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ABREVIATURAS

ADH alcohol deshidrogenasa

ALA acido delta~-aminoglevulinico

ALA-D delta~aminolevulinico deshidratasa
ALA-S delta-aminolevulinico sintetasa
ALDH aldehido doshidrogenasa

ARNm acido ribonucleico mensajero

ATP adenosina trifosfato

COPRO coproporfirina

COPRO-OX coproporfirindgenc oxidasa
COPRQgeno coproporfirindgeno

DTT ditiotreitol

Fa-Q ferroquelatasa

GSH glutation reducido

GSSG glutation oxidado

HEMO—-0X hemo oxigenasa

HMiB hidroximetilbilano

MAT Metionina adenosil transferasa

MEQOS Sistema microsomal de oxidacién del estanol
NAD nicotinamida adenina dinucledtido

NADP nicotinamida adenina dinucledtide fosfato
PBG porfobilinégeno

PBG-D porfobilindgeno desaminasa

PCT porfiria cutanea tarda

PEL protoporfirina eritrocitaria libre

PPE protoporfirina eritrocitaria total

PROTO protoporfirina

PROTO-0OX protoporfirindégeno oxidasa
PROTOgeno protoporfirindgeno

S5AMe S~Adenosil-L-Metionina

URO uroporfirina

URO~-D uroporfirinégeno descarboxilasa
UROgeno uroporfirindgeno

ZPP zinc—-protoporfirina
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CAPITULO |.— PORFIRINAS Y HEMOPROTEINAS

lLas estructuras de tipo tetrapirrdlico (porfirinas vy
derivados) unidas a un nucleo metalico, se encuentran ampliamente
distribuidas en l1a biosfera (Smith 1975%). En mamiferos, las
porfirinas incluyen un Atomo de hierro y constituyen una
importante unidad funcional 1lamada grupo hemo (Figura 1),

HOOC » CH2 CHz» COOH

Figura 1.- Hemo (Ferroprotoporfirina 1X)

Existen numerosas proteinas que contienen hemo como grupo
prostético. Todas 18s células de mamiferos producen el suficiente
hemo necesario para satisfacer la produccidén de hemoprotefnas
involucradas en 1la respiracién celular (citocromos). Ademéds,
existen ciertos tejidos como el eritroide, higado y rifién, que
producen una mayor cantidad de hemo que 'desempefia funciones
especificas vitales en el metabolismo de mamiferos (Bottomley y
Muller-Eberhard 1988). Las funciones mas 1importantes de las
hemoproteinas se recogen en la Tabla 1,



Tabla 1.- PRINCIPALES HEMOPROTEINAS Y SU
FUNCION BIOLOGICA.

Hemeprotelina Beacclon quimica Eunclon bioldgica
Hemoglobina Unlén reverslblo con Transporie de oxige-
Mioglobina ol oxtgono no a los le]ldos
Cilocromos Transportie do oloc- Cadena rasplraloria
{b, cl.c. &y a3 ironoa
Cltocromo P-450 Manooxigaenaaidn Destoxlficacion
Cotalasad Reacclones con perd- Conversldn da perd-
Peroxidasns xldos xldos en agua
Triptolang plrroiasa  Oxidacion del Regulacion de la
lriptofano alnlesia del hemo

Las porfirinas son compuestos provenientes de oxidacidn de
Tos  porfirindégenos (Figura 2). Estos Ultimos son oS
intermediarios naturales de la sintesis del hemo y no las
porfirinas, excepcidn hecha de la protoporfirina IX, que actua
como sustrato en el Ultimo paso de la porfirinosintesis. Las
porfirinas, al contrario que los porfirindgenos, poseen dobles
enlaces conjugados y muestran intensa fluorescencia al ser
irradiadas con luz ultravioleta en la l1lamada "banda de Soret”
(400-410 nm, (Bloomer y Straka 1988).

H
C
Fe CH
C
Ha H
PORFIRINOGENO PORFIRINA

Figura 2,- Estructura del portirinégeno y de la porfirina



Todas las porfirinas tienen la misma estructura basica
compuesta por cuatro anillos pirrdlicos (A, B, C, D) unidos por
enlaces metilénicos. Las distintas porfirinas se diferencian en
la composicidén de las cadenas laterales unidas al anillo
aromatico central (Battersby y McDonald 19875). E1 grado de
hidrosolubilidad depende del numero de grupos carboxilo presentes
en sus cadenas laterales.



CAPITULO Il.—~ BIOSINTESIS DEL HEMO

La ruta metabdlica de 1a biosintesis del hemo aparece
esquematizada en la Figura 3.

Formacidn del Acido d—aminolevulinico (ALA}

La porfirinosintesis comienza en la mitocondria con la
condensacidén y posterior descarboxilacidn de una molécula de
succinil-CoA procedente del ciclo de los Acidos tricarboxilicos
y el aminoacido glicina (Bickers 1986) mediante la enzima &-
aminolevulinico sintetasa (EC. 2.3.1.37}) (ALA-S) que requiere la
presencia del cofactor piridoxal § fosfato, derivado de 1la
vitamina B8 (Kappas y cols. 19889).

Los andlisis en diferentes tejidos de la rata, confirman ia
existencia de dos genes distintos para el ALA-S: uno que Sse
expresa sdl1o en eritrocitos y localizado en el cromosoma X {Cox
y cols. 1990) y otro de distribucién ubicua localizado en el
cromosoma 3 (Sutherland y cols. 1988).

E1 ALA-S se sintetiza en el citoplasma. En higado, la
secuencia del ARNm codifica un precursor de 635 aminoAcidos
(Borthwick vy cols., 1985), que se asocia a otras proteifnas para
formar un agregado que seréd translocado a la mitocondria. En este
proceso, la enzima pierde un fragmento de 58 aminoacidos, paso
necesario para adquirir su definitiva capacidad catalitica en la
matriz mitocondrial (Grandchamp y Nordmann 1988).

E1 hemo controla la sintesis, transporte y actividad de!l
ALA-S por un mecanismo feedback negativo, constituyendo esta
enzima la 1lave de la regulacién de l1a sintesis del hemo (Battle
1986) evitando asf{ la innecesaria acumulacién de intermediarios
en la ruta,
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La actividad de l1a enzima se ha visto inducida por la accidn
de numerosas drogas {Granick 1966). Esta induccidn es bloqueada
por la presencia de carbohidratos (Canepa y cols. 1985), fendmeno
yva observado en otras enzimas y denominado "efecto glucosa’.

Formacion_ del porfobilindgeno (PBG)

La formacidn del monopirrol PBG se realiza a través de la
enzima citosdlica &-aminolevulinico deshidratasa (EC 4.2.1.24)
(ALA-D) por la asimétrica condensacidén de dos molécuias de ALA vy
con la eliminacion de dos moléculas de agua. Es una enzima
homooctomérica dependiente de zinc (Gibbs y Jordan 1981; Dent vy
cols. 1990).

Es unha oenzima muy sensible a la accidn de diversos
xenobidéticos, y por 6110, ha sido ampliamente estudiada en
toxicologia. Es bien conocida la accidén inhibitoria que sobre
ella ejerce ol etanol (McColl y cols. 1981) y los agentes
bloqueantes de 1l1os grupas sulfidrilicos como son Tos metales
pesados, que inhiben la actividad de 1a enzima en concentraciones
muy bajas (Moore 1986). Los agentes quelantes como el EDTA,
inactivan rédpidamente la enzima por su accidn secuestrante sobre
el zinc (Mitchell y cols. 1977).

E1 gen que codifica el ALA-D en humanos se ha localizado en
la banda 9434 del cromosoma 9 (Potluri y cols. 1887). Se ha
postulado la existencia de dos isoenzimas del ALA-D que serian
expresiéon de dos alelos comunes. Estas dos isoenzimas han sido
separadas (Battistuzzi y cols. 1981), y no presentan diferencias
en su capacidad catalitica en eritrocitos humanos.

Formacion de los Uroporfirindgenos I y IIX

La condensacién y posterior ciclacidén de cuatro moléculas de
porfobilindégeno para formar uroporfirindégeno III se realiza
mediante Ta accidn coordinada de dos enzimas: la Porfobilindgeno
Desaminasa (EC 4.3.1.8) (PBG~D), también 1lamada
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Hidroximetilbilano sintetasa, y 1a Uroporfirindgeno I1I
cosintetasa (EC 4.2.1.75) {(URO-CoS) (Figura 4).

La PBG-D es una enzima citosflica que cataliza la
polimerizacidén cabeza-cola de cuatro moléculas de PBG (Jordan vy
Berry, 1980) para formar un tetrapirrol octocarboxilico inestable
1Mamado hidroximetilbilano (HMB) que constituye a su vez el
sustrato de 1a URO-CoS, que cierra el anillo tetrapirrdlico en la
forma isomérica III. Inicialmente se pensd que estas dos enzimas
actuaban en un complejo Unico, pero se ha comprobado que actuan
secuencial e independientemente (Jordan y cols. 1986).

Se ha observado una ciclacidn no enzimatica del HMB que
origina el isdmerc I del uroporfirinégeno (Burton vy cols. 1979).
Este isomero no tiene significacidén bioldgica, aunque puede ser
metabolizado posteriormente, dando lTugar a le serie isomérica de
parfirindgenos I, que constituyen una "via muerta” metabdlica.

Los ocho grupos carboxilicos del UROgeno le confieren gran
hidrosolubilidad por 10 que se excreta casi exclusivamente por ia
orina (Enriquez de Salamanca y cols. 1982)

Las formas eritroide y no eritroide de l1a PBG-D difieren an
un péptido de 17 aminodcidos, situado en el extremo N-terminal
(Grandchamp vy cols. 1987). Estas formas molecularmente distintas
provienen de un unico gen que ha sido caracterizado en el
cromosoma 11 en humanos (Chretien y cols., 1988). La localizacidn
y secuenciacion del gen de la URO~CoS en el cromosoma 10, ha sido
realizado por Astrin y cols. (1991).

12
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Formacion _de los Coproporfirinégenos 1 y III

La 0ltima enzima citosdiica de la ruta, la Uroporfirindégeno
descarboxilasa (EC 4.1.1.37) (URO-D), descarboxila sucesivamente
las cuatro cadenas laterales de acido acético de los URQOgenos I
y ITII convirtiéndolos en Coproporfirinégenos I y ITI (COPROgenos
I v III). Los isomeros de la serie III (activos bioldgicamente),
se descarboxilan mas rapidamente que 1o0s bioldgicamente inactivos
isdmeros de la serie I (Figura 5).

Es una enzima termosensible y anaerdbica que es inhibida por
el oxigeno molecular. Presenta grupos sulfidrilicos en su centro
activo (De Verneuil y cols. 1983).

En este proceso se forman hepta-, hexa-—, penta-, vy
finalmente tetracarboxil por firindgenos. El primer pPaso
descarboxilativo es el méas rapido (Smith y Fancis 1981) y el
producto final de 1a enzima es un porfirindégeno tetracarboxilico,
g1 COPROgeno,

Existe una ruta alternativa en el metabolismo del UROgeno
IIT que es la 1lamada ruta de las isocoproporfirinas (Elder
1982). En esta ruta, el Pentageno III formado seglin hemos
descrito, podria actuar como sustrato de la siguiente enzima de
la ruta biosintética del hemo, l1a Coproporfirindgeno oxidasa
(COPRO-0X) , para formar Dehidroisocopropoerfirindgeno. Este
porfirindgeno podria ser metabolizado nuevamente por la URQ-D
formando Harderoporfirindgeno, con tres grupos carboxilicos.
Finalmente, la COPRO~-OX mitocondrial, mediante una descarbo-
xilacién oxidativa, 1o transformaria en Protoporfirinégeno
(PROTOgeno) .

Esta ruta no parece tener misidn fisioldgica, pero adquiere
gran relevancia en l1os casos de déficit congénito de Ta URO-D,
como es en la Porfiria Cutdnea Tarda (PCT). En esta enfermedad,
el dafio celular ocasionado, permitiria el trdnsito bidireccional
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de los sustratos a travées de la membrana mitocondrial. La
existencia de Isocopoporfirinas en heces, es caracteristica
propia de la PCT y de su modelo experimental (Elder 1971).

£1 ARNm que codifica el URO-D parece ser idéntico en todas
las estirpes celulares en humanos, y situado en la banda 1p34 del
brazo corto del cromosoma 1 (Romeo y cols. 1986). Recientemente
se ha propuesto la existencia en pacientes con PCT, de una
isoforma hepética de la URO-D distinta a la que se expresa en
eritrocitos o linfoblastos (Mukerji y Pimstone 1993), aunque tal
hipotesis no es mayoritariamente admitida,

Formacion del Protoporfirinogeno

La Coproporfirindégeno oxidasa (EC 1.3.3.3.) cataliza la
descarboxilacion y oxidacidon de dos cadenas propidnicas de 10s
anillos A y 8 del COPROgeno III. La reaccitén se produce en
presencia de oxigeno y se liberan en total dos moléculas de CO,
y 2 protones (Batlle y cols. 1965; Bogard y cols., 1989).

En una primera descarboxilacidn oxidativa, se forma un
porfirinégenc tricarboxilico, e1 HARDEROgeno, que posteriormente
sufre una nueva descarboxXilacidén para rendir Protoporfirindgeno
{PROTOgeno) (Yoshinaga y Sano 1980)

l.os dos grupos carboxilicos del PROTOgenc le confieren poca
solubilidad en agua, por 1o que es excretado exclusivamente por
via bilio~fecal (Moore y Dister 1985).

Esta enzima se encuentra en el espacio intermembrana de la
mitocondria, débilmente unida a 1a membrana interna (Elder vy
Evans 1878). Es altamente especifica por el COPROgeno III, sin
permitir la metabolizacidén del isdmero de tipo I.

E1 gen que codifica 1a COPRO~-OX humana ha sido localizado en
el cromosoma 9 (Grandchamp y cols. 1983).

16



Formacién de la Protoporfirina IX

E1 PROTOgeno atraviesa la membrana interna mitocondrial para
ser sustrato de la siguiente enzima de la ruta (Poulson 1978): la
Protoporfirindgeno oxidasa (PROTO-0X) (EC 1.3.3.4).

lL.La PROTO-OX se encuentra unida a Jla membrana ‘interna
mitocondrial (Ferreira y cols. 1988). Requiere la presencia de
oxigeno molecular como aceptor primario de electrones (Siepker y
cols. 1987). En la oxidacién, se liberan 6 adtomos de hidrdgeno.

Formacidén del qarupo Hemo

La ferroquelatasa o Hemo Sintetasa (Fe-Q) (EC 4.99.1.1),
inserta un 4tomo de hierro en 1a molécula de Protoporfirina IX,
Fe~-Q es una lipoproteina que se asienta en 1a membrana interna
mitocondrial y orientada hacia l1a matriz (Daily 1984),

Fe-Q se une en primer lugar al ién hierro férrico y lo
reduce a 1i16n ferroso, para posteriormente insertarlo en 1a
protoporfirina y formar €1 grupo hemo. Es una enzima muy Ppoco
especifica que puede utilizar otras porfirinas (mesoporfirinas,
deuteroporfirinas) como sustrato, as{ como otros metales
divalentes distintos del hierro como cobalto o zinc,

La estructura del gen de 1a ferroquelatasa y su localizaciodn

en el cromosoma 18 ha sido determinada por Taketani y cols.
(1892).

17



CAPITULO 11l.— REGULACION DE LA SINTES!S DEL HEMO

Regulacién_en higado y células no eritroides

La secuencia de reacciones enzimaticas en la sintesis del
hemo conllevan una pequefia acumulacidén y pérdida de los
respectivos sustratos. Esta pérdida estéd estimada en menos del
2.5% del ALA utilizado al comienzo de 1a porfirinosintesis (Elder
1982). Existen dos enzimas que tienen mucha menor actividad
catalitica relativa que el resto de las enzimas de la ruta, que
son 1a ALA-S y la PBG-D. La primera de ellas es la enzima clave
en la regulacién de la ruta, y la PBG-D es considerada como
segunda enzima limitante de la sintesis del hemo (Brodie y cols.
1977) .

