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RESUMEN:

Los efectos de la exposicion a bajos niveles de plomo sobre la funcion
endocrina e inmune, no han sido objeto de suficientes estudios, siendo esta situacion
diferente en el caso de la intoxicacion aguda, particularmente en otros sistemas

corporales, tales como el nervioso, cardiovascular, reproductivo y gastrointestinal.

La presente investigacion estudié los efectos de la exposicion subaguda a
bajos niveles de plomo en el periodo prepuberal, sobre algunos pardmetros conocidos
gue evallan, en alguna medida, los mecanismos de adaptacién inmunoendocrinos
frente al stress, considerandose en este estudio, el numero de linfocitos T CD4+ y
CD8+, numero y grado de degranulacion de leucocitos eosinéfilos y numero de
receptores para glucocorticoides presentes en timo y bazo de las ratas impuberes

analizadas.

Ratas Sprague Dowley hembras, mantenidas bajo condiciones de manejo con
12 h de luz y acceso libre a alimento y agua, fueron expuestas a acetato de plomo o
suero fisiolégico, via inyecciones subcutaneas sucesivas, alternadas cada 72 h, a
partir de los 7 dias de edad hasta alcanzar los 19 dias, momento en el cual cada
animal tratado con plomo recibié una dosis total acumulada de 24.38 mg., distribuida
en forma de dosis crecientes, proporcionales al peso de los animales. Después de
48 h de la dltima dosis de suero fisiolégico o acetato de plomo, se aplicO una
inyeccion endovenosa Unica de suero fisiologico o 18 mg de succinato de
hidrocortisona por cada 100 g de peso corporal y 24 h después se anestesié a los
animales con gas éter, extrayendo muestra completa de timo y bazo, seleccionando
tejido para fijacion en formalina al 10%, deshidratacion e inclusién en parafina, para
luego realizar cortes histolégicos seriados, sometiéndolos a tincién con azul de anilina
y eosina, para la determinacién, bajo microcopia de epifluorescencia, del nimero y
grado de degranulacién de eosindfilos. Adicionalmente, se dispusieron cortes para

desparafinacion y posterior incubacién con anticuerpos monoclonales marcados con



ficoeritrina o fluoresceina, siendo destinados una primera serie de cortes a reaccionar
con los anticuerpos anti-CD8, procediendo en una segunda serie, a la incubacion de
los cortes con anticuerpos anti-CD4.

Paralelamente, se tomaron muestras de bazo y timo de ratas sometidas a
inyecciones de plomo o suero fisiolégico entre los dias 7 y 19 de edad, aplicando
intravenosamente suero fisiolégico en ambos grupos el dia 21, procediendo 24 hrs.
después a la recoleccion de pequefias muestras de tejido, incubandolas in vitro con
dexametasona tritiada, congelando posteriormente los tejidos radiomarcados en
propano/butano liquido enfriado en nitrégeno liquido, para luego someter las
muestras a la técnica de radioautografia seca, destinada a cuantificar, bajo

microscopia optica, los receptores para glucocorticoides presentes en timo y bazo.

Los resultados mostraron una disminucion inducida por plomo del nimero de
linfocitos T CD4+ y CD8+ en timo de ratas expuestas a plomo durante la vida
prepuberal, encontrdndose ademas un reducido niamero de linfocitos CD8+ en los

grupos tratados con hidrocortisona.

El namero de receptores para glucocorticoides no demostré variacion
estadisticamente significativa atribuible al efecto del plomo en el presente estudio

experimental.

Los animales expuestos a plomo demostraron una disminucion en el nimero
de eosindfilos en timo, pero no en bazo. Ademas, presentaron una disminucién
inducida por hidrocortisona en el numero de eosindfilos en bazo, pero no en timo. Se
comprobdé un efecto sinérgico entre el plomo y la hidrocortisona, demostrado por el
disminuido nimero de eosindfilos esplénicos en los animales que recibieron plomo y

luego fueron tratados con hidrocortisona.



Los leucocitos eosinodfilos esplénicos se degranulan con mayor intensidad en
los animales expuestos a plomo, observandose una reversion de este fenébmeno
inducido por hidrocortisona, revelada por una menor degranulacion en el grupo
expuesto a plomo y tratado con hidrocortisona en relacion a los animales expuestos a

plomo y tratados posteriormente con suero fisiologico.

El grado de degranulacion de los eosindfilos timicos, no demostré diferencias
significativas producto de algun tratamiento. No obstante, los eosindfilos de timo
fueron de menor volumen y de mayor luminosidad que los encontrados en todas las

muestras de bazo.

Luego del analisis de los resultados es posible afirmar que la exposicion
subaguda a plomo en ratas a edad prepuberal, modifica variablemente el nimero de
linfocitos T en organos linfoides, alterando paralelamente la eosinofilia tisular y el
grado de degranulacién de los leucocitos eosindfilos, sin cambios aparentes en el

namero de receptores para glucocorticoides analizados en bazo y timo.



l. INTRODUCCION:

El plomo es un metal innecesario para el organismo, por tanto, la presencia de
cualquier nivel de plomo en el medio corporal interno no es natural y refleja

contaminacion.

En los EEUU, la contaminacién con plomo fue favorecida principalmente a
través de las emisiones vehiculares y de pinturas que contenian plomo, provenientes
de viviendas en deterioro. En los afios setenta, la intoxicaciébn con plomo fue una
importante causa de enfermedad, particularmente en niflos de diversas ciudades,
siendo la encefalopatia por plomo relativamente frecuente. Sin embargo, la situacion
ha cambiado profundamente debido a la progresiva disminucion de plomo en la
gasolina (Piomelli, 1996). El plomo es un agente que sufre bioacumulacion
progresiva, o que condiciona que el cuadro clinico de intoxicacion pliumbica sea en la
mayoria de los casos de instalacion lenta, provocando lo que se ha denominado

tradicionalmente como toxicidad cronica por plomo (Corey y Galvao, 1989).

Los efectos de los bajos niveles de plomo sobre el cerebro, rifidbn, médula
0sea, sistema cardiovascular, inmune, endocrino y reproductivo no han sido objeto de
suficiente investigacion. A pesar de esto, minuciosos estudios han demostrado que la
absorcion en la edad preescolar de bajas concentraciones de plomo, en forma
progresiva, causa anormalidades neuropsicologicas, incluyendo bajo nivel de
coeficiente intelectual y pobre rendimiento escolar (Needleman, 1990). Estos
fendmenos son explicados, por algunos autores, a través de lo que se ha denominado
imprinting o fijacién de nuevas vias de diferenciacién celular (heterodiferenciacion),
causando modificaciones permanentes en la actividad de los receptores hormonales y
en la intensidad de las respuestas mediadas por ellos (Tchernitchin y Tchernitchin,
1992). Soélo recientemente se ha demostrado en trabajadores expuestos

ocupacionalmente a cantidades bajas de plomo, una disminucion en la actividad de



leucocitos neutréfilos, alterados principalmente en su funcién de quimiotaxis,
fagocitosis y formacion de superoxidos (Valentino y col., 1991); sefialdndose que los
efectos inmunosupresivos de bajos niveles de plomo, pueden ser un indicador
sensible de la exposicidon a este metal. No obstante, es posible proyectar los efectos
del plomo sobre leucocitos presentes en organos linfoides como ganglios, timo y
bazo. Fischbein y col. (1993), detectaron en trabajadores expuestos a plomo, una
importante disminucion en el nUmero y porcentaje absoluto de linfocitos T CD3 y CD4,
demostrando ademas una inadecuada respuesta linfocitaria a mitbgenos. En efecto,
la exposicion a plomo disminuye significativamente la respuesta mitogénica
linfocitaria, pero no tiene efectos funcionalmente relevantes, sobre los titulos de

anticuerpos circulantes (Redig y col., 1991).

Los efectos descritos para el plomo semejan, en alguna medida, a los
conocidos cambios sobre la funcién inmunolégica producidos por la accion de los
glucocorticoides (GC). Estos tienen efectos sobre macrofagos y neutrofilos,
estabilizan los lisosomas de macréfagos, reduciendo su capacidad para liberar
enzimas hidroliticas, deprimiendo el metabolismo oxidativo, disminuyendo su
capacidad fagocitaria. La respuesta proliferativa linfocitaria es suprimida por GC,
disminuyendo la respuesta a mitdbgenos, suprimiendo la sintesis de linfoquinas y el
reconocimiento de antigenos, ademas de disminuir la actividad citotoxica (Papich y
Davis, 1989). Complementariamente, los glucocorticoides inducen una migracion de
eosindfilos a ganglios linfaticos, timo y bazo, los que al liberar las proteinas EPX y
ECP, se ha propuesto que determinan una disminucién en el numero de linfocitos en
los érganos linfoides. Este proceso fue descrito como inmunoregulacion dependiente

de eosindfilos (Tchernitchin y col., 1990).

Basados en la evidencia existente, es posible establecer un paralelismo entre
el plomo y los glucocorticoides, en cuanto a los variados efectos depresores sobre el
sistema inmune, existiendo probablemente para el plomo, mecanismos similares pero
bioguimicamente independientes a los descritos para los glucocorticoides, fendmeno
gue podria tener similitud con una sinergia de adicién, demostrado por la compartida

actividad supresora sobre linfocitos B y subpoblaciones de células T, reducida



proliferacion celular de linfocitos T y disminucién de la accion lisosomal en
macrofagos. No obstante, es posible que este metal pesado actie alterando la
funcion o estructura de diversas proteinas con actividad enzimatica contenida en los
granulos de los eosindfilos, desregulando la inmunomodulacién propuesta para los
leucocitos eosindéfilos. Las consecuencias de la exposicion a plomo sobre linfocitos y
eosinodfilos, pueden corresponder alternativamente a un fenémeno de sinergia de
potenciacion, explicado en alguna medida, por la posible facilitacion provocada por el
plomo, en el reciclaje y reutilizacion dependiente de energia, del receptor para
glucocorticoides en estas células (Orti y col., 1992). El fendbmeno opuesto podria
evidenciarse, demostrado por la inhibicion por concentraciones micromolares de
plomo, de todos los tipos de proteinquinasa-C (Sun y col., 1999), enzima encargada
de la fosforilacibn de proteinas con accion enzimatica, alterando de esta forma

diversas acciones intracelulares dependientes de energia.

Este trabajo forma parte de un proyecto mas amplio, en el cual se investiga el
efecto de la exposicion aguda, subaguda y prenatal a plomo, sobre las respuestas
biologicas inducidas por los estrégenos en utero y sobre los cambios provocados por

los glucocorticoides en 6rganos linfoides.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA:

A. CINETICA AMBIENTAL:

Individuos expuestos a plomo en muy pequefias cantidades tienen niveles
sanguineos menores a 3 pg/dL, observandose que la exposicién crénica a plomo
produce un progresivo incremento de los niveles en la sangre. Si bien, hemos
adoptado el término “intoxicacién plumbica”, en la practica ha sido dificil acordar un
nivel umbral bajo el cual no existan efectos adversos, del punto de vista fisiologico. En
1991, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, USA), definio
gue todos los nifios con niveles de plomo sanguineo de 10 pg/dL o mas, presentan

efectos nocivos para su salud (Piomelli, 1996).

El plomo se encuentra en forma natural en el medio ambiente, siendo su
concentracion en la corteza terrestre de 13 mg/kg aproximadamente, estimandose en
zonas remotas de los océanos y en Groenlandia, un nivel natural de 0.0001 a 0.001
ng/m? (Chow y Bennet, 1969), fluctuando su concentracién en aguas superficiales de
algunos océanos entre 0.05 y 0.4 ug/L (Needleman, 1990). Concentraciones tipicas
de plomo en suelos no contaminados, fluctian entre 10 a 50 ppm, aumentando los
niveles en 10 a 200 veces mas, debido a la actividad humana, llegando a 60.000 ppm

en terrenos aledafios a calderas de fundiciones (OPS-OMS, 1979) (figura 1).

Al referirse a las fuentes de contaminaciébn en el ambiente ocupacional
(laboral), es importante sefialar que estas fuentes son ademas responsables, en gran
medida, de la exposicion a la que estd sometida la poblacion general. Ademas, los
individuos que estan expuestos laboralmente, pueden a través del plomo presente en
sus ropas, representar una fuente de contaminacion importante para su hogar,
afectando principalmente a los nifios, que presentan una mayor susceptibilidad a la

intoxicaciéon (Corey y Galvao, 1989).



FIGURA 1. IMPORTANCIA DEL PLOMO ATMOSFERICO EN LA CONTAMINACION
GLOBAL DEL AMBIENTE Y EN EL APORTE DE PLOMO AL ORGANISMO HUMANO.

PLOMO EN EL AIRE

DepoOsito Deposito Dep0sito
y
1 Captacion
v Inhalacion
A A 4 Suelo
Polvo > Agua
servida
Aguas v
> superficiales '|’ Plantas
y profundas Inhalacion
Inhalacion A A
Organismos | > Animales
acuaticos < >
Ingestion  Ingestion Ingestion Ingestion Ingestion Ingestion
(alimentos)  (agua de bebida) (habitos (alimentos) (alimentos)
mano-boca
en nifios)
»| ORGANISMO 4
»| HUMANO [*

FUENTE: Adaptado de Publicacion Cientifica N° 388 de OPS, Criterios de Salud Ambiental 3,
Plomo. 1979

En adicion a las clasicas fuentes de plomo, como son las emisiones
provenientes de algunas industrias y de gasolinas plomadas, en conjunto con las
pinturas de muros deteriorados que producen polvo con alta concentracion de plomo,
es posible constatar como fuentes de alguna importancia, los utensilios de cocina que

contienen soldaduras plomadas, los utensilios de alfareria usados para cocinar y



almacenar alimentos, los recipientes de ceramica inadecuadamente vitrificados o
barnizados, el consumo de mariscos y cereales provenientes de areas altamente
contaminadas, el uso de baterias desechadas y algunos cosméticos. Ademas, el
cigarro constituye una fuente de plomo. Fumar unos 20 cigarros diarios equivalen

entre 1 a 5 pug de plomo (Corey y Galvao, 1989).

La adicion de sales de plomo a las pinturas como agentes colorantes y
estabilizantes, es una importante causa de saturnismo infantil, en especial si estas
pinturas estan en deterioro, eliminando polvo que ingresa al organismo por via
respiratoria y oral, a través de la costumbre de llevarse las manos a la boca (actividad
mano-boca) (Piomelli, 1996).

En los animales silvestres, principalmente las aves, los perdigones representan
un peligro de intoxicacion aguda, muriendo cada afio mas de un millon de aves

acuaticas producto de la ingestion de perdigones (Poppenga, 1994).

Un estudio orientado a la deteccién de plomo en canales frescas de matadero
tomadas al azar, encontr6 concentraciones promedios de plomo de 1.02 ppm en
higado de aves, 1.04 ppm en higado de vacuno, 1.02 ppm en rifiones de vacuno, 0.73

ppm en higado de cerdo y 0.85 ppm en rifiones de esta Ultima especie (Booth, 1987).

El envenenamiento de animales puede ser consecuencia de la curiosidad
propia, al ingerir pinturas plomadas viejas y secas, 0 pintura de envases vacios,
masilla de vidrieria, aceite de motor, lindleo, gasolina plomada, soldaduras, asfalto,
hierba proxima a carreteras con circulacion vehicular intensa, agua procedente de

tuberias de plomo o botes estafiados con plomo (Hatch, 1987).

La declinacién en el promedio de plomo sanguineo ha disminuido la frecuencia
y severidad de signos clinicos atribuibles a intoxicacion plumbica en paises
desarrollados, producto de programas de control estatal que han reducido
principalmente la cantidad de plomo presente en el aire ambiental urbano, a través

del equipamiento con filtros cataliticos en los automoviles, los cuales no pueden usar



gasolina que contenga derivados alquilicos de plomo (Needleman, 1990; Piomelli,
1996).

B. CONSIDERACIONES FARMACOCINETICAS:

El plomo es absorbido por inhalacion, ingestion y también, en el caso de los
derivados alquilicos de plomo adicionados a la gasolina, a través de la piel. La via de
ingreso, el tamafio de particula y el tipo de compuesto plomado (organico o
inorgénico), determinan la concentracién y la posibilidad de difusién en el organismo
(Corey y Galvao, 1989). Un 35% del plomo inhalado se deposita en la nasofaringe,
arbol traqueobronquial y alvéolo, ingresando posteriormente al tracto gastrointestinal
luego de deglutir las particulas ascendidas por el aclaramiento ciliar normal. Las
particulas con menos de 0.1 um presentes en las vias respiratorias terminales, se
absorben rapida y completamente, constituyendo entre un 35 a 50% del plomo que
alcanza el tracto respiratorio inferior, estimandose que una concentracién de 1 pug/m®
de plomo en el aire inhalado, determina una concentracion de 1 a 2 pg/dL en la

sangre (Corey y Galvao, 1989).

La tasa de absorcion gastrointestinal es independiente de la forma quimica del
compuesto plomado, siendo en nifios de orden del 50% y en los adultos de un 10 a
15%, incrementandose tanto en adultos como en nifios debido a una dieta pobre en
calcio, hierro y proteinas (OPS-OMS, 1979; Hu, 1997). Luego de la absorcion en el
intestino y tracto respiratorio, una elevada proporcion es transportada por la
membrana de los eritrocitos (95%), uniéndose el resto a la albumina del suero,
guedando menos del 1% libre y disponible para la distribucién hacia los distintos
tejidos. Al llegar a la circulacion portal, una buena parte se une a las mitocondrias de
los hepatocitos, para luego excretarse por la bilis, eliminandose finalmente por tracto
digestivo o eventualmente realizando una circulacién enterohepatica (Hatch, 1987;
Hu, 1997). El plomo orgénico absorbido (tetraetil-tetrametil plomo) es lipofilico y por
tanto facilmente absorbido por la piel, pulmén y tracto gastrointestinal, siendo

convertido en higado a plomo inorganico y trietii plomo, el cual es el mayor
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responsable de los efectos neurotoxicos observados luego de la exposicion a

gasolinas (Klaassen, 2001).

