y se les administré DMSA para abservar la movilizacion del
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metal téxico en diversos 6rganocs ocupados por este metal y observar cambios

fisiologicos de recuperacion en los animales tratados.

La literatura menciona que existen ciertos factores dietéticos que juegan
un papel importante en la toxicidad del Pb. Por ejempio, la deficiencia de calcio
en combinacién con el Pb puede incrementar los efectos toxicos de éste ( Six y
Goyer, 1970 ) y nuestros resultados experimentales coinciden en que al menos
la ingesta de la dieta baja en calcio influyd en los efectos patolégicos de
exposicion a una dosis especifica de Pb ocasionando una intoxicacién grave

por este metal.

En primer lugar, observamos que la dieta baja en calcio combinada con
e! Pb disminuyo el porciento de sobrevivencia en la poblacion estudiada, y esto
ocurrié desde el inicio de ia etapa de intoxicacién con el metal. En la literatura
se reporta que una dieta baja en calcio puede ocasionar la muerte en animales
jovenes después de algunas semanas con Pb en Ja dieta sin que se presentara
esta situacion con animales adultos ( Gerber y Deroo, 1975 ). Ademas, la dieta
baja en caicio provoco una disminucidon en el peso corporal en comparacion
con los anmmales que recibieron la dieta normal de calcio ( 1 % ), concordando

esto con lo dicho por Mahaffey et al., en 1973.

Se observaron variaciones en el valor de pH urinario y pensamos que
pueda deberse a la dieta alimenticia a la que fueron mantenidos ios
animafes en las diferentes etapas del estudio. Por otra parte la determinacion
semicuantitativa de varios indicadores en la orina nos indican un probable dario
renal demostrado par la presencia de proteina, sangre, cetona y bilirrubina en

un buen numero de animales que fueron intoxicados con Pb. Aun cuando el
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numere de animales fue menor para los grupos Normal y 0.1 % Ca-DMSA, la
presencia de proteina, sangre y cetona ( en el caso del que recibid la dieta
normal ) se podria explicar por la influencia de la dieta tanto la normal como la
de calcio bajo, y que la presencia de sangre en ambos grupos, podria deberse
a un dafo renal 0 a un darfio fisico espontaneo, sin quedar exentos en esto los

animales que recibieron el Pb.

La preparacion del DMSA consistio en disolverlo en un pequefo volumen
de bicarbonato de sodio { NaHCQO; } 0.5 M y aforarlo con H,O desionizada
ajustando el pH a 7.5 y es importante senalar que previamente se realizaron
varias pruebas de disolucion del quelante administrandose a pequernos grupcs
de animales. Primero se disolvid unicamente en H,O desionizada ajustandose
a un pH acido pero esto no aseguraba que el quelante se encontraba
completamente disuelto. Varios autores indican disolver el quelante en una
solucién de NaHCO; 0.5 M y aforario en esta solucion ajustando el pH a 8.5,
pero observamos ciertos cambios en estos animales con deficiencia en calcio
ocasionando una diuresis muy marcada con la consecuente mortalidad en los
animales tanto los que recibian Gnicamente dieta baja en calcio como los
intoxicados. Por ello hicimos algunas pruebas de disolucion del quelante con
pequenos volumenes de NaHCO, 0.5 M y elegimos la de pH de 7.5 porque no

se vid que afectara a los animales.

Ya algunos autores han senalado que la dieta deficiente en calcio en
combinacion con el Pb puede provocar una mayor alteracion de algunos
indicadores de dano por este metal inhibiendo una enzima de la sintesis del
hemo: la deshidratasa del acido delta aminolevulinico ( ALA-D ) produciendo

como consecuencia una acumulacion de su sustrato, el acido §-aminolevulinico
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( ALA ). Se aprecié un incremento muy marcado en la eliminacion de ALA en
orina considerandolo uno de los mejores indicadores de daio bioldgico en la
intoxicacion por Pb y es importante mencionar que la excrecion de este
metabolito disminuyd considerablemente por efecto del DMSA en los animales
que se mantuvieron con una dieta baja en calcio en combinacion con Pb en
comparacidn con el grupo no tratado con el quelante a causa de la remocion de

Pb del grupo -SH de |la enzima.

Clinicamente, la medicion de Pb a nivel urinario continda siendo una de
las variables mas comunes para la deteccion de una intoxicacion por el Pb,
ademas, observamos la efectividad del quelante DMSA al incrementar su
eliminacién del organismo, lo cual es uno de los propositos al usar agentes
quelantes. Observamos como la eliminacién del metal se incrementd méas del
doble durante la semana de tratamiento con el DMSA en la dosis usada en
comparacion con el grupo intoxicado con Pb y que no recibid el quelante. Es
necesario hacer patente que las concentraciones de Pb presentes en la orina
de los animales que no fueron intoxicados con el Pb no son bajos tomando en
cuenta que no recibian este metal, esto pudiera ser por varias razones. que
pudiera provenir de la dieta, del ambiente, del agua bebida y/o del bicteric de
donde se entregaron al terminar el tempo de destete de estos animales, sin

embargo, estos valores son mucho menores gque en los grupos intoxicados.