Es generalmente aceptado gque los niveles intracelulares de
hemo son los responsables del control de la biosintesis del hemo
a través de su accién sobre la sintesis y transporte de la ALA-S
(De Matteis 1971; Muller-Eberhard y Vincent 1885).

Las concentraciones de hemo intracelular en condiciones
normales, mantienen inhibida 1a transcripcion del ALA-S
(Srivastava y cols. 1980). 8in embargo, se ha observado un
importante 1incremento en la cantidad de este ARNm en el higado
tras la administracidn de ciertas drogas (Srivastava y cols.
1988). La regulacién de 1a tasas de ALA~S a través del control de
su sintesis, es posible gracias a que esta enzima tiene una corta
vida media en el hepatocito (aproximadamente 70 minutos) (Tschudy
y cols, 1968).

Un posible sistema de control para 1a ALA-S hepatica aparéce
ilustrado en la figura 6. Este modelo se basa en la existencia
de un pool de hemo citoplédsmico y otro nuclear en permanente
equilibrio. La transcripcién del gen de la ALA~S estaria
reprimida por un complejo "hemo-proteina represora” que
interferiria en 1la unién del promotor con el factor de
transcripcidén. Cuando las tasas de hemo son bajas, esta represion

18



se desbloguea, May y cols. (1990) indican que las drogas
activadoras de la transcripcién de la ALA-S podrian actuar
directamente sobre este gen y también sobre el gen del citocromo
P450. De esta forma, la captacién de hemo del apocitocromo P450
para transformarse en su forma activa, el holocitocromo P450,
reduciria l1os niveles del pool de hemo.

También se ha comprobado que inhibe 1a sfntesis de la enzima
en la elongacién de la cadena peptidica (Yamamoto y cols. 1982) .,
Un segundo camino a través del cual el pool de hemo controla la
sintesis de ALA se manifiesta en su influencia en el transporte
de 1a ALA-S a la mitocondria. Este proceso es inhibido por la
administracién de hemo {Yamamoto y cols., 1881).

Figura 6.- Control de la blosintesis del hemo en higado
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E1 hemo no parece inhibir directamente la actividad de la
ALA-S tanto en la enzima purificada (Pirola y cols. 1984), como
en la mitocondria intacta (Wolfson y cols. 1973).

La concentracion citosdlica del pool de hemo libre se ha
estimado en 0.05~-0.1 pM. Esta magnitud se ha evaluado calculando
la concentracién de las hemoproteinas mas abundantes como el
citocromo P-450, la catalasa o el citocromo b;. Una estimacion
mids fina de este pool se puede hacer a través de la valoracion de
la actividad de 1a triptéfano pirrolasa (EC 1.13.11.11), primera
enzima del catabolismo del triptéfano. Esta hemoproteina, a
diferencia de las otras mencionadas, tiene una corta vida media
y una baja afinidad con el hemo (Badawy y cols. 1986).

En 1a regulacién del mantenimiento v degradacion del pool de
hemo, la enzima Hemo Oxigenasa (HEMO-0X) (EC 1.14.99.3) juega un
papel importante, como primera enzima del catabolismo del hemo.
En esta enzima, el hemo actia como cofactor y como sustrato
(Kikuchi y Yoshida 1983). Se ha comprobado que una acumulacidn de
hemo secundaria al uso de un inhibidor de 1la HEMO-OX, l1a 8&n-
protoporfirina, suprime la induccién de 1a ALA-S en la porfiria
experimental (Galbraith y cols, 1988).

Debido a l1a distinta localizacidn de las hemoproteinas en 1a
célula, Bonkowsky y cols. (1980) propusieron un modelo compliejo
de compartimentaliizacién del poof de hemo. Segin esta hipotesis,
el poof mitocondrial regularia la sintesis de 1a citocromo
oxidasa. E1 pool citosdlico reprimiria la sintesis vy el
transporte de 1a ALA-S y controlaria la actividad de la HEMO~-OX
y de la triptéfano pirrolasa., Finalmente, el poof microsomal
regularfa la actividad del sistema microsomal de la HEMO-OX. En
este sentido, Dwarki y cols. (1987) han comprobado una repuesta
diferencial entre el pool citosdlico, microsomal y nuclear frente
a la accidn téxica de distintos xenobidéticos.
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Regulacidén en células eritroides

l.a regulacion de la sintesis en eritrocitos, donde se
producen las mayores cantidades de hemo, no esta tan bien
definida como en células hepaticas. Las diferencias entre ambos
tejidos se pusieron de manifiesto al intentar reproducir en
eritrocitos los estudios previamente llevados a cabo en higado
(Sassa 1980). El1 tejido sanguineo estd sujeto a procesos de
diferenciacién y proliferacidén mediados por la accién de 1la
eritropoyetina y por los procesos de maduracion que acantecen en
los eritroblastos (Bottomley y Muller-Ebenhard 1988). Cox y cols.
(1990) diferenciaron fisicamente el gen de la ALA-S hepatica y
eritroide, existiendo una distinta regulacidn de 1la
transcripcion (May y cols. 1880),

Al contrario que en higado, la transcripcidn del gen de 1la
ALA~S no parece estar afectada por los niveles del producto final
de 1a ruta. Tampoco se ha podido demostrar que el hemo interfiera
en el transporte del ARNm de l1a ALA~S (Eiferink y cols. 1988). Se
ha sugerido la hipdtesis (Ponka y Schulman 19868) de que Jlas
enzimas de l1a porfirinosintesis se encuentren totalmente
expresadas en las células eritroides y no asi en los hepatocitos.
Estos mismos autores, indican también que 81 aporte de hierro por
parte de la transferrina es el factor regulador de 1la
porfirinosintesis en el tejido eritroide, activando la sintesis
de ALA-S en el proceso translacional. E1 hemo podria actuar
regulando la liberacién de hierro por parte de la transferrina
(May y Bawden 1989). Un esquema de la regulacién de la ALA-S en
eritrocitos aparece en la figura 7.

La accién de 1a eritropoyetina en céiulas de médula &sea de
mamiferos induce un aumento en la sfntesis de hemo (Krantz vy
cols., 1963). En los estudios de Beru y Goldwasser (1985), 1la
actividad de la PBG-D se incrementa 3,5 veces eh respuesta a la
accién de la eritropoyetina, mientras que la actividad de Ta ALA~
S, ALA-D o Fe~Q permanecen inalteradas, por lo que 1a PBG-D
parecia ser la enzima reguladora de 1a produccién de hemo en esta
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situacidén. Por el contrario, Houston y cols. (1983) han resaltado
la importancia de la Fe-Q como enzima limitante de la ruta
durante la eritropoyesis. En otro estudio, Abraham y cols. (1989)
demostraban el incremento de la actividad de la ALA-S y la PBG-D
como respuesta biolégica a la eritropoyetina.

Recientemente se ha propuesto (Labbe y Carlson 1883) que la
Zn-Protoporfirina (ZPP) podria formar parte del pool de hemo
regulador por su accién inhibitoria sobre 1la HEMO-OX. La
existencia de esta metaloenzima limitaria el catabolismo del hemo
en estados de deficiencias de hierro. Se han encontrado mayores
concentraciones de ZPP en neonatos que en adultos, lo cual podria
suponer una proteccién contra la toxicidad de la bilirrubina,
0ltimo producto del catabolismo del hemo.

Figura 7.- Contro! de la blosintesis del hemo en eritrocitos

Thiranslerrina; RYEreceplor de transtarrina;PR:protelna represora

Tomado de May y cola.

TI.Fe ~5 RTI ave Y

M
v,
\

) I

Endaoitosls

Tl-Fa >
. AT
i iy
-

- O

£

- _
ATI -

Fea Reprimsn la —

/ liberaoidn de Fe Hemo
A

---------

Ribosoma

22



CAPITULO IV.— TRANSTORNOS DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

RPueden ser de dos tipos: congénitos y adquiridos.

Transtornos congénitos (Porfirias)

Las porfirias son errores congénitos del metabolismo de las
porfirinas originados por }a hipoactividad de una de las enzimas
que intervienen en la ruta biosintética del hemo (Enriquez de
Salamanca 1985). Las distintas variedades de porfiria en relacidn
con el defecto enzimatico que originan, aparecen en la Tabla 2.

Tabla 2.~ Clasificacion de las porfirias

Variedad de Porfiria Enzima inhibida

Aguda de Doss ALA-D
Aguda intermitente PBG-D
congénita de Giinther URO-CoS
Cutanea tarda URO-D
Coproporfiria COPRO-0OX
Variegata PROTO-0X
Protoporfiria Fe-Q

Transtornos adguiridos

Antes de abordar este apartado, debe tenerse en cuenta que
Ta sintesis de porfirinas en sujetos normales no es uh proceso
estdtico sino sujeto a variaciones, como se observé en las
fluctuaciones de la sintesis del hemo durante el cicio menstrual
(McCo11 y cols., 1982). Se ha comprobado que la edad tiene un
efecto pronunciado sobre esta ruta metabdlica (Freedman 1987).

Existen una gran variedad de circunstancias (Tabla 3) que
desembocan en una sobreproduccién de porfirinas y su consiguiente
aparicién en cantidades incrementadas en orina (Enriquez de
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Salamanca 1988). Es 1importante subrayar el papel de Ja
colestasis, asociada o no a hepatopatia crénica, que disminuye la
eliminacién biliar de Coproprofirina y la aumenta en orina (De
Rover y cols. 1984; Guerra y cols. 1885).

Tabla 3.- CIRCUNSTANCIAS ASOCIADAS A SOBREPRO-
DUCCION DE PORFIRINAS O DE SUS PRECURSORES

« Enfermedades hematoldglcas: anemias, leucemias y
linfomas.

+ Enfermedades hepatobiliares: hepatltis cronica e
Infecclosa, hepatopatia etllica, colestasls, insuti-
clencla renal crénica

+ Intoxlcaciones: policlorinedos, meteles pesados,
analgésicos, hipnéticos, alcohol,

+ Enfermedades metabdlicas: dlabetes mellitus, tirosine-
mia hereditaria.

« Otras: embarazo, ayuno, mononucleosis etc..

se han estudiado los efectos que numerosos metales ejercen
sobre la porfirinosintesis (Tephly y cols, 1977). No existe un
mecanismo téxico comin para ellos, ni siguiera para un mismo
metal, ya que puede depender de 1la forma quimica en que s
encuentre {(Kappas y Drummond 1884). Se ha comprobado que el
aluminio y selenio aumentan la actividad de Ta ALA-S (Maines V¥
Kappas 1976). La administracién oral de sulfato de zinc a sujetos
normales incrementdé la actividad de la ALA-D en los estudios de
Abdulla y Svensson (1979). Sin embargo, Meredith y Moore (1980)
y Guerra (1990) observaron este efecto pero en magnitudes muy
pequefias y con escasa significacion. Se observa también, gue e)
cadmio en bajas concentraciones, activa a la ALA-~D eritrocitaria
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(Davis y Avram 1978) y la deprime a altas concentraciones.

Se comprobé que ciertos metales pesados inducen la actividad
de la hemooxigenasa y reducen la concentracion de citocromo P-450
en animales y cultivos celulares (Eaton y cols. 1980). Los
transtornos ocasionados por el alcohol y el plomo sobre la

sintesis del hemo (Moore 1991) serén estudiados en los proximos
capitulos de esta introduccion.
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CAPITULO V.- ETANOL
Metabolismo

E1l etanol es una sustancia polar, miscible en cualquier
proporcién con el agua y que, por su pequefio tamafio, atraviesa

Jas membranas celulares por simple difusidn (Geokas y cols.
1981).

E1 etanol, una vez absorbido, 1lega al hfgado por via
portal, donde es degradado por oxidacién en un 90% gracias a Tos
sistemas enzimaticos que este 6rganc dispone para tal fin.
Existen tres vias metabdlicas fundamentales en el higado para la
oxidacién del etanol (Lieber 1885) (Figura 8):

1.- Via de 1a ALCOHOL-DESHIDROGENASA (ADH), ubicada

en el citosol.
2.~ Via del SISTEMA MICROSOMAL DE OXIDACION DEL

ETANOL (MEOS) localizada en el retfculo endoplasmico.
3.~ Via de la CATALASA, situada en los peroxisomas,

1.~ La via de la ADH constituye la principal ruta metabélica
hepatica para la oxidacién del etanol (Bosron y Li 1987). EI
hidrégeno en esta reaccidén, es transferido al cofactor NAD que
queda reducido. La ADH tiene una K, muy baja para el etanol (0.2
a 2 mmol), por lo que este sistema funciona a bajas
concentraciones del toxico. La reaccidn enzimatica queda
esquematizada como sigue:

ADH
CH; CH; OH + NADHY oo i e o e > CHy CHO + NADH + H’

2,- Lane y Lieber (1966) observaron una proliferacion de
membranas microsomales hepéticas asociadas a un oconsumo
prolongado de etanol, y sugirieron la posibilidad de que
existiera un sistema de oxidacién inducible del etanol., Este
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sistema, dependiente de citocromo P-450, es conocido como MEOS
("Microsomal oethanol oxidizing system”) vy es el segundo
compartimento del hepatocito capaz de oxidar el etanol.

1 MEOS transforma el alcohol en acetaldehido mediante un
sistema dependiente de NADPH, segun la siguiente reaccidn:

CHy CHp OH 4+ NADPH + H' + Oj =-—=m=———- > CH,CHO + NADP' + 2H,0

E1 MEOS tiene una K, relativamente alta para el etanol (8 a
10 mmol) comparada con la de la ADH., Asi, la ADH es la
responsable de la oxidacion de la mayor parte del etanol cuando
6sto se presenta en niveles bajos, pero no necesariamente a altas
tasas del téxico o durante la ingesta prolongada de etancl, dada
la inducibilidad del MEOS (Lieber 1988a).

Ohnisi y Lieber (1977) demostraron la induccion de un solo
P-~450 tras la administracion prolongada de atanal,
Posteriormente, Nebert y cols. (1991) 1lamaron P-4502E1 a este
citocromo inducible. Recientes estudios han confirmado que Ta
zona perivenular del 16bulo hepadtico es la primera en mostrar los
signos de 1la toxicidad del alcohol, precisamente donde la
induccién del MEOS es méaxima (Tsutsumi y cols. 1989) vy donde el
contenido celular de glutatién, tripéptido involucrado en
procesos de defensa celular, es menor (Smith y cols. 1979).

3.- E1 sistema peroxisomal de las catalasas tiene la
capacidad {n vdiitro de oxidar el alcohol etfilico en presencia de
un sistema generador de agua oxigenada (H0,), segln las
reacciones:

NADPH Oxidasa
a)  NADPH + H' # Qp =r=mm—mmmemme s e > NADP* + H, O,

H202 + CHa CHQ OH  —mmmmm e bt s o > CHS CHO
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Xantin-Oxidasa
) HIPOXANTINA + Hy0p 4+ 0p ==m—memcmme e e > XANTINA + H, O,

CATALASA
H,0p + CHy CHy OH ==mmmm o > 2H,0 + CH, CHO

En la reaccién a) el sistema NADPH-oxidasa genera la
suficiente cantidad de H,0, para que por la actividad de la
catalasa sea oxidado el etanol y convertido en acetaldehido.

En la reaccién b), la formacién de H,0, se debe a la actividad de
1la enzima xantin-oxidasa,

La importancia de este tercer sistema en animales es adn
objeto de debate (Abbodanza y cols. 1988), mientras que se
desconoce €1 papel que tiene en los humanos (Lieber 1890} .
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LV acetaldehido, compuesto derivado de la oxidacion del
ptanol, es metabolizado por el sistema enzimatico de l1a aldehido
deshidrogenasa (ALDH), enzima NAD-dependiente para rendir
acetato. Lsta reaccién tiene lTugar exclusivamente en la
mitocondria {(Cronholm 1986).