La eliminacion del plomo ingerido se hace principalmente a través de las
heces, en cambio un 75% del plomo absorbido por inhalacién se elimina a través de
filtracion renal, acumulandose concentraciones importantes sobre los epitelios
tubulares, lugar donde se forman inclusiones de proteinato de plomo, disminuyendo
de esta forma la funcién renal progresivamente (Hatch, 1987; Smith y col., 1998).
Adicionalmente, el plomo libre puede ser excretado con la leche en concentraciones
peligrosas para los lactantes, siendo capaz de atravesar, tanto la barrera
hematoencefalica, como la placentaria, asociandose niveles por sobre 10 pg/dL en el
corddn umbilical, con disminucion en el coeficiente intelectual en los primeros dos

afos de vida posnatal (Rothemberg y col., 1989; Needleman, 1990).

Cuando la sangre fluye a través de los huesos, el plomo sin fijar (libre), se une
a la sustancia Osea, especialmente a las regiones en crecimiento, concentrado los
huesos mas del 90% de la carga total del organismo. La captacién de plomo por los
huesos supone una redistribucion desde los tejidos blandos, siendo el fosforo capaz
de promover el almacenamiento de plomo en los huesos, observandose el fendmeno
contrario en el hiperparatiroidismo secundario, produciendo mayor disponibilidad de
plomo circulante (Hatch, 1987; Corey y Galvao, 1989; Guilarte, 1997). Se describen
tres compartimientos de almacenamiento para el plomo: un compartimiento rapido,
sanguineo, con una vida media de alrededor de 27 dias; un compartimiento mas
lento, constituido por tejido blando, con una vida media de 30 dias; y un
compartimiento de reserva a largo plazo, representado primariamente por tejido 6seo,

con alrededor de 27.8 afios de vida media (Corey y Galvao, 1989) (figura 2).
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FIGURA 2: VIA DE ABSORCION, DISTRIBUCION Y ELIMINACION DEL PLOMO EN EL ORGANISMO HUMANO
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C. ANTECEDENTES CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS RELEVANTES:
Debido a la afinidad del plomo por los grupos sulfidrilos, fosfatos y otros ligandos, es
capaz de cambiar la configuracion de enzimas tales como la deshidratasa del acido

delta-aminolevulinico (AAL-D), participante en la sintesis del grupo hemo, o la
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ferroquelatasa, enzima necesaria para la adecuada captacion de fierro por los
precursores de los eritrocitos ( Corey y Galvao, 1989; Needleman, 1990). Otros
mecanismos de interferencia la constituyen la alteracién (inhibicion y estimulacién) de
la sintetasa del acido gama-aminolevulinico (AAL-S), la inhibicién de la hemosintetasa
y la inhibicibn de las enzimas participantes en la transformacion del
coproporfirinégeno Il en protoporfirina IX. Estas alteraciones tiene lugar en la médula

0sea, observandose en el suero un aumento del contenido de AAL, fierro y porfirinas.

La determinacion de la concentracion del AAL en orina o la concentracion de
coproporfirinas urinarias, son métodos validos pero con sensibilidad limitada a valores
por sobre los 40 ug/dL, siendo la determinacion de la AAL-D eritrocitaria el método
mas indicado para el diagnostico precoz (> 10 pg/dL), reflejando exposiciones
cronicas, aungue ineficiente para niveles superiores a 60 pg/dL (intoxicacion clinica)
(Corey y Galvao, 1989; Piomelli, 1996; Hu, 1997). La exposicion a plomo durante
varios meses reflejada por plumbémias sostenidas de al menos 25 pg/dL,
aumentaran los niveles de zinc-protoporfirinas medidas en sangre, constituyendo un

comun efecto indicador de exposicion.

Segun valores entregados por la lll reunion de la Comision Nacional para la
Vigilancia de la Salud y Nutricion de los EEUU, la concentracion de plomo en la
poblacion general disminuy6 desde 12.2 ug/dL en 1980 a 3.2 ug/dL en 1991, con
niveles de 20 pg/dL o méas presentes en solo un 1.1% de los nifios en la poblacion
total (Piomelli, 1996). En Chile, estudios recientes en la ciudad de Arica, en la Villa
Santa Maria, construida sobre antigtios acopios de plomo, demostraron niveles de
plomo sanguineos en nifios entre 5 a 8 afios de edad, sobre los 20 pug/dL en el 36%

de las muestras analizadas (tabla 1).

%DE LA PLOMO SANGUINEO
POBLACION ug/dL
20 1-9,9
44 10-19,9
32 20-29,9
4 30-39,9
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TABLA 1. Concentraciones sanguineas de plomo en
nifios ariquefios de 5 a 8 afios de edad (publicacion
del Colegio Médico de Chile, en preparacion, 1999).

Adicionalmente, se encontraron significativos niveles de plomo en nifios
menores de 8 afios, que viven en zonas cercanas a lugares de acopios de plomo en

la ciudad chilena de Antofagasta (tabla 2).

%DE LA PLOMO SANGUINEO
POBLACION ug/dL
10 1-9,9
35 10-19,9
34 20-29,9
14 30-39,9
7 40-49,9

TABLA 2. Concentraciones sanguineas de plomo en
nifos chilenos de Antofagasta (publicacion en
preparacion del Colegio Médico de Chile, 1998).

El plomo parece tener efectos bioquimicos y funcionales adversos en casi
todos los tejidos y o6rganos de mamiferos, siendo predominantes los signos
encefalicos y gastrointestinales en la intoxicacion aguda. No obstante, la exposicion
cronica constituye la situacion mas frecuente y de mayor importancia epidemioldgica
(Hatch, 1987; Corey y Galvao, 1989), produciéndose por concentraciones
relativamente bajas de plomo en el ambiente o causados por fuentes ambientales
atipicas, bajo un proceso de exposicion mantenida y a largo plazo, presentandose de
preferencia en la poblacién general (ademas de la ocupacionalmente expuesta),
demostrando ser el dafio neuropsicologico en nifios, un ejemplo clasico descrito ya en
el aflo 1943, reportdndose una alta incidencia de trastornos del aprendizaje y
problemas de comportamiento en nifios recuperados de plumbismo agudo
(Rothemberg y col., 1989; Needleman, 1990).

De manera (general, podria atribuirse al plomo un imprinting

bioquimico/hormonal en la etapa prepuberal. El imprinting, como mecanismo
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responsable, significa una alteracion persistente para toda la vida en la diferenciacion
de algunos tipos celulares, manifestado como cambios en la cantidad y calidad de los
receptores (R) hormonales en las células afectadas; cambios bioquimicos,
morfolégicos y funcionales provocados por contaminantes, farmacos, hormonas y
otros agentes que pueden interactuar con los diferentes tipos celulares en distintas
etapas del desarrollo fetal o posnatal temprano (Csaba, 1986; Tchernitchin y
Tchernitchin, 1992); fendmeno similar a los estudios que reportan una reduccién en
los R para gonadotrofinas ovaricas junto a una disminuida conversion de
progesterona a androstenediona y dihidrotestosterona en ratas adultas expuestas a
plomo en su vida prenatal y prepuberal (Wiebe, 1988); o una alterada afinidad de R
opidides en cerebro de ratas tratadas con plomo durante su vida prenatal, sefialando
adicionalmente que la exposicion a plomo perinatalmente afecta el numero y

concentracion del R para estrogenos en utero (Tchernitchin y Tchernitchin, 1992).

D. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y SOBRE LAS VIAS DE
TRANSDUCCION DE SENALES EXTRACELULARES:

La exposicion prolongada a niveles bajos de plomo, produce efectos
importantes en el sistema nervioso central, cambios en la permeabilidad capilar, en el
desarrollo neuronal, la mielinizacion y el metabolismo de las catecolaminas.
Recientemente, Dyatlov y col. (1998), describieron la capacidad del plomo para
potenciar irreversiblemente la penetracion del glutamato plasmatico a través de la

barrera hematoencefalica, causando una incrementada disrupcion de esta barrera.

Trabajos orientados a dilucidar los mecanismos que producen neurotoxicidad
inducida por la exposicion prenatal a bajos niveles de plomo en nifios, revelaron una
correlaciéon negativa entre la concentracion de metabolitos de la serotonina y
dopamina, y la coordinacién y sociabilidad presentada a los 9 meses de edad,
demostrando con ello un efecto directo sobre el desarrollo del sistema serotoninérgico
principalmente (Tang y col., 1999). El subtipo de receptor para N-metil-D-aspartato
(NMDA), aminoacido excitatorio del SNC, ha sido foco de una intensa investigacion

durante la década pasada, debido al rol mostrado en el desarrollo cerebral, la
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plasticidad neuronal y las condiciones patoldgicas asociadas con excitotoxicidad,
demostrando este complejo receptor ser el blanco del plomo sobre el desarrollo del
SNC (Guilarte, 1997), causando una disminucién en la captacién de un conocido
antagonista del NMDA (3H-MK-801) en regiones cerebrales relacionadas al
hipocampo de ratas machos adultas expuestas a plomo con concentraciones
sanguineas de 41.1 png/dL. Sin embargo, ratas hembras expuestas pre y
postnatalmente a 9 ppm de plomo, evidenciaron un incremento en la captacion de
3H-MK-801 en ciertas zonas del hipocampo y areas corticales temporo-occipitales,
todas ellas asociadas con los procesos de aprendizaje, memoria y modulacién del
comportamiento (Ma y col., 1998). Complementariamente, se demostré que
concentraciones nanomolares de plomo, disminuyen la liberacién calcio dependiente
de glutamato y acido y - aminobutirico en ciertas neuronas de hipocampo (Braga y
col., 1999).

Sales de plomo inorganico, son capaces de modular negativamente la
actividad de receptores para acetilcolina en distintos sistemas estudiados,
interactuando con multiples sitios de la subunidad o y B del receptor nicotinico,
disminuyendo la capacidad transportadora de los canales i6nicos asociados al
receptor (Zwart y col., 1995; Nagata y col., 1997). Estudios en cultivos in vitro de
células ganglionares de la raiz dorsal de médula espinal y de células de
feocromocitomas, expuestas a concentraciones micromolares de plomo, mostraron un
bloqueo selectivo de la actividad de los canales de calcio dependiente del potencial
eléctrico de membrana (Evans y col., 1991; Schafer, 1998), alterando potencialmente

de esta forma, los sistemas asociados con la conduccién neuromuscular.

Diversas acciones de muchas drogas y toxicos sobre mdultiples canales y
receptores celulares de diversos tejidos, pueden ser explicados sobre la base de la
interaccidn con sistemas de proteinas quinasas asociadas a la proteina G (Narahashi
y col., 1998), habiéndose demostrado la capacidad del plomo para substituir al calcio
como segundo mensajero en el metabolismo celular, siendo la activaciéon de la
proteinquinasa C (PKC) biol6égicamente de mayor relevancia que la encontrada para

la quinasa dependiente de calmodulina-calcio (kinasa CAM) (Goldstein, 1993).
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Complementariamente la menor concentracion de AMPc, producto de la activacion
por plomo de la fosfodiesterasa dependiente de calmodulina (PDE-CAM), podria
disminuir la actividad de la PKA (proteina-quinasa dependiente de AMPCc)
disminuyendo a su vez la poblacion de canales de calcio en musculo esquelético
(Adarmes y Gonzalez, 1992), y con ello la concentracion de calcio disponible para la
activacion de enzimas quinasas dependientes de calcio. Mayores evidencias sugieren
gue plomo interactia negativamente con la proteina G y con la subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa (AC) cortical cerebral (Rodrigues y col., 1999), disminuyendo
con ello la formacién de AMPc a partir de ATP en la membrana plasmatica celular.
Contrariamente, otros investigadores sefialan un alza significativa en los niveles de
AMPc, al exponer linfocitos T (CD3) con inhibidores de PDE, en presencia de plomo,
sugiriendo que el plomo inhibe el desarrollo y funcidn de linfocitos Thl (helper subtipo
1), al aumentar la actividad de la AC (Yeoy col., 1998).

La modificacion de la distribucion de PKC inducida por plomo en hipocampo,
ha sido relacionada con problemas de aprendizaje, induciendo una mayor
traslocacion citosélica-membranosa, activando la PKC dependiente de calcio, en
cerebro de rata a concentraciones subnanomolares, demostrando una tendencia a la
inhibicion de todos los tipos de PKC al ser enfrentada a concentraciones
micromolares de plomo (Sun y col., 1999). Evidencia reciente, confirma que las vias
de transduccion intracelular para los GC en cultivos celulares de hepatoma, implica la
participacion de eventos mediados por calcio e isoformas de la PKC. Plomo (3-10 uM)
bloguea el incremento inducido por dexametasona en la fraccion citosdlica y
particulada de la PKC, incrementando la traslocacién desde la fraccién citosélica a la
particulada de la PKC-R3, disminuyendo paralelamente esta migracion para el caso de
la PKC-a. (Tonner y Heiman, 1991). El efecto del plomo sobre la actividad y
distribucion celular de la PKC en hipocampo de rata, demostré un incremento de la
PKC en la fraccion citosélica a los 56 dias posnatal, encontrdndose disminuida la
actividad de PKC en la fraccion membranosa a los 7 dias posnatal (Chem y col.,
1998). Varios estudios muestran al plomo actuando como calcio, en los procesos
celulares, activando la PKC dependiente e independiente de calmodulina a niveles

picomolares, demostrando activar a niveles nanomolares la fosfodiesterasa
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dependiente de calmodulina (PDE-CAM) (Goldstein, 1993; Long y col., 1994a). Plomo
a niveles picomolares, activa la PKC-a, pero no la PKC-¢, Z 0 M, siendo este efecto
aditivo al calcio, activando parcialmente la enzima al interactuar con el sitio Cal,
inhibiendo paralelamente la actividad dependiente de cationes divalentes, presente en
el sitio Ca2 del dominio C2 de la PKC. En cambio, como se mencion6 anteriormente,
a concentraciones micromolares, todos los tipos de PKC fueron inhibidos por medio
de la interaccion con el dominio catalitico (Sun y col., 1999).

Indirectamente, el plomo disminuye la activacion de PKC-CAM, a través del
blogueo de los canales de calcio, como se demostré en células ganglionares (Evans y
col.,, 1991), o en células relacionadas con los osteoblastos, donde ademas se
describié un aumento de permeabilidad mediada por plomo (Wiemann y col., 1999),
reportando algunas investigaciones un incremento de calcio plaquetario
correlacionado lineal y positivamente a los niveles micromolares de plomo (Dowd vy
Gupta, 1991), siendo mediado este aumento de calcio intracelular, segun algunos
estudios, por la modulacién en la conformacion de fosfoinositoles (IP3 y IP4) que
interactian con receptores de membrana que median la liberacidén del calcio desde el
reticulo endoplasmico hacia el citosol (Vig y col., 1994). La PKC, como consecuencia
del aumento de calcio citosdlico, sufre traslocacion desde el compartimento citosélico
o soluble, hacia el membranoso, activandose alli en presencia de diacilglicerol. Para
realizar su accion, la PKC fosforila una serie de enzimas intracelulares que regulan el
ciclo celular, la liberacion de hormonas y neurotrasmisores, la concentracion de
receptores de membrana a través del proceso de down regulation y otras diversas

acciones intracelulares (Adarmes y Gonzalez, 1992).

Se ha confirmado recientemente, la inhibicion por plomo de la bomba de Na/K-
ATPasa asociada a retina de ratas en su periodo neonatal (Fox y col., 1991),
describiéndose adicionalmente un efecto similar sobre la actividad de la Na/K-ATPasa
eritrocitaria in vitro y en globulos rojos de trabajadores expuestos ocupacionalmente
(Grabowska y col., 1991; Grabowska y Guminska, 1996), situacién potencialmente

extrapolable a otras membranas celulares del organismo.
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E. PLOMO Y RADICALES LIBRES:

En estas Ultimas décadas se ha demostrado que durante la metabolizacion
celular del oxigeno, en condiciones normales o fisioldgicas, existe una formacion
controlada y constante de radicales libres derivados del oxigeno molecular, siendo el
anién superoxido (O;) y el radical hidroxilo (OH) los de mayor relevancia, aunque el
peréxido de hidrogeno (H,O,) tiene la capacidad de generar OH, el mas reactivo de
los radicales (Morello y col. 1998, Lawton y col.,, 1991). En determinadas
circunstancias la cantidad total de radicales puede aumentar en forma descontrolada,
situacion conocida como stress oxidativo. El plomo es capaz de catalizar la
peroxidacion de acidos grasos in vitro, produciendo adicionalmente un incremento
relativo en la concentracion de acido araquidénico en relacion al total de acidos
grasos, disminuyendo la proporcion relativa de acido linoléico en higado, suero y
membrana eritrocitaria de pollo (Yiin y Lin, 1995). Complementariamente, el plomo
potencia la formacion de especies de oxigeno reactivo (ROS) primariamente o
inducida por fierro, en preparaciones de células cerebrales, eritrocitos y diversos
tejidos (Jiun y Hsein, 1994; Sandhir y col., 1994; Bondy y Guo, 1996); proponiéndose
como mecanismos posibles, la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes
presentes en condiciones normales, como la superoxido-dismutasa, catalasa y
glutation-peroxidasa (Sugawara y col., 1991; Sandhir y col., 1994), provocando
finalmente una alteracion estructural asociada a ROS de practicamente todas las
macromoléculas celulares, polimerizando o depolimerizando, rompiendo vy
entrecruzando enlaces quimicos que conducen a una desestabilizacién de organelos

y membranas celulares.
Los mecanismos de alteracion por plomo descritos anteriormente sobre las

macromoléculas citoplasmaticas, enzimas, segundos mensajeros y canales i6nicos,

son responsables en su mayoria de los efectos observados en los diversos sistemas
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del organismo. Es asi que, adicionalmente a los mecanismos mencionados para cada
organo especifico, se evidencia una inhibicion de la actividad enzimatica del
citocromo P450 hepatico inducida por plomo, pero no por otros metales iénicos
usados, sugiriendose una activacion de PKC como proceso responsable de la
proliferacién de hepatocitos luego de la exposicion a plomo (Degawa y col., 1994;
Calabrese y col., 1995; Liu y col., 1997).