La gran cantidad de Pb presente en los eritrocitos en comparacion con el
plasma hace que estos actien como un mecanismo de transporte del metal en
la sangre para su posterior distribucion en varios 6rganos ( Conrad y Barton,
1978 ). En el estudio se aprecié un incremento muy grande en la concentracion

de Pb-S de mas del 100 % en los animales que fueron intoxicados y
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mantenidos con la dieta de 0.1 % Ca comparado con el grupo que recibié la
dieta baja en calcio y DMSA, corroborando esto lo mencionado en nuestro
protocolo de provocar una intoxicacion grave por Pb en esas condiciones de
alimentacion. En el grupo intoxicado al recibir la administracion del quelante
disminuyé la concentracion de Pb en sangre muy significativamente hasta un
50 % aproximadamente, demostrando con ello la eficacia del DMSA. La
disminucién de Pb-S revirtic el bloqueo de ALA-D en la via de sintesis del

hemo y consecuentemente la disminucion de ALA-U.

Otro indicador de dano de una intoxicacién por Pb, son los niveles de
PPF-IX eritrocitica, en donde se aprecid el incremento marcado en los niveles
de este metabolito en el grupo intoxicado con el Pb en combinacién con la dieta
deficiente en calcio comparado con los animales no intoxicados, coincidiendo
con lo reportado en que una inhibicion de la ferroquelatasa impide que se
incorpore hierro en la molécula de protoporfirina sin que se pueda formar el
grupo hemo y acumulandose este metabolito. Al recibir el agente quelante se
presentd una reduccién en la concentracion de PPF suponiendo que el DMSA
libera a la ferroquelatasa y disminuye la presencia de la protoporfirina sin

hierro.

Los cambios patologicos provocados por el Pb y agravados por la dieta
baja en caicio suelen ser, ademas de la excrecion incrementada de ALA-U, las
anemias ( Levander, 1979 ). Nuestros datos muestran el grado de anemia
consistente con |a intoxicacion severa provocada por el Pb en combinacion con
la dieta baja en calcio demostrado por los niveles de Hb y Hto reducidos

( Gonzalez, 1994 ), pero la admimistracion del agente guelante llevo a una
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recuperacion rapida cercana a los valores reportados dentro de lo narmal a

pesar de que su administracion fue por sélo 5 dias.

El Pb al ser distribuido en la sangre, parcialmente se depasita de una
manera reversible en rinén, higado y otros tejidos, depositandose finalmente en
hueso redistribuyéndose a los sitios metabolicamente mas activos como el

fémur ( Goldfrank et al_, 1990 ).

Varios autores sefalan que puede haber un aumento en el tamano del
rindn por efecto de la combinacion de Pb y |a dieta baja en calcio entre algunas
otras alteraciones patolégicas ( p. €j. Barton et al., 1978 ); en este estudio,
confirmamos que el peso total del rindn se incrementd en los animales que
recibieron la dieta 0.1 % Ca y Pb. Lo mismo observamos con el peso del bazo.
Es de suponer que la disminucion observada en el peso del fémur en los
animales en esas condiciones fue por un efecto de ia dieta baja en calcio en el

peso y tamafio de los animales sujetos a esa dieta.

Es importante mencionar que la estimacion de Pb en los diversos
organos por espectroscopia de absorcidon atémica se hizo para determinar si
ocurrido o no la movilizacion de este metal por efecto del quelante, y se llevé a
cabo haciendo primero una digestion acida de los 6rganos en un digestor de
microondas a altas presiones, en donde se destruyo toda la materia organica
presente en fa muestra previniéndose la volatizacion del metal de interés. Este
es un proceso rapido, facil de controlar y con una buena recuperacion del Pb
eliminando al mismo tiempo la contaminacion externa por ser un sistema

cerrado.
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Existen algunos reportes sobre la influencia del DMSA en la movilizacion
del Pb en 6rganos metabolicamente activos como higado, rifion y fémur. Por
otra parte en este estudio, los criterios de eleccion para trabajar con los
diferentes 6rganos fueron varios. Se eligié el corazén porque ademas de ser
uno de los 6rganos metabolicamente mas activos, s un érgano muscular
accesible y de buen tamafo y en donde pasa una gran cantidad del gasto
cardiaco. La concentracion de Pb en el corazon fue pequefia en los grupos de
animales que sélo recibieron la dieta normal y la dieta de 0.1 % Ca en
combinacion con el DMSA., pero esta concentracion se incrementd ligeramente
en los animales que fueron intoxicados con Pb apreciandose una reduccion de
este en los animales que recibieron el quelante confirmando una movilizacion

del metal.

