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Para el desarrollo de las funciones vitales en el organismo humano, es condicién
imprescindible la presencia de ciertos elementos metdlicos, pero la creciente actividad
industrial ha hecho inevitable un aumento considerable de los mismos en el bioentor-
no, llegando a generar, desde el punto de vista toxicolégico, efectos nocivos de incal-
culables consecuencias, tanto a nivel laboral como en la poblacién no ocupacional.

Nuestro interés se centra en ¢l estudio del Plomo, del que haremos un breve reco-
rrido histérico en cuanto a su utilizacién.

El1 PLOMO es uno de los siete metales de la antigiiedad. Y ya en Nimeros XXXI
Moisés se dirige a los israelitas recorddndoles la purificacién del oro, la plata, el hie-
rro, zinc, bronce y del PLOMO.

Mis recientemente fueron los romanos los que desarrollaron una exiraordinaria
tecnologia con este metal, en sistemas de conduccién de aguas, utensilios de cocina y
como ingrediente esencial en los vinos fermentados, calculdndose hasta en 1.000 mg/
litro, concentracién mds que suficiente para inducir «intoxicacién crénica» a copa
diaria.

A la intoxicacién por plomo no se la denomina «SATURNISMO» hasta la Edad
Media, en razén al nombre de Saturno que los alquimistas daban a este metal.

Cuando en el siglo XV se invent6 el tipo de imprenta mévil, fue el plomo la
sustancia idénea en aleacién con el Zn y Sb, para fundiciones, puesto que realiza una
impresidn de buena calidad y permite ser refundido en caso de rotura. La aleacién con
antimonio constituye en la actualidad el principal metal-tipo para la fundici6n de im-
prenta.
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En el siglo XVIII se utilizan serpentines plomados en la destilacién de ron, por lo
que es instituida la pena de muerte para quienes afiadan acetato de plomo como conser-
vante a los vinos.

Desde la antigiiedad ha sido periédicamente redescubierto el peligro de envena-
miento por el uso de recipientes esmaltados, pero es en el siglo XIX cuando se toma
conciencia social del estudio del Plomo. Y en 1839, Tanquerel des Planches publica
en Paris (1) un trabajo sobre 1.200 casos de intoxicacién con plomo, tan completo que
poco han podido afiadir las investigaciones recientes a sus conocimientos, en cuanto a
sintomas y signos de la enfermedad, a la vez que escribe respecto a la absorcion de
plomo:

«Todas las caracteristicas de los efectos primarios del plumbismo pueden
observarse en seguida en los trabajadores que permanecen habitualmente en una
atmosfera de polvo y humos de Pb. Ninguno de los efectos primarios se halla en
los trabajadores que manejan plomo en su estado fijo.»

Posteriormente, en 1878, mediante la Ley de Consolidacion, se prohibié que los
nifios y jévenes trabajasen en la manufactura del plomo blanco, apareciendo en 1883
la primera Ley Parlamentaria dirigida contra la enfermedad ocupacional especifica de
prevenci6n de intoxicacién por plomo, la «Ley de las Fabricas».

Un problema reciente y realmente serio es el riesgo de intoxicacién por ingestién
de pintura de plomo en los nifios, sobre todo en la edad de denticién. Como dato a des-
tacar, en la ciudad de Baltimore (EE.UU.), entre 1931 y 1959 (3) se ha registrado el
fallecimiento de 123 nifios por este tipo de intoxicacién, lo que llevé a promulgar una
ley especial en la ciudad, que exigia para toda pintura que contuviese mds del 1% de
Pb, la inscripcién de «<PELIGRO», acompafiada del texto:

«Contiene plomo téxico si se ingiere. No aplicarlo a superficies interiores de
las viviendas o en lugares dedicados al cuidado de nifios, 0 a marcos de ventanas,
juguetes u otros muebles.»

Se exponen, a continuacién, de forma esquemdtica, las propiedades fisico-qui-
micas del Plomo (Pb):

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL PLOMO (3)

— Grupo IV-B del Sistema Periédico — Punto de fusioén: 327,5°C
~ Valencias + 2y +4 — Punto de ebullicién: 1.750°C
— Peso molecular: 207,2 — So6lido gris, blando y pesado

Acidos inorgénicos y organicos

— Reacciona con < _
Alcalis

PRINCIPAL MINERAL DE PLOMO

La galena (PbS)
(90% de Pb)
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COMPUESTOS DEL PLOMO (3)

Todos con proyeccién en las industrias de:

cloruro cromato
como pigmentos —< carbonato—— sulfato
] tetradxido ioduro
— Pinturas < lauratos
como aditivos secantes< octoatos
naftenatos

— Fabricacién de vidrios: monéxido.

- Acumuladores eléctricos: diéxido.

— Tintorerias y fabricacion de fésforos: nitrato.

- Fotografia: ioduro y nitrato.

— Explosivos: azida. ‘

— Insecticida: arseniato.

~ Como estabilizante en materiales de pldstico: fosfato y estearatos.

— Como antidetonantes en los carburantes de motores de explosién: tetrametilo y
tetraetilo.

Desde el punto de vista del metabolismo del plomo, hemos de considerar (fig. ):

— ABSORCION de los derivados inorgénicos, con sus tres vias de entrada.
— TRANSPORTE, DEPOSITO Y FIJACION.
— EXCRECION.

La via pulmonar, de gran interés desde el punto de vista laboral. Considerada
como la més peligrosa, puesto que el plomo inhalado entra rapidamente en contacto
con la circulacién, a través del pulmén.

Segtin la bibliografia consultada, Kehoe (4) y Nozaki (5), el organismo humano
retiene sobre un 40% del plomo inhalado en funcién del tamafio de particula: polvos,
humos, nieblas, gases; y de 1a velocidad de ventilacién del individuo. Otra parte se
elimina a través del tracto gastro-intestinal.

Para la poblacién en general, la principal via de entrada del plomo es la DIGES-
TIVA, que supone unos 150 mg/dia. Del total ingerido se absorbe un 20% aproxima-
damente, para lo cual ha de transformarse previamente en sal soluble por el Jjugo gas-
trico; y el 80% restante no es asimilado, excretdndose por las heces.

Por via cutdnea tinicamente se absorben las sales orgdnicas y los derivados etila-
dos que pueden, incluso, atravesar la piel intacta.

-163-



(13w
*spotuebuo sates A SOPPIT18 SOPBATJID : YINVLIND
. —
(%91) « (%02)
[ed34=—U0T0) Sopuelq 85; %:S%%%ES
. moo/Hmm: \ » e1p/6f 05}
o VAILS3I9IQ
; T\nmmv \ \
eraelitan _zoz:__- .“_ ¥ 9 NWYS sbutue
; , $
\ >|,|
£ (2ov)
0119q®) (%8) S91USIQ $240143dnS (e1p/Brf ay)
seun 131d 03S0 00103l NOWTINd || SYIMOLVYIdSTY | ~e—— YYNOWINd
Aopng SBTA .
e —— =nagasts e
4— U002u0xI—P E——yg1o0l14 £ UQIDNQUTAISIQ ¢ =jdndsup

=" =2 ==
—» 4——ppeJlus op seip—>

ONVIANH OINSINVOAO T3 NA
OINO1d T3 VIVd OOTTOIVIAN O TIAOIN

-164-



Independientemente de 1a via de entrada, el plomo aborbido se incorpora a la san-
gre, donde se fija en un 95% a los hematies y el resto a las proteinas plasmdticas..