F. ALTERACIONES GENICAS:

S6lo en los dltimos afios se ha evidenciado efectos del plomo sobre la
expresion génica. Los ribosomas requieren iones metalicos divalentes para su
integridad funcional, encontrandose una division inducida por plomo del RNA
ribosomal en zonas determinadas dentro de la secuencia de nucleétidos, actuando en
los mismos sitios de union para Mg, Mn, Ca y Zn, hidrolizando varias prominencias,
dedos (fingers) y secuencias en hebras simples de RNA, ademas de un sitio contiglo
a la region implicada tanto en la captacion del RNA de transferencia, como en la

actividad de la peptidiltransferasa (Winter y col., 1997; Ciessiolka y col., 1998).

G. CONSECUENCIAS CARDIOVASCULARES:

El sistema cardiovascular, también muestra los efectos de la exposicion
cronica a plomo; demostrando el corazén una mayor sensibilidad a arritmias
inducidas por norepinefrina (NE), en conjunto con una alteracion en la funcion
mitocondrial y la conduccién, debido presumiblemente a una inhibicion en la
fosforilacién de las proteinas de las miofibrillas cardiacas (Hatch, 1987; Castano y
col.,1991). La hipertension arterial asociada a la exposicion laboral a plomo es un
fendmeno bien conocido, relacionado a un mayor nivel de catecolaminas circulantes,
disminuyendo consecuentemente la concentracion de receptores (-adrenérgicos

vasculares (Chang y col., 1997a).

H. EFECTOS ENDOCRINO-REPRODUCTIVOS:
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Muchas investigaciones han descrito las consecuencias del plomo sobre los
organos reproductivos y su regulacion hormonal. Abortos, partos prematuros,
disfunciones ovulatorias con bajos parametros reproductivos, son comunmente
asociados a plomo. Una disminucion por plomo, en la produccion de prostaglandina
E, inducida por NE en preparaciones in vitro de eminencia media (hipotadlamo) de
ratas machos, provoca finalmente una secrecion menor del factor liberador de la
hormona luteinizante (LHRH) dependiente de prostaglandina (Bratton y col., 1994), no
reportando otros estudios alguna alteracién en los niveles seéricos de LH, FSH
(hormona estimulante de los foliculos) y testosterona, reduciendo a la vez el nimero
de espermios en epididimo, la cuenta total de espermios y la motilidad espermética
con un porcentaje mayor de aberraciones morfologicas asociadas a concentraciones
en el agua de bebida de 0.25% a 0.5% de plomo (Wadi y Ahmad, 1999). No hace
mucho, se confirmo el efecto citoprotector de la vitamina E y/o C, sobre el dafio por
ROS inducido por plomo en espermio de rata, mejorando la motilidad espermatica y la
tasa de penetracion ovocitaria (Hsu y col., 1998).

La exposicion a plomo en ratas durante etapas tempranas del desarrollo,
provoca una disminucion en la captacion ovarica de LH y FSH secundaria a una
alteracion en la cantidad de receptores para gonadotrofinas, disminuyendo el
metabolismo de la progesterona en ovario, demostrando que los cambios en los
receptores hormonales y/o la esteroidogénesis gonadal parecen ser un indicador
sensible de los efectos adversos del plomo en la ausencia de signos clinicos
incipientes (Wiebe y col., 1988). El peso al nacimiento y la tasa de crecimiento
prepuberal y puberal fueron disminuidas, explicadas en alguna medida por bajas
concentraciones séricas (asociadas a plomo) del factor de crecimiento similar a
insulina (IGF-1), sumado a un contenido pituitario aumentado de somatostatina (GH),
un disminuido perfil en la actividad de las enzimas hepaticas inducido-dependientes
para GH, y una concentracion atenuada en los niveles puberales de testosterona
(machos) y de 17-3 estradiol (hembras) (Luthman y col., 1994). Exposiciones a plomo
durante la tercera semana de gestacion en ratas, provocan en sus hijos un irregular

patron de liberacion de FSH y LH (McGivern y col., 1991); demostrando otras
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investigaciones una alteracion directa en la actividad metabdlica del blastocisto o
cambios en la composicion de la secrecion uterina (Nilsson y col., 1991).

Desde un punto de vista fisiolégico, los cambios experimentados por el Gtero
bajo la accién de los estrogenos pueden ser explicados por dos mecanismos de
accion independientes. El primer mecanismo esta mediado por el receptor citosélico-
nuclear y es responsable de las respuestas gendmicas, representadas por un
aumento del RNA, contenido proteico, hipertrofia uterina y ndamero de mitosis
observadas (Jensen y De Sombre, 1972; Grunert y col.,, 1986). El segundo
mecanismo descrito, esta mediado por la migracion inducida por estrogenos, de
leucocitos eosinodfilos (EOS) al utero, explicado por la existencia de receptores de alta
afinidad y especificidad presentes en la superficie de los EOS; reconociendo a su vez
los receptores presentes en el endotelio de los vasos sanguineos uterinos al
estrogeno ya unido al receptor del EOS, provocando la interaccion y posterior
adhesion del EOS con los vasos sanguineos uterinos, favoreciendo de esta forma la
migracion hacia el espacio extravascular uterino, determinando finalmente Ila
aparicion de edema y aumento de permeabilidad vascular (Tchernitchin y col., 1985;
Tchernitchin y col., 1989). Dosis altas de plomo via endovenosa aplicadas en ratas
prepuberes, muestran una potenciacion de la hipertrofia uterina inducida por estradiol,
aumentando ademas la eosinofilia uterina, determinandose una reduccion del tiempo
de induccion mitética que ocurre fisiolégicamente bajo el efecto de la estimulaciéon

estrogénica en los grupos expuestos a plomo (Tchernitchin y col., 1998).

i. ALTERACIONES INMUNOLOGICAS:

Cuando el sistema inmune funciona apropiadamante, los agentes
potencialmente peligrosos para el organismo son neutralizados y eliminados rapida y
eficientemente. Sin embargo, muchos agentes ambientales pueden alterar esta
eficiente respuesta, a través de la accion directa e indirecta de quimicos (o sus
metabolitos) sobre la respuesta inmunoldgica o sobre los propios antigenos
modificados por productos quimicos. La exposicion a metales puede desrregular la

respuesta inmunoldgica, gatillando hipersensibilidad o autoinmunidad, siendo
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capaces adicionalmente de suprimir los mecanismos de defensa inmune,
aumentando la susceptibilidad a agentes infecciosos y al desarrollo de enfermedades
neoplasicas (Zelikoff y col., 1993).

Se ha investigado las consecuencias del plomo sobre el sistema inmune,
especialmente el efecto en poblaciones con alto riesgo ocupacional o expuestas
geograficamente a niveles de contaminacién ambiental significativas. Redig y col.
(1991), demostraron que una elevada concentracion de plomo en halcones, produce
una significativa disminucion en la respuesta linfocitaria mitbgena, pero no tiene
efectos sobre los titulos de anticuerpos circulantes. Estudios en trabajadores
expuestos a plomo, revelan una importante disminucién en el nimero y porcentaje
absoluto de linfocitos T CD3+ y CD4+, sin cambios en la poblacién de linfocitos
CD8+, demostrando ademas, una alterada funcion de células T determinada por una
inadecuada respuesta a mitdgenos ( Fischbein y col., 1993). Datos obtenidos, indican
una reduccion asociada a plomo, en la respuesta proliferativa celular en médula 6sea
y bazo, inducida por el factor estimulador de colonias macrofagicas (CSF-1),
explicando de esta forma el incremento en la mortalidad de ratones expuestos a

Listeria monocitogenes experimentalmante. La disminuida actividad proliferativa

linfocitaria, adicionalmente se acompafia de una alterada inmunidad humoral.
Ratones tratados intraperitonealmente con inyecciones de plomo, seis dias antes de
la inmunizacidon con eritrocitos de oveja y de hamster, presentaron titulos de

anticuerpos considerablemente menores que sus correspondientes controles (Tone y
col., 1991), reportandose una disminucion en la concentracion de 3 y y globulinas,

acompafiado de un aumento de parasitos recuperados en ratones infestados con
huevos de Hymenolepis nana, pero previamente tratados con nitrato de plomo
(Khanna y Jhori, 1991).

Estudios realizados posteriormente, demostraron en trabajadores expuestos
laboralmente, que un nivel aumentado de plomo en sangre (46.9 ug/dL en promedio),
se relaciona con una concentracion disminuida de inmunoglobulinas evaluadas en
sangre (Castillo-Mendez y col., 1993). No obstante, se encontré que en cultivos de

linfocitos humanos, el plomo causa un significativo aumento en la produccién de
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inmunoglobulinas (Borella y Bargellini, 1993); descubriéndose altos niveles de IgE
(sobre 400 pL/mL) en un grupo de trabajadores analizados con niveles de plomo
sanguineo de mas de 60 ug/dL (Horiguchi y col., 1992); fendmeno demostrado
también en nifios entre 9 meses y 6 afios de edad, con altos niveles de IgE asociada

a concentraciones de plomo entre 1 a 45 pg/dL (Lutz y col., 1999).

La actividad inmunol6gica mediada por macréfagos y células NK (del inglés
natural killer) se ve alterada por la exposicion a plomo, demostrada por la disminuida

actividad citolitica frente a Candida albicans de macrofagos aislados de trabajadores

con niveles de plomo, incluso bajo los 60 ug/dL, denotando problablemente una
alterada actividad de la mieloperoxidasa (Queiroz y col., 1994); reportdndose por otro
lado, macrofagos con una quimiotaxis y actividad reductiva (Oxido-reduccion)
disminuida, sugiriendo que el efecto inmunosupresivo podria constituir un indicador

sensible de la exposicion a este metal (Queiroz y col., 1993).

Los cambios en la poblacion de células T, B y NK observados en trabajadores
expuestos a plomo, fueron reportados por Sata y col. (1997), encontrando en uno de
sus recientes estudios una significativa disminucion en el numero de células NK, con
un aumento de células T citotoxicas (CD8+) solo en el grupo de trabajadores con mas

de 20 pg/dL de plomo en sangre.

Células CD8 no comisionadas provenientes de timo, son predestinadas a ser
citotoxicas en su vida futura. Sin embargo, para el caso de linfocitos CD4 (helper), el
mecanismo es mas complejo. En 1986, se demostr6 la existencia de dos
subpoblaciones de células T CD4, las Thl y las Th2, las que producen diferentes

citoquinas y poseen funciones distintas. Las Th1 son denominadas “inflamatorias” y
son especializadas en la activacion de macrofagos a través de la secrecion de y-

interferébn, TNF (factor de necrosis tumoral), factores de estimulacion granulocitico-
macrofagico, secretando ademas interleuquinas (IL2 e IL3). Las células Th2 son
especializadas en la activacion, proliferacion de células B y sintesis de anticuerpos,

secretando factores de crecimiento como la IL4, IL5, IL6, IL10 y varias otras
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citoquinas (Janaway y Travers, 1994; Pearce y Reiner, 1995). Interesantemente,
algunos metales como el mercurio y el plomo pueden inhibir los mecanismos de
regulacion de la respuesta inmune mediada por células, pudiendo estimular la
actividad humoral (Zelikoff y col., 1993). En 1991, Mc Cabe y Lawrence, demostraron
la capacidad del plomo para estimular la produccién de anticuerpos producto de la
interaccion de linfocitos B y Th2, en desmedro de la activacion de las células Thi,
favoreciendo con ello la susceptibilidad a infecciones bacterianas o virales. La adicion
de PbCIl, in vitro, favorece la proliferacion de células Th2, incrementando
significativamente la produccion de IL4, disminuyendo a su vez, la proliferacion de

Th1y su produccion de y-IFN. En el mismo estudio, la produccion ex vivo de IL4 por
linfocitos T esplénicos (CD3) fue estimulada, disminuyendo adicionalmente la

produccion de y-IFN, encontrandose en los ratones analizados, niveles plasmaticos

aumentados de IL4 e IgE con bajos niveles de y-IFN (Heo y col., 1996). Recientes

reportes hechos por los mismos autores, sugieren que el plomo puede inhibir el
desarrollo de Thl a través del aumento de la actividad de adenilato-ciclasa,
incrementando los niveles intracelulares de AMP ciclico (Yeo y col., 1998). En efecto,
tanto el aumento del AMP ciclico, como la disminucion del GMP ciclico, se
encuentran asociados con una disminuida respuesta y actividad linfocitaria,
expresada por una menor sintesis de ADN, ARN y proteinas funcionales,
disminuyendo ademas la produccion de factores quimiotacticos (Muller y col., 1990).
Complementariamente, estudios realizados en 1999 por Boscolo y col., confirmaron
en hombres atopicos con moderados niveles de plomo sanguineo (11 pg/dL) al ser
comparados con grupos con plumbemias inferiores, una disminuida relacion Th1/Th2
en sangre, acompafiado de un aumento en el nimero de células B y de IgE,
sugiriendo que el plomo puede favorecer la incidencia de atopia en poblaciones

urbanas expuestas ambientalmente.

El efecto del plomo sobre las distintas citoquinas ha sido también analizado. Se
encontré una inhibicién por plomo (aunque reversible), en la respuesta proliferativa de
células de hibridoma B-9 mediada por la adicion in vitro de IL6 (Orupapo y col., 1992);

encontrdndose potenciada la produccion de IL6 cerebral en modelos experimentales
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de shock endotdxico inducido por lipopolisacarido de pared bacteriana (LPS),
favoreciendo el plomo de esta forma, la disfuncion cerebral asociada a sepsis
(Kishikawa y Lawrence, 1998).

La desrregulacion del sistema inmune puede explicarse, en algun grado, por la
alteracion en la concentracion y/o la actividad del TNF e IFN, demostrado por el
incrementado nivel de TNF acompafiado de una reduccion en la sintesis de IFN, en
leucocitos bovinos inducidos in vitro e incubados simultdneamente con plomo.
Ademas se encontré al estudiar leucocitos sanguineos de vacas tratadas previamente
con plomo via oral, una produccion disminuida de IFN inducido por virus, en conjunto
con niveles de TNF comparables a los controles. (Kaminska y col., 1998)
Contrariamente, en otros modelos in vitro, se encontré en macrofagos pulmonares de
conejos una disminucioén por plomo en la produccion de a-TNF inducido por LPS,
afectando con esto la citotoxicidad inmunolégica mediada por células (Cohen y col.,
1994). Sin embargo, nuevos estudios realizados en células mononucleares humanas
incubadas con plomo y estimuladas con LPS para producir a-TNF, confirmaron la
aumentada sintesis de o-TNF encontrada en los estudios anteriores, revelando
ademas una sobreexpresion del receptor (postranscripcional) de membrana para TNF
(TNF-Rp55) y un incremento en la reactividad y captacion celular de esta citoquina

por monocitos (Guo y col., 1996).

J. INTEGRACION INMUNOENDOCRINA:

Uno de los mas excitantes y novedosos hallazgos en biologia, demostré un
lenguaje bioquimico comun para el sistema inmune y neuroendocrino, encontrado la
presencia de receptores para péptidos neurotransmisores y hormonas en células del
sistema inmune, sugiriendo que los peptidos que regulan el cerebro y el sistema
endocrino, son a su vez sustancias inmunomoduladoras; descubriéndose
reciprocamente receptores para diversas citoquinas en cerebro y células endocrinas,
reforzando la evidencia de la comunicacion bidireccional antes sefialada (Blalock,
1994).
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La interaccién entre el sistema inmune, nervioso y endocrino, es cominmente
representada por los efectos del stress sobre la inmunidad, siendo el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), un prototipo para ejemplificar la respuesta
fisiolégica integrada frente al stress. Factores tales como el stress emocional, fisico o
guimico, dolor, trauma, hipoxia, hipoglicemia aguda, exposicion a frio, cirugia o
pirbgenos, han demostrado activar el eje con la consecuente alza en los niveles de

adrenocorticotrofina (ACTH) y cortisol adrenal (Nichols y Thompson, 1995).

Receptores para péptidos hormonales y neuropéptidos fueron descritos en
timo, bazo y diversas células inmunes, dentro de los cuales estén los aislados para
somatostatina (GH), prolactina (PRL), hormona liberadora de corticotrofina (CRH),
ACTH, hormona liberadora de tirotrofina (TRH), oxitocina (OT) y otras hormonas de
origen hipotalamico, incluyendo las B-endorfinas (Dardenne y Savino, 1994). Las
primeras citoquinas en las cuales se confirmo actividad sobre células nerviosas y
endocrinas fueron los interferones, causando esteroidogénesis, melanogénesis,
captacion de yodo, excitacion de neuronas y de receptores opiaceos. Posteriomente
se comprobd que la interleuquina 1 (IL1) tiene un efecto directo en la liberacion de
CRH hipotalamica, en tanto se investiga el efecto hipotalamico-pituitario de la IL2, IL3
e IL6. Estudios radioautograficos en criosecciones de cerebro de raton, demostraron
una distribucién de receptores para las diferentes interleuquinas, concentradas en
hipocampo, meninges, plexo coroideo y pituitaria anterior, pudiendo explicar los
efectos sobre el comportamiento de las citoquinas estudiadas (Blalock, 1994).
Simultaneamente, fueron aislados receptores linfocitarios y macrofagicos para
epinefrina, dopamina, serotonina, histamina y para algunas hormonas esteroidales

como estrogenos, progesterona, androgenos y cortisol (Vinitzky y Taibo, 1997).