CHy CHO + NAD' = m e > CHy COOH + NADH + H*

Hepatotoxicidad

1 abuso del alcohol etilico se ha mostrado como un factor
capaz de promover alteraciones estructurales y funcionales
extondidas a todos los sistemas del organismo, y dentro de ellios,
fundamentaimente en ol higado (Schiller 1991). Tradicionalmente,
los des6rdencs metabdlicos descritos en el higado han sido
atribuidos a las deficiencias nutricionales que acompafian al
alcoholismo (Lieber 1988b). Sin embargo, estudios 1levados a cabo
on las tres Gltimas décadas implican al alcohol como factor
etioldgico directo de la hepatopatfa alcohdlica como ya
sugirieron Lieber y cols. en 1965,

E1 aetanol, a diferencia de otras fuentes importantes de
energia, no se puede metabolizar ni almacenar en grade alguno en
los tejidos periféricos. Esta relativa especificidad del alcohol
por su oxidacién en el higado, somete al hepatocito a una
sobrecarga funcional que produce los desequilibrios metabdlicos
hepaticos propios de la enfermedad alcohdlica (Figura 9) {(Lieber
1991a).

ta oxidacion del etanol aumenta la sintesis de NADH y la
relacién NADH/NAD, fundamentalmente por la accidn de 1a ADH. Esta
situacion afecta a todas las deshidrogenasas NAD*-dependientes de
Ta célula hepatica (Baranyai y Blum 1989), afectando gravemente
o] metabolismo intermediario. En estas circunstancias, se produce
una inhibicién de 1a gluconeogéneis por una intensa conversion
del piruvato en lactato, originandose hiperiactacidemia (Lieber
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Figura 9.- Influencia del alcohol en el metabolismo hepatico.
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1991b). E1 aumento de lactato estimula la colagenizacién por la
estimulacion de la prolinhidroxilasa hepatica (Feinman y Lieber
1972) .

Cuando existe un abuso en el consumo de etanol, parte del
axceso de los equivalentes de reduccidén son lanzados al interior
de la mitocondria mediante la lanzadera malato-aspartato. Estos
agquivalentes sustituyen a 1os del ¢iclo del acido citrico, fuente
de ' habitual para la cadena electrénica mitocondrial, 1o que
implica, a su vez, una menhor oxidacidn de acidos grasos, fendmeno
relacionado con la génesis del higado graso (Lieber 1988a). Por
otra parte, el aumento de NADPH estimula la sintesis hepéatica de
Acidos grasos desde acetil-CoA (Gordon 1972).

Las reacciones oxidativas que tienen Jlugar en el MEOS
raquieren oxigeno y NADPH, mientras que las vehiculadas por la
via de 1a ADH requieren NAD y generan NADH, que se reoxida por su
acoplamiento a 1a fosforilacién oxidativa. E1 etanol al oxidarse
origina un alto consumo de oxigeno (Trémolidres y Carré 1961), V¥
genera un alto gasto de enesrgia en parte por el aumento de la
actividad de la ATPasa y también por su estimulacién del
catabolismo proteico.

£1 acetaldehido, metabolito producido como consecuencia de
1a oxidacién del etanol, es un compuesto muy toxico y de alta
reactividad. Tiene la capacidad de unirse a proteinas plasmatiocas
vy de membrana formando agregados neocantigénicos (Lin y cols.
1989). En 8l consumo crénico de etanol, se provoca una
disminucion de 1a oxldacién mitocondrial de acetaldehido,
acumulédndose este metabolito, que produce dafios en las membranas
celulares y subcelulares (Brunt 1988), asf como produccidn de
peroxidacion lipidica (Dianzani 1985) con alteracion del sistema
de glutatién (Fernéndez-Checa 1989). También, desplaza al
piridoxal fosfato en su unién con protefnas, 1o gque conduce a la
degradacién de 1a vitamina By (Veitch y cols. 1975). Actualimente,
o1 acataldehido es considerado como el factor tdéxico iniciador de
las lesiones hepéticas.
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Lfecto sobre Ta porfirinosintesis

L.a administracién crénica de etanol induce la sintesis de
una hemoproteina, el citocromo P-4502E1 (Ohnisi vy Lieber. 1977);
por otro lado, la ingesta etilica crénica se suele acompafiar de
una  axcrecion urinaria aumentada de porfirinas (Orten y cols.
1963), 1o cual pone de manifiesto que la biosintesis del hemo es
una ruta diana para la toxicidad del etanol.

1 etanol causa notables alteraciones en la actividad de
varias enzimas do la porfirinosintesis (Figura 10). E1 aumento
del cociente NADH/NAD hepatocelular incrementa la ruta del
fumarico a succinico, aumentando asi la concentracién de uno de
los sustratos del ALA~S (Labbe y cols. 1970). La actividad de
osta enzima aparece incrementada en higado de rata crénicamente
alecohdlica (Badawy y c¢ols. 1989). Li y cols. (1989) no
encontraron diferencias en las actividades hepaticas de la COPRO-
OX, PROTO-OX y Fe~Q en pacientes alcohdlicos y sujetos sanos. Sin
embargo, la actividad hepéAtica de 1a URO~D sf se mostrd deprimida
en ratas alcohdélicas (Doss y cols. 1881),

Por otra parte, la actividad de la ALA~D disminuye en
hematies (McColl y cols. 19881) y en higado (Kondo y cols. 1983},
probablemente debido a 1a accidn téxica del acetaldehido (Solomon
y Crouch 1990). Sieg y colis. (1991) han propuesto la actividad
oritrocitaria de esta enzima como marcador de la intoxicacidn
alcohdlica,

McColl y cols. (1980) encontraron cambios acusados en la
actividad de seis enzimas de la biosintesis del hemo en
aritrocitos tras la administracién aguda de etanol a voluntarios.
La actividad de la ALA-S y de la PBG-D aparecia incrementada,
mientras que el resto de l1as enzimas aparecfan deprimidas (ALA-D,
URO-D, COPRO-OX y Fe-Q). Estudiando las mismas enzimas en
pacientes alcohdlicos cronicos, McColl y cols.(1981) observaron
un incremento de 1a actividad en la ALA-S y un descenso enh la
ALA-D vy la URO-D. 8in embargo, todas estas enzimas retornaban a
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una actividad normal despuds de veinte dias de abstinencia de
atanol .

Figura 10.~ Efecto del etanol sobre la sintesis del hemo
Tomado de Bleg y cols.
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CAPITULO VI.— PLOMO
tpidemiologia de la intoxicacion plumbica

1 plomo es un metal pesado de aspecto azulado brillante
qque, dadas sus propiedades para la industria, se encuentra
ampliamente distribuido en e1 medio ambiente (World Health
Organization 1989)., Su toxicidad es conocida desde muy antiguo,
y existen mas de un centenar de actividades industriales que
implican riesgo de exposicién al metal: fundicidon de plomo,
fabricas de baterfas y de pinturas, empleados de gasolineras,
soldaduras y un largo etcétera en funcién de la gran ubicuidad de
la aplicacion industrial del plomo (Thacker y cols. 1987; Goldman
vy ¢ols. 1987; Sun y cols. 19892). Flegal y Smith (1992) han
estimado que la plumbemia media en la sociedad de la época
preindustrial era entre 50 y 200 veces menor que los mas bajos
niveles de plomo actualmente detectados en individuos de las més
agrestes zonas del planeta.

Se han observado también casos de intoxicacidn accidental
por plomo contenido en vasijas vitrificadas (Herndndez y cols.
1987) y en herofna contaminada (Parras y cols. 1987). 8ills vy
cols., (1991), consideran que los alimentos, especiaimente Tos
enlatados, constituyen la principal via de intoxicacidén en la
poblacién adulta.

La presencia de plomo en el aire proviene fundamentalmente
de la combustién de gasolinas plomadas y de la accién de las
fundiciones. E1 umbral de la concentracidén de plomo inocua para
1a salud ha sido fijado en 1.5 pg/m? de aire como media durante
90 dias {Gerson 1990). E1 plomo proveniente de pinturas plomadas
pusde adherirse a las motas de polvo del aire y constituir una
importante via de intoxicacidn pedidtrica dentro de las casas
(Charney y cols. 1983).

La poblacién dinfantil a través de su actividad
exploratoria oral y su juego cotidiano, presenta grandes
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posibilidades de contacto con el metal téxico. Ademas, los nifos
absorben aproximadamente el 50% de) plomo ingerido, frente al B-
10% de los adultos (Alperstein y cols. 1991)., También se han
descrito intoxicaciones tras la adicién de agua contaminada con
plomo a biberones o por la coccidn de preparados infantiles en
utensilios de ceramica (Shannon y Graef 1992},

Particular importancia han cobrado los trabajos realizados
en 1os Ultimos afios en Norteamérica, Reino Unido y Australia, que
refacionan bajos niveles de exposicidn al plomo en nifios (entre
10-25 pg/dL de sangre) con malos resultados en los test de
coeficiente intelectual y con trastornos en ol comportamiento
escolar (Baghurst vy cols. 1992; Fulton y cols. 1987).

En un estudio retrospectivo, Needleman y cols. {1990)
constataron que las deficiencias cognitivas observadas entre 1975
y 1978 en niffios con niveles de plomo relativamente bajos,
persistian 11 afos despuds en la juventud, en relacidén con
Jovenes que no mostraban exposicién al metal, Bellinger vy cols.
(1987) comprobaron que plumbemias incluso inferiores a 25 Hg/dL
en madres embarazadas, afectaban el posterior desarrollo
cognitivo del recién nacido.

Aunque es generalmente aceptada la inversa relacién entre
inteligencia y niveles de plomo, Thacker y cols, (1992) detectan
inconsistencias en el método seguido en estos trabajos, mientras
otros estudios no han encontrado esta relacidn con las mismas
concentraciones de plomo (Harvey y cols. 1984). Un factor a
considerar es la deteccidn de deficiencias de hierro en un 88% de
nifios con tasas moderadamente altas de plomo (Yip y cols. 1881),
Este factor se ha mostrado penr 4e como perturbador del
comportamiento y del desarrollo mental en ta infancia (Walter y
cols. 1983). Tras haberse constatado recientemente que el plomo
puede inducir efectos nocivos incluso ante muy Dbajas
concentraciones, Tas tasas de plumbemia consideradas hasta hace
poco como seguras, han sido modificadas. El Centro de Control de
Enfermedades de los Estados Unidos de América (Center for Disease
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Control, CDC) propuso la utilizacién de la protaporfirina
eritrocitaria (PPE)- también medida como zinc-protoporfirina
(ZPP) en hematofluorimetros—- como test rapido de deteccién de la
intoxicacion. Este mismo centro ha rebajado en 1991 el nivel de
plumbemia inocuo para la salud en nifos desde 25 Hg/01 a 10 ug/D1
(Ernhart 1992)., En un reciente editorial, Sayre (1992) se ha
mostrado en desacuerdo con esta rebaja por el alto coste que
implica, ya que el 40% de los nifocs de EE.UU presentarian tasas
de plomo consideradas como perjudiciales para la salud (Rosen
1992).

Los estudios poblacionales 1levados a cabo utilizando ZPP
como test rapido (Zwennis y cols. 1990; Parsons y cols. 1991) han
puesto de manifiesto la utilidad de este parametro en la
deteccion del saturnismo subclinico ante plumbemias superiores a
26 pg/D1. Sin embargo, Turk vy cols. (1992) a la vista de las
nuevas normativas, califican el test de 1a ZPP como insensible y
proponen encaminar los esfuerzos de ta administracién a promover
la medicidén directa de plomo en sangre como test discriminativo.

Distribucion del plomo_en_el organismo

Inicialmente, la mayorfa del plomo absorbido se acumula en
los eritrocitos, ligdndose a 1a hemoglobina v a otras protefnas.
Existe una lenta transferencia de! plomo desde la sangre a otros
tejidos blandos y finalmente al hueso. La carga de plomo corporal
se distribuye asi en un modelo tricompartimental, tal y como
demostrd Rabinowitz y cols (1973). Estudios de autopsias han
demostrado que el 90-95% de Tla carga corporal de plomo se
encuentra en el hueso y en los dientes (Gerson 1990).

E1 tejido 6seo parece tener dos reservorios de plomo: uno
itherte y con una vida media de décadas y otro 14bil e
intercambiable con la sangre. Esta circunstancia permite 1la
posibilidad de que el saturnismo sea una entidad posible afos
después de la exposicidén al metal (Gonzdlez y cols. 1990). En
este sentido, la medicidén de la plumburia provocada mediante la
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administracion de un quelante (EDTA disédico calcico) {(Cory-—
Sletcha y cols. 1987), la fluorescencia Gsea de rayos—x (Price y
cols. 1992) o Ta medicién de plomo en biopsias de huesos
(Sanchez-Fructuoso vy cols 1992), han mostrado su aficacia en la
medicidén de l1a carga corporal de plomo.

Toxicidad

Muchos de los rasgos clinicos de la intoxicacion plumbica
derivan de los evidentes efectos que el plomo ejerce sobre la
sintesis del hemo y que conducen, en 10S casos mas manifiestos,
a la aparicidén de anemia. Estos efectos traen consigo el
incremento de los niveles de ALA en plasma y orina por Ja
inhibicidn de la enzima ALA-D y una actividad incrementada de 1a
ALA-S. También se observa un incremento de Ja coptroporfirinuria
y de la tasa de protoporfirina eritrocitaria (PPE) (Moore 1986).
El efecto del plomo sobre Tas enzimas COPRO-OX y Fe-Q sigue
siendo objeto de discusién (Rossi y cols. 1990;: Labbe 1990) .

La accion inhibitoria del plomo sobre la ALA-D ha sido
ampliamente registrada en 1a 1iteratura cient{fica y observada en
grado variable en 1a mayorfa de los tejidos, inclufdo el nervioso
(Moore 1991). La actividad eritrocitaria de esta enzima es
utilizada en l1a deteccién precoz del saturnismo (Hueso y cols,
1989), al ser su inactivacién patente ante tasas de plumbemia
observadas en 1a poblacidén general urbana sin riesge de
exposicidn al metal (Hernberg y Nikkanen 1970). La enzima resulta
inhibida al quedar desplazado el zinc por el plomo, que forma un
puente con dos grupos -SH adyacentes (Dent y cols. 1890).

Fujita vy cols. {1981) utilizaron la técnica de
radioinmunoensayo para medir la cantidad de la enzima ALA-D
presente en eritrocitos tras 1a administracién de plomo.
Comprobaron que la sintesis de Ta enzima se encontraba
incramentada, sin existir aumento del nlmero de reticulocitos,
Por otra parte, Wetmur y cols, (1991) sugieren una
subceptibilidad genética de las dos isoenzimas descritas para la
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ALA-D que son expresidén de dos alelos comunes (ALA-D' y ALA-D?)
en la intoxicacién por plomo. Proponen que la sustituciédn de un
residuo de lisina por otro de asparragina alteraria la estructura
cuaternaria de la enzima, incrementando su afinidad por el plomo.

E1 resultado inmediato de la inhibicidn de 1a actividad de
ta ALA-D, es la acumulacidén de ALA, cuya aparicidn en orina
aparece incrementada (Tomokuni y cols. 1991). Sin embargo, el
mismo grupo investigador (Tomokuni y Ichiba 1990) comprobd en
ratones, que un pretratamiento con una dosis unica
intraperitoneal de plomo, reducia la excrecidn incrementada de
ALA tras una nueva exposicion al metal. Este hecho indica que la
acumulacioén de ALA en orina podria normalizarse en la
intoxicacidn crénica,

E1 incremento de la coproporfirinuria es una respuesta mas
retardada on el saturnismo (Omae y cols., 198B), y tradicional-
mente se ha asociado con un déficit adquirido de 1a COPRO-0X. Sin
embargo, existen pocos estudios en relacidn con la inhibicién de
osta enzima mitocondrial. Batlle y cols (1965} estudiaron la
actividad n vditro de la COPRO-OX hepdtica y sélo obtuvieron una
inhibicidn del 20% con una concentracidn comparativamente grande
de piomo. Rossi y cols. (1890) no han encontrado deficiencia
enzimatica de Ta COPRO-OX eh linfocitos de trabajadores expuestos
al plomo, y sugieren que la elevada excrecién de coproporfirina
en el saturnismo puede deberse a la afinidad del plomo a
cdopositarse en las mitocondrias de Jlas c¢élulas renales,
interfiriendo en 1 transporte del coproporfirinégeno desde e
citosol al espacio intermembrana, lugar donde se ubica la COPRO-
OX (Fowler y cols. 1980).