EL TRANSPORTE SANGUINEQO se efectia en estado de fosfato de plomo co-
loidal, ligado a las albiminas y globulinas principalmente, para posteriormente depo-
sitarse en dos grandes compartimientos:

— Tejido dseo y dientes, de renovacion lenta, y

~ Lasangre y los tejidos blandos (pulmones, higado, rifiones, cerebro, médula
6sea), de renovacién mss répida,

Entre ambos compartimientos existe un intercambio constante de plomo.

EL BALANCE ABSORCION -EXCRECION es el que determina la acumula-
cién de plomo en el organismo. Siendo las principales vias de excrecién en el ser hu-
mano:

—~ LA RENAL por la que se elimina hasta un 76% del plomo absorbido, en fun-
cién del pH y volumen urinarios.

~ LAFECAL, por Ia que se excreta el 16% del Pb absorbido.

— EI18% restante es excretado por VIA CUTANEA, a través del sudor, ufias, ca-
bellos...

En ocasiones, también se considera la concentracién de plomo enlaleche mater-
na, que puede llegar hasta 12 pg/litro,

El plomo, adem4s de no ser elemento necesario para las funciones metabélicas de
nuestro organismo, llega a causar trastornos considerables a nivel del METABOLIS-
MO CELULAR, tales como la inhibicién de la actividad enzimatica, de enzimas que
poseen grupos sulfhidrilicos (-SH) para su actividad. Asi » en la BIOSINTESIS DEL
GRUPO HEMO (fig. 2), inhibe:

— La actividad de la delta-amino-levulinico deshidrasa, con una eliminacién de
dcido delta-amino-levulinico por orina, en cantidades anormalmente elevadas.

- Ala coproporfirinogenoxidasa, que se traduce en un aumento de coproporfiri-
na IIl en orina. :

— Y a la ferroquelatasa, con elevacién de las tasas de Protoporfirinas eritrocita-
rias y de hietro sérico.

La disminucién de la sintesis de grupos hemo, causa un acortamiento en la vida
media de los eritrocitos, y un descenso en el n.° de glébulos rojos y de la cantidad de
hemoglobina por célula. Y como consecuencia de ello, los tejidos que producen célu-
las sanguineas, aumentan su actividad, apareciendo en la sangre glébulos rojos inma-
duros, reticulocitos y células granulosas basiéfilas, caracteristica esta tiltima de la san-
gre de los intoxicados por el plomo.
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INTERFERENCTAS DEL Ph EN LA BIOSINTESTS
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(fig. 2)
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También el Pb produce efectos téxicos en los rifiones, por acumulo del metal en
los miicleos de las células que rodean los tibulos renales. Las células renales atacadas
por el Pb consumen mds oxigeno que las normales, lo cual indica que el metal afecta
su metabolismo energético, conduciendo al llamado «Sindrome de Fanconi». Este sin-
drome origina el que las células que rodean los tdbulos renales dejen de absorber ami-
nodcidos, glucosa y fosfatos, elimindndose estas sustancias por la orina.

Aunque, acerca de los efectos nocivos del plomo sobre el Sistema Nervioso Cen-
tral, se tiene menor informacién a nivel metabdlico, si se sabe de dos mecanismos im-
plicados en la encefalopatia: Edema y daiios en las células nerviosas.

Por efectos del Pb, las paredes de los vasos sanguineos resultan alteradas de tal
modo que se hacen mucho mas permeables y las fugas de liquido causan el edema (hin-
chazén del tejido cerebral). Y por estar el cerebro en la cavidad craneana rigida, un
hinchazén considerable puede destruir los tejidos cerebrales.

Los trastornos que se han descrito hasta aqui son consecuencia del envenena-
miento AGUDO por plomo, y cuando la intoxicacién es CRONICA, puede ocasio-
nar nefritis crénica (enfermedad caracterizada por el endurecimiento y encogimiento
de los tejidos renales) y también afectar al sisterna nervioso periférico, fundamental-
mente a los nervios de las extremidades (7).

Nuestro interés en el tema se inicia en tres hechos concretos:

— Las estadisticas oficiales de Siniestrabilidad Laboral de Espaiia, publicadas
por el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, de Ias que se puede de-
ducir que, en los dltimos siete afios, aproximadamente, 1 de cada 6 enfermedades pro-
fesionales estdn originadas por el plomo o sus compuestos:

Enfermedades Profesionales

Afio Totales Plomoy sus %
compuestos
1978 3.859 844 22
1979 3.665 688 19
1980 3.419 513 15
1981 3.161 376 12
1982 2.933 309 11
1983 2.712 248 9
1984 2.582 210 8

— Lafalta de datos fiables sobre la impregnaci6n de plomo en la poblacién espa-
fiola, fundamentalmente la infantil, en la que por su etapa de desarrollo los trastornos
toxicolégicos pueden tener efectos mucho mas graves.

— Lacarencia de una metodologia unificada y dirigida a diferenciar lo normal de
lo patolégico.
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Para estudiar el conjunto de alteraciones causadas por el plomo, en funcién de
emitir un diagnéstico, es evidente la importancia que para el toxic6logo tiene disponer
de INDICADORES que de una manera fiable, sensible y 1o més precozmente posible,
alerten de la presencia del metal. Entre los varios que hay nos referiremos dnicamente
a los pardmetros que son objeto de nuestro estudio: .

— PLUMBEMIA (concentracién de plomo en sangre) como indicador de ab-
sorcidn.

— PLUMBURIA espontinea (concentracién de plomo en orina), como indica-
dor de excrecién, referida normalmente a 24 horas.

— GRADO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA delta-AMINO-
LEVULINICO-DESHIDRASA en la sangre, como indicador de efecto. Esta dltima
estrechamente correlacionada con la plumbemia.

El tratamiento del envenenamiento por Pb consiste en disminuir rdpidamente la
concentracion del metal en sangre, hasta niveles normales, mediante los agentes que-
lantes: AEDT, BAL o d-penicilamina, que son moléculas que enlazan 4tomos de Pb
formando compuestos solubles, que son eliminados a través del higado y rifiones.

Determinacion de Plumbemias por espectrofotometria
de absorcidon atémica. Método Delves-Cup.

LA PLUMBEMIA (concentracién de plomo en sangre) no refleja la cantidad de
Pb acumulado en el organismo, sin embargo, se considera como el indicador més id6-
neo de la exposicion al t6xico. Asi, en el caso de un trabajador expuesto, sobre todo
en las primeras exposiciones, la plumbemia alcanza rapidamente un valor mdximo,
mientras que la cantidad de plomo almacenado en el organismo sigue creciendo.

Con fecha 23 de agosto de 1982, el Boletin Oficial de las Comunidades Europeas
publica la directriz para la proteccién de los trabajadores que operen con Pb y sus com-
puestos, considerando como niveles admisibles:

40 wg/100 ml. en sangre -

Ley de obligado cumplimiento a partir del 1 de enero de 1986.

Mais recientemente, el B.O.E. de 24 de abril de 1986, publica la Reglamentacion
Espafiola para la prevencién de riesgos y proteccion de la salud de los trabajadores, por
la presencia de plomo metédlico y sus compuestos ionicos, en el ambiente de trabajo.
Contemplando la figura del «Trabajador expuesto» (Art. 2.°):

— En relacién con el nivel de plumbemia: aquél en el que la concentracién de
plomo en sangre sea = 40 1£g/100 ml. de sangre (siendo de 30ug/100 ml. para mujeres
en perfodo fértil).

— Al mismo tiempo, obliga a las empresas a establecer por si mismas o a través
de los Institutos Nacionales de Seguridad e Higiene en el Trabajo, el establecimiento
de sistemas de control médico-preventivos periédicos, para todos los trabajadores ex-
puestos.