K. HORMONAS ESTEROIDALES Y SU EFECTO SOBRE EL SISTEMA INMUNE:

Se conoce la capacidad de las hormonas esteroidales para modular la
respuesta inmune, sin embargo, los mecanismos de accion no estan del todo
aclarados. El tratamiento con estrégenos en roedores, provoca secrecion aumentada

de inmunoglobulinas estimuladas por diversos antigenos, declinando
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concurrentemente la respuesta inmune mediada por células, encontrandose un
significativo numero de receptores para 17-13 estradiol en linfocitos T CD8+ de bazo
humano (Stimson, 1988). Dentro de los esteroides adrenales sintetizados, la zona
reticulada es encargada de producir una prohormona androgénica denominada
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS), activdndose en los organos blanco
periféricos (Feldman, 1983), encontrandose receptores en linfocitos T para la
hormona libre. DHEAS bloquea la habilidad de los glucocorticoides para causar
apoptosis de timocitos, favoreciendo de esta forma (indirectamente) el aumento de
células Thl, ademas de afectar en forma directa el balance entre Th1:Th2 hacia las
células Thl preferentemente (Rook y col., 1994). Apoptosis es observada
normalmente en células T seleccionadas negativamente, linfocitos irradiados, células
blanco atacadas por linfocitos CD8, tumores en regresion y timocitos expuestos a GC
(Tchernitchin y col., 1990; Schwartz y Osborne, 1993).

Tanto la zona fasciculada como la zona reticular de la corteza adrenal
producen cortisol en volumen bajo, debido a que la conversién de colesterol a
pregnenolona es la fase limitante en la esteroidogénesis adrenal, requiriendo ACTH
para llevar a cabo un volumen secretorio normal, via activacion de la adenilato ciclasa
y consecuente aumento de la concentracion de AMPc, activando con esto las
fosfoproteinas quinasas intracelulares adrenales (Feldman y Nelson, 1996).
La proporcion en la producciéon adrenal de cortisol y corticosterona, es diferente entre
algunas especies de mamiferos, encontrandose relaciones de cortisol:corticosterona
de entre 4:1-10:1 en el hombre, 2:1-5:1 en el perro, 1:10 en el conejo y 1:10 en las
ratas de laboratorio (Mulnix, 1987). Receptores para glucocorticoides fueron
encontrados in vivo en la superficie celular y citoplasma de eosindfilos y en el nucleo
de células reticulares, plasmocitos, células endoteliales y macrofagos, pero no en
linfocitos, linfoblastos y plasmoblastos de ganglios linfaticos y de bazo de conejo
(Tchernitchin y col., 1984), encontrandose ademas en linfocitos timicos de rata y

células de linfoma (Orti y col, 1992).

Los glucocorticoides (GC) preparan al organismo para enfrentar el stress. En

general, ellos inhiben la sintesis de DNA, no obstante, en muchos tejidos ellos
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también inhiben la sintesis de RNA y de proteinas, acelerando el catabolismo
proteico, fendmeno responsable del efecto sobre muisculos, huesos y tejido conectivo.
En contraste, la sintesis de RNA y proteinas se ve estimulada en higado por efecto
glucocorticoidal. El efecto producido sobre la sintesis de proteina en las células
blanco est& probablemente determinado por el aporeceptor, del cual hay mas de un
tipo dentro de una misma célula y entre células de distintos tejidos (Feldman y
Nelson, 1996). La informacion obtenida a partir de animales de laboratorio y de
estudios in vitro con linfocitos T humanos, ha demostrado que los efectos de los GC
estan mediados por la estimulaciéon en la sintesis del RNAm dependiente del ADN y
del ARN ribosomal en el nlcleo de células diana, pudiendo también ejercer sus
efectos de forma postranscripcional, alterando la secrecion de una proteina o
aumentando la degradacion del RNAm (Boumpas, 1993). Aunque se supone que
actuan via receptores especificos, se ha propuesto como mecanismo de accién una
respuesta gendémica mediada por el receptor citosdlico-nuclear, otros efectos no
gendmicos mediados por receptores en eosinofilos u otras células migratorias y/o
respuestas mediadas por el sistema receptor adenilato (0o guanilato)- ciclasa
dependiente (Tchernitchin y col., 1984). El receptor (R) libre no asociado a hormona
(referido como aporeceptor) capta el GC en el espacio citoplasmatico donde forma el
complejo GC-R, translocandose al nucleo, para unirse a los elementos reguladores de
genes (HRE), ejerciendo una induccién proteica positiva (transactivacion) o negativa
(transrepresion) sobre la expresion génica (Cunningham y Lees, 1994). Dentro del
proceso inflamatorio, los GC interaccionan con las secuencias promotoras de los
genes diana, gatillando la transcripciéon de muchas proteinas como la lipocortina-1, la
gue es un potente inhibidor de la fosfolipasa A, (enzima hidrolizante de ésteres de
membrana), o provocando una disminucidn en la transcripcion de proteinas
inflamatorias a través de la fijacion a factores transcripcionales, disminuyendo la
sintesis de receptores para neurocininas, sintetasa inducible del 6xido nitrico,
ciclooxigenasa lIl, endotelina I, fosfolipasa A, y para diversas citoquinas como la IL2

linfocitaria (Page y col., 1998).

Sorprendentemente, se ha descrito un receptor para GC (y otras hormonas

esteroidales) presente en la membrana celular en higado de pollo, cerebro y rifién de
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rata, corteza adrenal bovina y diversos tejidos de mamiferos y anfibios; pudiendo
corresponder a un tipo estructural distinto o a una modificacion del receptor citosolico-
nuclear (RCN) tradicionalmente descrito. Al igual que el RCN, el receptor esteroidal
de membrana plasmatica sufre fosforilacion y debe asociarse a las proteinas de
choque térmico (HSP) para realizar su funcion, la que seria responsable de una
respuesta no-gendmica y de la regulacién rapida de la respuesta genomica. No
obstante, la mayoria de los estudios descritos a continuacion se basan en la
descripcién estructural y funcional del receptor esteroidal citosolico-nuclear.
(Falkenstein y col., 2000)

La superfamilia de receptores esteroidales, como se ha denominado al
receptor para estrégenos, androgenos, progesterona, tiroxina, acido retinoico,
vitamina D3, mineralocorticoides y glucocorticoides, se estructura en seis dominios
(A-F) con funciones separadas: uno destinado a la captacion de la hormona,
dimerizacion y activacion transcripcional (E), otro encargado de la union al ADN (C),
un tercer dominio (D) pobremente conservado dentro de la familia de los receptores
nucleares que contribuye al reconocimiento del DNA junto al dominio C, consistiendo
los dominios A/B y F en secuencias aminoacidicas pequefias con propiedades
promotoras especificas de activacion transcripcional (Carson-Jurica y col., 1990;
Glass, 1994). En la ausencia de ligandos especificos, el R esteroidal es mantenido
inactivo, incapaz de interaccionar con el DNA gracias a la asociacion a proteinas de
choque térmico (HSP), siendo comunmente implicada la HSP90 (90 KDa), formando
complejos oligoméricos con receptores para GC, estrOgenos, progesterona y
androgenos; identificandose en investigaciones posteriores, la participacion de otras
proteinas como la HSP70 y HSP56 (Orti y col., 1992). Cada R para GC forma un
dimero uniéndose con dos HSP90 citoplasmaticas cada uno, las cuales son liberadas
antes de la interaccion del R con las secuencias génicas reguladoras. Posteriormente
el R debe activarse para luego fosforilarse, requerimiento esencial no sélo para la
activacion de los elementos reguladores de hormona en el nucleo, sino también para
restaurar la capacidad del R libre para captar la hormona a través de su
reconstitucion con la HSP90. Los R para GC recirculan y son reutilizados en un ciclo

gue involucra fosforilacion/defosforilacion dependiente de ATP, disminuyendo esta
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fosforilacién en ciertas formas halladas en el nucleo (null receptor), siendo regulada
su actividad biologica por quinasas y fosfatasas (Carson-Jurica y col., 1990; Orti y
col., 1992); siendo descritos anteriormente los diversos efectos del plomo sobre los
distintos tipos de PKC en tejido nervioso y hepético (Goldstein, 1993; Long y col.,
1994Db; Chen y col., 1999; Sun y col., 1999). Tanto GC como plomo inducen la
sintesis de proteinas especificas, tales como HSP27 y HSP90 (Opanashuk y
Finkelstein, 1995; Selvin-Testa y col., 1997), las cuales si bien podrian contribuir al
mayor reciclaje y recirculacion citoplasmético-nuclear del R para GC, no provocarian
una mayor captaciéon hormonal ni una mayor actividad transcripcional, debido a que
estos procesos son dependientes de energia, la que precisamente esta depletada por

plomo.

La exposicidn a stress, especificado como térmico, quimico o isquémico, activa
la produccion de HSP por la célula, jugando un rol importante en la termotolerancia y
proteccion de los diversos procesos bioquimicos celulares. Algunos metales pesados
como cadmio, zinc y arseénico, inducen en preparaciones in vitro de hepatocitos de
ratas, la produccion de HSP y otras proteinas con rol citoprotector como las
metalotioneinas, pudiendo ser inducidas adicionalmente por catecolaminas y GC
(Bauman y Klaassen, 1993). Exposiciones a plomo en el periodo pre y posnatal,
inducen la formacion de HSP70 en neuronas no piramidales y astrocitos de
hipocampo de rata, provocando edema astroglial, alterando potencialmente la
interaccion entre las células piramidales y la astroglia con la consecuente alteracion
de la funcion cerebral (Selvin-Testa y col., 1997); evidenciandose en investigaciones
sucesivas una apoptosis neuronal producto de la estimulacién glutaminérgica
potenciada por plomo, provocando a su vez, una mayor expresion inducida por
glutamato de los genes para HSP70 y para ciclooxigenasa Il (Savolainen y col.,
1998).

Aunque nuevos segundos mensajeros han sido descubiertos y descritos en los
altimos 10 afios, los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc siguen siendo los mejores
caracterizados, estando su rol en la diferenciacion y control de procesos metabdlicos

del sistema endocrino, ampliamente reconocido. Alternativamente a la circulacion de
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los nucledtidos ciclicos (NC) fuera de la célula, las fosfodiesterasas (PDE) son
responsables de la inactivacion intracelular de GMPc y AMPc; descubriéndose al
menos 5 grupos de isoenzimas de PDE presentes en distintos tejidos, mediando
todas ellas la regulacion en los niveles de NC para diversas sustancias como FSH,
TSH, epinefrina, agonistas muscarinicos, insulina y dexametasona entre otras.
Complementariamente se han encontrado PDE tanto en linfocitos, como en
polimorfonucleares (PMN), encontrandose de forma fisiologica la PDE inhibida por
GMPc (cGi-PDE) y la PDE especifica para el AMPc (cCAMP-PDE) (Conti y col., 1991;
Page y col., 1998). La administracién de estrogenos incrementa la expresion de PDE
en oviducto de codorniz, ocurriendo también en la PDE prostatica al ser expuesta a
estimulacion androgénica. La incubacion de adipocitos con GC, produce una
disminucion en la activacion de la cGi-PDE dependiente de insulina y epinefrina
(Conti y col., 1991). Investigaciones recientes se han concentrado en el efecto del
plomo sobre las PDE retinales, inculpadas progresivamente como uno de los factores
responsables en la apoptosis de bastones y células bipolares en retina, consecuencia
de la disminucion en la actividad de la cGMP-PDE, de una manera dependiente de la
concentracion de plomo y de la edad de desarrollo neonatal en ratas, aumentando
finalmente la concentracion no sélo de GMPc, sino también del calcio intracelular,

disminuyendo la sintesis de ATP mitocondrial (Fox y col., 1997; Fox y col., 1998).

Dosis comunmente usadas de GC, no afectan la produccion de anticuerpos por
los linfocitos B, en tanto que dosis incrementadas, disminuyen la concentracion de
IgG, IgA y en menor grado las IgM, no siendo afectada la sintesis de IgE (Feldman y
Nelson, 1996). Linfocitos del pool circulante se redistribuyen al espacio extravascular
en presencia de GC (ganglios linfaticos, bazo, médula ésea y ducto toracico), siendo
afectados los linfocitos T en mayor proporciéon que los linfocitos B, debido a su mayor
participacion dentro del pool circulante (70%). La distribucion de las células CD4
(helper) es particularmente afectada por los GC, resultando la tasa de retorno hacia el
compartimento vascular profundamente afectada, siendo los CD4 virtualmente
inmobilizados en el espacio extravascular luego de la infusion de metilprednisolona
(Ottaway y Husband, 1994). La respuesta proliferativa linfocitaria es suprimida por

GC, disminuyendo la respuesta a mitbgenos, suprimiendo la sintesis de linfoquinas y
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el reconocimiento de antigenos, ademas de disminuir la actividad citotoxica (Papich y
Davis, 1989). Las membranas celulares PMN son estabilizadas por GC, sélo en dosis
suprafarmacologicas, suprimiendo levemente o de ninguna forma la fagocitosis
bacteriana en humanos y bovinos, afectando la destruccion posterior de bacterias
fagocitadas. No obstante, monocitos y macréfagos son mas sensibles que los PMN,
demostrando disminuir la habilidad fagocitaria, bactericida y de presentacion
antigénica (Papich y Davis, 1989; Muller y col., 1990). Los GC adrenales afectan
profundamente la regulacion del sistema inmune a través de la supresion en la
produccién y actividad de diferentes citoquinas, inhibiendo la IL1, IL2 e IFN entre
algumas otras (Vinitzky y Taibo, 1997).

L. INFLUENCIAS DEL PLOMO SOBRE LAS CATECOLAMINAS Y SOBRE LAS
HORMONAS ESTEROIDALES:

Investigaciones, aunque escasas, han descrito el efecto del plomo sobre las
catecolaminas, hormonas tiroideas y cortisol adrenal, de ratas expuestas a este
metal, indicando una reaccion stress especifica inducida por plomo sélo en las
hembras, explicada por un nivel de noradrenalina disminuida en el hipotdlamo y en el
cuerpo estriado, con aumentos significativos de catecolaminas y cortisol circulantes,
sin afectar los niveles de T3 y T4 (Vyscocil y col., 1991). La presion sanguinea
elevada encontrada en trabajadores expuestos a plomo laboralmente, se explicaria
en alguna medida por la facilitacion de una o mas vias participantes en la sintesis
adrenal de aldosterona, aumentando la concentracion final de este mineralocorticoide,
tanto in vitro como in vivo (Goodfriend y col., 1995). Se conoce la capacidad del
plomo para alterar el sistema nervioso central (SNC) y periférico, produciendo
hiperactividad del sistema nervioso simpatico (Carsia y col., 1995), siendo la
hipertension asociada a la exposicion a plomo, producto de un alza en los niveles de
catecolaminas circulantes y una disminucién de los niveles de AMPc y de receptores
[} adrenérgicos de origen vascular (Chang y col., 1997b). Bajos niveles de plomo,
incrementan la sensibilidad de los R dopaminérgicos (D1-D2) frente a los agonistas
experimentales y a seleccionadas drogas tales como apomorfina, cocaina y

anfetamina (Cory-Slechta y Widzowsky, 1991). El incremento en las catecolaminas
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circulantes, se explicaria por la mayor estimulacion del sistema de proteina quinasa Il
dependiente de calcio/calmodulina, requiriéndose la presencia de calcio para este
efecto (Ramin y Porter, 1997), aumentando posiblemente la secrecion de
catecolaminas adrenales, ganglionares periféricas y del SNC, a través de una mayor
fusion de membranas y una marcada exocitosis de vesiculas sindpticas hacia la

hendidura sinaptica o al torrente sanguineo (glandulas adrenales).

Cultivos celulares de hepatoma (H4-I1I-C3) incubados in vitro con
dexametasona, demuestran una induccidon enzimatica, mediada por receptores
especificos, en la actividad de la tirosina-aminotransferasa (TAT). Plomo, en un
patrén dosis dependiente, inhibe la actividad especifica de la TAT, no siendo
explicada por la variacion en el numero celular, la incorporacion de timidina o por la
alteracion de procesos relacionados con la captacion del receptor citosolico para GC;
sefialando que la exposicion aguda a plomo en células hepaticas, podria incrementar
el recambio de la TAT, debido a la interaccion sobre la transcripcion, traduccion o
eventos postraduccionales, pudiendo afectar la fosforilacion de las PKC participantes
en el sistema de amplificacion bioquimica asociada al receptor para GC (Heiman y
Tonner, 1995). La capacidad del plomo para disminuir la concentracion final de
proteinas que contienen grupos sulfidrilos en cerebro de rata (Dabrouwska-Bouta y
col., 1996), puede ser aceptado como mecanismo potencial para explicar como el
plomo podria alterar la habilidad del receptor esteroidal para captar la hormona una
vez que esta penetra la membrana celular, produciéndose una disminuida afinidad
entre el R y la hormona esteroidal. En efecto, se ha descrito la inhibicion de
concentraciones micromolares de plomo en la captacion al DNA de factores
transcripcionales (proteinas) conteniendo fingers ricos en cisteina e histidina,
describiendose con ello, un nuevo efecto deletéreo sobre la fisiologia molecular
(Hanas y col., 1999). En el mismo sentido, la superfamilia de receptores esteroidales,
posee secuencias de aminoacidos homologos, distinguiéndose tres regiones (C1l a
C3) altamente conservadas para todos los miembros de esta familia. La regiéon C1,
ubicada en el extremo N-terminal, contiene 66-68 aac., con 2 fingers de zZn* vy
9 cisteinas perfectamente conservadas, constituyendo el dominio captador de DNA

(DBD) (Carson-Jurica y col., 1990). En tanto, la zona ubicada en la regiéon C-terminal
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del R, comprende 250 a&c. que son responsables de la captacion de la hormona
esteroidal, detectadndose cisteina en posicion 656 y 754, y metionina en posicion 622
del R para GC de rata; actuando en conjunto para la captacion de la hormona a pesar
de estar distantes dentro de la secuencia aminoacidica lineal (Orti y col., 1992).