Con un razonamiento similar, el incremento en la tasa de ZPP
en la eaxposicion al plomo ha sido relacionada con una inhibicién
de la Fe-Q tal y coma describieron Campbell y cols. (1977) en el
mismo trabajo en el que refirieron la inhibicion de 1a COPRO-OX
mencionada anteriormente. Rogan y cols. (1886) incluso estimaban
la inhibicién en el Ultimo paso de Ta porfirinosintesis en razén

38



al aumento objetivado de la ZPP, Sin embargo, recientes estudios
(Rossi y cols. 1980) favorecen la hipétesis de una inhibicisén de
la NADH-ferricianida reductasa, enzima que permite la
indispensable reduccién del hierro al estado ferroso para su
utilizacion por 1a Fe-Q. En esta situacién, la inespecifica Fe-Q
incluiria el zinc como sustrato alternativo en el anillo
porfirinico, con el consiguiente aumento de la concentracion de
ZPP en el hematie.

En condiciones fisiolégicas existe en el hematie una mayor
concentracion de ZPP que de protoporfirina l1ibre (PEL). En 1la
anemia ferropénica, se da una circunstancia similar a 1la
observada en la intoxicacidén por plomo, al aumentar Ja
concentracion de ZPP, constituyéndose éste pardmetro como un
indicador de deficiencia de Fe (Labbé 1990). También en la
protoporfiria eritropoyética se produce un aumento global de PE:
en este caso, el zinc no es capaz de quelar la gran concentracién
de PE acumulada, por 1o que la fraccién libre (no unida al zinc)
aparece como mayoritaria (Figura 11). Schwartz y cols. (1880)
demostraron que en la intoxicacién aguda por plomo en conejos se
producia un aumento 1inicial de 1a fraccidén 1ibre de 1a
protoporfirina, seguida de la aparicién de la forma quelada.
Recientemente, Sassaroli y ocols. (1992) han desarrollado un
método citométrico de fluorescencia en el que determinan una
diferente distribucidén celular de la ZPP en pacientes expuestos
a la accidn del plomo v en sujetos sanos,

La actividad catalitica de 1l1a ALA-S hepética, enzima
reguladora de la ruta biosintética del hemo, aparece incrementada
en la exposicidén aguda al plomo (Cdnepa v cols. 1990; Maxwell y
Meyer 1976) probablemente por una disminufda formacidn de hemo
que actuarfa como inductor de esta enzima. E1 marcado incremento
de la actividad de 1a HEMO-OX inducido por el plomo (Moore 1988),
reduciria los niveles de hemo contribuyendo asi a la activacidén
de la ALA-S,
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Figura 11.- Distribucién de la Zn-Protoporfirina (ZPP)
y de la Protoporfirina libre (PEL) en diferentes estados,
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l.a activacidn de 1la ALA-S hepatica en 1la exposicién
prolongada del metal es mas incierta, pues Tomokuni y cols,
(1991) no evidencian alteracion de esta enzima tras 14 dias de
tratamiento con dosis moderadas de plomo en &1 agua de bebida.
Por su parte, Moore y cols., (1975) no detectaron cambiocs en su
actividad en la intoxicacidn crénica. Los ya mencionados Maxwell
y Meyer (1976) comprobaron que pequefias dosis de plomo, aunque
s61o incrementan ligeramente la actividad de l1a ALA-S, elevan
considerablemente la sensibilidad de esta enzima para su
induccidén por farmacos tales como el fenobarbital.

E1 citocromo P-450 es una hemoprotefna oxidasa terminal del
sistema microsomal hepédtico cuya actividad se ve severamente
reducida en l1a intoxicacidén aguda por plomo (Hjelle y cols. 1982
Alvares y cols., 1975), Este efecto se debe a que el plomo altera
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directamente los grupos -SH relacionados con la funcidén de
transferencia de electrones del cit P450, Sin embargo, en 1la
intoxicacidn crénica no se ha podido objetivar este descenso. Por
otra parte, existe un buen numero de toxicos y farmacos que
inducen la actividad del cit P450. La administraci6n conjunta de
fenobarbital y plomo {Maxwell y Meyer 1972: HMjeller y cols. 1982)
redujo la incrementada actividad del cit P~450 observada con la
administracién aislada de fenobarbital.

Rosen y cols. (1980) comprobaron que concentraciones de
plomo en sangre entre 15-20 ug/dL reducifan los niveles de 1la
forma activa de la vitamina D interfiriendo en la actividad de la
1,25 dihidroxicolecalciferol L-hidroxilasa. Esta finterferencia
podria tener Tugar también en la sintesis del hemo, va que esta
enzima es un complejo del citocromo P450. En otros estudios,
Hernberg y cols. (1967) estudiaron coémo una plumbemia de 20 pg/dL
0 superior, inhibe la actividad de l1a ATPasa sodio-potasio e
interfiere en la respiracion celular, desacoplando la
fosforilacion oxidativa (Holtzman y Shen-Shu 1976),

E1 ALA acumulado tras 1a inhibicidn de la ALA-D, compite en
el cerebro por los receptores del Acido gamma~-aminobutirico
(GABA) debido a su gran similitud estructural,. Esta circunstancia
puede ser la causante del excitable comportamiento observado en
la intoxicacién saturnina (Brennan y Cantril)l 1979). Otros
estudios (lLester y cols, 1986), han sugerido que el plomo
interfiere con los procesos neuronales calcio-dependientes que
regulan la liberacidén de ciertos neurotransmisores.

Otro indicador de cambio neuronal asociado con el déficit de
hemo, es la severa 1inhibicidn que sufre 1a hemoproteina
triptéfano pirrolasa. Su sustrato, el triptéfano, toma caminos
metabdlicos alternativos para rendir serotonina, melatonina vy
dcido 5~0H 1indolacético que conducen a las manifestaciones
neuronales tipicas del saturnismo, similares a las observadas en
la porfiria aguda intermitente (Moore 1986).
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E1 efecto del plomo sobre Jla concentracién hepatica de
glutatidon reducido (GSH) fue estudiado por Battle y cols. {19886);
en sus trabajos constataron disminuidas concentraciones de GSH
tras la intoxicacién por plomo aguda o cronica. Por el contrario,
Corongiu y Milia (1982) observaron un aumento de los depdsitos
hepaticos de este tripéptido tras la administracion crénica de
nitrato de plomo a ratas. Kewata y Suzuki (1983) observaron
contenidos reducidos de GSH hepético tras la administraciédn aguda
de cadmio, zinc o cobre y explicaron este fenémeno por una mayor
utilizacidén de la cisteina, aminodcido utilizado en la sintesis
de la metalotioneina, proteina inducible que se une a metales
toxicos reduciendo su toxicidad. Goering y Fowler (1887)
observaron que un pretratamiento con zinc o cadmio en ratas,
provocaba un aumento de las Cd,Zn-metalotioneinas que atenuaron
8l efecto n vditro del plomo sobre el ALA-D.

Existen suficientes evidencias que relacionan la
impregnaciodn por plomo en el organismo con la aparicion de una
nefropatia progresiva (Staessen y cols. 1992) que generalmente
cursa con hipertensién y/o hiperuricemia. Batuman y cols. (1983)
estudiaron 27 pacientes hipertensos con insuficiencia renal vy
encontraron en 18 de ollos elevadas tasas de plumburia provocada
tras la administracitn de EDTA disédico cédlcico. En nuestra
unidad de investigacioén, hemos estudiado 11 pacientes nefrépatas
con plumburia patoldgica en Tos que la actividad de Ta ALA-D
eritrocitaria se mostré como el indicador metabélico mas sensible
de este saturnismo asintomdtico (Santos y cols. 1993),

Se han descrito en la intoxicacidn plumbica alteraciones en
la via metabélica de los nucledtidos por inhibicién de Ta enzima
pirimidina 5§'nucleotidasa globular (Tomokuni y cols. 1983%). Esta
enzimopatia es 1a causante del caracteristico punteado baséfilo
eritrocitario del saturnismo, tal y como ocurre en 1a deficiencia
congénita de esta enzima (Valentine vy «cols. 1974). La
sansibilidad de este marcador de intoxicacién es alta (el umbral
de no efecto se sitda en 10-20 ug/D1 de plumbemia) y 1a
simplificacidn de su medicién l1levada a cabo por Sakai y Ushio
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(1986) utilizando cromatografia liquida de alta presidn favorece

sU utilizacion en la deteccidn del saturnismo subclinico. No

obstante, la actividad eritrocitaria de 1a ALA-D continuda siendo

el marcador mas temprano de intoxicacidn.
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CAPITULO Vil.— S-ADENOSIL-L-METIONINA

Ccaracteristicas y metabolismo

La S-Adenosil-L-Metionina (SAMe) (Figura 12) es un
compuesto fisiolégico presente en todos los tejidos del organismo
y que interviene en importantes procesos metabdlicos como son 1as
reacciones de transmetilacion, transulfuracidn y aminopropilacidn
(Stramentinoli 1887). Es, junto con la adenosina trifosfato, la
molécula que participa como cofactor en mayor numero de
reacciones enzimaticas. En la figura 13, se puede observar un
esquema simplificado de) metabolismo de la metionina y de su
producto metabdlicamente activo, €1 SAMe.

HaN*Y NH2
N X
HC —— COz" </ | J
N N
HCH
HCH
S+
HaC

OH HO

Figura t2.- Eatructura de la S-Adenoall-L-Mationina

En mamiferos, el 48% de la metionina es metabolizada en el
higado, y la mayoria de ella (alrededor de un 80%), es convartida
en SAMe (Mudd y Poole 1975). La sintesis de SAMe se realiza

44



utilizdndo ATP a través de la reaccién catalizada por la enzima
metionina adenosil transferasa (MAT), también 1lamada SAMe
sintetasa (EC 2.5.1.68) (fig 13; reaccidén 1), Tanto en humanos
como en la rata, la MAT hepatica estd formada por un tetramero en
equilibrio con un dimero (Cabrerc y cols. 1987). En condiciones
fisioldégicas, 1a forma enzimatica de alto peso molecular es
quince veces mds activa que la forma dimérica, Corrales y cols,
(1991), observaron que 1a enzima purificada de higado de rata era
rapidamente inactivada por l1a modificacién de dos residuos de
cistefna. En este sentido, el glutation juega un importante papel
en el mantenimiento de los grupos tidlicos presentes en la MAT,

Figura 13.- Esquema del metabolismo hepatico del SAMe
Tomado de Finkelstein
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En la mayoria de los tejidos, la sintesis de poliaminas
(aminopropilacién) aparece como una via menor en el metabolismo
de la metionina (Mudd y Poole 1975). La descarboxilacion del SAMe
da lugar a su analogo descarboxilado, que posteriormente
transferirda su grupo aminopropilo a la putrescina para asi dar
lugar a las poliaminas (Fig 13; reaccién 2). Backlund y cols.
(1982) demostraron la existencia de un ciclo que permitia la
resintesis de metionina desde 1a metiltiorribosa-i1-fosfato. Por
lo tanto, no hay pérdida de metionina durante l1a sintesis de
poliaminas (Fig 13; reaccion 3).

La concentracion de SAM en mamiferos estd en funcién de cada
tejido especifico y de la disponibilidad de metionina. La
concentracion oscila entre 50 y 100 nmoles /g en los higados de
ratas alimentadas con dietas esténdar. Estos valores estdn en el
orden de magnitud de Ta mayoria de las transmetilasas vy
descarboxilasas dependientes de SAMe (Finkelstein 1980).

E1 SAMe es o) principal agente metilante de un gran nlUmero
de reacciones de transmetilacion (Fig 13; reaccidn 4) vitales en
el organismo, como son Ja sintesis de &cidos nucleicos vy
proteinas {(Paik y Kim 1980}, Una 1importante excepcidén a esta
regla general es la metilacidn de la homocistefna para rendir
metionina, en la cual el agente metilante es a1 &'~
metiltetrahidrofolato o l1a betaina, catabolito obligado de 1la
colina (Fig 13; reaccionses 6 y 6),

También se ha demostrado el decisivo papel de 1a metilacidn
secuencial de fosfolipidos en 1a fluidez de 1a membrana, en el
transporte de metabolitos a través de ella, y en la transmisién
de sefales biolbgicas (Hirata y Axelrod 1880).

En el proceso de metilacidén, el SAMe es convertido en §-
Adenosilhomocistefna. Esta molécula actda como inhibidor
competitivo en todas las reacciones en las que forma parte el
SAMe como donador de grupos metilo (Chawla y cols. 1990). La
posterior hidrdlisis de este compuesto por Ta adenosilthomocis-
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teinasa (Fig 13; reaccidn 7) es una reaccidon reversible cuya
termodinamica favorece su sintesis. El producto de esta enzima,
la homocisteina, constituye el punto de comienzo de 1a importante
via fisioldgica de 1a transulfuracioén.

Reacciones de transulfuracién: el_glutation (GSH)

E1 proceso de transulfuracidon, realizado exclusivamente en
el higado, tiene como resultado final la transferencia del &tomo
de azufre de la metionina al esqueleto carbonado de la serina
para producir cisteina (Reed y Orrenius 1977). La homocisteina
producida en las reacciones comentadas anterijormente, se condensa
con Ja serina dando cistationina an una reacciodn catalizada por
la cistationina sintetasa (Fig 13; reaccién 8). La escisidn de la
cistationina por la cistationasa produce cisteina 1ibre que puede
ser utilizada en la sintesis de GSH (Fig 13: reaccién 9).

La sintesis de GSH a partir sus aminodcidos precursores
tiene lugar en el citosol mediante la accidén de dos actividades
enzimaticas independientes. En Ta primera etapa, que es también
la etapa Timitante, el glutamico v la cisteina se unen mediante
la enzima gamma-glutamil-cisteina sintetasa, hidrolizando una
molécula de ATP. Esta enzima es subceptible de inhibirse por el
GSH en un procesc feed-back. La sintesis de GSH esta 1imitada por
la disponibilidad de cisteina en el hepatocito. Eh un segundo
paso, la GSH-sintetasa afade Ta glicina al dipéptido ya formado
para producir GSH con nuevo gasto de ATP.

E1 GSH (Figura 14} es un agente reductor que desempefia un
papel esencial en la proteccidn celular contra T1a accidn lesiva
de los radicales libres de oxigeno, reduciendo el peréxido de
hidrdgeno. Esta reaccidn se 1leva a cabo mediante la accién de
una enzima dependiente de selenioc, Ta GSH-peroxidasa con
produccidén de glutatién oxidado (GSSG). La reduccidn de peréxidos
de hidrdégeno mediante esta peroxidasa, es mAs +importante
fisioldégicamente que la realizada por la catalasa, cuya accién
queda restringida a 1os peroxisomas (Stadtman 1980). E1 papel del
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GSH en la proteccidn contra especies reactivas de oxfgeno en la
hepatopatia alcohélica, se esquematiza en la figura 15,

GLUTATION

Glutamato Cistelna Glicina

Figura 14.- Estructura del glutation

La répida reduccion del GSSG a GSH es fundamental en el
mantenimiento del estado normal de éxido-reduccidn de 1os grupos
~8H en 1a célula. Este proceso se 1leva acabo por la accidn de la
(GSSG reductasa, siendo el NADPH el aportador electrénico. La
alteracidn del cociente GSH/GSSG que fisiolbégicmente oscila entre
280~-300 puede tener consecuencias adversas debido a 1a alteracidn
de 1a actividad fisiolégica de ciertas enzimas, entre ellas el
ALA~D, cuya funcién bioldgica depende de 1a existencia de grupos
-SH 1ibres (Bellomo y Orrenius 1985). Asimismo, la formacién de
enlaces disulfuro con Jos grupos -SH de proteinas se 17eva a cabo
por la accién de 1a tiol-transferasa (Axelsson y cols. 1878).
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Otro aspecto fundamental de la funcién del GSH 1o
representan las reacciones catalizadas por las GSH- transferasas,
familia de enzimas que participan en la desintoxicacién de grupos
electrofilicos presentes en xenobidticos, al reaccionar con el
grupo nucledéfilo del GSH (Ketteter 1988),
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NAD*
Alcohol deshidrogenasn NADH
H i
NAGH Acelaldehido deshidrogenasa

Acetaldohido NAD*
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n
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Figura 16.- Protecocidn del GQSH en la producclén de eapecies
raactivaa de oxigeno en la hepatopatia alcohédiica

Tomado da Fernindez-Cheoa

Finalmente, 1 GSH participa en el metabolismo de
prostaglandinas y Tleucotrienos, reduccidén de ribonucledtidos a
desoxirribonucleétidos y en Tla modulaciédn de procesos de
formacidn microtubular (Deleve y Kaplowitz 1990).
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Es generalmente aceptada Ja teoria de que el alcohol
administrado de forma aguda en la rata produce una disminucién
significativa del contenido hepatico de GSH. Vifia y cols. (1980)
han explicado este fendmeno por ia formacion de un aducto del GSH
con el acetaldehido. Mas recientemente, Speisky y cols. (1988)
sugerian que esta pérdida de 1os niveles de GSH era debida a
cambios hormonales inducidos por el alcohol que incrementaban el
aflujo sinusoidal de GSH desde el higado.