— Asi como laimportancia de los métodos de: MUESTREO Y ANALISIS em-
pleados en la valoracién del riesgo de exposicién al plomo.
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Entre las numerosas técnicas utilizadas para la determinacién del plomo en san-
gre, los métodos espectrofotométricos de Absorcién Atémica, han tenido y tienen
gran aceptaci6n. En ellos, la muestra a analizar se transforma en vapor atémico, en el
que la mayor parte de los dtomos estdn en su estado fundamental o no excitados, por
lo que s6lo puede absorber radiaciones de un nimero limitado de longitudes de onda.
Es la técnica mds utilizada en la deteccién de trazas de metales en sustancias biolg-
gicas.

Hemos utilizado el SISTEMA DE MICROMUESTRA DE DELVES-CUP (8),
que el propio Delves ha empleado en Ia determinacién de Plomo ensangre, pudiendo
alcanzarse una desviaci6n standard de + 5%, para concentraciones de 30-50 #g/100 ml.
de sangre.

Proceso metodolégico

La sangre recién extraida se recoge sobre tubos que contengan anticoagulantes,
€n nuestro caso ha sido la sal sédica del dcido etileno-diamino-tetracético (AEDT), se
agita suavemente y asf tratada puede ser conservada a 4° C hasta el momento de ser
analizada.

Se utiliza el método de adiciones, con el objeto de evitar efectos matriciales.
Para ello, se preparan blanco y patrones a partir de una sangre de plumbemia conoci-
da, < 25 ug/100 ml., previamente valorada por el mismo método.

PREPARACION DE PATRONES Y MUESTRAS

Patrones Blanco Muestra
[ .
Sangre (PbS conocida) 10 ul 10ul 7
p.p-m

Disolucién acuosa de Pb 0,2 0,4 0,8
0ul 10pl 10ul

Aguadestilada 10 ul 10ul
\_San gre-problema 10 ul

Blanco, patrones y problemas, por triplicado, se llevan a sequedad en estufa a
150° C durante 30 segundos; pasados éstos, se adicionan rapidamente 20 ul de perdxi-
do de hidrégeno al 30% para destruir parte de la materia orgénica; y nuevamente a se-
quedad a igual temperatura, 3 minutos. Finalmente, se trasladan a la llama ajre-aceti-
leno del espectrofotémetro de absorcién atémica con el sistema de micromuestra Del-
ves, registrando la sefial de absorbancia a 283,3 nm. Con los resultados de absorbancia
obtenidos del blanco y patrones, se traza Ia recta de calibrado, sobre la que se cuantifi-
ca la concentracién de plomo de cada sangre-problema.

Para cada andlisis individual se obtienen dos picos perfectamente resueltos. El
primero generado por los productos de combustién de la muestra parcialmente oxida-
da, y el segundo corresponde al ploma (fig. 3.
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Dado el gran niimero de muestras que habitualmente se analizan, un factor Kmi-
tante al método de Delves es su carestia, puesto que los microcrisoles por su deterioro
Yy envejecimiento, tienen una vida media de 50 a 60 usos (9), (10) y (11). A esto debe
afiadirse el precio de 1.500 pesetas/unidad para el caso de los comercializados por Per-
kin-Elmer. Pero en 1983, el Gabinete Técnico Provincial de Santander nos suministra
unos nuevos al precio de 75 pesetas/unidad.

Ante tan evidente diferencia econdmica, se ha llevado a efecto un estudio compa-
rativo de ambos tipos de microcrisoles en Ia realizacién del método instrumental.

Para ello se han elegido al azar 50 sangres de trabajadores expuestos y no ex-
puestos de empresas asturianas, que periédicamente asisten a reconocimientos médi-
cos en el G.T.P. de Oviedo del I.N.S.H.T. En la figura 4, cada punto representa las
plumbemias obtenidas para cada individuo, utilizando los microcrisoles de fabricacién
artesanal (X) frente a los comercializados por Perkin-Elmer (Y). De las rectas de regre-
si6n y del coeficiente de correlacién lineal de Pearson (r = + 0,95), se deduce una in-
tensa dependencia directa entre ambos.

Puesto que los datos de X e Y no son independientes, para estudiar sobre una
misma sangre si existe o no diferencia significativa entre las concentraciones de plomo
€n sangre encontradas, segin se utilice uno u otro tipo de microcrisol, hemos aplicado
el método de significacién de la diferencia de medias de muestras pPequefias rela-
cionadas, considerando para ello una tercera variable d = X — Y.

Verificadas las hipétesis de:

® Aleatoriedad, admitida al nivel de significacién 0,05 (recurriendo al test de
correlacién serial).

® Normalidad, admitida al nivel de significacién 0,01 (aplicando el test de Kol-
mOgorov-Smirnov y las tablas de Lilliefors).

A continuacién se procedi6 al contraste de nulidad de 1a media de la variable
«d», que nos hace posible aceptar la nulidad al nivel 0,05.

Por ello, se concluye que la diferencia entre ambas variables X e Y no es signi-
ficativa, por lo que se aprueba el uso indistinto de los microcrisoles estudiados en
nuestras condiciones experimentales.

Quiz4 la mayor dificultad en el estudio de las intoxicaciones saturninas radique
en la correcta determinacion de la plumbemia, ya que resultados erréneos pueden con-
ducir a tratamientos preventivos innecesarios o a una desatencién del riesgo inminente.

Ultimamente, han sido numerosos los estudios realizados comparativamente en-
tre laboratorios, tanto a niveles nacionales, como internacionales, y que han puesto de
manifiesto los resultados tan dispersos que pueden obtenerse de una misma sangre.

Individualmente hemos participado a nivel nacional en dos programas de control
de calidad: el primero, realizado tnicamente en los Gabinetes Técnicos Provinciales
del Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo y el segundo (PICC-Pb.S)
abierto a cualquier otro laboratorio que practicase este tipo de andlisis.
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Plumbemiag (}Jg/‘IOO ml.) Microcrisoles "Tipo Y"

RECTAS DE REGRESION

(fig. 4)
" Distribucién bidimensivnal de plumbemias ( ug/100 ml.) con MICROCRISOLES X -7Y
70+
80+
X =1,06 .Y~ 0,562 =cuu--
50+ .
------ Y =0,8 . X+ 3,25
40+
o+
)
20+
10+ ® Punto doble
Plumbemias ( }Jg/‘IOO ml.) Microcrisoles"Tipo X"
t + 4 +- - - 4 »
10 20 30 40 50 60 70

CONTROL DE CALIDAD DE PLOMO EN SANGRE

G.T.P.del .LN.S.H.T. PICC - Plomo en sangre
@ 11 laboratorios © Hasta 36 laboratorios
® Enero-82afin-84 @ Enero-85 ajulio-86
@ 97 muestras ® 57 muestras

e Mayoritariamente Delves (Oviedo)
e 10 Delves (Oviedo) e (Cémara grafito
® A.A.conextraccion APDC
[ ]

o 1 Cémara grafito 1 electroquimico-A.S.V.

Estudiando conjuntamente el total de muestras analizadas en los dos programas
de control de calidad, se llega a que el 70% de nuestros datos pertenecen  al intervalo

X + o, llegando a ser del 100% cuando los limites de aceptacién sonde X £ 2 0.
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Estudios estadisticos més amplios sobre la base de datos suministrados por todos
los participantes nos permitieron admitir la distribucién x* de Pearson como muy ade-
cuada, concluyendo que solamente en ocasiones aisladas (un 4,5%) nuestros resulta-
dos fueron algo extremos en comparacién con los restantes laboratorios. Por ello, se
estima haber demostrado a nivel individual una aceptable calidad en este tipo de
andlisis.

Anteriormente ya se ha demostrado que la intoxicaci6n saturnina més habitual en
la poblacién no ocupacional era 1a debida a la penetracion del plomo por la via
digestiva.