M. EL ROL INMUNOMODULADOR DE LOS LEUCOCITOS EOSINOFILOS:

Se ha atribuido a los leucocitos eosindéfilos (EOS) un rol inmunomodulador,
explicado por la inhibicion en la proliferacion de linfocitos, consecuencia de la
liberacién del contenido de sus granulos, proceso ocurrido luego de la migracion
hacia timo y bazo inducida por GC enddgenos y exdégenos (Tchernitchin y col., 1990).
En efecto, ACTH o cortisol reducen dramaticamente el niumero de EOS en sangre,
observandose un significativo incremento en la eosinofilia tisular en pulpa roja,
sustancia cortical, médula, hilio, capsula y espacio subcapsular de bazo y en corteza,
meédula y capsula de timo (Sabag y col., 1978). Marcas radioautograficas para el R de
GC fueron encontradas en células musculares lisas y endoteliales de arterias
esplénicas centrales y trabeculares, en conjunto con endoteliocitos de pulpa roja y
EOS (Tchernitchin y col., 1984). Se ha sugerido para los mecanismos que median la
migracion de los EOS a los tejidos linfoides en presencia de GC, una interaccion
similar al ocurrido entre el receptor para estradiol de los EOS y los endotelios de los
vasos sanguineos uterinos (ver mas atras), proponiéndose un rol fisiolégico de los GC
enddégenos en la modulacién de la respuesta inmune (Tchernitchin y col., 1985;
Tchernitchin y col., 1990).

Alternativamente, la localizacion de EOS en los tejidos es actualmente
atribuida a la familia de moléculas de adhesién que son inducidas sobre los EOS
circulantes y las células endoteliales durante la inflamacion. Es asi como IL1 de
origen linfocitario, induce la expresién de moléculas de adhesion sobre la superficie
de los EOS, tales como las integrinas, mec-1 y el antigeno de presentaciéon tardia
(VLA-4), de los cuales, las integrinas son las principales responsables de la union a
las moléculas de adhesion intracelular de origen endotelial (ICAM-1); siendo la VLA-4

expresadas especificamente en los EOS y no en neutrdéfilos. Complementariamente,
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IL4 induce la expresion de moléculas de adhesién vascular (VAM-1) de origen
endotelial, las cuales se unen especificamente a los VLA-4 de los EOS, requeriendo
ademés de las moléculas de superficie CD11 y CD18 para su actividad migratoria
hacia los tejidos (141). Contrariamente, los GC desvian la respuesta linfocitaria hacia
los linfocitos Th2, suprimiendo paralelamente diversas citoquinas como las IL1 e IL5,
ademdas de inhibir la expresion de moléculas de adhesién endotelial como la
E-selectina y la ICAM-1 (Ottaway y Husband, 1994; Rook y col., 1994).

N. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA EXOCITOSIS DE LOS GRANULOS
DEL EOSINOFILO:

El proceso de exocitosis del contenido de los granulos de EOS, mas
pronunciado en roedores que en humanos, es consecuencia de la activacion
observada luego de la interaccion de receptores especificos de membrana celular con
IgG, IgA e IgE y de la estimulacion directa con mediadores solubles como el factor de
activacion plaquetario (PAF) y leucotrieno B4 (LTB4), aunque estudios sugieren que
la adherencia de los EOS a fibronectina, aumenta la produccion de leucotrienos,
sefalando que las proteinas de la matriz extracelular pueden servir como un estimulo
extravascular para la activacion de EOS. Investigaciones demostraron que la
fosforilacion proteica, especialmente de tirosina, es una importante sefial de
transduccion mediada por receptores de superficie celular, sugiriéndose que esta
activacion es el resultado de un aumento o una persistente fosforilacion (Spry y col.,
1992), la que adicionalmente interviene aparentemente en el proceso de apoptosis de
los EOS, debido a un incremento en la actividad de las proteinquinasas y fosfatasas,
pudiendo activar la expresion de genes que inducen o bloquean la muerte celular
programada (Simon y Blaser, 1995 ). Investigaciones llevadas a cabo por Tchernitchin
y col. (1985), demostraron en ratas hembras ovariectomizadas, una degranulacion de
EOS circulantes in vitro e in vivo inducida por la accién de estradiol; observandose
este fendmeno en ratas inyectadas con progesterona, donde se evidencié una mayor
degranulacién de EOS en bazo, sefialandose como un mecanismo probable, la
mediacion de progesterona en la degranulacién de EOS luego de la migracion a los

tejidos linfoides inducidos por GC, dada la afinidad de la progesterona por algunos
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tipos de R para GC, actuando de esta forma como agonista parcial, encontrandose en
otros tejidos un efecto contrario (Castrillon y col., 1982).

O. LOS EOSINOFILOS EJERCEN SUS EFECTOS A TRAVES DE LA ACCION DE
SUS GRANULOS:

Eosindfilos jovenes y maduros son densos, debido al contenido de granulos
esenciales para su funciébn compuestos de diversas sustancias reactivas. Dentro de
los tres tipos de granulos existentes, los secundarios o especificos contienen
proteinas denominadas “basicas”, debido a su alto punto isoeléctrico al ser sometidos
a migracion electroforética, con acciones especificas de acuerdo al tipo de proteina
descrita (Gleich, 1988). La proteina mayor basica (MBP), formando el ndcleo del
granulo secundario, es toxica para parasitos, células tumorales y algunas otras
células (mononucleares), pudiendo causar liberacion de histamina de basofilos y
mastocitos. En la matriz del granulo secundario se encuentran dos proteinas: la
cationica (ECP) y la neurotoxina derivada del EOS (EDN), acompafada de la enzima
peroxidasa (EPO); encontrandose para la ECP una accion neutralizante de la
heparina, aumentando la actividad del factor Xll, dafiando la superficie de parasitos
helmintos, siendo 10 veces mas toxica que la MBP en el dafio tisular inducido por la
accion de los granulos. En tanto la EPO, se deposita en la superficie parasitaria a
través de vacuolas fagociticas, catalizando importantemente la oxidacion por peroxido
de hidrogeno (producido por los EOS), matando organismos como bacterias, virus,
micoplasmas y hongos, induciendo adicionalmente la degranulaciéon de mastocitos y
liberacion de histamina, modificando la respuesta inflamatoria, inactivando
paralelamente los leucotrienos sintetizados por los propios EOS (Gleich, 1988;
Center, 1991). La fosfolipasa D producida por los EOS, inactiva el PAF, siendo capaz

los EOS de metabolizar el acido araquidénico para producir leucotrienos como el
leucotrieno C4 (LTC4), el cual juega un rol de importancia en la broncoconstriccion y

sobreproduccion de mucus en pacientes asmaticos (Corrigan y Kay, 1992). Los EOS
también contienen metaloproteinas capaces de degradar colageno tipo | y I,
contribuyendo sustancialmente a la injuria tisular; habiéndose aislado histaminasas y

arylsulfatasa B destinadas no sélo a la inactivacion de la histamina producida por los
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mastocitos y basofilos, sino también a la modulacion en la actividad de las sustancias
eosinotacticas de accioén retardada, como se ha denominado a los leucotrienos C4 y
D4 (Center y Randolph, 1991).

Se puede inferir, dada la evidencia existente, que los mastocitos, baséfilos y
EOS, potencian los procesos patoldgicos donde ellos se ven involucrados al
autoperpetuar la inflamaciéon en desarrollo. El efecto potenciador de los EOS esta
representado por la expresion de RNAm para TNF, GM-CSF, IL3, IL5, IL6 e IL8,
requiriendo previamente de factores eosinopoyéticos conducentes a su propia
maduracién tales como GM-CSF, IL3 e IL5 (regulacion autocrina). Sin embargo, los
EOS comparten esta actividad estimulatoria con una inhibicion simultdnea de la
respuesta inmune e inflamatoria (MBP, ECP y EDN inhiben la proliferacion de
linfocitos T) (Gleich, 1988; Spry y col., 1992).

P. EVIDENCIA DE ALGUNOS CAMBIOS INDUCIDOS POR PLOMO EN LA
FUNCION Y MIGRACION DE LOS EOSINOFILOS:

Las investigaciones abocadas a revelar los posibles efectos de la exposicion
subaguda a plomo sobre el nUmero o degranulacion de EOS son escasas. Estudios
realizados en el Laboratorio de Endocrinologia Experimental y Patologia Ambiental
(LEEPA), de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, revelaron una
alteracion en el recuento linfocitario sanguineo de ratas expuestas a plomo en su vida
prepuberal, sefialando que esta es consecuencia probablemente de un incremento
relativo de los PMN neutroéfilos, mas que una linfopenia real. No obstante, se encontr6
un recuento disminuido asociado a plomo, en los EOS no degranulados, tanto en los
grupos tratados con estrdgenos, como en sus respectivos controles, sugiriéendose una
potenciacion por plomo, en la degranulacion de EOS (Villagra y col.,, 1997).
Investigaciones posteriores demostraron una potenciacion asociada a plomo, en la
eosinofilia uterina inducida por estradiol, en ratas hembras expuestas a plomo en su
periodo prepuberal, pareciendo inhibir adicionalmente la migracion de EOS uterinos

desde el mesometrio hacia el endometrio; no observandose ningun signo de actividad
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estrogénica en las ratas expuestas a plomo sin tratamiento con estradiol (Clavero,
1999).

lll. OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar, en ratas impuberes, los efectos de la exposicibn subaguda a
sucesivas dosis de plomo, sobre la poblaciéon de linfocitos y de eosinéfilos en timo y

bazo, y en los receptores para glucocorticoides presentes en estos 0rganos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Cuantificar las variaciones inducidas por bajos niveles de plomo, absorbidos
durante el periodo prepuberal, en el numero de linfocitos CD4+ y CD8+ de timo y

bazo de ratas.

Cuantificar la eosinofilia en timo y bazo de ratas expuestas a plomo en su vida

prepuberal y evaluar el grado de degranulacion de los eosindéfilos en ambos tejidos.

Determinar cambios cuantitativos en los receptores para glucocorticoides en

timo y bazo, luego de la exposicion a dosis subletales de plomo en ratas prepuberes.
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IV. MATERIAL Y METODO:

A. MATERIAL:

Animales: Ratas de la cepa Sprague Dowley de 7 dias de edad, mantenidas bajo
condiciones controladas de temperatura, luz, libre acceso a comida (peletizado para
ratas) y agua.

Soluciones a inyectar:

1-. Acetato de plomo (Merck, Darmstadt, Germany), en una concentracion de 44.65
mg/mL, expresado como Pb(C,H;0,) disuelto en agua destilada, equivalente a 24.38
mg/mL de plomo.

2-. Hidrocortisona (Solucortef, Pharm & Upjohn, Kalamazoo, Mi, EEUU), inyectandose
18 mg por cada 100 gr. de peso vivo.

3-. Suero fisiologico, (cloruro de sodio 0.9%, Sanderson, Santiago, Chile).

Soluciones usadas en laincubacioén in vitro:

1-. Dexametasona tritiada, 1 nCi/mL (Amersham, Buckimghamshire, England).

2-. Anticuerpos monoclonales conjugados con fluoresceina o ficoeritrina (Biosource,
Camarillo, Ca, EEUU), destinados a reaccionar con los subtipos de linfocitos T CD4 y
CDS8 respectivamente (CD4, isotipo:IgG1, clon W 3/25; CDS8, isotipo:lgG1, clon OX-8).
Se reconstituyd el contenido liofilizado de los CD4, en 1 mL de solucion de buffer
fosfato (PBS), obteniendo una concentracion final de 1 mg/mL, similar a la

presentacion original de los CD8. Posteriormente ambas soluciones de anticuerpo
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fueron diluidas con PBS en una proporcion similar (1:26), obteniendo la concentracién
efectiva con la cual se cubrieron los portaobjetos conteniendo los cortes de bazo y
timo.

Tinciones usadas:

1-. Eosina, sol. acuosa (Sigma, St. Louis, Missouri, EEUU) CI: 45380.

2-. Azul de Anilina (Bayer, Leverkusen, Germany) Cl: 42755.

3-. Hematoxilina (Matheson, Coleman & Bell, Cincinnati, EEUU) CI: 75290.

Soluciones fotograficas para autorradiografia:

1-. Emulsion radioautografica NTB-3 de Kodak (Rochester, NY, EEUU).

2-. Revelador Kodak (Rochester, NY, EEUU).

3-. Fijador acido Kodak (Rochester, NY, EEUU).

B. METODO:

1. Disefio experimental:

Para la obtenciéon del numero de eosindéfilos (EOS) presentes en bazo y timo,
se dispuso de 4 grupos de ratas, de distinto nimero cada uno, sometidos a distintas

condiciones experimentales (tabla 3)
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GRUPO |ORGANO |NUMERO |DIA7AL [DIA21
DE 19
ANIMALES
1 Bazo 7 S/IF S/IF
Timo 5
2 Bazo 7 PB S/IF
Timo 3
3 Bazo 13 S/IF HC
Timo 8
4 Bazo 12 PB HC
Timo 10
TABLA 3. Grupos de ratas usadas para la determinacion del

numero de EOS, con sus respectivos pretratamientos (dia 7 al 19)
y tratamientos (dia 21). S/F:suero fisioldgico; Pb:plomo acetato;

HC:hidrocortisona.

Para la determinacion del grado de degranulacion de los EOS presentes en
bazo y timo, se dispuso de 4 grupo de ratas, de distinto nUmero cada uno, sometidos

a distintas condiciones experimentales, esquematizadas en la tabla 4.

GRUPO |ORGANO |NUMERO DIA 7 AL DIA 21
DE 19
ANIMALES
1 BAZO 7 SIF SIF
TIMO 5
2 BAZO 7 PB SIF
TIMO 5
3 BAZO 13 SIF HC
TIMO 9
4 BAZO 13 PB HC
TIMO 12
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TABLA 4. Grupo de ratas con sus respectivos pretratamientos y
tratamientos, usados para la cuantificacion del grado de
degranulacion de eosindfilos.

Para la cuantificacion del nimero de linfocitos T CD4 y CD8 presentes en bazo
y timo, se obtuvieron 4 grupos de 8 ratas cada uno, sometidos a diferentes

condiciones experimentales (tabla 5).

GRUPO |ORGANO |NUMERO |DIA7AL |DIA21
DE 19
ANIMALES
1 BAZO 8 SIF SIF
TIMO 8
2 BAZO 8 PB SIF
TIMO 8
3 BAZO 8 SIF HC
TIMO 8
4 BAZO 8 PB HC
TIMO 8

TABLA 5. Grupo de ratas con sus respectivos pretratamientos y
tratamientos, destinados a cuantificar el cambio en el nimero de
linfocitos T CD4 y CD8.

El disefio considera grupos controles para el periodo contemplado entre los

dias 7 al 19 y para el tratamiento del dia 21.

Los grupos inyectados con solucion salina (SF) entre el dia 7 al 19 (grupo 1y
3), representan controles de los grupos inyectados con plomo durante este periodo (2
y 4). En tanto, los grupos 1 y 2, inyectados con SF el dia 21, corresponden a

controles de los grupos 3y 4, tratados con hidrocortisona (HC) el mismo dia.
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El grupo 1, que recibi6 SF entre el dia 7 al 19 y también el dia 21, al ser
comparado con el grupo 2 que recibié plomo como exposicion cronica (7 al 19) y SF
como tratamiento en el dia 21, permite evidenciar el efecto del plomo sobre los

parametros evaluados en bazo y timo de ratas en su periodo prepuberal.

Adicionalmente, el grupo 1 representa el control al ser comparado con el grupo
3, que recibié SF entre el dia 7 al 19 e HC el dia 21; demostrando con esto el efecto

de la HC sobre los pardmetros estudiados.

Finalmente, el grupo 2, que recibié plomo y luego SF, representa el control del
grupo 4, que recibe plomo y luego HC; permitiendo evaluar comparativamente el
efecto del plomo con el efecto del plomo mas GC, sobre los parametros analizados.

Para la determinacién semicuantitativa del namero de receptores para GC
presentes en bazo y timo, se sometieron a distintas condiciones experimentales dos

grupos, con 4 animales cada uno, como se describe en la tabla 6.

GRUPO [ORGANO |NUMERO |DIA7 AL |DIA 21|INCUBA-
DE RATAS |19 CION
1 BAZO 4 SIF SIF  |Dx-T
TIMO 4
2 BAZO 4 PB SIF |Dx-T
TIMO 4

TABLA 6. Grupos de animales usados para la determinacién semicuantitativa
del nimero de receptores para glucocorticoides.
Dx-T:dexametasona tritiada.

Sujeto al mismo analisis descrito anteriormente, el grupo 1 al ser comparado

con el grupo 2, permite evidenciar el efecto del plomo sobre la concentracién de

44



receptores para dexametasona tritiada (Dx-T), representando el grupo 1 el control con

la maxima marcacién radioautografica a obtener.

Lo caro, complicado y limitado de tiempo destinado para la realizacion de la
técnica, no permitié disponer de un numero de animales elevado por cada grupo,
obviandose el conocido efecto de competencia obtenido al someter los animales a SF
entre el dia 7 al 19 e HC el dia 21, para luego ser incubados los tejidos con Dx-T,
pudiendo haber obtenido la menor marcacion potencialmente presente. Sin embargo,
adicionalmente a los grupos 1 y 2, se pudo destinar algunos animales, aunque en
namero inferior (2), para la conformacién del grupo 3, recibiendo plomo como

pretratamiento y luego HC el dia 21, para ser incubados posteriormente con Dx-T.
Durante toda la investigacion no se conocioé la condicion experimental a la cual

pertenecia cada muestra procesada, manteniendo con ello una mayor objetividad en

la interpretacion de los resultados.

2. Procedimiento experimental:

Se emplearon ratas hembras mantenidas junto a sus madres, alimentadas ad
libitum con alimento peletizado para ratas y agua potable, sometidas a condiciones
controladas de luz con ciclos de 12 horas de luminosidad y 12 horas de obscuridad,

bajo temperatura constante entre 23y 26°C.