E1l estudio del efecto de la intoxicacidn crénica por etanol
en el GSH hepético es un tema en discusidén debido a la gran
variedad de resultados obtenidos. Jewell y cols. (1986) al
estudiar pacientes afectos de hepatopatia alcohdélica, encontraron
bajas concentraciones de GSH. Apuntaban que esta reduccion podria
deberse a Ta unidén con el acetaldehido y a la oxidacidn masiva de
GSH a GSSG por la GSH-peroxidasa. Se ha propuesto un mecanismo
por el cual el etanol activaria el catabolismc del GSH, al
incrementar la actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa
(Lieber 1991a). Yang y Carlson (1881), encontraron un aumento del
contenido hepéatico de GSH en la +intoxicacidén experimental por
etanol y sugerian que podria tratarse de un mecanismo adaptativo
de defensa celular.

Hirano y cols., (1992), tras administrar etanol crénicamente
a ratas por infusién intragéastrica, han observado una importante
reduccion en las tasas de la fraccidn mitocondrial del GSH
hepdtico debida a una deficiente captacién de este tripéptido.
Sin embargo, esta intoxicacidn crénica no modificd el pool
citosélico de GSH.

Terapéutica con SAMe en_las hepatopatias

Horowitz y cols. (1981) mostraron un desequilibrado
metabolismo de 1a metionina en pacientes con cirrosis respecto de
otro grupo de sujetos normales. Estos Ultimos excretaron, tras
una sobrecarga de metionina, un 71% de este aminodcido, frente al
38% excretado por los cirréticos sin que existiera acumulacién de
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intermediarios. Estudios posteriores (Duce y cols. 1888)
demostraron una reduccién en la actividad de la MAT vy de las
metiltransferasas hepaticas en pacientes con cirrosis alcoh6lica
y posthepatitica. También comprobaron una inadecuada sintesis de
compuestos sulfurados como el GSH, que es el principal agente
destoxificador celular.

La deficiencia de SAMe, consecuencia de la inhibicién de su
sintesis, provoca una reduccién en la ya mencionada metilacion de
fosfolipidos de membrana. Recientemente, Kakimoto vy cols. (1992)
sugirieron que el SAMe provoca una reduccidén del cociente
colesterol libre/ fosfolipido, 1o que se traduce en una mayor
fiuidez de la membrana en eritrocitos de pacientes hepatdpatas.
En un estudio 1llevado a c¢abo c¢on ratas intoxicadas con
tetracloruro de carbono (Muriel y Mourelle 1992), se constataron
cambios en la actividad de las enzimas transmembranales, y se
evidencid 1a importancia de las reacciones de metilaciédn mediadas
por el SAMe en el mantenimiento de una funcidn hepdtica normal.

En otras hepatopatias, como las inducidas experimentalmente
por 1a galactosamina o etanol, se ha constatado una disminucién
en 8l contenido hepatico de SAMe (Stramentinoli v cols. 1978). EI
efecto protector del SAMe se evidencid también en la intoxicacidn
exparimental por paracetamol. En este trabajo, Bray y cols.
(1992), mediante un tratamiento con SAMe, aumentaron las
concentraciones plasmaticas y hepdticas de GSH disminuidas por el
paracetamol. Ponsoda y cols. (1981) encontraron resultados
similares al estudiar el efecto del SAMe sobre la reduccidn en
los niveies de GSH inducida en cultivos de hepatocitos humanos
por compuestos tales como etanol, heroina, paracetamol o
metadona.,

E1l tratamiento con SAMe en las hepatcpatias es uno de los
escasos ejemplos de cémo el reemplazo de una molécula fisiolbdgica
cuyos niveles han sido disminuidos por &1 dafio hepAtico, tiene un
efecto terapéutico beneficioso (Williams vy Lieber 1990). La alta
reactividad del SAMe hace a este compuesto muy inestable. Sin
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embargo, l1a sintesis de sales estables del SAMe ha permitido su
uso en estudios toxicoldégicos y farmacolégicos, asi como su
aplicacidén en terapéutica (Stramentinoli 1987). Comparado con la
metionina, el tratamiento con SAMe tiene la ventaja de obviar el
deficit de la sintesis de SAMe vya mencionado y evitar 1los
problemas de toxicidad del aminodcido (Regina y cols. 1983).

Vendemiale vy cols, (1988) indicaron que el tratamiento con
SAMe produce una mayor biodisponibilidad de grupos tidlicos que
favorecerian las reacciones de transulfuracidn, que parecen jugar
un importante papel en 1a prevencion de la colestasis
frecuentemente asociada con el dafic hepéatico. La administracidn
de SAMe se mostrd dtil en el tratamiento de la colestasis
intrahepatica del embarazo (Reyes 1980}, normalizando 1os indices
alterados de funcidén bioquimica (transaminasas, bilirubina
conjugada y Acidos biliares).

Feo y cols. (1986), observaron el efecto beneficioso del
SAMe en 1a hepatopatia alcohdlica, disminuyendo 1a acumulacidn de
lipidos observada en al higado de la rata. Mas adelante, Lieber
y cols. (1990) estudiaron la administracidn oral de SAMe a
mandriles ‘intoxicados con etano]l mediante una dieta 1iquida que
contenia el 50% de las calorfas como etanol., E1 SAMe produjo una
disminucidén en el nimero de mitocondrias gigantes y normalizé la
actividad de la succinato deshidrogenasa, enzima marcadora del
status metabdlico mitocondrial., También evidenciaron tras la
intoxicacidon alcohdlica niveles hepAticos disminuidos de SAMe y
de GSH que fueron restaurados en parte tras el tratamiento con
SAMe.

E1 efecto terapéutico de otros compuesto sulfidrilicos como
la beta-mercaptoetilamina~HC1, 1a cisteina y l1a metionina fueron
estudiados por Macdonald y cols. (1977). Estos autores
encontraron que la administracién de estos compuestos aumentaban
la supervivencia de ratas gue habfian recibido una dosis letal de
etanol,
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La ingesta cronica de etanol produce una disminucién en la
sintesis de metionina a través de la via del tetrahidrofolato
(Barak y cols., 1985). Este efecto es compensado por un incremento
adaptativo de la actividad metiltransferasa que utiliza betaina
como agente metilante, manteniendo asi estables l1os niveles de
SAMe. La existencia de este mecanismo adaptativo es mas eficiente
en roedores que en primates, debido a que aquellos contienen
mayores niveles de colina oxidasa, y por tanto la produccidn de
betaina es mayor. Esta podria ser una de las razones por las
cuales las ratas son menos subceptibles que los babuinos a la
hepatopatia alcohdlica (Hoffbauer y Zaki 1965).

S61o unos pocos estudios se han 1levado a cabo hasta el
momento para estudiar el efecto terapéutico del SAMe en las
porfirias. Batlle y cols. (1987), trataron a dos nifios que
padecian porfiria hepatocutdanea tarda con SAMe administrado
oralmente y c¢on bajas dosis de cloroquina (sin realizar
flebotomias) y obtuvieron unos resultados esperanzadores aungue
no concluyentes.,

Cantoni y cols. (1890) administraron SAMe subcutdneamente a
ratas intoxicadas con hexaclorobenceno, potente inhibidor de 1a
URO-D. Este farmaco indujo una reduccidén en la acumulaciédn de
porfirinas hepéaticas pero no evité 1a inhibici6n de 1a URO~D. Los
autores proponen que el efecto sobre 1a concentracién de
porfirinas estaria ligado con una mayor diponibilidad celular de
ATP tras el tratamiento con SAMe.

E1 grupo argentino de investigacion en porfirias (Batlle vy
cols, 1986), estudid el efecto del SAMe en la intoxicacidn por
plomo tanto en humanos como en modelos experimentales de
intoxicaciédn aguda o crénica. Este tratamiento proporciond en
todos los casos unos resultados espectaculares sobre la
recuperacion de la ALA-D, sensible marcador enzimdtico de 1la
intoxicacidn saturnina, Estos efectos beneficiosos del SAMe se
relacionaron con la normalizacidén en la concentracidén de GSH y
con su efecto eliminador sobre la tasa de plomo en tejidos,
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CAPITULO VIII.— OBJETIVO

En la administraciéon cronica por etanol se han descrito
alteraciones en la actividad de algunas enzimas de la ruta
biosintéetica del hemo y una excrecidn urinaria aumentada de
porfirinas, Ademads, este téxico induce 1la sintesis de una
hemoproteina especifica, el citocromo P4502E1, 1o que podria
multiplicar l1a hepatotoxicidad de ciertos téxicos, farmacos vy
xenobidticos.

E1 plomo, al contrario que el etanol, parece inhibir Jla
actividad del citocromo P450, hecho éste que sdlo ha podido
observarse en la intoxicacidn pluimbica aguda. Por otro lado, es
bien conocido ol efecto inhibitorio que ejerce este metal sobre
la actividad de la enzima ALA-D y sobre otras enzimas de la
porfirinosintesis. Tanto en la intoxicacidn crénica por plomo
como por alcohol, se han publicado dispares resultados en sus
efoctos sobre la concentracidén hepédtica de GSH, tripéptido
involucrado en procesos de destoxificacidn.

Aunque existen trabajos que estudian Ja intoxicacidn
conjunta de ambos xenobidticos, hemos estimado que el modelo
experimental seguido no es el correcto. Por ello, el OBJETIVO de
la presente tesis fue estudiar el efecto que e1 alcohol y el
plomo podrian ejercer sobre la sintesis del hemo bajo 1la
hipétesis de que ambos itdxicos actdan sinérgicamente.

E1l SAMe es un compuesto fisioldgico que participa en
reacciones de transmetilacidén y transulfuracidén, siendo un
precursor hepatico del GSH. Nos propusimos estudiar su utilidad
en la intoxicacidén experimental por los citados téxicos, ya que
han sido constatados sus efectos beneficiosos tanto en el
alcoholismo como eh el saturnismo crénico.
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CAPITULO IX.~ MATERIAL

Animales de experimentacion

Se han utilizado 90 ratas Wistar macho de pesos comprendidos
entre 150 y 225 g, criadas en el servicio de Medicina
Experimental del Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Todos los
animales se mantuvieron en dicho servicio bajo las mismas
condiciones ambientales de luz y ventilacion.

Vias y dosis de intoxicacion

Han sido numerosos los intentos realizados por los
cientificos para reproducir en la rata la patologia hepatica
observada en la intoxicacidn alcohdlica crénica. Estos animales
de experimentacion, muy utilizados en investigacidn debido a su
facil manejo y bajo coste, presentan una natural aversién al
alcohol, una mayor tasa de metabolizacién de este téxico y una
mayor tolerancia a sus efectos a altas concentraciones que el
observado en humanos. Los cl4sicos intentos de intoxicacién
alcohdlica experimental a través del agua de bebida no han
conseguido elevar la cantidad de etanol consumida mads alléa del
18% del total del aporte caldrico ingerido por 1a rata, cantidad
6sta muy inferior a 1a observada en el alcoholismo humano (Lieber
y cols. 1989).

La utilizacion de dietas 1l1iquidas alcohdlicas como la
1lamada dieta de Lieber-DeCarli asegura un consumo de alcohol
{(aproximadamente 18g de etanol/Kg/dia) entre 2 y 3 veces mayor
que el obtenido en la intoxicacidn en el agua de bebida. Esta
dieta fue diseflada en respuesta a la necesidad de desarrollar un
modelo experimental de 1intoxicacidén alcohdlica crdnica que
mantuviera un control de Tos nutrientes ingeridos por la rata. La
dieta alcohélica contiene un 36% de las calorias totales en forma
de etanol, mientras que en la dieta control 1 alcohol se
reemplaza isocaléricamente por carbohidratos (Figura 16). Tanto
en la dieta control como en 1la alcohdlica, el aporte de
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nutrientes es adecuado, consumiendo la rata un minimo de aporte
calorico de 400 Kcal/Kg/dia.

En lTos escasos estudios l1levados a cabo hasta el momento
para analizar el metabolismo del hemo tras la administracién
prolongada de dietas 1liquidas alcohdlicas, el tiempo de
intoxicacion varid entre 5 y 8 semanas (Teschke y cols. 1987,
Okuno y cols. 1989). En nuestro trabajo, nos hemos inclinado por
utilizar una intoxicacidén crénica de 8 semanas, puesto que se
adecuaba mejor a la intoxicacién por plomo que pretendiamos
efectuar simultaneamente en algunos grupos de animales.

E1 etanol se introdujo progresivamente en la dieta hasta
alcanzar su maxima concentracidén (5 % v/v) a los cinco dias de
intoxicacién. Para Jla administracién de las dietas Tiquidas
control y alcohdlica, se utilizaron comederos de cristal Panlab
que evitan la evaporacidén del etanol.

E1 plomo fue administrado a la rata en forma de acetato de
plomo y fue incluido en Ta dieta 1iquida en una concentracién de
160 mg/LL durante el periodo de intoxicacidn (8 semanas). La
ingesta de plomo calculada en los grupos intoxicados por este
metal fue de 7.8 mg Pb/rata/dia. E1 objetivo que se pretendié fue
el de alcanzar una intoxicacién subclinica que mostrara, sin
embargo, efectos sobre sensibles pardmetros bioquimicos como la
actividad de la ALA-D globular.

E1 SAMe se utilizé en la terapia de Tlas intoxicaciones
alcohdlica y saturnina. Los grupos tratados recibieron dosis de
este farmaco de 20 mg/Kg/dia subcutdneamente de lunes a viernes
durante las 8 semanas que duréd la intoxicacidn.

E1 estudio de la toxicidad por aicohol y/o plomo y el
posterior tratamiento con SAMe se estructurd en cuatro
experimentos distintos en los gue se definieron los grupos de
tratamiento citados a continuacidn.
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Experimento 1: En

sinérgico de

sintesis del

*

x

*

*

Experimento 2:

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

las
hemo .
I~
IT-
ITI~
IvV-

este experimento se analizd el posible efecto
intoxicaciones por plomo y etanol sobre la

Control (n=15, Dieta liquida control)
Alcohol (n=11, Dieta liquida alcohdlica)
Plomo (n=10, Dieta liquida control + Plomo)
Alcohol + Plomo (h=11, Dieta liquida
alcohdélica + plomo)

En este experimento se analizd el afecto del SAMe

sobre las alteraciones inducidas por el alcohol en la sintesis
del hemo.

*

*

*

Xx

Experimento 3:

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

T -
I1-
IIT-
TV-

Control (Dieta control)

SAMe  (n=11, Dieta control + SAMe)
Alcohol (Dieta alcohdlica)

Alcohol + SAMe (n=11, Dieta alcohdlica +
SAMe)

En esta experimento se analizd el efecto del SAMe

sobre las alteraciones indugidas por el plomo en Jla sintesis deal

hemo.