@ Lamayor parte de los envenenamientos de los dltimos afos han ocurrido en ni-
fios de 1 a 5 afios de edad, por ingestién directa, contribuyendo a ello:

® ¢l polvo callejero

® ¢l habito de lamer

® chuparse los dedos con las manos sucias

® masticar, e incluso comer, objetos extrafios, etc.

® La absorcién, tanto en nifios como en lactantes, puede llegar hasta un 50%
del plomo ingerido, acrecentandose con:

® Los estados carenciales de Fe ¥y Ca, tan comunes en esta edad. -
® Los preparados vitaminicos, que contengan Vit. D, pues favorece la ab-
sorcion a nivel de la mucosa intestinal (12) y (13).

— Acesto hay que afiadir el mayor RIESGO de acumulacién DE PLOMO en sus
tejidos, relacionado con su pleno desarrollo.

Un solo ataque de encefalopatia puede causar un grave retraso mental, ¥y si esto
es repetitivo, los dafios cerebrales pueden hacerse irreversibles. Como consecuencia,
la proteccién contra las lesiones del sistema nervioso central, debidas a la exposicién
al plomo, han de mantenerse ya en el propio embrién en desarrollo, pues la sangre pla-
centaria tiene una concentracién de plomo proporcional a la de la madre.

En aquellos paises en que se¢ ha investigado la absorcién inadecuada de plomo
en la poblacién infantil, los resultados obtenidos han causado alarma y preocupacién
por los efectos neurotoxicolégicos y psicointelectuales.

N.° nifios intoxicados

por plomo Plumbemias Investigacion
400.000 240 ug/100 ml. (14) Dpto. Saludy Educ. USA-1971
675.000 > 30 pg/100 ml. (15) C.D.C. 1978
1 de cada 25 nifios >30 ug/100 ml. (16) NHANES-II 1976-80
36% > 30 ug/100 ml.

11% > 80 118/100 . (17) AlJahra (Kuwait) 1985
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Términos considerados por C.D.C. en 1985 respecto a la
intoxicacién por plomo en la poblacién infantil (18)

@ Elevado nivel de Pb en sangre: plumbemias = 25 ug/100 ml.
(para niflos asintomdticos)

‘ Con niveles elevados de Pb en sangre.
e Toxicidad de Pb: —

P . y
(sintomas eVJdentes\
Zn-protoporfirina o EP 2 35 pg/100 ml.

Con el tema asi planteado hemos creido oportuno dedicar una parte de la investi-
gacién de este capitulo al estudio de una muestra de la poblacién infantil asturiana.
En el mes de enero de 1986, hemos elegido 100 nifios al azar, de entre los que forman
parte de un estudio que se Lleva a cabo en el Departamento de Pediatria de la Universi-
dad de Oviedo, y que habian sido ingresados en los Hospitales de Nuestra Sefiora de
Covadonga (Oviedo) y San Agustin (Avilés), por causas muy diversas, y en ningin
caso por intoxicacién saturnina.

En nuestro estudio hemos propuesto como «valor normal de plumbemia» en la
poblacién infantil el de = 25 ug/100 ml., cifraque el C.D.C. estableci6 en 1985 y que
para nuestra satisfaccién la American Academy of Pediatrics ha ratificado en 1987.

Para lograr un mejor manejo de los datos de toda la muestra en estudio, se ha he-
cho una clasificacién atendiendo a las edades de los nifios, de ambos sexos (figura 5).
En ella se relacionan los valores medios de plumbemias encontrados para la totalidad
de los nifios estudiados, asi como las medias parciales, en funcién del lugar de hospi-
talizacidn.

El objetivo de este trabajo es el de dar luz a unos resultados de plomo en sangre
de una pequefia muestra de la poblacién infantil asturiana, y que creemos merece
atencioén.

Apoyéndonos en el criterio de Evan Charley de que: «El niimero de casos depende
de lo mucho que se busque», instamos desde aqui a los organismos competentes de Sa-
nidad para que incorporen en los programas de reconocimientos médicos, al menos a
nivel escolar, la determinacién del pardmetro PLUMBEMIA, simultaneando Campa-
fias de Educacién Sanitaria que orienten y aconsejen sobre los peligros del saturnismo
y la conveniencia de los chequeos rutinarios. Pues la intoxicacién saturnina en la in-
fancia es una enfermedad que puede ser prevenida.
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CARACTERISTICAS ESTADISTICAS DE LA POBLACION
INFANTIL ASTURIANA MUESTREADA

(fig. 5)
i f VALOR MEDIO DE PLUMBEMIAS —[
EDAD | FRECUENCIA ‘ HOSPITAL ' (ug/100mL) DESVIACION 225 pg/100ml.
{

|| ABSOLUTA | Oviedo  Avilés | Oviedo  Avilés Total STANDARD (%)
| Recién nacidos | 33 32 1 23 18 23 14 27
1-12 meses 17 | 16 1 27 17 2% 9 47
1-4 afios 15 | 9 6 26 19 23 7 33
| 4-8afios 17 |1 6 24 20 22 7 24
L 9-14 afios J 18 |10 8 19 25 2 5 28

— -

Para 1a totalidad de los nifios estudiados, la plumbemia media hallada ha sido
de 23 11g/100 ml., pudiendo observar que casi el 50% de los nifios de 1 a 12 meses po-
seen plumbemias = 25 ug/100 ml.

A estos resultados han contribuido ¢asos tan preocupantes como:

= UnR.N. con plumbemia de 98 #g/100 ml., ingresado con conjuntivitis y esta-

filodermia, en Qviedo.
— Otro de 8 meses, ingresado en Oviedo, por traumatismo craneal, presentd una
plumbemia de 50 ug/100 ml.

— Con 9 meses de edad e ingresado por convulsién ténico-clénica generalizada,
en Oviedo, su plumbemia es 44 #g/100 ml,

~ Unnifio de 10 afios, ingresado por apendicitis en Oviedo, presenta una plum-
bemia de 34 g/100 ml.

— Y otros casos similares.

Determinacién de plumburias por espectrofotometria
de absorcién atémica

Al inicio de la exposicién ya hemos dicho que el balance absorcién-excreci6n es
el que determina la acumulacién de plomo en el organismo. Y para individuos no ex-
puestos laboralmente, se calcula a partir del plomo que ingresa en el ser humano, yel
plomo que es excretado:

BALANCE = Pb dietético — (Pb fecal + Pb urinario)
(No incluye el plomo que ingresa por via aérea)

Entre 1937 y 1972 han sido numerosas las experiencias realizadas por Kehoe
(19), sobre el comportamiento del plomo una vez que ingresa en el organismo humano.
Lamentablemente, la sociedad industrializada permanece en balance positivo para el

plomo, durante toda la vida, de forma que ya el caudal heredado de 1a madre, al nacer,-
supone unos 2 mg., que van incrementandose hasta 100 veces mas, con la edad, per-
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maneciendo un 90% depositado en el tejido 6seo, en forma no téxica, afortunada-
mente.

La vida media para la excrecién del plomo metabolizado es de unos 25 dias, dis-
minuyendo cuando la concentracién de plomo en sangre crece, lo que indica un meca-
nismo de proteccién natural contra un incremento del metal en el organismo.

El mecanismo de excrecién del plomo por la orina parece seguir el metabolismo
del calcio, de forma que toda lesion renal favorecerd una retencion a nivel tisular, pu-
diendo aparecer erréneamente una plumburia con cifras normales.