Inicialmente se inyectaron con 0.1 mL de acetato de plomo o suero fisiolégico,
segun su condicién experimental, via inyecciones subcutaneas sucesivas, alternadas
cada 72 horas, distribuidas en dosis crecientes, aumentando 0.05 mL en cada
oportunidad, a partir de los 7 dias de edad hasta alcanzar los 19 dias, momento en el
cual cada animal tratado con plomo recibié una dosis total acumulada de 24.38 mg,
correspondiente a 1 mL de la solucién. Después de 48 horas de la ultima dosis de
suero fisiologico o acetato de plomo (dia 21), bajo anestesia etérea, se aplicO una

inyeccion endovenosa (yugular externa) unica de suero fisiologico (SF) o 18 mg/100gr
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de succinato de hidrocortisona (HC). Transcurridos 24 horas de la inyeccién
intravenosa, se anestesiaron los animales con gas eter, extrayendo muestra completa
de timo y bazo, seleccionando tejido para fijacion en formalina neutra al 10%,
deshidratacion e inclusion en parafina, para luego realizar cortes histolégicos
seriados. Posteriormente se sometieron los cortes dispuestos en portaobjetos, a
tincion con eosina y luego con azul de anilina, evidenciando los granulos presentes en
el citoplasma de los eosindfilos a través de la fluorescencia registrada por el
microscopio (fotografias 1 a 5).

Paralelamente, muchas de las muestras obtenidas fueron desparafinadas y
posteriormente incubadas con anticuerpos monoclonales destinados a reconocer los
linfocitos T CD4 y CDS8, siendo guardados por 24 horas bajo obscuridad total en
camara humeda para luego lavarse con agua destilada, tefiidos con eosina acuosa al
0.5% y cubiertos con una solucion compuesta de 80% glicerol y 20% PBS (buffer
fosfato), sometiendose finalmente, luego de 24 horas, a un analisis cualitativo bajo

microscopia de fluorescencia (fotografias 6, 7, 12 y 13).

Adicionalmente, en el momento de la toma de muestra de bazo y timo, se
recolect6 en tubos Eppendorf conteniendo EDTA, 0.5 0 1 mL de sangre via
caudotomia, enviandose los tubos al Instituto de Salud Publica de Chile, para la
deteccion de los niveles de plomo en sangre por espectrometria de absorcion

atomica.

La dosis de acetato de plomo se determind correlacionando los miligramos de
plomo inyectado con los niveles sanguineos de plomo obtenidos, observandose
niveles de plomo en sangre inferiores a las maximas aceptables en adultos por la
norma chilena ocupacional vigente al momento de iniciar el estudio (50 pg/dL) y

alrededor de la norma chilena actualmente vigente (40 pg/dL).

Para demostrar el efecto de las condiciones experimentales sobre el nimero de
receptores para GC presentes en bazo y timo, se sometieron ratas a las mismas

condiciones de manejo y esquema de inyecciones descritas; transcurridas 24 horas,
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luego de la aplicacion endovenosa de SF o HC, se tomaron muestras completas de
bazo y timo, seleccionando tejido fraccionado de cada 6rgano para incubacion in
vitro/ex vivo con 20 mL de dexametasona tritiada durante 1 hora a 37°C , lavandolas
posteriormente con SF y congelando los tejidos radiomarcados, en propano liquido
enfriado en nitrégeno liquido a -180°. De cada muestra, secciones de 6 pum fueron
obtenidos en el criostato, deshidratdndose luego las muestras al vacio a través de
una criobomba a -35° durante 24 horas. Cada corte congelado y secado al vacio, fue
montado sobre un portaobjeto impregnado con emulsién radiografica seca (cuarto
oscuro), obteniendo 6 radioautogramas (c/u conteniendo 10 secciones de tejido) de
cada muestra realizada por animal. Luego de la exposicion de la pelicula
radioautografica a la radioactividad de los cortes, desde el primer mes y en los meses
sucesivos, fueron revelados por 35 a 75 segundos, fijados en fijador acido por 10
minutos, lavados en agua y posteriormente tefiidos con hematoxilina/eosina, para

analisis con microscopia 6ptica convencional.

3. Procedimiento de evaluacion:

El nimero total de leucocitos eosinofilos (EOS) presentes en bazo y timo, fue
evaluado realizando recuento microscéopico directo, con microscopio de
epifluorescencia (MF), usando filtro verde (EX: 510-560 nm - DM: 575 nm - BA: 590
nm), bajo aumento de 200, seleccionando la mayor cantidad posible de campos

microscopicos al azar por cada corte elegido en forma alternada al corte adyacente.

Para la estimacion del grado de degranulacion de los EOS, se uso MF usando
filtro verde, conectando el microscopio a una cadmara fotografica conectada a su vez a
un computador, procesando las imagenes fotografiadas y grabadas de cada EOS, a
través del programa Photoshop 3.0, realizando posteriormente morfometria

computarizada (fotografias 8 a 11).
Los cortes histolégicos de bazo y timo sometidos a inmunofluorescencia
directa (IF), se evaluaron de la misma forma descrita para la cuantificacion del

namero de EOS, asignando a cada animal un numero (1 a 4) de acuerdo a la
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impresion segun la cantidad de puntos fluorescentes correspondientes a los linfocitos
CD4y CDs.

Microscopia Optica fue usada para evaluar las marcas radioautograficas
presentes en las células de timo y bazo, recorriendo los cortes histoldgicos bajo
aumento de 200 y luego asignando a cada animal un nimero (1 a 4) de acuerdo a la
cantidad de puntos detectados.

4. Andlisis estadistico:

La variabilidad de la eosinofilia tisular y el grado de degranulacion de leucocitos
eosinofilos, para las distintas condiciones experimentales, se evaluaron a través de
un analisis de varianza (ANOVA) con un p < 0.05, usando posteriormente la prueba
de las minimas diferencias estadisticas (LSD) en el caso de existir diferencias
estadisticamente significativas luego de la aplicacion del ANOVA. Se aplico el test de

Chavuenet en los casos que se encontré necesario.

Tanto el numero de linfocitos T presentes en los tejidos linfoides, como el
namero total de marcas radioautograficas celulares, se sometieron a la décima de
Kruskal-Wallis con un grado de significancia del 5%, detectando las posibles
diferencias derivadas de las condiciones experimentales. Posteriormente en el caso
de encontrar alguna diferencia estadisticamente significativa, se sometieron los
diferentes grupos experimentales, a la prueba de Mann-Whitney de una cola, para

determinar entre que condiciones experimentales existe diferencia.

El nivel de significancia de las diferencias encontradas, se representan en los

graficos con asteriscos, correspondiendo * p< 0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001.
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Las condiciones experimentales que se compararon por considerarse validas
desde el punto de vista biologico, en todos los pardmetros estudiados, fueron:

—Suero fisiologico (SF) (exposicion) - suero fisioldgico (tratamiento final) con
plomo (Pb) - SF.

—SF - SF con SF - hidrocortisona (HC).

—Pb - SF con Pb - HC.

—Grupos con HC - grupos sin HC.

—Grupos con Pb - grupos sin Pb.
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Fotografia 2. Eosindfilos con escasa cantidad de

demostrado por la escasa cantidad de granulos granulos, alrededor de un sinusoide esplénico.

fluorescentes. 40X. Microscopio epifluorescente Imagenes. obtenidas Iue.go de la fotografia y el
(MF) procesamiento computacional.

Fotografia 1. Eosindfilos de bazo degranulados,

Fotografia 3. Eosindfilos timicos agrupados,
medianamente granulados.

Fotografia 4. Eosindfilos de bazo intensamente
granulados.
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Fotografia 5. Eosindfilo timico aislado. Se
observa la presencia de abundantes granulos
densamente fluorescentes alrededor de un
nucleo excéntrico y libre de fluorescencia.

Fotografia 7. Vista panoramica (20X) mostrando
la presencia de abundantes linfocitos en timo de
rata prepuber, producto de la uniébn con
anticuerpos fluorescentes.
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Fotodrafl’a 6. Aparienci
de timo. 10X. MF.
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Fotografia 8. Imagen computacional de un
eosinofilo aislado, fotografiado y sometido a
morfometria computarizada. La apariencia
cuadriculada corresponde a la division realizada
por el programa computacional (pixeles),
asignando simultdneamente un color de acuerdo
a la intensidad de fluorescencia captada por la
camara unida al microscoépio.
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Fotografia 10. El color verde corresponde a los
granulos con mayor contenido de proteinas que
fluorescen con la eosina y el azul de anilina,
analizadas bajo el filtro IV y segln la longitud de
onda selecionada.

LA R N B B

Fotografia 9. Imagenes del eosinofilo mostrado en
la fotografia anterior, demostrando el
procesamiento realizado, en el cual se va
seleccionando por exclusién, segin la escala de
fluorescencia los granulos citoplasmaticos con los
cuales se va a trabajar.
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Fotografia 11. Fotografia correspondiente a la
pantalla del computador, mostrando la imagen final
seleccionada por el operador con la cual el
programa analizara el area y voliumen ocupados
por los granulos con distinta intensidad luminosa,
presentes en este leucocito eosindfilo. La presencia
del ndcleo (de ubicacién polar) esta determinada
por la ausencia de elementos fluorescentes
relevantes.



Fotografia 12. Linfocitos T CD4 (helper) fluorescentes detectados por anticuerpos
monoclonales conjugados con fluoresceina. El patrén de distribucion tiende a ser subcortical,
estando frecuentemente agrupados en racimo. La imagen corresponde a timo de ratas no
expuestas a plomo durante su vida prepuberal.

Fotografia 13. Escasa cantidad de linfocitos T CD4 (helper) ubicados en timo de
ratas impuberes expuestas a plomo. Pareciendo eosindfilos densamente
granulares compactados, los linfocitos T CD4 y CD8 (citotdxicos) presentan una
apariencia brillante y compactada, no siendo relacionadas estas dos
caracteristicas con alguna condicibn  experimental en  especial.



V. RESULTADOS:

A. NUmero de eosin6filos en bazo:

Luego de la aplicaciéon del andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de las
minimas diferencias estadisticas (LSD), se encontré que en los animales expuestos a
plomo (Pb) y tratados con suero fisiol6gico (SF), el nUmero de eosinéfilos (EOS) no
fue significativamente diferente al obtenido en los animales expuestos y tratados con
SF.

Sin embargo, como lo representa el grafico 1, la condicidbn experimental
expuesta a Pb y tratada con SF, demostré un recuento de EOS significativamente

superior al grupo expuesto a Pb y tratado con hidrocortisona (HC), p<0.05.

Adicionalmente, el grupo que recibido SF como exposicidn y tratamiento, reveld
un mayor recuento de EOS al ser comparado con los animales que recibieron SF y

luego fueron tratados con HC, p<0.05 (grafico 1).

Conjuntamente, al ser comparados los grupos que recibieron o no HC como
tratamiento, luego de la aplicacion del ANOVA de doble entrada, se pudo evidenciar
una significativa disminucion en el nimero de EOS en los animales tratados con HC,

p: 0.002; no evidenciandose este resultado en el caso del plomo.
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GRAFICO 1. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona sobre el nUmero total de eosinofilos esplénicos en ratas
impUberes. Los animales fueron tratados con suero fisiolégico (S), hidrocortisona (H),
plomo (Pb) o las combinaciones posibles propuestas en el disefio experimental. Se utilizd
analisis de varianza, usando posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas
(LSD). Existe diferencia significativa + p<0.05, al comparar el grupo expuesto a Pb y tratado
con H, en relacién al grupo expuesto a Pb y tratado con S. * p< 0.05, indica diferencia
estadisticamente significativa, entre el grupo expuesto a S y tratado con H, en relacién a su
grupo control, expuesto y tratado con S. La ausencia de signos significa que no se encontré

diferencia estadisticamente significativa.
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B. NUmero de eosinéfilos en timo:

Luego del analisis de las distintas condiciones experimentales, no se aprecié
diferencias significativas producto de algun tratamiento o exposicion (grafico 2).

Se pudo observar, sin embargo, al ser comparados los grupos que fueron
expuestos o0 no a plomo en forma subaguda, luego de la aplicacion del ANOVA de
doble entrada, una disminucion en el numero de EOS en los animales que recibieron

plomo, con un p: 0.051; no siendo encontrado este resultado en el caso de la HC.
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GRAFICO 2. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona sobre el numero total de eosinofilos timicos en ratas
impuberes. Los animales fueron tratados con suero fisiolégico (S), hidrocortisona (H),
plomo (Pb) o las combinaciones posibles propuestas en el disefio experimental. Se utilizo
analisis de varianza, usando posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas
(LSD). La ausencia de signos significa que no se encontré diferencia estadisticamente

significativa.
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C. Volumen y area de eosinéfilos en bazo:

El gréfico 3 muestra la existencia de una disminucion en el area y volumen total
de EOS en el grupo expuesto a plomo y luego tratado con SF, en relacion a su control
(SF-SF), ANOVA, LSD, p<0.05. (fotografias 14 a 19 y 22, 23).

Adicionalmente, el grupo expuesto a plomo pero luego tratado con HC,
demostro un area y volumen total de EOS significativamente superior al registrado en
el grupo expuesto a plomo y tratado con SF, p<0.05.

En relacion al area y volumen ocupados por los granulos de menor
luminosidad, el grupo expuesto a plomo y tratado con SF revel6 un resultado
estadisticamente inferior al ser comparado con su control (SF/SF), p<0.05 (gréfico 4).

El area y volumen de los granulos menos luminosos del grupo expuesto a
plomo y tratado con SF, es significativamente inferior al de los animales expuestos a

plomo y tratados con HC, p<0.05.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el area y
volumen total, y de granulos de menor luminosidad, entre los animales expuestos y

tratados con SF y el grupo expuesto a SF y tratado posteriormente con HC.

No fueron halladas diferencias significativas al comparar el volumen y area
granulos con mediana e intensa luminosidad de EOS esplénicos, a través de todas

las condiciones experimentales analizadas.
Luego de la aplicacion del ANOVA de doble entrada, no se observo diferencia

significativa, al ser comparados los grupos que fueron expuestos o0 no a plomo en

forma subaguda.
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GRAFICO 3. Efecto de la exposicién a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona sobre el volumen de eosin6filos esplénicos en ratas
impuberes. Los animales fueron tratados con suero fisiologico (S), hidrocortisona (H), plomo
(Pb) o las combinaciones posibles propuestas en el disefio experimental. Se utiliz6 analisis
de varianza, usando posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas (LSD).
+ p<0.05, indica diferencia estadisticamente significativa al comparar el grupo expuesto a Pb
y tratado con H, en relacion al grupo expuesto a Pb y tratado con S. * p< 0.05, indica
diferencia estadisticamente significativa, entre el grupo expuesto a Pb y tratado con S, en
relacion a su grupo control, expuesto y tratado con S. La ausencia de signos significa que no

se encontré diferencia estadisticamente significativa.
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GRAFICO 4. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona, sobre la densidad ocupada por granulos menos
luminosos en leucocitos eosinéfilos esplénicos de ratas impuberes. Los animales
fueron tratados con suero fisioldgico (S), hidrocortisona (H), plomo (Pb) o las
combinaciones posibles propuestas en el disefio experimental. Se utilizd6 analisis de
varianza, usando posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas (LSD).
+ p<0.05, indica diferencia estadisticamente significativa al comparar el grupo expuesto a
Pb y tratado con H, en relacién al grupo expuesto a Pb y tratado con S. * p< 0.05, indica
diferencia estadisticamente significativa, entre el grupo expuesto a Pb y tratado con S, en

relacion a su grupo control, expuesto y tratado con S. La ausencia de signos significa que

no se encontré diferencia estadisticamente significativa.
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D. Volumen y area de eosinéfilos en timo:

Luego del andlisis estadistico, no se encontrdé ninguna diferencia significativa

inducida por la exposicion a plomo o la aplicacion de HC (grafico 5y 6).
No obstante, se demostré un volumen y area total de EOS timicos inferior a la
encontrada en los EOS esplénicos, revelando un mayor tamafio de los EOS de bazo

en relacion a los EOS de timo (fotografias 20, 21y 24, 25).

Complementariamente, el volumen y area cubierta con granulos de mayor

luminosidad, fue superior en los EOS timicos en relacion a los EOS de bazo.
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GRAFICO 5. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona sobre el volumen de eosinéfilos timicos en ratas
impUberes. Los animales fueron tratados con suero fisiol6gico (S), hidrocortisona (H), plomo
(Pb) o las combinaciones posibles propuestas en el disefio experimental. Se utilizé andlisis de
varianza, usando posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas (LSD). La

ausencia de signos significa que no se encontré diferencia estadisticamente significativa.
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GRAFICO 6. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona, sobre la densidad ocupada por granulos menos
luminosos en leucocitos eosindéfilos timicos de ratas impUberes. Los animales fueron
tratados con suero fisioldgico (S), hidrocortisona (H), plomo (Pb) o las combinaciones
posibles propuestas en el disefio experimental. Se utiliz6 andlisis de varianza, usando
posteriormente el test de las minimas diferencias estadisticas (LSD). La ausencia de signos

significa que no se encontré diferencia estadisticamente significativa.
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E. NUmero de linfocitos CD4 en timo:

El test de Kruskal-Wallis (K-W) revelé diferencias estadisticamente
significativas, expresando algun efecto derivado de los distintos tratamientos
aplicados, tanto para un nivel de significancia de p<0.05 como para p<0.01. Luego de
la correccion del test (K-W corregido), esta diferencia se mantuvo para ambos niveles
de significacion.