Grupo

Grupo
Grupo

Grupo

T
II~
ITI~
Iv-

Control (Dieta control)

SAMe (Dieta control + SAMe)

Piamo (Dieta alcohdlica)

Plomo + SAMe (n=11, Dieta control + plomo +
SAMe)

Experimento 4: En este experimento se analizd el efecto del SAMe

sobre las alteraciones inducidas por la intoxicacidén conjunta por
plomo y etanol.

¥
*
*
*

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

T~

Il-

ITI-

Iv-

Control (Dieta control)

SAMe (Dieta control + SAMe)

Alcohol + Plomo (Dieta alcohdlica + Plomo)
Alcohol + Plomo + SAMe (n=10, Dieta
atcohdlica + Plomo + SAMe)
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Figura 16.- Dietas liquidas control vy
alcoholica
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Instrumental

La deteccidn espectrofotométrica se 1levd a cabo en un
gspectrofotdmetro U~3200 Hitachi mientras que las medidas
fluorimétricas se realizaron en el fluorimetro F-4010 Hitachi. Se
utilizd una ultracentrifuga Beckman LB~70 y otra centrifuga
refrigerada Centrikon H-401 Kontron Hermle. La concentracién de
metales se constatéd mediante el uso de los equipos
espectrofotdometricos de absorcidn atdmica Perkin-Elmer 1100 vy
5000.
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Reactivos

Los Patrones de URO, COPRO y PROTO y los precursores
porfirinicos ALA y PBG se obtuvieron de Porphyrin Products

(Logan, Utah). E1 Patrén de GSH se adquirid en los laboratorios
Merck.

El acetato de plomo procedia de los laboratorios Aldrich, vy
el SAMe fue generosamente cedido por los laboratorios Europharma,
lLas dietas liquidas control y alcohélica fueron obtenidas de los
laboratorios Panlab. Todos 1los reactivos utilizados en el
taboratoric eran de grado analitico.
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CAPITULO X.— METODOS

Recogida de muestras

Las muestras de orina de 24 horas se obtuvieron seriadamente
durante el periodo de intoxicacion mediante el uso de jaulas
metabdlicas. Las orinas fueron congeiadas a -20° C hasta su
posterior procesamiento analitico.

Tras completar las 8 semanas que comprendian el periodo de
intoxicacidén, los animales de experimentacién fueron sacrificados
anotandose el peso final de la rata y el peso del higado para el
cdlculo posterior de la razén peso~higado/peso-rata. Este indice
nos permitira valorar la posible hepatomegalia inducida por la
intoxicacion etilica.

Al igual que en otros trabajos sobre las alteraciones de la
porfirinosintesis (Bonkovsky vy cols., 1983), 1los animales se
mantuvieron en ayuno 18 horas antes del sacrificio. En una
reciente comunicacidén, Adjarov y cols (1993) han comunicado que
tras un ayuno muy superior al utilizado en nuestro estudio (3
dias) la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria de ratas
Wistar hembra no se modificaba y si 1l1o hacia su actividad
hepatica debido a l1a influencia que este ayuno tan prolongado
tiene sobre el metabolismo del higado. E1 corto ayuno al que
sometimos a las ratas induce 1a actividad hepdtica de la enzima
ALA-S, permitiendo una medida mas exacta de su actividad (Marver
y cols. 1966).

Los animales se anestesiaron en campana de cristal con éter
etilico v 1a sangre se extrajo por puncién cardiaca ¥y se recogid
an viales heparinizados. E1 higado y rifién fueron réapidamente
extraidos y lavados en solucidn fria de NaCl 0.9%, y mantenidos
en hielo para su inmediata homogeneizacién y posterior
tratamiento analitico. Una pequefia parte del higado se conservé
a ~-80° ¢ para la determinacién del contenido hepadtico de GSH.
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Matodos analiticos

Determinacion de porfirinas en orina

La cuantificacidén de la porfirinuria se hizo en muestras de
orina de 24 horas para evitar Jlas presuntas variaciones
circadianas de la excrecién de porfirinas (Sanguinetti y cols.
1978). Se utilizé un micrométodo flucrimétrico basado en 1a
oxidacion de los porfirindgenocs con una solucidn iodada, dilucién
de las porfirinas en HC1 3N y posterior decoloracién con
tiosulfato sédico Nay$,0; 0.05 mM (Westerlund vy cols. 1988). La
valoracion de las muestras se hizo frente a un patrén de COPRO en
tiosulfato sédico. Las longitudes de onda de excitacién y de
emisidn empleadas fueron 405 y 650 nm, respectivamente.

Los maximos de excitacidn de las dos porfirinas presentes en
la orina, COPRO y URO, se sitdan en 404 nm y 408 nm
respectivamente. La determinacién de este maximo se realizd
mediante un espectro de excitacidn de la muestra desde 380 nm
hasta 440 nm, fijando 1a emisién a 650 nm. Al calcular la primera
derivada, obtuvimos el punto maAximo de excitacidn que permitid
determinar el porcentaje de las dos porfirinas presentes en la
muestra de orina.

l.a gran variabilidad en la diuresis y en la excrecién de
porfirinas en la rata (Bowers y cols. 1992) requirié corregir las
diferencias de concentracion de las muestras de orina mediante la
medicidén de la tasa de creatinina, E1 método utilizado fue el
descrito por Jaffé y revisado por Blass y cols. en 1974,

L.a concentracién de porfirinas en orina se expresa como:!
nug de porfirina/mg de creatinina

Determinacidn de porfirinas en hematfies

La tasa de protoporfirina eritrocitaria (PPE) se calculd
aplicando un método extractivo (Poh-Fitzpatrick y cols. 1974).
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Las porfirinas son extraidas con acetato de etilo:dcido acético
(71:2) y posteriormente con HC1 1.5 N. La valoracién de las
porfirinas eritrocitarias se hace frente a un patrén de COPRO en
HCT 1.5 N, leyendo la fluorescencia obtenida a las longitudes de
onda de 405-595 nm {(emisidn-excitacién). L.a utilizacién de un
patron de COPRO en vez de PROTO se debe a la mayor estabilidad de
aquella, aunque requiere un factor de correccidn de 5.277 para la
valoracion de PROTO eritrocitaria.

L.a protoporfirina eritrocitaria, ligada o no con el zinc, se
extrae del hematie con etanol al 95%, Una vez centrifugada esta
solucion, se realiza un barrido fluorimétrico de emision entre
580 y 700 nm, fijando la excitacidn en 415 nm, maximo de
excitacion de la Zn-PROTO (Hart y Piomelli 1981). Este espectro
de emision permite identificar y evaluar la presencia en hematies
de la PROTO libre y de 1a forma quelada con zinc, la Zn-PROTO,
cuyas longitudes de onda de emisidédn son 636 y 589 nm
respectivamente.

La tasa de protoporfirina eritrocitaria se expresa como:
ug de PROTO/DY de hematies

Determinacidn de porfirinas en_teiidos

l.a extraccidn de las porfirinas del sobrenadante
postmitocondrial de higado y de rifién se realizéd mediante una
mezcla de metanol:écido percldrico 1M {(1:1) (Grandchamp y cols.
1980),

La valoracidén de porfirinas se realizdé observando Jla
fluorescencia de patrones de COPRO, URD y PROTO c¢on haces de Tuz
de emisién y excitacién de 402-595 nm (COPRO), 406-595 (URQ) vy
410-805 (PROTQ). La cuantificacidén de las porfirinas tisulares se
resolvio modiante un sistema de 3 ecuaciones con 3 incdghitas que
son precisamente las fracciones de porfirina a daterminar en
higado y rifién.
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La concentracidn de porfirinas en tejidos se expresa como:
ng de COPRO, URO o PROTO/g de tejido fresco

Determinacién de ALA vy PBG_en orina

La separacion v determinacion de los precursores
porfirinicos ALA y PBG se realizéd mediante cromatografia de
intercambio iénico segun el método de Mauzerall y Granick (1956).
Se utilizaron resinas de intercambio catidénico equilibradas en
HC1 10 mM para la separacién de ALA, y resinas de intercambio
anionico suspendidas en dcido acético 60 mM para el PBG.

l.La medicion de 1a concentracidn urinaria de ALA y PBG se
realiza espectrofotométricamente al valorar 1la absorbancia
obtenida al {luminar con Tuz de 553 nm el compuesto formado por
el reactivo de Ehrlich y el eluido del PBG. Para la determinacidn
del ALA, este precursor debe ser previamente ciclado a PBG
madiante l1a adicion de acetilacetona con calentamiento a 90° C,

E1 reactivo de Ehrlich, utilizado en la medicidén de ALA o
PBG, esta formado por Acido acético (CH,COOH), dcido perclérico
(HC104) vy p—~dimetilaminobenzaldehido (CH;).NCsH,CHO.

La concentracidon de ALA y PBG en orina se sxpresa como:
g de ALA o PBG/mg de creatinina

La actividad catalitica de esta enzima se mididé en higado vy
rifién inmediatamente después de extrafdas las muestras, debido a
la corta vida media de 1a ALA-S. L.a homogeneizacidn del tejido se
hizo en una proporcidén de 1:3 con un tampdn tris-~HC1 0.3 M,
afadiendo al medio de incubacidén EDTA 0.1 My glicina 2M (Marver

y cols 1968).

E1 producto formado en la catdlisis enzimdtica tras una hora
de incubacidén a 37° C, el ALA, es ciclado a PBG por la accién de
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la acetil-acetona tras calentamiento a 90° C durante 10 minutos
que permite la reaccion con el reactivo de Ehrlich.

La concentracidén de proteinas se mididé segin el clasico
método de Lowry y cols., (1951). Se preparé una mezcla de
carbonato sédico (COsNa,), sulfato de cobre (SO,Cu), tartrato
sodico (C,H;Na,05) e hidréxido sédico (NaOH) a la que se afade l1a
fuente enzimdtica problema. A los 30 minutos, 1a adicién del
reactivo de Folin produce una reaccién coloreada valorable
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm,
extrapolando los valores en una curva patrédn preparada c¢on
albumina de suero bovino.

La actividad de la ALA-S hepdtica y renal se expresa como:
nmoles de ALA/mg de proteina-hora

Determinacion de la actividad de la ALA-D

EV método estandarizado europeo descrito por Berlin vy
Schalier (1974) ha sido utilizado en nuestro estudio para la
medicion de la actividad enzimética de esta enzima en sangre y en
sobrenadante postmitocondrial de homogeneizados de tejidos. La
muastra bioldgica se incuba con tampdn fosfato 0.1 M pH=6.8 que
contiene ALA en una concentracidén de 10 mM durante una hora a 37°
C. E1 producto de esta reaccidén es el PBG, cuya concentracién
puede ser medida tras la adicién del reactivo de Ehrlich.

£1 sobrenadante postmitocondrial de higado vy rifidén se
obtiene homogeneizando una muestra del tejido en ClK 1.15% en
proporcién de 1:4, E1 homogeneizado se centrifuga a 12000 g y 4°
C durante 20 minutos. E1 sobrenadante obtenido se utiliza como
fuente enzimdtica para la determinacidén de la actividad de -1a
ALA-D, PBG~D y para la determinacidn de porfirinas y protefnas en
tejidos.

La actividad de 1a ALA-D no se expresa totalmente en el

organismo por ser una enzima muy sensible a la accion de
xenocbidticos. In vitrno, la actividad maxima de esta enzima puede
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ser evaluada por la adicién al medioc de incubacién de zinc v de
compuestos donadores de grupos tidlicos como el ditiotreitol
(DTT) (CiHy038,) . que permiten la expresién plena de la actividad
catalitica de la ALA-D (Sassa y cols. 1975). Esta medida, a la
que nos referiremos como "ALA-D activada® nos da una idea de la
cantidad de enzima presente en el ensayo, y es importante su
determinacién en procesos en los que estén alterados los
macanismos de sintesis de la enzima (Fujita y cols. 19881).

En el caso de la ALA-D, la expresidén de su actividad se
realiza bioen por tasa de sustrato consumido o bien por producto
formado a 10 largo del tiempo, segln se determine su actividad en
sangre o tejidos.

La actividad de 1a ALA-D y ALA-D activada se expresa como:
nmoles de PBG/my de protefna-minuto (tejidos).
nmolaes de ALA/mL. de hematie-minuto (sangre).

Determinacion de la actividad de 1a PBG-D

l.a actividad de esta enzima se valord segin la técnica de
Anderson y Desnick (1882) en sangre y en sobrenadante
postmitocondrial de homogeneizados tisulares. E1 medio de
incubacidén contiene ademds de la fuente snzimatica, un tampdn
fosfato 1mM pH=7.6, DTT, cloruro de mercurio (HgCl,) y el
detergente tritdén X-100. E1 sustrato se afiade en un tampén Tris-
HC1 0.1 M pH=8.1 y 1a mezcla se incuba durante una hora a 37° C.
E1 producto de la enzima, E1 UROgeno, es oxidado a URO por la
exposicidn con luz ultravioleta de longitud de onda de 380 nm. La
medicion de Ta concentracidn de esta porfirina se reaiiza frente
a un patrén de COPRO en HC1 1.6 N midiendo 1a fluorescencia a las
Tongitudes de onda de excitacién y de emisidn de 405 y 595 nm
respectivamente. La utilizacidén de un patrdén de COPRO en vez de
URO, se debe a la gran 1inestabilidad de 1a URO, sin que se
requiera ningln factor de correccion.
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La actividad de la PBG-D se expresa como:
nmoles de URO/mg de proteina-hora (tejidos)
nmoles de URO/mL de hematie hora (sangre)

Determinacién_de metales

Una pequefa fraccidén de higado ¢ rifién se liofilizé y se
solubilizd mediante ataque con NOH., La posterior lectura por
absorcion atémica del contenido tisular de 1os metales esenciales
hierro, ocobre o zinc fue 1levada a c¢abo con atomizaciodn
convencional de l1lama a la longitudes de onda respectivas de
248.3 nm, 324.8 nm, 213.9 nm (Arroyo y cols. 1988). En la medida
de Jos niveles de plomo por absorcidén atdmica a 283.3 nm en
sangre y tejidos se empled un equipo con un sistema de
atomizacidon de horno de grafito que permite una mayor
sensibilidad en 1a medida (Arroyo y cols. 1888),

Los hematies fueron lisados con NOgH para determinar la tasa
de plomo en sangre, asumiendo que la concentracién de este metal
téxico en el plasma es praActicamente nula (Cartén 1885). De la
correccién de esta tasa por el valor del hematocrito, resulta la
concentracidn de piomo sangufnea habituaimente utilizada en Ta
1iteratura cientifica,

La concentracidén de metales en tejidos se expresa como:
ug metal/g de tejido seco

La plumbemia se expresa como:

g de plomo/dl. de sangre total

Determinacién del GSH hepdtico

E1 contenido de GSH en muestras de hfgado previamente
almacenadas a -B80° C se valord fluorimétricamente mediante el
método de Hissin y Hil1f (1976). La homogeneizacidn de una muestra
de tejido hepatico se realizé en HPOs; y en tampén fosfato sédico
100 mM EDTA B mM pH=8., Tras ultracentrifugaciéon a 100,000 g
durante 30 minutos a 4° C, se recogidé el sobrenadante. E1 GSH
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presente en este sobrenadante se hizo reaccionar con el o-
ftalaldehido (OPT) para dar un compuesto que puede ser detectado
fluorimétricamente & las longitudes de onda de 350 y 420 nm de
excitacion y emisidn respectivamente. E1 pH es un factor crucial

en la especificidad de la reaccién final y debe situarse en un
valor de 8.