La fraccién de plomo no excretada se fija en los huesos largos por precipitacién
al estado de fosfato insoluble (al pH orgdnico), siguiendo el metabolismo del calcio.
Se puede afirmar que toda fijacién de calcio a nivel 6seo entrafia una fijacion de plomo
y ala inversa, toda liberacién de Ca conlleva una eliminacién de Pb ionizado en la cir-
culacién, pudiendo esto explicar la aparicién de plumbemias elevadas en sujetos no ex-
puestos al plomo (20). Cuando la velocidad de ingestién del plomo supera a la veloci-
dad de excrecién del metal y a la de su almacenamiento en los huesos, el plomo co-
mienza a acumularse en los tejidos blandos (rifién, higado, pulmones,...) y en la
sangre.

Es cierto que una plumburia basal elevada, permite suponer altos niveles de im-
pregnacién y consecuentemente plumbemia alta. Pero una excrecion en limites «nor-
males» no es suficiente para excluir la posibilidad de una absorcién excesiva.

Es necesario afiadir aqui la gran discrepancia encontrada en la bibliografia
consultada, respecto a lo que se considera «plumburia normal y patolégica, asi para
algunos autores son patolégicos los valores > 20 wg/1.000 ml.; mientras que otros si-
tian 1a barrera en 10 veces mas; sin dejar de comentar estudios como el publicado en
1982 por Cabeza y col. (6) en el que establecen como LIMITE «NORMAL> de
plumburia el de < 70 ug/litro, referida a orinas de 24 horas, a efectos de diagnéstico
del saturnismo, por ser bastante irregular la excrecién urinaria.

La técnica analitica més utilizada para la determinacién de trazas de metales,
como el plomo, en sustancias bioldgicas, es la absorcién atémica, siendo una aplica-
cién caracteristica de la extraccién con disolventes orgénicos, la determinacién de plo-
mo en orina (21). Con esta técnica se llegan a determinar concentraciones de 0,05
pg/litro de plomo en orina.

En nuestro laboratorio del Instituto Nacional de Higiene y Seguridad en el Traba-
jo (I.N.H.S.T.) de Oviedo, se ha utilizado el método combinado de extracién, por ab-
sorcién atémica (22), donde han sido analizadas més de 3.000 muestras de orina para
el diagndstico del saturnismo.

La experiencia nos lleva a que factores como pH, fuerza iénica, temperatura de
llama, interferencias y otras variables, influyen desde el punto de vista analitico, enlos
valores de plumburia encontrados y, en consecuencia, a la aportacién del mencionado
pardmetro, en un diagndstico eficaz y precoz.

Todo lo expuesto nos indujo a proponernos como objetivo el optimizar este mé-
todo analitico (*), y para lograrlo es necesario un estudio en profundidad que nos in-
forme de la influencia de algunas variables que pueden modificar su utilidad.

Fl estudio se inicia con disoluciones acuosas de plomo, pasando paulatinamente
al andlisis de orinas.
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Las muestras se preparan y analizan en idénticas condiciones, centrando la dife-
rencia inicamente en el pardametro a investigar, manifestando que todos los resulta-
dos que aparecen a lo largo de toda la exposicion son media de tres andlisis.

Para estudiar directamente con orinas, se han recogido 1 litro de individuos nor-
males, de los que no se conoce exposicién alguna, al que se le ha adicionado HCl al
1% para su almacenamiento a 4° C. Y con el objeto de asegurarle un contenido mini-
mo de plomolal «pool» de orinas, se le afiadié 1 ml. de disolucién acuosa de nitrato
de plomo de 1.000 p.p.m.

(*) METODO ANALITICO DE DETERMINACION DE Pb EN ORINA

~ La orina se trata con HCl al 1%.
— Se conservaa 4° C.
— Procedimiento:
® 10 ml. de muestra.
¢ Desproteinizacién (1 ml. Tritén X-100)
® Ajuste del pH (de 4,5 a 5 con HCl o sosa)
* PFormaci6n del complejo APDC-Pb (I ml. APDC al 2%)
¢ Extraccion del Pb en fase orgénica (5 ml. MIBC)
® Centrifugacién (20 min. a 4.500 r.p.m.)
® Aspiracién directa en la llama aire-acetileno, de la fase
orgdnica.
® Lectura de absorbancia a 283,3 nm.

— Paralelamente, se preparan patrones de 10 a 500 ug/litro, que permiten trazar
la recta de calibrado y cuantificacién de las muestras.

CHZ-CHg

CHo-CHyp //S S
\N_c< Pb/ \//C_N'/ |
CHZ—'CHZ/ 7 \CHZQCHZ

El COMPLEJANTE empleado en el método es 1a sal amonica del dcido pirroli-
din-ditio-carboxilico (APDC).

Hemos estudiado el comportamiento de éste y otros complejantes (fig. 6), sobre
la disoluci6n acuosa de nitrato de plomo, y aunque en todos los casos aparecen maxi-
mos de absorbancia en 1a zona de pH = 5, se considera como el més idéneo entre los
estudiados el APDC.
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INFLUENCIA DE LOS COMPLEJANTES ESTUDIADOS
EN LA DETERMINACION DE PLOMO EN ORINA
POR ESPECTROFOTOMETRIA DE A.A.

%h

4 (fig. 6)
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También se ha investigado si suponia ventaja alguna al método la ADICION
CONJUNTA DE COMPLEJANTE Y EXTRACTANTE, manteniendo la concen-
tracién de 20 mg/muestra, como el propio método propone. A la vista de los resulfados
obtenidos (fig. 7) se estima oportuno el adicionarlos conjuntamente en toda nuestra in-
vestigacién, lo que implica: un menor tiempo en el proceso analitico y una reduccién
de posibles errores de medida.

-Seguidamente se estudian muestras del «pool» tratadas con 1 ml. de los siguientes
DESPROTEINIZANTES: (fig. 8). De las absorbancias resultantes se deduce que no
es significativo el empleo de uno u otro desproteinizante, e incluso en ausencia de éste,
por lo que se decide la NO desproteinizacién de las muestras en experiencias poste-
riores.

Alahorade AJUSTAR EL pH de las muestras, ¢l analista se encuentra con que
éste es variable de una orina a otra, tanto entre individuos, como en las distintas mic-
ciones de una misma persona; contribuyendo ademads a esto, las gotas de 4cido clorhi-
drico que han sido adicionadas a la orina para su almacenamiento. Por tanto, el ajuste
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COMPARACIOI}I DE LOS % OBTENIDOS EN LA DETERMINACION DE
PLOMO, ANADIENDO APDC Y MIBC SEPARADAMENTE (A),
Y ADICIONADOS CONJUNTAMENTE (1), EN MUESTRAS IDENTICAS

(fig. 7)
A
%A | 2
? T .f';l \\'\
."’.Ir II\'.
8 ~| .E-—-——i—:(
g - \ﬂ
|
— \
7 | \5“ A

PH Extraccion

2 3 4 5 6 7 B8 .8 10

de pH supone un gasto de tiempo excesivo en el proceso analitico. Ante este problema
cotidiano, se ha decidido ajustar los pH con las disoluciones reguladoras (fig. 9) em-
pleando en cada caso 5 ml.

De los resultados obtenidos de absorbancia se concluye que la disolucién regula-
dora mds adecuada es la de biftalato potésico / sosa.

. Para comprobar si la VARIACION DE VOLUMEN DE REGULADORA en
el ajuste de pH influye en los valores de absorbancia detectados, se plante6 la experien-
cia que aparece en la 2.2 parte de la (fig. 9). Y hemos considerado, segtn los datos ob-
tenidos, que 1a absorbancia es independiente del volumen de reguladora, al menos, en
nuestro rango experimentado.,

Para investigar si el empleo de otros DISOLVENTES ORGANICOS suponian
alguna ventaja analitica respecto a la metil-isobutil-cetona, utilizada en el método, nos
propusimos trabajar con los que se detallan en la figura 10, utilizando 5 ml. de cada
uno. Y de las absorbancias medidas a 283 ,3nm., se concluye que la maxima sefial co-
rresponde a la metil-isobutil-cetona.