El test de Mann-Whitney de una cola, revel6 una disminucién significativa en el
nuamero de CD4, producto de la exposicién subaguda a plomo en relaciéon a su grupo
control (SF-SF), p<0.05; no demostrandose algun efecto significativo entre las otras
comparaciones evaluadas (SF-SF vis SF-HC, Pb-SF v/s Pb-HC) (grafico 7).
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GRAFICO 7. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona, sobre el numero total de linfocitos T CD4 presentes en
timo de ratas impuberes. Los animales fueron tratados con suero fisioldgico (S),
hidrocortisona (H), plomo (Pb) o las combinaciones posibles propuestas en el disefio
experimental. Luego del andlisis estadistico (prueba de Kruskal-Wallis / Mann-Whitney) se
comprobd la existencia de diferencia significativa * p<0.05, al comparar el grupo expuesto
a plomo y tratado con solucién salina en relacion a su grupo control, expuesto y tratado

con suero fisioldgico.
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F. Nidmero de linfocitos CD8 en timo:

Tanto para un nivel de significancia de p<0.05 como para p<0.01, el H-Test
reveld diferencias significativas, expresando algun efecto derivado de los distintos
tratamientos aplicados. Esta diferencia se mantuvo para ambos niveles de
significacion, luego de la aplicacion del H-test corregido.

El test de Mann-Whitney de una cola, revel6 una disminucién significativa en el
namero de linfocitos T CD8 en los grupos expuestos a plomo en comparacion con su
correspondiente control (SF-SF), p<0.05; sefialando ademas una disminucién de
significancia estadistica, en los linfocitos T CD8 producto de la aplicacion de HC (SF-
SF vis SF-HC), p<0.05; no encontrando ningun efecto significativo en la otra
comparacion estudiada (Pb-SF v/s Pb-HC) (grafico 8).
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GRAFICO 8. Efecto de la exposicion a plomo por dos semanas y del tratamiento
posterior con hidrocortisona, sobre el numero total de linfocitos T CD8
presentes en timo de ratas impuberes. Los animales fueron tratados con suero
fisiologico (S), hidrocortisona (H), plomo (Pb) o las combinaciones posibles
propuestas en el disefio experimental. Luego del analisis estadistico (prueba de
Kruskal-Wallis / Mann-Whitney) se comprobé la existencia de diferencia significativa
* p<0.05, al comparar el grupo expuesto a Pb y tratado con S en relacion a su grupo
control, expuesto y tratado con S.

+ p< 0.05, indica diferencia estadisticamente significativa, entre el grupo expuesto a S

y tratado con H, en relacién al grupo expuesto y tratado con S.
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G. Numero de linfocitos CD4 y CD8 en bazo:

No se detectdé marcacién fluorescente en ningun corte de bazo luego de la

aplicacion de la técnica descrita anteriormente.

H. Nimero de marcas radioautograficas:

Luego del andlisis estadistico, no se detectaron diferencias significativas
inducidas por la exposicién a plomo o el tratamiento con HC, en ninguno de los
grupos estudiados (fotografia 26). No obstante, existi®6 una tendencia
estadisticamente no significativa, a la disminucion en el nimero de receptores en los

grupos expuestos a plomo.
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Fotografias 14 y 15. Eosindfilos de bazo mostrando una distribucion perisinusoidal y moderada a leve
intensidad luminosa. Microscopia de epifluorescencia, filtro verde (EX: 510-560 nm - DM: 575 nm - BA:
590 nm), 20X. Esta apariencia corresponde al aspecto mas corriente de eosinéfilos en animales
expuestos a plomo durante su vida prepuberal.

Fotografias 16 y 17. Eosindfilos esplénicos de ratas del grupo control (expuestas y tratadas con suero
fisioldgico). Se observan una moderada cantidad de eosinéfilos con densidad luminosa intensa,
correspondiente a los granulos citoplasmaticos tefiidos con eosina-azul de anilina vistos con
microscopia de epifluorescencia, filtro verde, 20X y 40X respectivamente.
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Fotografias 18 y 19. Eosindfilos esplénicos intensamente fluorescentes, demostrando una gran
cantidad de granulos. Se observa una aglomeracion (apariencia en racimo) en la foto derecha.
La Iuminosidad observada corresponde a la apariencia cominmente descrita en los animales
expuestos y tratados finalmente con suero fisiolégico. (40X).

Fotografias 20 y 21. Cortes de timo, mostrando la apariencia frecuentemente observada de
eosindfilos timicos, caracterizados por ser de menor tamafio y de mayor luminosidad al ser
comparados con los eosindfilos esplénicos (20 X).
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Fotografia 22. Conglomerado de eosindfilos Fotografia 23. Eosindfilos de bazo con abundante
esplénicos medianamente granulares. (40 X). cantidad de granulos intracitoplasmaticos muy
fluorescentes. (40 X).

Fotografia 24. Eosindfilos de timo, pequefios y Fotografia 25. Pequefios eosinodfilos brillantes y
moderadamente granulares (40 X). compactos en corteza de timo (apariencia usual)
(40 X).
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Fotografia 26. Ampliacién correspondiente a corte histologico de bazo, mostrando la numerosa presencia de
receptores para glucocorticoides, demostrado por la cantidad de puntos radioautograficos visibles al
microscopio éptico. 100 X. Hematoxilina-eosina.
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VI. DISCUSION:

A. Radioautografia:

Los resultados del presente trabajo no nos permiten detectar diferencias
estadisticamente significativas de los receptores (R) para glucocorticoides (GC) en
bazo y timo entre las distintas condiciones experimentales. No obstante, también es
posible inferir bajo los resultados obtenidos, la persistencia en el nimero y/o afinidad
de la dexametasona por los R para GC presentes en las ratas en su etapa
prepuberal, ain en presencia de una exposicién subaguda a bajos niveles de plomo.

B. Inmunofluorescencia (poblacién de linfocitos T helper y citotoxicos):

La disminuida cantidad de fluorescencia observada en los grupos expuestos a
plomo, correspondiente a una menor concentracion de linfocitos T CD4 y CD8
presentes en timo, puede explicarse por un efecto directo e indirecto del plomo sobre

la supervivencia celular, funcion y/o regulacion del sistema inmune.

La disminuida cantidad de linfocitos T CD4 y CD8 asociada a la exposicion a
plomo, puede explicarse indirectamente por su efecto sobre los glucocorticoides
enddégenos. En efecto, se conoce la capacidad del plomo para alterar, tanto el eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal, como el sistema nervioso central y periférico,
encontrdndose niveles de catecolaminas y cortisol circulantes elevados en ratas
hembras expuestas a plomo (Vyscocil y col., 1991), provocando hiperactividad del
sistema nervioso simpatico y disminuyendo los R R-adrenérgicos de origen vascular
(Carsia y col., 1995). Por ello, es posible aventurar que los mayores niveles de GC
plasmaticos inducidos por plomo, alteran el numero total y las subpoblaciones de
linfocitos circulantes en las ratas prepuberes, bloqueando la produccion de IL1 por
macréfagos, la cual inhibe directamente la produccion de proopiomelanocortina

(POMC) derivada de linfocitos B, causando ademas, no solo una disminucién en la
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proliferacién de linfocitos T y en la actividad de las células NK, sino también una
supresion parcial en la sintesis de citoquinas y de la citotéxicidad de células T
dependiente de R-endorfina. (Blalock, 1994; Vinitzky y Taibo, 1997) La respuesta
linfocitaria proliferativa es suprimida por GC, reflejada en una sintesis de citoquinas
disminuidas, una respuesta a mitébgenos retardada o ausente, un reconocimiento de
antigeno y actividad citotoxica marcadamente alterada, observando adicionalmente
en ratas, conejos y ratones, una linfocitdlisis inducida por GC (Papich y Davis, 1989).
Sin embargo, en esta investigacion se evidencid una disminucién significativa
inducida por cortisol, sélo en los linfocitos CD8, situacion parcialmente discordante
con los estudios que sefialan una mayor disminucion en los linfocitos CD4 circulantes
en sangre, en relacién a los CD8 luego de la exposicion a glucocorticoides. No
obstante, en la presente investigacion no se realiz6 recuento selectivo de CD4 — CD8

en sangre, analizandose en cambio, la poblacion tisular linfoide de estas células.

Adicionalmente, como se conoce la capacidad del plomo para aumentar los
niveles de catecolaminas plasmaticas, reflejando la hiperactividad del sistema
nervioso simpatico (Vyscocil y col., 1991), es posible que la estimulacion selectiva de
los altos niveles de catecolaminas sobre los receptores 3-adrenérgicos linfocitarios,
provoquen una inhibicion (mediada por este receptor) en la proliferacion vy
funcionamiento de los linfocitos T (Vinitzky y Taibo, 1997). Complementariamente, se
sabe que los glucocorticoides per se facilitan o potencian los receptores adrenérgicos,
situacion reflejada en la hipertension observada en los humanos y animales con

enfermedad de Cushing (hiperadrenocorticismo).

Paralelamente, la disminucién inducida por plomo, en el nimero de linfocitos T
encontrada en el presente estudio, puede deberse a la alteracion por plomo en los
niveles de neuropéptidos hipofisiarios, aislandose hace algunos afios, receptores en
timocitos y células epiteliales timicas para GH, PRL, ACTH, T3, 3-endorfinas y otras
hormonas peptidicas (Dardenne y Savino, 1994). En contraste a los efectos
estimulatorios sobre la regulacion de otras hormonas pituitarias, el hipotalamo
primariamente inhibe la liberacion de prolactina a través de la secrecion de dopamina

(Nichols y Thompson, 1995). Concluyentemente, la mayor actividad dopaminérgica
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inducida por plomo (Cory-Slechta y Widzowsky, 1991; Luthman y col., 1994),
disminuira los niveles de prolactina secretada por la hipdfisis, describiéndose para
prolactina in vitro e in vivo, una estimulacion en la sintesis de DNA, proliferacion de
linfocitos T y estimulacion en la actividad de células NK (Vinitzky y Taibo, 1997). La
disminuida liberacion de GH hipofisiaria, puede jugar un rol de importancia en la
explicacion del crecimiento retardado observada en sujetos expuestos a plomo,
demostrandose la capacidad del plomo para suprimir la hormona liberadora de GH
(GRF), disminuyendo ademas la captacion celular hipofisiaria de GRF en ratas
lactantes ( Luthman y col., 1994; Ronis y col., 1996). El papel funcional de la GH en
timo (timotrofica) ha sido descrita y demostrada en animales con enanismo por
deficiencia de GH. En estos animales existe ademas, un descenso en los niveles de
timulina (tiene como elemento prostético al zinc), hormona timica estimulante de la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos, observandose una hipoplasia del timo con
un numero disminuido de linfocitos CD4 y CD8 (Dardenne y Savino, 1994; Tizard,
1998). Se ha observado tradicionalmente en todos nuestros experimentos donde se
ha usado plomo como exposicion subaguda en ratas prepuberes, un bajo peso al
destete de las crias; siendo un parametro oficialmente no evaluado en este, ni en los

otros ensayos realizados en nuestro laboratorio.

Otra interesante teoria postulada por el autor y otros investigadores, sugiere
una alteracion del plomo en la respuesta inmune mediada por células y en la
interaccion secundaria con segundos mensajeros que median la actividad y
proliferacion linfocitaria, explicando de esta forma la deplecion en los linfocitos CD4 y
CD8 observada en la presente investigacion. Nuestros resultados coinciden con los
reportes que indican una disminucion por plomo en la proliferacion de linfocitos
inducidas por mitégenos, siendo los linfocitos T humanos mas resistentes que los
linfocitos de roedores (Lang y col., 1993), aunque otras experimentos adicionalmente
muestran que el plomo estimula la sintesis de inmunoglobulinas por linfocitos B, en
presencia de linfocitos Th (helper), modificando la reactividad del sistema inmune

debido a la alteracion en la diferenciacion de células Th naives, inhibiendo las Thly
su produccion de y-IFN e IL2, activando las Th2 y la sintesis de IL4 (McCabe y

Lawrence, 1991; Yeo y col., 1998). Aunque en nuestra investigacion no se evaluo
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ningun efecto diferencial sobre la subpoblacion de linfocitos CD4 (Thl — Th2), el
mecanismo de accion postulado puede servir para explicar como el plomo altera la
fisiologia celular linfocitaria. Sin embargo, otras investigaciones han demostrado en
trabajadores con exposicién ocupacional a plomo, un aumento o al menos un
recuento sanguineo invariable de CD8, con una disminucion en el porcentaje
absoluto de CD3-CD4 circulantes (Fischbein y col., 1993; Sata y col., 1998).

La disminucion del namero de linfocitos timicos encontrada en este estudio
puede explicarse por la estimulacion por plomo en la actividad de la adenilato ciclasa
(AC), aumentando los niveles de AMPc y disminuyendo consecuentemente la funcién,
proliferacién y sintesis de proteinas de los linfocitos T (Muller y col., 1990; Yeo y col.,
1998). No obstante, algunos estudios realizados en otros tejidos, como en el musculo
esquelético, han demostrado que el plomo disminuye la concentracion de AMPc por
una sobreactivacion de la fosfodiesterasa activada por calmodulina (PDE-CAM); en
tanto, en la corteza cerebral, el plomo interactia negativamente con la proteina G y
con la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa (AC), disminuyendo con ello la

formacion de AMPc a partir de ATP.

Complementariamente, la inhibicion por concentraciones micromolares de
plomo en la fosforilacion mediada por las proteinquinasas (Tonner y Heiman, 1991;
Goldstein, 1993; Sun y col., 1999), puede disminuir la estimulacion en la funcién y
proliferacion de linfocitos T dependiente de la actividad del receptor para diversas
citoquinas asociadas a la tirosinquinasas (Tyk) citoplasmaticas solubles (la mayoria
de los receptores para citoquinas no posee actividad Tyk intrinseca de membrana),
tales como la JAK-2 (Janus-2) y la SH2 (homologa a la Src), las que activan
finalmente las STATs (transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion), o
las MAPK (proteina quinasa asociada a mitégenos) y los factores transcripcionales
para los protooncogenes como c-myc, c-fos o c-jun (Simpson y col., 1997).
Adicionalmente, en el proceso de reconocimiento antigénico (expresado por la células
somaticas o macrofagos) y posterior activacion del linfocito T CD8 o CD4, intervienen
proteinas de membrana diversas como el TCR (receptor de células T), el HLA 1 y I
(antigeno de histocompatibilidad) y otros ligandos de adhesion (CD54-CD11/CD18,
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CD58-CD?2), todos los cuales (TCR-HLA) también activan proteinas tirosinaquinasas
de la familia homéloga a src (SH-2), syk y de la ZAP-70 (proteina-70 asociada a la
cadena CD3-{), las que terminalmente activan una fosfolipasa (PLCy1), fosfoinositol-3
(PI3), calcineurina, PKC, ras y algunos otros factores transcripcionales especificos,
determinando finalmente la sintesis de interleukinas, interferones y diversas
citoquinas estimulantes de la respuesta inmune (Haynes y Fauci, 2001). En oposicion,
otras investigaciones sugieren que tanto las concentraciones picomolares, como las
nanomolares, activan las PKC dependientes e independientes de calmodulina, como
también la PDE-CAM. Las observaciones anteriormente descritas, suponen entonces
gue las concentraciones tisulares (celulares) de plomo deberian estar en el rango
micromolar de acuerdo a los valores sanguineos obtenidos (aunque no reportados),
los que fluctharon alrededor de 40 pg/dL. Se requieren mayores analisis para evaluar
el efecto del plomo sobre la funcion y regulacion de los segundos mensajeros,
teniéndose en cuenta que el efecto del plomo depende de la concentracion tisular, del
momento del desarrollo en el cual el individuo se ve expuesto y del 6rgano especifico

donde se evalla el efecto.

La deplecidon asociada a plomo en la poblacion de células T, puede obedecer a
la habilidad del plomo para inducir la lipoperoxidacion de membranas celulares, con la
consiguiente citdlisis linfocitaria, hecho reforzado por diversos estudios que sefalan al
plomo catalizando la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados, demostrando ser
citotoxico debido a la alteracidon en los procesos relacionados con la integridad de la
membrana celular (Yiin y Lin, 1995; Adonaylo y Oteiza, 1999). Se encontré en
trabajadores expuestos a plomo (57.1 + 17.6 pg/dL de sangre), eritrocitos con una
concentracion disminuida de superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa,
explicando con ello el incremento en la lipoperoxidaciéon de membrana y la mayor
sensibilidad a hemdlisis (Sugawara y col., 1991). De hecho, se ha reportado una
concentracion aumentada de especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS), con
una disminucion mediada por ROS en la concentracion de éxido nitrico (NO) y de sus
metabolitos (NOx) en orina, en modelos de hipertension inducida por plomo en ratas
de laboratorio (Vaziri y col., 1999), potenciando la formacion de ROS dependiente de

fierro, en preparaciones de sinaptosomas cerebrales (Bondy y Guo, 1996).
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Consecuentemente, la potenciacion del stress oxidativo inducido por la exposicion a
plomo en las ratas de la presente investigacion, podria explicar la reduccion en el
numero de linfocitos CD4 y CD8 en timo, provocando apoptosis de linfocitos timicos.
El aumento en los niveles intracelulares de ROS provenientes de las fuentes
naturales como la oxidacion mitocondrial, el sistema asociado al reticulo
endoplasmico (citocromo P450), los NAD(P)H, los peroxisomas, diversas proteinas y
enzimas (xantino-oxidasa), provocan finalmente deplecién celular de NAD/NADH vy
colapso en las reservas de ATP con la consiguiente muerte celular (Buttke vy
Sandstrom, 1994; Morello y col., 1998). Relacionado con lo anterior, el plomo también
ha demostrado directamente destruir in vitro, la membrana celular en monocitos,
linfocitos B y linfocitos T (Steffensen y col.,, 1994), disminuyendo ademas, el
contenido de DNA in vivo, al igual que la incorporacion de timidina tritiada in vitro, en
células de timo en animales experimentales (Ficek, 1994).

La ausencia de fluorescencia encontrada en los cortes de bazo para las cuatro
condiciones experimentales, puede obedecer al no reconocimiento del antigeno
especifico presente en los linfocitos T por los anticuerpos comerciales usados,

fendmeno que debe ser dilucidado en futuros ensayos.