La terapia de DMSA en los animales intoxicados con el Pb y que se
mantuvieron con la dieta deficiente en calcio en la dosis de 30 mg/Kg/dia
durante los 5 dias establecidos fue eficaz para reducir la carga del metal en
bazo, 6rgano en el que se destruyen los eritrocitos y que es afectado por el Pb
aumentando su carga probablemente porque la membrana de los eritrocitos se
vuelve mas fragil y al atravesar los canaliculos del tejido reticulo endotelial se
fragmentan mas facilmente. Consecuentemente, las concentraciones del metal
en el tejido esplénico en los animales intoxicados son mayores comparadas

con los grupo controles

La movilizacidn de Pb presente en higado en los animales intoxicados
con este metal y alimentados con la dieta deficiente en calcio se mostrd
claramente en los animales a los que se les administré DMSA. Se apreci6 la

reduccion de la carga tisular a menos de la mitad por efecto dei DMSA
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comparado con los animales quée no se les administré este agente quelante.
Se eligid trabajar con el higado porque es uno de los 6rganos afectados en una
buena parte por el Pb, y es el responsable de muchas biotransformaciones de

sustancias extranas y en &l encontramos una gran cantidad de enzimas.

Se ha mencionado que la combinacion de calcio bajo y Pb podria
incrementar la carga tisular del Pb en femur y riidén en comparaciéon con una
dieta normal { Bogden et al., 1992 ). En los rifiones, la exposicion se lleva a
cabo por la filtracién glomerular con una subsecuente reabsorcion, ademas de
la acumulacion directa desde la sangre { Pappas et al.,, 1995 ). Es claro que el
riién, principal 6rgano excretor, es uno de los érganos mas afectados en una
intoxicaciéon por Pb y en este estudio apreciamos la cantidad depositada
del metal en éste organo y que el DMSA oral fue efectivo en reducir la
concentracion del Pb incrementando su movilizacion, esto se aprecid en la

eliminacion muy marcada del metal en orina.

Sabemos que el Pb se transporta por la sangre asociado a los eritrocitos
en mas del 95 % y el resto se halla disuelto en plasma. Un hecho importante es
que el Pb tiene una afinidad por el tejido 6seo en donde finalmente se deposita
y en nuestros datos podemos observar la carga de Pb a nivel de fémur,
representativo del tejdo 6seo. La cantidad de Pb depositado en tejido oseo
esta en relaciéon con el crecimiento corporal., y el agente quelante fue capaz de

reducir la carga del Pb en |os animales intoxicados con este metal.

Cabe mencionar que la iiteratura reporta que el DMSA es un compuesto
que tiene la particulandad de distribuirse extracelularmente, pudiendo penetrar

en forma restringida al interior de la célula, esto en parte, se debe a que es una
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molécula que a pH tisular se encuentra ionizado en sus grupos carboxilos lo
gue impide su paso a través de la membrana celular. En el presente estudio
observamos que el DMSA administrado en 5 dias por via oral fue capaz de
reducir la carga corporal de este metal con una marcada diuresis del mismo y
dada su alta afinidad por este metal pesado, redujo la unién de este metal en
los grupos -SH en los sistemas enzimaticos blanco disminuyendo su toxicidad.
Tal vez se requiera mas tiempo del tratamiento con el DMSA para hacer mas
patente una diferencia debida a la redistribucién del metal, o de otra forma
combinar el tratamiento con otros agentes quelantes, que son capaces de

atravesar diferentes compartimientos tisulares.
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7  CONCLUSIONES

El presente estudio nos permitic observar la efectividad del DMSA,

administrado por via oral en dosis de 30 mg/Kg/dia durante 5 dias, provocando

cambios favorables como:

1.- Reduccion de los niveles del metal en la sangre acompanada de

una movilizacion en la carga en los diversas organos afectados,

apreciandose una marcada diuresis del metal.
2.- El DMSA ocasiond la remocién de Pb de algunas enzimas inhibidas

como la ALA-D observandose una disminucion en la excrecion de ALA

en la orina.

3 - Disminuyé la concentracion de PPF-1X en eritrocitos circutantes.

4 - Recuperacién de los niveles de Hb y Hto
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8 PERSPECTIVAS

En este trabajo se observé la movilizacion de Pb por efecto del DMSA en
los distintos Organos afectados comunmente por una intoxicacion con este
metal, presentando la ventaja de su administracion, y la rapidez en el
tratamiento, esto comparado con los quelantes que se han utilizado
previamente en nuestro pais. El trabajo no pretende senalar como reducir la
contaminacion del metal, pero si presentar los resultados de un estudio sobre
un antidoto que tenga poco o ningun efecto colateral indeseable y que sea mas
eficaz para la eliminacion de este metal del organismo y contribuir en parte al
conocimiento farmacolégico del DMSA y tratar de acelerar la posibilidad de

contar con él como medicamento en nuestro medio.
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