-179-

—



ESTUDIO DE VARIOS DESPROTEIZANTES EN LA DETERMINACION
DE Pb EN ORINA POR ABSORCION ATOMICA

(Fig. 8)
Desproteinizante Absorbancia A %o A (%A)
(1ml.)
0,038 8,3
0,050 10,8
TRITON X-100 0,046 10
0,050 10,8
0,046 10,1
0,053 11,5
Dodecil-hidrégeno- 0,052 11,3
sulfato sédico 0,052 11,3
0,051 11,2
0,051 11,2
0,049 10,7
0,049 . 10,7
Ninguno 0,049 10,8
0,049 10,7
0,050 10,9

INFLUENCIA DE DISTINTAS REGULADORAS PARA EL AJUSTE DEL pH'
EN LA DETERMINACION DE Pb EN ORINA POR A.A.

(Fig. 9)
Reguladora Absorbancia % A A (%A)
Biftalato potasico / 0,058 12,5
/sosa, 0,4M 0,053 11,5 0,054 11,7
pH=35,46 0,050 10,9
Acido acético/ 0,042 9,2
[ Acetato sédico 0,036 7,9 0,039 8,3
0,1M.,pH=5,0 0,040 8,8
PO,HNa,/PO,H,Na 0,013 2,9
0,2M ) 0,014 3,2 0,013 2,9
pH=15,52 0,013 2,9
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x A

INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE REGULADORA
BIFTALATO POTASICO/SOSA

Molaridad
Reguladora  reguladoraen  Fuerzaidnica proporcionada _
(ml.) volumen final por lareguladora Absorbancia A %A
2 0,067 0,067 0,064 13,7
4 0,114 0,114 0,066 (0,066 +0,004) 14,1
6 0,150 0.150 0,062 13,3
8 0,178 0,178 0,070 14,9

ESTUDIO DE 10 DISOLVENTES ORGANICOS EN LA DETERMINACION

4 DE Pb EN ORINA POR A.A.
(Fig. 10)
(*) No se obtiene sefial

12 + .
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81

6 +
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2.1
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Otro factor a tener en cuenta es el TIFEMPO DE CENTRIFUGACION, pues de
él depende la total separacién de las fases, aspecto fundamental para practicar una
buena medida de absorbancia, en funcién de la concentracién de plomo extraido en la
fase orgénica. Centrifugando a 4.500 r.p.m., se variaron los tiempos desde 1 a 20 mi-
nutos (fig. 11). Y a mayor tiempo se obtienen mayores absorbancias. Sin embargo, lo
hemos situado en 10 minutos por considerar que las diferencias de A no son significa-
tivas, frente a lo que supone el tiempo invertido en todo el proceso de andlisis.

Tomando como referencia los valores normales de los iones presentes en una ori-
na también normal, hemos estudiado la influencia que pueden ejercer CANTIDADES
ANOMALAS DE ESTOS IONES en la determinacién del plomo en orina por A. A.

Figura 11

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE CENTRIFUGACION
EN LA DETERMINACION DE Pb
(por absorcion atémica)

Centrifugacién

(minutos) Absorbancia % A
1 0,052 11,3

2 0,052 11,3

5 0,054 11,7

6 0,056 12,2

10 0,061 13,2

15 0,064 13,7

20 0,074 15,7

Los valores normales en orina

Cationes
Nat 30-300 mEq/24 horas.
KY i, 26-123 mEq/24 horas.
Ca?* 2,5-20 mEq/24 horas.
Mg+ Aproximadamente 1/3 de la ingesta diaria.
NH," ... La excrecién normal de N-amoniacal en 24 h. es de

0,14-1,5 g. en adultos y de 0,56-2,9 g. para nifios.
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Aniones

Clm .. 5-20g/24 horas.

SO2™ i, . Como sulfato inorgénico: 1,5-3,2 g/24 h. 0 0,5-1,1
mg/100 ml., expresado como S. Como i6n sulfato to-
tal, desde 1,8a4,1g/24h.0 0,6-1,4 g.como S.

POS2™ 0,34-1g. P24 horas.
CO2™ i Hasta 40 mg/24 horas.
CO2™ o, 0,3-0,4 g/litro.

Citratos ........ S 0,3-0,9 g/24 h. (Ac. citrico).

En el estudio individual de cada i6n se ha considerado:

® Como muestra de referencia, aquella a la que no se le adiciona reactivo espe-
cifico.

¢ Un total de 6 muestras-problema del mismo «pool», tinicamente diferenciadas
en ¢l volumen del reactivo especifico, desde 0 a 3 ml.

¢ Se admite como interferencia a una variacién de = 15% en la absorbancia con
respecto a la obtenida para la muestra de referencia.

En la figura 12 se expone el resumen de todo el estudio, y enel caso concreto del
i6n calcio hemos prescindido de su estudio por dos motivos fundamentales:

¢ Por la interrelacién en cuanto a mecanismos bioquimicos de Pb y Ca.

® Porque la presencia de Ca en orina, en cantidades anormalmente altas, se tra-
duce en la aparicién de gran sedimento (por precipitacién de sales insolubles de cal-
cio), que légicamente nos llevarian a una mineralizacién de la muestra y posterior se-
paracion del Ca por métodos tradicionales, como paso previo a ladeterminacién del
plomo.

* Finalmente, y con referencia a la determinacién de Pb en orina por A.A., se pro-
cedio a cuantificar la PLUMBURIA del «pool» de orinas, aplicando un método de adi-
ciones. Véase figura 13, de la que se deduce que en los 10 ml. del «pool» de orinas de
cada muestra, estdn presentes 12 ug de plomo, lo que supone una plumburia de 1.200
wg/litro. Descontdndole a esto el contenido inicial de plomo adicionado como disolu-
ci6n acuosa de 1.000 p.p.m., se llega a la conclusién de que la plumburia inicial del
«pool» de orinas es de 200 ug/litro. Como consecuencia se propone en la determina-
¢i6n de plomo en orina, como innovacién, EL METODO DE ADICIONES, que supo-
ne ventajas considerables desde el punto de vista metodoldgico en cuanto a elimina-
cién de interferencias y efectos matriciales.
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INTERFERENCIAS EN LA DETERMINACION DE Pb EN ORINA POR A.A.

(Fig. 12)
I6n  Valoresnormales (%)  Valor madximo experimentado (¥)  Interferencia
46 mg. deNat 390mg. de Na*
Na~ NO
117 mg. de NaCl 1.000 mg. de NaCl
C,0.- 0,26 mg. de C,0,%~ 1,56 mg. de C,0,%~ NO
0,4 mg. de Na,C,0, 2,38 mg. de Na,C,0,
CH,0, 300mg. de CgH;O,>~  1.540 mg. de C;H0,° ~ NO
400 mg. de Na,C,H;O, 2.400 mg. de Na,C.H.O,
CO2- 4mg. de CO4% 22,8C0O,2~ (x) 1, al adicionar
’ 7 mg. de Na,CO, 40 mg. de Na,CO, 3,8mg. de CO,2"
32mg. deK* 64 mg. deK* ]
K* NO
61 mg. deKCl 122mg. de KCl
_ 133mg. de Cl~ 607 mg. de C1~
Cl NO
220 mg. de NaCl 1.000 mg. de NaCl
PO - 7mg.enP 87mg.enP (*) SI, al adicionar
“ 80mg.deNa,PO,H 400 mg. de Na,PO,H 14,7mg. enP
50,2~ 20mg. de SO~ 304 mg. de SO~ NO
30mg. de Na,SO, 450 mg. de Na,SO,
NH,* 10mg. de NH,* 65,5mg.de NH,* NO
40mg. de (NH,),SO,  240mg. de (NH,),S0,
Mg+ 1,62 mg. de Mg?+ 10 mg. de Mg?* NO

16,4 mg. de MgS0O,.7H,0

100 mg. de MgSO,.7H,0

® Para 10 ml. de orina.
(%) Corresponde al limite superior del intervalo normal.