Todos los métodos analiticos empleados en esta tesis han
sido suficientemente contrastados con anterioridad en nuestro
taboratorio de 1a Unidad de Investigacién sobre Porfirinas vy
Porfirias. Sin embargo, e1 método aqui descrito para la
cuantificacidon del GSH hepatico fue expresamente puesto a punto
y validado para servir los fines perseguidos en esta tesis. En la
figura 17 puede observarse la curva patrén obtenida a partir de
cantidades conocidas de GSH disueltas en tampdn fosfato sédico
EDTA en presencia de OPT, Dentro del rango fisioldégico de
concentracion, el coeficiente de correlacidon de esta recta fue
muy cercano a 1 (r= 0,9896) y se mantuvo la linearidad en
concentraciones del orden de 8 veces superiores a 1os mostradas
en esta figura,

En la figura 18, se muestran los espectros de excitacidn y
emisién del fluordforo GSH-OPT. En el primer caso, se fijd la
emisidén en una longitud de onda de 420 nm y en el espectro de
emisidén se fi1jd la excitacidn en 350 nm,

La concentracion hepatica de G8SH se expresa como:
Mg GSH/g de tejido fresco
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Figura 17.- Curva patrén de GSH
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Figura 18.- Espectros de excitacion y emision del
complejo GSH-OPT

70



Métodos estadisticos

Las habituales pruebas estadisticas paramétricas de andlisis
de la variancia para mas de dos grupos requieren la condicién de
distribucioén normal de las variables en cada uno de los grupos
estudiados (test de Kolmogorov-Smirnov) y de la condicién de
homogeneidad de variancias (Prueba de Cochran). En nuestro caso,
algunas de las variables no siguen la distribucidn normal, y la
mayoria no sigue el criterio de homogeneidad de variancias. Por
ello y por el pequeiio tamafic de 1os grupos de animales de
experimentacidon (n<30) hemos decidido utilizar métodos no
paramétricos en el andlisis estadistico de nuestros datos (Colton
1991).

La prueba no paramétrica equivalente al andlisis de la
variancia de un factor para comprobar si varios grupos son
distintos entre si, es el Tlamado test de Kruskall-wWallis. La
hipdtesis nula de esta prusba plantea 1a igualdad de medianas
entre los grupos estudiados. Si l1a probabilidad de esta hipdtesis
tras la realizacion del test estadistico resulta menor del 8%, se
acepta la hipdtesis alternativa de desigualdad de variancias. En
este caso, es necesario averiguar a qué grupos se debe esta
desigualdad para 1o cual empleamos el método de comparaciones
maltiples para test de Kruskall-wWallis descrito por Sachs en
1984,

Como consecuencia del método estadistico empleado, Ta medida
de centralizacidén utilizada en Tlas figuras mostradas en el
capituio de Discusién ha sido la mediana o percentil 50. Hemos
utilizado los percentiles 256 y 76 como medidas de dispersion,
tenieando en cuenta que el percentil de orden k corresponde al
valor de la variable gue deja por debajoc el kK por ciento de los
sujetos de T1a poblacién. En las tablas recogidas en el capitulo
de Resultados, hemos incluido ademds la media y la desviacidn
estandar, estadisticos méAs habituales que 1los anteriormente
citados, y que permitiran una mejor comprensién de los datos
expuestos en esta tesis.

71



E1 grado de asociacién entre dos variables se estimd
mediante el coeficiente de correlacidén por rangos de Spearman
(rg), equivalente no paramétrico del coeficiente de correlacion
de Pearson.
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RESULTADOS



CAPITULO XI1.— RESULTADOS

Las tablas 4 a 11 recogen los resultados individuales de
todas Tas determinaciones analiticas mencionadas en el capitulo
de métodos. Los 8 grupos de tratamiento son los ya comentados en
el capitulo de material, es decir, los formados por un grupo
control y todas las combinaciones posibles de los dos téxicos,
plomo y etanol, v el fArmaco SAMe.

El peso corporal v el peso del higado de la rata se ha
expresado en gramos. E1 cociente peso hepatico/peso corporal se
calculé para valorar la posible hepatomegalia descrita en ol
alcoholismo crénico. E1 resto de los resultados se han expresado
en lTas unidades descritas en el capitulo de métodos.

8e hizo un seguimiento de la concentracidén de porfirinas y
de sus precursores en orina durante el periodo de intoxicacion.
La cuantificacidn de estos compuestos se 1levé a cabo en los dias
de tratamiento 0, 25, 45 y 56,

En las tablas 12 a 19 aparecen las medidas de centralizacidn
y dispersion de los diferentes pardmetros medidos en cada grupo
de tratamiento. Como medidas de centralizacidén se han utilizado
la mediana vy la media, mientras que las medidas de dispersidn han
sido la desviacién esténdar, percentil 25 (P25) y percentil 75
(P75).
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TABLA 4.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS CONTROLES

Identificacion c1 c2 C3 C4 Ch C6
Peso rata 264 255 266 258 283 245
Paso higado 10.5 10.2 10.8 9.7 9.6 G.4
FPoso higado/Peso rata 0.039 0.04 0.04 0.037 0.037 0.026
Peso rifdn 2.5 2.3 2.5 2.2 2.3 2.4
ALA-D sangre 4.85 3.73 2.54 3.81 4.25 6.37
ALA-D activada sangre 7.01 5.68 4.79 6.36 7.08 9.46
PBG-D sangre 21.72 21.76 16.83 20.72 21.72 60.51
PPE 37.68 35.67 47.25 36.96 25.74 59.52
ZPPIPEL 1.94 1.75 1.57 1.9 2.06
Plumbemia 5.61 8.33 10 10.56 7.6 5.39
ALA-D higado 0.256 0.236 0.287 0.192 0.254 0.17
ALA-D activada higado 0.308 0.284  0.324 0.246 0.337 0.18
PBG-D higado 0.118 0.11 0.118 0.08 0.114 0.169
ALA-S higado 0.061
GSH higado

Ph higado 1.65 0.36 0.38 1.59 0.54

Zn higado 140.5 . 101.8 97.6 108.5 97.3 137.4
Fo higado 1181.8 7041 692.6 743.8 843.2 381.7
Cu higado 66.1 12.5 1.2 13 8.1 17.88
ALA-D rifdon 0.065 0.066 0.073 0.063 0.084  0.043
ALA-D activada rifidén 0.092 0.086  0.104 0.095 0.082 0,063
PBG-D rifén 0.065 0.073 0.089 0.087 0.082 0.119
ALA-S rifidn 0.1
Pb rifién 3.02 2.54 4.51 3.02 3.5

Zn rifidn 63.4 59.3 65.9 65.1 59.3 84.67
Fe rifidn 416.9 3941 447.9 409.3 460.9 2621
Cu rifidn 211 16.9 20.8 20.9 18.9 24.59
Hematocrito 45 49 46 48 44 49
COPRO higado 0 0 0 0 0 0
URO higado 0.028 0.035 0.03 0.028 0.034  0.025%
PROTO higado 0.163 0.18 0.19 0.156 0.109 0.46
Porfirinas en higado 0.192 0.215 0.22 0.182 0,143 0.485
Maximo de excitaclén {higado) a1 410.8 412 412.2 411.2 412.2
COPRO rifidn 0 0 0 0 0 0
URO rifidn 0.144 0177 0.66 0.44 0.225 0.2
PROTO rifién 0.138 0.13 0.33 0.34 0.41 0.2
Portirinas an rifidn 0.282 0.307 0.89 0.78 0.6385 0.4
Méximo de excitacion {rifion) 410,2 4102 410.2 410.8 410.6 408.2
Porfirinas en orina (dfa 0} 0.2 0.76 0.4 1.16 (.43 0.4
Porfirinas en orina (dfa 25) 0.56 .61 0.63 0.8 0.81 0.36
Porfirinas en orina {dfa 456} 0.4 0.45 0.89 0.99 0.93 0.32
Porfirinas en orina (dia 56) 0.79 1.09 0.58 0.34 0.21 0.48
Maximo da excitacion (dis 0) 404,2 404.2 405.4 404 404,2 404,6
Maximo de excitaclén (dia 26) 407.2 4052 404.6 408 406 405
Méximo de excitacion {dis 45) 406.2 405.8 406.4 404.8 404.8 4056
Méximo de excltacién (dfa 56) A404.8 404.8 4044 405 405.2 404.8
ALA en orina (dla 0) 3.31 b.16 0.8b 0 0.7 0.6
ALA an orina (dla 2B) 2.29 0.91 2.16 2.58 0.5 2.44
ALA en orina (dla 45) 212 5.2 0.96 1.54 4.6 1.86
ALA an orina {dia 56} .94 2.83 1.35 1.64 1.05 2.36
PRG an orina {dis O} 11.22 1.1 12 9.9 5.6 2.8
PBG en orina (dla 25) 9.5 6.8 1.5 2.9 2.99 4.1
PBG an orina {dla 45) 3.03 4.09 17.3 7.7 4.16 111
PBG an orina (dia 56} 6.26 2.47 3.45 0 0 5.9
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TABLA 4.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS CONTROLES {cont.)

Identificacidn

Peso rata

Peso higado

Pesc hlgado/Paso rata
Peso riitdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP{PEL

Plumbamia

ALA-D higado

ALA-D activada hligado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu hipado

ALA-D rifdn

ALA-D activada rindn
PRG-D rifdn

ALA-S rifion

Pb rifidn

Zn rifidn

Fe rifidn

Cu rifién

Hematocrito

COPRO higado

URO higado

PROTQ hlgado
Porfirinas en higado

Mdximo de excitacion (higado)

COPRO rifidn
VRO rifidn
PROTQ rifidn
Porfirinas an rifdn

Maximo da excitacién {rifidn)

Porfirinas en orina (dla 0)

Parfirinas an orina (dia 25)
Porfirinas en orina (dia 48)
Porfirinas an orina {dia B6)
Maximo de excitacién (dia 0)
Méximo de excitacién (dia 25}
Méximo de axcitacion (dia 45}
Maximo de excitacién {dla 66)

ALA an orina {dla 0)

ALA an orina (dia 25)
ALA an orina {dia 45)
ALA en orina {dia b6)
PRG en orina (dia 0)

PBG en orina (dia 25}
PBG en orina {dia 45)
PBG en orina (dia 56}

c7
215
6.6
0.03
2.2
5.61
7.39
44.32
50

1.5
0.178
0.22
0.21
0.083

113.6
305.9
18.61
0.032
0.042
0.107
0.107

84.87
291.5
12.31
50
0
0.026
0.18
0.206
411.2
0
0.4
0.65
1.06
409.8
0.42
0.82
0.43
1.6
404.6
404.8
404.8
405
0.2
0
7.9
1.82
1.73
§.23
10.18
8.3

76

c8
235
6.8
0.029
1.8
3.566
4.54
40.51
40.45

8.1
0.153
0.156
0.17%
0.102

117.8
438.3
15
0.03
0.036
0.116
0.081

86.1
342.8
J34.85

45
0
0.028

0.16
0.178
410.8

0

0.24

0.29

0.63
409.8

0.39

0.4

0.31

0.51
404.6
404.8
404.8

A05

1
12,6
7
1.76
2.1
4.2
1.18
7.4

Cc9
217
6.8
0.031
1.5
6.66
8.59
56.12

8.84
0.164
0.18
0.186
0.089

116.1
662.8
16.4
0.038
0.046
0.123
0.08

86.42
351.8
15.43
52
0
0.02b
0.16
0.186
411.4
0
0.6
0.74
1.34
409.6
0.15
0.33
0.23
0.98
405
405.4
404.8
406.2
0.33
9.3
8.1
8.26
2.3
4.25
2.5
5.4

Ccio
239
6.2
0.026
1.6
6.47
9.25
52.83
4717

0.148
0.183
0.173
0.026

96.74
436.2
14.89
0.038
0.044
0.137
0.156

85.2
269
13.9
45
0
0.016
o.n
0.126
411.4
0

0.94
1.34
0.81%
0.2
404.4
404.6
404.2
404.2
1.12
5.9
3.1
2.6
1.8
3.3b
0.7
4.8

c11
234
6.83
0.029
1.6
3.84
7.49
17.33
70.06
1.38
4.4
0.22
0.202
0.09
0.133
1761.1
1.01
181
475.38
156.02
0.066
0.089
0.07
0.07M
1.67
63.57
360.99
31.77
49
0
0.047
0.135
0.182
411.3
0
0.239
0.244
0.483
410.3
0.44
0.3
0.41
.78
404.2
404
404.4
404.2
0
0
1.35
6.61
2.7
2,7
2.3
3.6

c12
229
6.5
0.028
1.5
5.11
8.59
16.4
59.8
1.36
4.4
0.244
0.223
0.086
0.066
1226.1
0.26
96.37
635.01
17.99
0.067
0.084
0.08
0.09
0.6
B0.12
2686.57
18.31
48
0
0.055
0.123
0.178
412
0
0.26
0.22
0.48
410.2
0.99
0.83
0.23
0.29
404.86
404.6
405.2
404.8
2
0
7.21
0
2.4
0.9
2.4
6.51



TABLA 4.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS CONTROLES {(final}

Identificacidn

Paso rata

Peaso higado

Peso higado/Peso rata

Peso rindn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangra

PPE

ZPP/PEL

Plumbemia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Phb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifdn

ALA-D activada rifidn

PBG-D rifidn

ALAS rifitn

Pb rifdn

Zn rindn

Fe rifidn

Cu rifién

Hamatogrito

COPRO higado

URD higado

PROTO higado

Porfirinas en higado
Méximo de excitacién {higado)
COPRO rifidn

URO rifidn

PROTOQ rifidn

Parfirinas en riiidn

Méximo da excitacion {rfidn)
Porfirinas en crina (dia O}
Porfirinas en orina {dla 25)
Porfirinas en orina {dia 45}
Porfirinas en oarina (dla 56)
Maximo da excitacién (dfa O)
Méximo da excitacion (dfa 25)
Maximo de excitacién {dia 45)
Maximo de excitacién (dia E6)
ALA en arina (dla 0)

ALA en orina {(dia 2B)

ALA en orina (dla 45)

ALA an orina (dla 56)

PBG en orina (dfa 0)

PBG en arina {dla 25}

PBG en orina (dia 45)

PBG en orina {dia 56)

C13
228
£.98
0.026
1.6
2.38
6.69
16.25
60.59
1.53
3.6
0.214
0.2588
0.1
0.14
1899.6
0.21
86.42
603.04
12.77
0.064
0.075
0.07
0.174
0.59
82.99
381.44
20.62
A5
0
0.043
0.13
0.173
411.6
0
0.22
0.22
0.44
410.2
0.48
0.6
0.5
0.63
404.6
404.6
404.2
404.6
0
0
7
3.85
2.3
1.1
2.06
5.6

77

Ci4
236
5.9
0.025
1.7
4.6
9.28
17.45
93.3
1.48
3.3
0.26
0.26
0.096
0.12
1375.1
0.2
86.37
387.78
13.92
0.085
0.064
0.083
0.23
0.69
77.23
31414
17.16
45
0
0.044
0.129
0.173
411.8
0
0.69
0.88
1.47
410.4
0.83
0.63
0.68
1.75
405.8
404.2
404.2
404.4
0.01
0
2.37
2.7
4.6
3.82
2.2
4.6

Cib
226
6.62
0.028
1.6
3.76
7.31
15.44
69
1.3
4.7
0.184
0.213
0.127
0.098
1621.4
0.561
72.8
392
11.36
0.069
0.073
0.083
0.179
0.86
80.04
311.13
21.37
45
0
0.058
0.175
0.233
411.2
0
0.68
0.43
1.1
A1
0.68
0.45
0.58
0.95
404.4
403.6
404.2
404.4
0.57
0
4.37
9.13
10.2
3.3
2.54
2.3



TABLA 6.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON SAMe

identificacion

Peso rata

Paso higado

Peso higado/Peso rata

Peso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumbamia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pk higado

Zn higado

Fa higado

Cu higado

ALA-D rifdn

ALA-D activada rifdn

PBG-D rifidn

ALA-S rifdn

b rifdn

Zn rifén

Fe rifidn

Cu rifdn

Hematocrito

COPRO higado

URQ higado

PROTO higado

Porfirinas en higado

Maximo de excitacién (higado}
COPRO rifidn

URO rifidn

PROTO hlgado

Porfirinas en rifidn

Maximo de excitaclon {rifion)
Porfirinas an orina (dia 0)
Porfirinas en orina (dla 25}
Porfirinas en orina (dia 45}
Porfirinas en orina (dia 56}
Maximo de excitaclén (dia Q)
Maximo de excitacion {dis 26}
Méximo de excitacion (dia 45)
Méximo de excltacion {dia 56)
ALA en orina (dla O)