C. Eosinofilia tisular y degranulacion:

La disminucion de la eosinofilia observada en timo, bajo microscopia de
fluorescencia (MF), acompafiada de una degranulacion incrementada evidenciada en
bazo, en los grupos expuestos a plomo en su vida prepuberal, sugiere en cierto
grado, una alteracion asociada a plomo de algunos eventos relacionados con la
actividad funcional del leucocito eosinofilo (EOS), como la maduracion, adhesion,
migracion tisular, activacion y posterior degranulacion (DEG), influenciando finalmente
la modulacién del leucocito eosinéfilo sobre la inflamacién y la respuesta inmune
(Sabag y col., 1978; Corrigan y Kay, 1992; Spry y col., 1992).

El nimero reducido de EOS evidenciado en timo, pero no en bazo, resultado

de la comparacion entre los grupos experimentales que recibieron o no plomo, denota
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una sensibilidad especial de este érgano linfoide, concordando con la disminucién
inducida por plomo en los linfocitos timicos en la presente investigacion; alterando el
plomo presumiblemente la proliferacion o la quimiotaxis de EOS, dada la mayor
cantidad de linfocitos T en este 6rgano y una compleja modulacién por factores de
regulaciéon y crecimiento intratimicos linfocitarios y eosinopoyéticos, debido a su
calidad de 6rgano linfoide primario (Rittor y Boyd, 1993; Dardenne y Savino, 1994).

La mayor DEG de EOS asociada a plomo (eosindéfilos con menor area y
volumen) observada en bazo, pero no en timo, sugiere una mayor influencia selectiva
del bazo, en relacion a los estimulos desencadenantes del proceso degranulatorio,
dado su funcién inmunoldgica relacionada con el reconocimiento y procesamiento de
antigenos por sus abundantes macrofagos, la filtracion y posterior fagocitosis de
particulas, diversos hemoparasitos y eritrocitos alterados, siendo de preponderancia
la participacion en la respuesta inmune humoral a través de la produccion de

inmunoglobulinas (Couto , 1989).

La menor poblacién de EOS timicos detectables bajo la técnica usada en el
presente trabajo (microscopia de fluorescencia), concuerda con nuestros otros
resultados obtenidos, los que implican al plomo disminuyendo la poblacién de
linfocitos en los 6rganos linfoides, suprimiendo posiblemente la funcion y la
proliferacion linfocitaria, la que a su vez determinara una disminucion en la sintesis de
citoquinas que estimulan la maduracion de los EOS tales como GM-CSF, IL3 e IL5
(Kowolenko y col., 1991; Corrigan y Kay, 1992; Spry y col., 1992; Fischbein y col.,
1993). Otras investigaciones indican que la adhesion y migraciéon de EOS a tejidos
linfoides puede ser alterada por plomo indirectamente al suprimir la sintesis de IL1
linfocitaria, la que induce en forma fisiologica la expresion de moléculas de adhesion
eosinofilicas, como las integrinas, mec-1 y VLA-4, las cuales son requeridas para la
adhesion y posterior migracion hacia los tejidos linfoides (Spry y col., 1992). La
adicion de plomo a cultivos celulares de polimorfonucleares o macrofagos
pulmonares, modifica la actividad quimiotactica, la produccion de LTB4 y los niveles
de TNF-a (Valentino y col., 1991; Cohen y col., 1994), siendo asociada a ambas

citoquinas, una actividad eosinotactica leve, estimulando ademas la DEG (LTB4)
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(Gleich, 1988; Corrigan y Kay, 1992). Adicionalmente, se ha reportado una desviacion
asociada a plomo, en la respuesta linfocitaria hacia las células Th2, aumentando la
sintesis de IgG, IgE e IL5 (Corrigan y Kay, 1992; Borella y Bargellini, 1993; Heo y col.,
1996; Lutz y col., 1999), implicadas en la estimulacion de algunas respuestas de los
EOS, como la maduracién y la degranulacion selectiva mediada por el sistema
inmune. Todos estos reportes sustentan indirectamente nuestros hallazgos,
pareciendo razonable encontrar una incrementada cantidad de EOS hipodensos
(bazo) y una disminuida eosinofilia tisular (timo). La mayor cantidad de EOS
hipodensos observados en bazo, transformandose en células con escasa
visualizacion bajo el microscopio para fluorescencia, es en apariencia coincidente con
los reportes sugerentes de la actividad potenciadora del plomo sobre el grado de
DEG de EOS en sangre (Villagra y col., 1997); no descartandose para este caso, una
DEG localizada en el microambiente esplénico.

La disminucion en el numero de EOS timicos inducidos por plomo, como se
aprecio al comparar los grupos que recibieron o no plomo durante su vida prepuberal,
podria explicarse desde una perspectiva especifica, a través de la disminucion en el
namero de R para GC, lo que a su vez influird negativamente en la interaccion
propuesta entre los R para GC existentes tanto en EOS, como en los endoteliocitos
de los vasos sanguineos linfoides (Tchernitchin y col., 1982; Tchernitchin y col.,
1985), suprimiendo en alguna medida la adhesion de los EOS al endotelio capilar y la
posterior migracion de los EOS adheridos hacia timo. Sin embargo, la similitud
estadistica obtenida en el presente estudio entre los grupos expuestos o0 no a plomo,
en lo referente al nUmero de receptores esteroidales para GC, invalida esta inferencia

para el caso de la presente investigacion.

En general, en la transduccion de sefiales extracelulares via receptores para
interleukinas, inmunoglobulinas o diversos factores que gatillan la DEG de los EOS,

participan la proteina G asociada a la fosfolipasa C (PLC), con la consecuente
produccion de diacilglicerol (DAG) y fosfoinositoles de membrana (IP».3), aumentando

finalmente los niveles de calcio citosélicos, favoreciéndo de esta forma la fusion de

membranas de los granulos y la exocitosis terminal de su contenido hacia el medio
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extracelular. En adicion, para los receptores de membrana para estas citoquinas e
inmunoglobulinas, tales como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
el factor de estimulacion de colonias granulociticas-macrofagicas (GM-CSF), diversas
interleukinas (IL3 e IL5) y leucotrienos (LTB4-D4), el factor de activacién plaquetario
(PAF), las quemoquinas (RANTES) e inmunoglobulinas (A, G, E), se asocia una
segunda via de transduccién representada por las proteinas tirosinaquinasas de las
familias SH-2, syk y JAK-2, las que a su vez fosforilan y activan factores
transcripcionales terminales como ras/raf-1, MEK, ERK y STAT, determinando
finalmente una mayor sintesis de proteinas funcionales que median no sélo la la
actividad degranulatoria en alguna medida, sino también (principalmente) la
maduracion, quimiotaxis y proliferacion dependiente de los estimulos del medio
extracelular (Giembycz y Lindsay, 1999). Por lo tanto, es posible que el proceso de
exocitosis de los granulos de los EOS encontrados en bazo, se vea potenciado por
plomo a través del aumento en los niveles de calcio intracelular, tal como ocurre en
las plaguetas expuestas a plomo (Wiemann y col.,, 1999), modificando la
conformacion de fosfoinositdles de membrana y favoreciendo consecuentemente la
liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico hacia el citosol (Dowd y Gupta,
1991). Este ultimo mecanismo deberia ser mas preponderante fisiolégicamente en la
DEG de los EOS, en comparaciéon con el descrito para las tirosinaquinasas, debido a
gue la inhibicion por plomo (concentraciones micromolares) de la fosforilacion
mediada por las proteinaquinasas (Tonner y Heiman, 1991; Goldstein, 1993; Sun y
col., 1999), podria explicar mas bien una disminucion en la DEG de los EOS
esplénicos, que un aumento de ella. No obstante, esta reduccion en la tasa de
fosforilacion intracelular puede explicar facilmente la menor eosinofilia tisular
observada en timo, sumado a la disminucion por plomo encontrada en el presente
trabajo en la poblacion de linfocitos timicos, fendmeno que altera presumiblemente la

proliferacion y quimiotaxis de los EOS, situacion descrita anteriormente.

Como se ha descrito con anterioridad, el plomo en concentraciones
micromolares aparentemente disminuye la tasa de fosforilacion, inhibiendo Ila
actividad de los distintos tipos de proteinas quinasas presentes en diversos tejidos, no

siendo la excepcion el caso de los EOS probablemente. En efecto, recientemente se
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ha demostrado que la fosforilaciéon de proteinas (tirosina) regula la inhibicion y
aceleracion de la apoptosis de neutrofilos y EOS, determinando el tiempo de
supervivencia final de estas células. Es asi, como la fosforilacibn de tirosina
expresada como un aumento en la actividad de proteinas citoplasmaticas solubles
con actividad tirosinaquinasa (Tyk) como JAK-2 y el factor asociado STAT, ejercen
sus efectos intranucleares que determinan una normal inhibicion de la apoptosis,
prolongando la supervivencia del EOS. En contraste a otros tipos celulares, la
apoptosis granulocitica no parece requerir la expresion de nuevos genes, mas bien,
las citoquinas que inhiben la apoptosis de EOS en forma fisiolégica, inducen genes
denominados “anti-killer” (Spry y col., 1992; Simon y Blaser, 1995). Debido a que el
plomo puede provocar una disminucion en la fosforilacion de tirosina (receptor
tirosina-quinasa), es posible que afecte el tiempo de supervivencia del eosindfilo al
alterar los mecanismos que regulan su apoptosis, pudiendo alterar también la
regulacion de la expresion de genes antiapoptosicos, determinando finalmente una

disminucion de la eosinofilia principalmente en timo.

Como explicacion adicional, la presencia de una mayor DEG de EOS en bazo
puede ser mediada por una incrementada estimulacion de receptores p-adrenérgicos
presentes en su superficie, fendmeno consecuencia de una mayor cantidad de
catecolaminas circulantes inducidas por plomo, hecho similar al reportado sobre los
receptores linfocitarios (Spry y col., 1992; Nichols y Thompson , 1995; Chang y col.,
1997a). Se conoce que la DEG de los EOS es mayor con la estimulacion de los
receptores B-adrenérgicos, los que aumentan los niveles de AMPc (via proteina G —
adenilato ciclasa), estimulando con ello la DEG. Si bien, esta premisa es verdadera
en los casos de estimulacién aguda-subaguda, la taquifilaxis (desensibilizacién de los
receptores) asociada a la exposicion crénica a los agentes adrenérgicos, puede

deprimir progresivamente la tasa de degranulacion.

Sorprendentemente, los grupos de animales a los cuales se inyecté HC, no
manifestaron ninguno de los efectos esperados, demostrandose para timo ningun
efecto especial, situacion que para el caso de bazo, sugiere una disminucién en el

namero de EOS, contrariamente a los reportes que sefialan una migracion selectiva
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de EOS hacia timo, bazo y ganglios linfaticos inducida por GC (Sabag y col., 1978;
Tchernitchin y col., 1984). Sin embargo, los estudios realizados con anterioridad al
presente reporte se hicieron con un disefio similar, pero usando ratas adultas y
microscopia Optica (no de fluorescencia) para el recuento directo de EOS. En efecto,
los EOS esplénicos provenientes de ratas impuberes tefiidos con anilina/eosina y
mirados bajo MF, parecen ser disminuidos en nimero al ser expuestos a GC, hecho
sin precedentes en la investigacion del efecto de los EOS en los tejidos linfoides;
revelando posiblemente variaciones presentes en los animales prepuberes de los
mecanismos involucrados en la migracion de EOS hacia los érganos linfoides (por ej.
madurez de los R para GC) o factores ambientales desconocidos presentes en el
momento de la investigacion. La HC, interesantemente, parece revertir los efectos
negativos del plomo sobre el volumen y area ocupados por los granulos de EOS
esplénicos, especialmente los granulos con menor luminosidad fluorescente,
pudiendo corresponder a un tipo granular especifico o a granulos con una distinta
proporcion de proteinas contenidas en su interior, afectadas todos ellas

selectivamente por plomo.

Estudios realizados en el Laboratorio de Endocrinologia Experimental y
Patologia Ambiental (LEEPA) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
aunque no publicados, sugieren un efecto degranulatorio selectivo sobre el tipo de
granulos y/o de proteinas especificas dentro de estos, no so6lo del plomo, sino
también de diversas sustancias quimicas y hormonas esteroidales, existiendo
ademas, variacion en la fluorescencia emitida por los granulos al ser excitados con

diferentes longitudes de onda.

Si bien, no existen estudios que revelen los efectos del plomo sobre la
actividad y estructura de los granulos de los EOS, es posible aventurar desde ya, una
alteracion potencial en la composicién de la proteina mayor basica (MBP) dentro de
los granulos secundarios. La MBP es rica en arginina, incluyendo residuos de
triptofano, cisteina y grupos sulfidrilos reactivos (Gleich, 1988), pudiendo estos
residuos ser alterados por la conocida afinidad del plomo por los grupos sulfidrilos

(Dabrouwska- Bouta, 1996; Hanas y col., 1999), afectdndose de esta forma no sélo la
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actividad de enzimas y proteinas intervenientes en los distintos procesos metabodlicos

del EOS, sino también la tasa de DEG de sus granulos secundarios.

Como informacién adicional se demostré6 estadisticamente, aunque la
percepcién visual asi lo indicaba, un mayor volumen de EOS esplénicos; siendo los
EOS de timo méas pequefios pero con mayor contenido de granulos mas luminosos
(brillantes), denotando probablemente con ello una composiciébn bioquimica
diferencial de sus granulos; sospechandose un comportamiento funcional “no
idéntico” entre los dos grupos de EOS, en relacion a su quimiotaxis, maduracion y
degranulacién local inducida por selectas citoquinas, inmunoglobulinas, quimicos y

hormonas.

Aunque al ser comparados estadisticamente los grupos experimentales en
forma individual, no se comprobdé una alteracion del plomo y/o la HC sobre la DEG de
EOS en timo (observados bajo MF), es probable que esto sea consecuencia de la
potenciacion selectiva solo en la DEG de los granulos de menor luminosidad, tal
como la obtenida en los bazos de animales expuestos a plomo, no descartandose la
ocurrencia de este fendmeno en timo, aunque apreciada escasamente debido a la
posible escasa cantidad de granulos de menor luminosidad encontrados o al
enmascaramiento provocado por los granulos mas brillantes, los que segun nuestra

experiencia parecen ser mas abundantes en timo.

La supresion asociada a HC, en la DEG de EOS esplénicos inducida por
plomo, puede reflejar interacciones que no son explicadas por las respuestas
provocadas por plomo y por HC en forma individual. La HC puede inducir en los EOS
esplénicos una disminucién en las concentraciones de calcio intracelular, mediado por
PKC asociado a la proteina G; situacion similar a la reportada para corticosterona, la
cual inhibe el influjo de calcio dependiente del receptor nicotinico en células
cultivadas de feocromocitoma, fendmeno antagonizado por inhibidores de la PKC y

blogueado por la toxina de Bordetella pertussis (inhibidor de la proteina G);

produciéndose esta respuesta soOlo con la exposicion aguda (<48 hrs) a

glucocorticoides (Falkenstein y col., 2000), explicando de esta forma la atenuacién en
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la DEG asociada a los GC, observada en nuestra investigacion en el grupo expuesto
previamente a plomo. También es posible que la estabilizacion de membranas del
EOS por HC, fendmeno observado en granulocitos de mamiferos sometidos a dosis
suprafarmacologicas de GC (Papich y Davis, 1989), pueda demostrar en la rata, en
especial la rata prepuber con previa exposicion a plomo, una alta susceptibilidad a los
efectos de los GC sobre las membranas bioldgicas, sugiriendo alguna alteracion en la
regulacién de los procesos inmunoendocrinos involucrados en la respuesta adaptativa

frente al stress.
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VIl. CONCLUSIONES:

. Radioautografia:

No se detectaron diferencias significativas en el nimero de receptores para
glucocorticoides, en bazo y timo de ratas expuestas 0 no a plomo durante su vida

prepuberal, de acuerdo al nUmero de muestra obtenida.

Debido a la existencia de una tendencia (aunque estadisticamente no significativa)
a la disminucién en el nimero de receptores para glucocorticoides en los animales
expuestos a plomo, seria interesante realizar futuros ensayos destinados a
demostrar alguna diferencia producto de la exposicion prepuberal y prenatal a
plomo.

. Inmunofluorescencia (poblacion de linfocitos T helper y citotoxicos):

La exposicion a plomo en las ratas prepuberales, disminuye el nimero de
linfocitos T presentes en timo, explicando (al menos en parte) la alteracion en la

funcién inmunoldgica observada en sujetos expuestos a este metal.

En los animales tratados con plomo se observa una deplecion, tanto en la
poblacién de linfocitos citotoxicos (CD8), como en el numero de linfocitos T helper
(CD4); representando probablemente algunos de los mecanismos por los cuales el

plomo induce hipersensibilidad, autoinmunidad o inmunosupresion.
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. Eosinofilia tisular y degranulacion:
Ratas prepuberes expuestas a plomo en forma subaguda, presentan una
alteracion en los eventos relacionados con la funcién del leucocito eosindfilo,

afectando su modulacién sobre la respuesta inmune.

El tratamiento subagudo con plomo en ratas impuberes, provoca una disminucién

de la eosinofilia tisular en timo.

Plomo induce in vivo una respuesta degranulatoria de los eosindfilos esplénicos.

El tratamiento con glucocorticoides luego de la exposicion a plomo, parece revertir

la degranulacion de los eosindfilos esplénicos inducida por plomo.

La aplicacion de glucocorticoides en ratas prepuberes, determina un menor

namero de eosinofilos en bazo detectados bajo microscopia de epifluorescencia.

Los eosindfilos esplénicos son de mayor tamafio que los eosinéfilos de timo.

Los eosinodfilos timicos presentan una mayor cantidad de granulos intensamente

fluorescentes en comparacion a los eosinofilos de bazo.
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