“(*) Supone en todos los casos, 6 o mads veces, el valor normal.

(*) Minimo experimentado por encinia del Imite méximo.
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RELACION ENTRE LOS #g DE PLOMO ANADIDOS
«POOL» DE ORINAS

A LAS MUESTRAS-PROBLEMA D
Y LAS ABSORBANCIAS REGISTRADAS.

METODO DE ADICIONES
(Fig. 13)
Disolucién de Pb
Muestra  «pool»orina (10 p-p.m.)  Pbafiadido Absorbancias % A
N.° (ml) (ml) (vg)  (283,3nm) 0
1 10 0 0 0,079 16,6
2 10 1 10 0,145 28,4
3 10 2 20 0,208 38,1
4 10 3 30 0,248 43,5
RELACION ENTRE ug DE Pb ANADIDOS A LAS MUESTRAS

DEL «POOL»

A

A

0,300

0,200

qQioco

C-12,0) *

DE ORINAS Y SUS ABSORBANCIAS
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Determinacién espectrofotométrica de la
delta-amino-levulinico-deshidrasa (ALA-D)

La g-amino-levulinico-deshidrasa es una enzima eritrocitario que cataliza la con-
densacién de dos moléculas de dcido amino-levulinico (sustrato) para formar porfobi-
lingeno (producto):

: LA-
2[HOOC-(CH2)2 ~CO-CH NHZ]_...;..,COOH ~CHy=C————C-(CH, ) ,~COOH
acido d-aminolevulinico “
\ / g
NH —CH
2 H
porf'obilinégeno

PROPIEDADES: Es una enzima termoestable y tipicamente sulfhidrilica. Sen-
sible a agentes bloqueantes de grupos sulfhidrilo, como metales pesados: Pb, Hg y Cd.
Activacion por: calor, cisteina, glutatién, Zn, Cu, Aly otros. Es una enzima oligomé-
rico de peso molecular 280.000, formada por § subunidades similares, con un dtomo
de Zn por subunidad. Formacién de agregados moleculares que dan origen a especies
de pesos moleculares distintos en equilibrio, y su estructura minima funcional corres-
ponderia a Ia de un dimero de peso molecular 70.000.

Dichas propiedades han sido objeto de numerosos estudios, que han puesto en di--
vergencia su papel bioquimico, independiente de su funcién principal en la Biosin-
tesis del grupo hemo de transformar el ALA en PBG.

Por primera vez, Lichtman y Feldman (23), hace 25 afios, han puesto de manifies-
to la inhibici6n del enzima ALA-D por los metales pesados, y en concreto por el plo-
mo.

Sin embargo, en los tltimos afios, han aparecido varias publicaciones con resul-
tados contradictorios y que afirman que se produce un incremento de la actividad en-
zimatica del ALA-D, tanto en intoxicaciones agudas como croénicas, por Plomo, lo
mismo para el ser humano que para animales de experimentacion, e independiente-
mente de la via de entrada del t6xico; y en las condiciones metodolégicas en las que
se cuantifica el enzima, de una manera casi universal.

Esta sitnacién ha tenido gran influencia en la toxicologfa del plomo, y actualmen-
te, organismos de gran prestigio como la O.M.S., y el Center for Disease Control
(C.D.C.) americano, se han inclinado por las protoporfirinas eritrocitarias (PPE) o la
Zn-protoporfirina (Zn-PP) que, conjuntamente con la plumbemia, representan los dos
pardmetros de mayor utilidad a la hora de efectuar un diagndstico del saturnismo.
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CUANTIFICACION DE LA © - AMINOLEVULINICO DESHIDRASA

(Fig. 14)

Método Comereial (28)

Método C.E.E. (24)(25)(26)(27)

MUESTRA

MUESTRA @® BLANCO

0,1 ml. sangre
0,9 ml. Tritén X-100 (2%)

0,2ml. sangre
1,3 ml. agua destilada

0,2ml. sangre
1,3 ml. agua destilada

+ 0,5ml. ALA 0,02M % + Iml. ALA 0,01 M * + Iml. ATA-HgCl,
+ Iml. ALA
38°C Incubacién 60 min, 3rcC 37°C

1 ml. ATA 10% %

+ 1ml. ATA-HgCl, °¥

10 min. a2.000r.p.m.
Centrifugacién

Centrifugacién y filtracién

I ml. sobrenadante
I'ml. Ehrlich 1,8 % g

1'ml. sobrenadante
I'ml. Ehrlich2,5%

N 1 ml. sobrenadante
 1ml Ehrlich2,5 % s

10 min. en reposo

553nm. % Lectura de absorbancia 555nm, %
.0. A corregida
U.ALA-D/ml. = 15.000 | U/l1= —— 1882 = umoles ALA . min™! . litro RBC-!
Hto % Hto %
N
@® BLANCO -\- i # Valores Normales g

1,5ml. H,0 destilada
1,5ml. Ehrlich 1,8 %

Mét. C.E.E.
Plumbemia de 30— 60
Act. ALA-D: 32— 12

Mét. Comercial
(1084 300)

umoles PBG/10¢c.c.
deRBC
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Segtin nuestro criterio, si no todas, gran parte de las dudas que permitirian escla-
recer estas discrepancias tienen su origen en las deficiencias metodolégicas para la
cuantificacion de la actividad enzimdtica del ALA-D. En la figura 14 se exponen las
metodologias mas empleadas, basadas en la determinacién colorimétrica del profobi-
linégeno, en su relacién con el cromdgeno para-dimetil-amino-benzaldehido
(PDMAB).

A partir de estos antecedentes, hemos considerado de gran interés el realizar un
estudio de algunas variables que, segtin nuestro criterio, pueden influir de manera sig-
nificativa en la metodologia empleada, y consecuentemente en la interpretacién de los
resultados obtenidos.

VARIABLES ESTUDIADAS EN LA METODOLOGIA DEL ALA-D

— Tiempo transcurrido desde la extraccion de la sangre hasta su manipulacién.
— Hemolizante empleado.
Concentracion de sustrato (ALA).

Tiempo de centrifugacién.

— Tiempo de incubacién.

Adicién o no de cloruro de mercurio.

(%) Dichas variables han sido experimentadas con sangres «normales» y «patold-
gicas».

(*) El método aplicado ha sido el Comercial, en todas las ocasiones.

() El tiempo de manipulacién desde la extraccion hasta el procesamiento ha sido
siempre << 40 minutos.

Al estudiar la influencia del TIEMPO DE MANIPULACION (que hemos esti-
mado aquel transcurrido entre la extraccién sobre heparina como anticoagulante, y el
pipeteo de la sangre, para su procesamiento), se encuentra que, tanto para sangres nor-
males como patoldgicas, a partir de las 3 horas se producen descensos importantes de
la actividad. Ver figura 15. Por tanto, consideramos fundamental la realizacién de los
andlisis de las muestras lo més rdpidamente posible después de la extraccién y, en nin-
gin caso, superar las 3 horas.

Nuestros resultados confirman satisfactoriamente los deducidos por D. Prpic
(29), mientras que se diferencia sustancialmente de los aportados por el propio método
comercial, que considera que manteniendo la sangre a 4° C no se produce descenso en
la actividad enzimética hasta pasadas 24 horas. El método de la Comunidad Econémi-
ca Europea (C.E.E.) no contempla esta variable. Asimismo, no hemos encontrado va-
riacién significativa entre almacenar las muestras a 4° C y mantenerlas a temperatura
ambiente.

Para investigar la influencia que pudiera tener el HEMOLIZANTE se han proce-
sado varias series de una misma sangre, con los hemolizantes que se detallan en la fi-
gura 16. De los resultados obtenidos se deduce que el TRITON X-405 es €l que propor-
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INFLUENCIA DEL TIEMPO EN LA MEDIDA DE ALA-D

(Fig. 15)

(©) Sangre Normal (Plumbemia 23 ©g/100 ml.)
(®) Sangre Patolégica (Plumbemia 68 ©g/100 ml.)
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INFLUENCTA DEL HEMOLIZANTE EN LA DETERMINACION
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ciona mejores resuitados, no mostrando diferencias en cuanto a la concentracién em-
pleada, utilizando la del 5% en sucesivas investigaciones.

En cuanto a la Concentracion de SUSTRATO (ALA) empleada en la determi-
nacién del ALA-D y puesto que para poner de manifiesto la actividad enzimaética es
imprescindible operar en condiciones de saturacién, se han preparado dos series de
sangres normal y patolégica, a las que en el mismo volumen de 0,5 ml. se les han afia-
dido concentraciones de ALA de hasta 3 veces la empleada en el método comercial de
0,02 M. De los resultados obtenidos, se deduce que, si bien las diferencias de absor-
bancia no son muy apreciables, la disolucién que contiene ALA 0,04 M es la mis
idénea.

Otra de las variables a estudiar es el TIEMPO DE CENTRIFUGACION, en-
contrando de unos autores a otros gran variacién, sin evidente justificacién. Asf, para
el trabajo de Bonsignore (30), 1o fija en 10 minutos a 2.000 r.p.m. En nuestro estudio,
se han experimentado desde 5 a 25 minutos a 2.000 r.p.m. y en una misma sangre. De-
duciéndose de los resultados obtenidos que no existe variacién significativa en los va-
lores de absorbancia. Por ello, hemos elegido como tiempo 6ptimo de centrifugacion
el de 5 minutos.

Para referirnos al TIEMPQ DE INCUBACION, nos remitimos al razonamiento
de Nikkanen (31), de que el incremento de la actividad del ALA-D es lineal para perio-
dos de incubacién entre 15 y 90 minutos, recomendando como adecuado 1 hora a
37° C, al mismo tiempo que aconseja reducirlo a 30 min. para casos de chequeos previo
de screening, o de aumentarlo a 90 min., si se presume una intoxicacion manifiesta de
plomo.
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A la vista de los datos obtenidos en nuestras condiciones de trabajo, no se obtiene
ventaja alguna al operar con tiempos de incubacién mayores de 15minutos, tanto en
sangres normales como patolGgicas (figura 17).

En cuanto al DESPROTEINIZANTE utilizado para detener la reaccién ya he-
mos anunciado anteriormente la diferencia sustancial entre los dos métodos expuestos.

Para comprobar si la presencia del Hg influye 0 no en la absorbancia registrada,
se han preparado 2 series de sangre, una normal y otra patolégica que han sido analiza-
das siguiendo el método comercial, pero utilizando Acido-tricloro-acético (ATA) en
unas, y en otras ATA-HgCl,, obteniéndose descensos de absorbancia del 50% para
sangres normales y del 43% en el caso de las patolégicas, cuando se ha empleado el
cloruro de mercurio (HgCl,). Esto puede conducir a la aparicién de casos negativos
ciertos.

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LA DETERMINACION
ESPECTROFOTOMETRICA DE ALA-D

(Fig 17
a T (N) Sangre Normal w
2 (P) Sangre Patolégica /,’/
|
- |
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Hemos creido conveniente efectuar un estudio de calibracién con el producto a
medir: el PORFOBILINOGENO, verificando para ello el cumplimiento de la ley de
Beer. A partir del propio PBG puro se prepararon disoluciones acuosas de concentra-
ci6n variable, y representadas frente a las absorbancias obtenidas, nos permiten afir-
mar una buena linearidad para masas de profobilinégeno entre 1 y 30 ug, en nuestras
condiciones de trabajo.

Hallado el coeficiente de extincién molar para el complejo PBG-PDMAB, ha
sido el de 24.465 £ 2,900 litro/mol. cm., muy diferente al dado por Mauzerali (32) de
62.000 en muestras de orina y que sirve de partida en los métodos comentados.

Se comprobé la posibilidad de aplicar EL METODO DE ADICION a la deter-
minacién del porfobilinégeno en sangre, como medida de la actividad enzimdtica
del ALA-D, al igual que sc habia hecho con los indicadores plumbemia y pluniburia.

METODO DE ADICION PARA EL CALCULO DE LA ACTIVIDAD
"ENZIMATICA DEL ALA-D

Fig. 18
A (Fig. 18)
071
06
05+
04
03
X = 15,5, 0, = 9,75
Y =0,4;0,=0,15"
g Recta de regresién: X =60 .Y — 8,5
2 Coef. correl. Pearson: + 0,82

Il . - P

-10 -5 5 10 15 20 28 a0

M9 PBG( + 100 ul sangre normal )
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DETERMINACION DEL PORFOBILINOGENO

COMO MEDIDA DEL ALA-D.
(Fig. 19)
Absorbancia Absorbancia p-p.m.PBG p.p.m.PBG %PBG
Muestra fp P
sangre plasma total plasmitico  plasmatico
1 0,130 - 0,016 159,8 19,7 12,3
2 0,106 0,019 130,3 23,4 17,9
3 0,089 0,011 109.,4 13,5 12,4
4 0,098 0,013 120,5 16,0 13,3
5 0,114 0,017 140,2 20,9 14,9
6 0,143 0,013 175,8 16,0 9.0
7 0,176 0,014 216,4 17,2 7,9
8 0,151 0,014 185.,6 17,2 9,3

DIAGRAMA EN BARRAS DE LAS p-p.m. DEL PORFOBILINOGENQ
TOTAL Y DEL PLASMATICO

100 —+

S0 -
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A muestras de 100 ul. de sangre normal, se les adicionan cantidades de PBG
desde 5 a 30 ug, segtin figura 18, tomando como base dicha representacion se llega
que la concentracién de porfobilinégeno en la sangre analizada es de 90 p.p.m., calcu-
lada por el método de adicion; o bien, de 82 p.p.m. mediante el calibrado absoluto. Por
lo que se propone: «Un cambio en la metodologia para evaluar la actividad enzimatica
del ALA-D que se fundamente en el calibrado absoluto o método de adicién conocida
de porfobilinégeno, hemoizando con agua destilada, adicion de ALA 0,04 M, incuba-
cién a 37° C durante 60 minutos y metodologia similar al kit comercial, con blanco
paralelo.

Finalmente, y con el objeto de tener una idea de los valores NORMALES DE
PORFOBILINOGENO EN SANGRE Y PLASMA, en nuestras condiciones meto-
dolégicas y empleando calibracién absoluta, se han analizado 8 sangres y sus corres-
pondientes plasmas, de personas normales y por duplicado. Como puede observarse en
la figura 19, las concentraciones de PBG en sangre total varian entre 109,4 y 216,4
p.p.m., y las plasmdticas entre 13,5y 23,4 p.p.m., contribuyendo por tanto el PBG
plasmatico entre un 7,9 y 17,9%, sin que exista relacién alguna entre ambas.

Por ello es inadecuada la correccién que, respecto del hematrocito, se hace en la
cuantificacion del ALA-D tanto por el Método Comercial como por el adoptado por la
Comunidad Econémica Europea.
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