ALA en orina (dla 25)

ALA en orina {(dia 456)

ALA en orina {dia 56)

PBG en orina (dla 0)

PBG en orina {dia 25)

PBG an orina (dia 45}

PBG en orina {dla 66}

51
2566
7.8
0.03
1.6
2.27
8.89
22.56
52.42

0.177
0.2856
0.236
0.051

113.3
8171
24.8
0.022
0.052
0.167
0.136

1.1
338.1
23.26

53
0
0.048
0.116
0.164
409.8
0

0.17

0.28

0.45
410.4

1.4

0.52

0.38

0.63
404.6
404.4
404.6

404

1.76

0.49
0.001

1.1
3.4
1.9
3.7
3.13

78

52
240
7.1

0.028

1.7

1.85

3.38
17.41
50.23

0.162
0.327
0.28
0.066

117.4
516.5
2213
0.0167
0.047
0.154
0.06

84.9
400.9
21.69

49

0.056
0.1
0.166
410.2

0.1
0.164
0.254
410.4

1.8

0.46
0.27
0.62
404.2
404.6
405.2
404.6
0.01
5.12
0.01

0.14
1.6
2.1
4.4

83
2561
7.2

0.028

1.4
2.05
6.69

19.76
40.36

9.24
0.181
0.312
0.268
0.125

84.78
563.6
17.7
0.025
0.065
0.164
0.118

78.9
363.4
21.06

42
0
0.032
0.115
0.147
410.6
0

0.37

0.28

0.65
409,2

0.4

0.38

0.564

0.33
404.6
404.8
4086.2

408

0.96

0.82

0.01

0.4
0.07
4.6
1.7
4.7

54
260
7.6

0.029

1.6

3.62

7.14
19.84
51.83

0.18
0.248
0.225
0.094

93.12
966.7
13.86
0.0225
0.087
0.147
0.163

8%
382.88
17.49
37
0
0.034
0.168
0.202
411
0
0.16
0.21
0.37
409.6
0.7
0.41
0.34
0.41
404.8
404.8
406.4
404.8
0.01
1.92
0.3
0.2
0.1
10.3
4.6
3.9

S5
271
8.6
0.032
1.7
1.35
4.84
28.66
23.94

0.167
0.283
0.233
0.112

93.9
816
26.41
0.0216
0.056
0.124
0.103

B2.9
344.4
34.85

48
0
0.02
0.08
0.1
410.4
0
0.164
0.157
0.311
409.8
1.6

0.68

0.4
0.66
404.2
404.6
404.4

405

1.7
0.7

0.4

0.0

0.3

6.3
3.3
8.3

56
253

0.032
1.4
1.81
3.89
22.7
271

0.168
0.232
0.217
0.048

86.3

907.55

14.79
0.021
0.047
0.12%
0.059

86.5
394.4
23.53

49

0.128
0.16
0.278
410
0.34
0.45
0.46
0.34
405
406
405.2
404.2
1.15

0.84
0.76
0.2
9.9
4.1
2.6



TABLA 5.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON SAMe {final)

Identificacion

Paso rata

Paso higado

Paso higado/Paso rata

Peso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangra

PPE

ZPP{PEL

Plumbamia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

PbL higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifdn

ALA-D activada rifidn

PBG-D rifkdn

ALA-S rifdén

Pb rifidn

Zn rifdn

Fa rifidn

Cu rifidn

Hematocrito

COPRO higado

URD higado

PROTO higado

Portirinas en higado

Méxima de axcitacion (higado)
COPRO rifdn

URO rifidn

PROTO higado

Porflrinas en rifidn

Miéximo de excitacidn {riffon)
Porfitinas en orina (dla Q)
Porfirinas en orina {dia 25)
Porfirinas en orina (dla 45}
Porfirinas en orina {dla BE)
Méximo da excitacion {dfa O}
Méaximo de excitacion (dfa 2B}
Mdximo de excltacidn (dia 45}
Maximo de axcitacién (dia B6)
ALA en orina (dia 0)

ALA an orina (dia 2E)

ALA an orina {dla 45)

ALA en otina (dfa 56)

PBG en orina (dfa 0)

PBG en orina {dfa 25}

PBG en orina {dia 45)

PBG an orina (dia 66}

§7
254
6.8

0.027

1.7

7.8
10.46
39.3
70.7
1.43
3.4
0.218
0.261
0.14
0,194
1630.7
0.64
102.16
667.07
16.35
0.062
0.062
0.105
0.302
0.81
86.79
375.23
31,66
48
0
0.07
0,22
0.29
412.2
0
0.25
0.26
0.51
410.2
0.94
0.46
0.21
0.24
405.8
403.8
404.8
404.2

2.7

¢
3.93

0.7

4.5
0
13.7
2.1

79

S8
233
7.29

0.031
1.78
7.48
10.6

45.06

56.34
1.38

3.5

0.142

0.169

0.123

0.231

1643.8
0.73

123.64

544.32
16
0.08

0.062

0.097

0.496
0.61

79.32

320.51

33.33

43

0
0.04

0.203

0.243

411.6

0
0.21
0.43
0.64

410.6

1.3

0.3
0.28
0.256

404.2
403.6
404.4
404
0.07
0
0.12
6.13
10.3
0
14.4
4.3

59
256
5.56
0.022
1.55
5.98
8.85
38.78
58.35
1.49
4.2
0.16
0.22
0.134
0.122
1550.5
0.88
109.62
492,59
16.23
0.057
0.067
0.109
0.238
0.336
85.37
321.43
25,78
44
0
0.062
0.16
0.212
411.8
0
0.103
0.143
0.246
410.2
0.25
0.27
0.17
0.33
405
404
405
404.8
0.24
0.27
0.46
11.1
5.9

510
248
7.6

0.03
1.86
5.34
8.42
36.06
54.99
1.5
5.51
0.24
0.188
0.111
0.178
1309.1
0.45
98.83
526.48
12.53
0.052
0.07
0.11
0.168
0.464
91.62
304.32
35.21
44
0
0.074
0.167
0.241
412.6
0
0.158
0.167
0.325
410.2
0.68
0.29
0.13
0.22
404
404
405.2
404.4
0.19
0.17
1.6
1.06
6.1
8.3
9.9
1.41

S11
242
6.35

0.026
1.6
2.06
5.38
25.88

65.06
1.61
5.65

0.164
0.2
0.129
0.134

1247.8
112

114,35

722,04

15.69
0.081
0.073
0.102
0.145
0.764
86.23
389.56
27.76
43
0
0.074
0.176
0.26
411.6
0
0.21
0.32
0.563
409.6
0.88
0.14
0.27
0.35
403.8
404.6
404.4
404.2
0.17

0.46
5.6
8.3
3.74
4.4
2.8



TABLA 6.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL

ldentificacién

Peso rata

Peso higado

Poso higado/Peso rata

Paso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumbemia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifidn

ALA-D activads rifidn

PBG-D rifidn

ALA-S rifdn

Pb rifidn

Zn rifdn

Fe rifidn

Cu rifion

Hematocgrito

COPRQ higado

URQ higado 7
PROTO higado

Porfirinas an higado

Mdxima de excitacién (higado)
COPRO rifidn

UROQ rifdn

PROTQ rifidn

Porfirinas en rifidn

Miéximo de excitacién (rifidn)
Porfirinas en orina (dia O)
Porfirinas en orina {dla 25}
Porfirinas an orina {dla 45)
Porfirinas en orina (dia 56)
Méximo de excitacion (dia O)
Mdaximo de excltacién {dia 25)
Méxlimo de excitacion (dia 45)
Méximo de excitacion (dia 56}
ALA en orina (dia O}

ALA en orina {dla 25)

ALA en orina (dia 48)

ALA en orina (dia 56}

PBG en orina {dia 0}

PRG en orine (dla 2b)

PBG en orina {dfa 45}

PBG en orina {dla 66)

Al
224
9.1
0.04
1.8
2.5
8.03
43.57
80.84

13.77

0.097

0.192
0.14

0.97
87.1
1104.4
16.8
0.036
0.056
0.1

3.64
52.4
360.99
18.2
51
0.001
0.011
0.166
0.167
411.6
0
0.34
0.58
0,92
410.6
1.17
0.54
0.43
0.32
404
404.6
404.2
404.8
4.62
0.7
0
0.31
6.13
7.68
0.89
7.54

80O

A2
208
8.8
0.042
21
3.57
7.99
32.87
61.21

14.04
0.143
0.222
0.121

0.79
91.56
807.3
13.7
0.037
0.062
0.116

2.89
56.3
347.6
19.3
52
0.007
0.022
0.065
0.094
411.8
0
0.7
0.55
1.26
410.4
1.11
0.51
0.46
0.4
404.2
404.6
404.2
404.8
4.85
0
0.76
1.16
4.1
7.24
3.13
5.02

AJ
250
9.03
0.036
2.32
2.86
6.44
28.87
62.32

1.5
0.17
0.19
0.16

0.62
101.9
971.6
17.73
0.064
0.07M
0.317

4.13
56.4
326.1
22.6
B0
0.003
0.03
0.09
0.123
410.6
0
0.023
0.46
0.483
410.2
0.79
0.36
0.28
0.54
404.2
404.8
404.4
404.8
3.72
0
2.07
0
2.28
8.17
2.14
2.3

Ad
211
8.3
0.039
2.4
3
8.07
43.26
69.49

5.2
0.2
0.22
0.2

0.47
91.9
763.3
15.2
0.044
0.058
0.113

3.56
56.5
317.6
17.4
40
0.009
0.027
0.0885
0.12%
411.4
0
0,17
0.17
0.34
410.6
0.2b
0.14
0.1
0.66
404.8
406
405
405
0
0
0.68
1.65
3.25
0
2.2
5.26

AB
2186
8
0.037
2
2.44
9.89
50,14
39.36

0.19
0.22
0.29

0.63

89.6
814.1
14.6
0.038
0.059
0.176

3.565
52.4
359.9
21.9
38
0.003
c.017
0.097
0.117
411.8
0
0.32
0.42
0.74
410.2
0.7
0.22
0.19
0.99
404 .4
404.8
404.2
404.6
4.87
0.32
0.48
1.9
2,78
6.1
1.52
3.78

ABG
211

0.033
2.1
2.96
7.07
32.88
69.26

0.21
0.22
0.33

0.43
86
1077.3
14.2
0.042
0.069
0.108

68.3
460.4
28.8
46

0.02
0.084
0.104

412

0.174
0.49
0.664
410.8
0.85
0.4
0.3
0.83
404 .4
404.6
404.2
404.4
5.38

0.84
1.81
6.94
2.68
5.61



TABLA 6.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL (final)

Idantificacion

Paso rata

Peso higado

Peso higado/Peso rata

Paso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumhemia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn hipado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifdn

ALA-D activada rifidn

PBG-D rifdn

ALA.S rifion

Ph orifdn

Zn rifdn

Fe rifidn

Cu rifén

Homatocrito

COPRO higado

URQO higado

PROTO higado

Porfirinas en higado

Maximo de excitacién {higado)
COPRO rifidn

URO rifién

PRQTO rifdn

Porfirinas an rifdn

Mdaximo de excitacién {rifién)
Porfirinas an orina {dfa 0)
Porfirinas en orina {dia 25)
Porfirinas en orina {(dls 45)
Porfirinas en otina {dia B6)
Maximo de excltacidn (dia O)
Maximo de excitacion (dia 25)
Maximo de excitacién (dfa 45)
Maximo de excitacion (dla 56)
ALA en orina (dia 0)

ALA an orina (dia 25)

ALA an orina (dia 45)

ALA an orina {dla 86)

PBG en orina {dia 0}

PBG en orina (dfe 25)

PBG en orina (dla 45)

PBG en orina (dia 56)

A7
216
7.38

0.034

1.6

4.1
8.41

21.62
44.33
1.26
10
0.127
0.1567
0.107
0.049
1340
0.7
86.22
759.84
16.67
0.04
0.0565
0.074
0.1
1.25
78.46
427.74
25.77
47
0
0.034
0.12
0.154
411.6
0
0.447
0.37
0.817
410.2
1.02
0.43

0.6
1.16
404

404.4
404.2
404
2

1.9

3.5
2.08

2.3

6.b
2.04

8.7

81

AB
243
1.75

0.032
1.64
2.92
7.16

28.68

64.46
1.29
11.4

0.158

0.173

0.106

0.078

1233.8
1.47

87.16

566.56

14.66
0.05

0.062

0.078

0.088
1.98

78.48

344.68

26,08

46

0

0.08%

0.187

0.282

410.8

0
0.72
0.66
1.28

410.2
0.92
0.72
0.23
0.54
404

404.2

404.2

403.6

2.7

2.2

2.2

0

1.9
14.9
14.3

6.8

A9
267
7.62
0.028
1.84
4.37
9.61
25.87
73.52
1.16
10.08
0.162
0.166
0.104
0.044
851.78
0.49
105.88
747,17
14,8
0.046
0.061
0.063
0.073
3.32
85.02
372.24
26.56
46
0
0.067
0.143
0.21
411.6
0
0.237
0.247
0.484
411.4
0.42
0.18
0.35
0.49
404.4
404.8
404.2
404.4
3.3
2.4
4.8
0.06
1,42
13.6
3.2
4.6

A10 Al
265 223
7.55 6.87
0.028  0.031
1.8 1.56
3.8 4
8.41 9.41
19.18 18.2
56.13 67.92
1.26 1.14
6.9 8.7
0.1567  0.149
0.179  0.172
0.11% 0.112
0.045  0.103
1602.6 1385.1
0.27 0.79
94.53 9525
556.6  839.1
17.39 16.71
0.047 0.044
0.06 0.065
0.076  0.069
0.143  0.087
1.11 1.31
B82.23 B4.66
335.69 338.64
32.41 31.87
47 51
0 0
0.064  0.047
0.17 0.126
0.224 0.173
4124 4122
0 0
0.28 0.58
0.25 0.54
0.63 112
410.2 4104
0.31 1.21
0.21 0.29
0.26 0.26
0.63 0.78
404.4 4042
404.8 4044
404.6 4046
406 404
5.9 13.1
3.6 1.6
0.7 0.9
0 3.7
1.8 1.7
3.6 9.6
3.47 2,83
5.6 6.3




TABLA 7.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL + SAMe

identificacion AS1 AS2 AS3 AS4 ASB ASE
Peso rata 253 244 253 258 257 248
Peso higado 7.8 7.6 7.2 7.8 7.4 7.7
Peso higado/Peso rata 0.031 0.031 0.028 0.03  0.029  0.031
Peso rifion 1.4 1.6 1.9 1.6 1.4° 1.8
ALA-D sangre 1.16 1.95 2.82 2.57 2.46 2.7
ALA-D activada sangre 2.98  3.79 3.74 3.01 3.57 2.82
PBG-D sangre 27.25 31,72 3677 23.12 34.46 34.65
PPE 27.42 18,69 2884 31.12 31.92 38.29
ZPP/PEL
Plumbemia 8.1 6.97  4.92 6.9 7.04 8.3
ALA-D higado 0.153  0.148 0.179  0.128 0.121  0.144
ALA-D activada higado 0.216  0.222 0.242 0.18 0.161  0.185
PBG-D higado 0.248 0.202 0.235 0.21%  0.196 0,205
ALA-S higado 0.04 0.074 012  0.123 0.113  0.063
GSH higado
Pb higado
Zn higado 80.4 102.48 103.8 108.5 117.3 114.3
Fa higado 1234.4 8254 717.8 826.9 1033.7 733.3
Cu higado 18.36 18.63 20.6 17.3 15.56 32.06
ALA-D rifidn 0.04 0.051 0.048 0.04 0.039 0,052
ALA-D activada rindn 0.083 0.087 0.086 0.072 0.069 0.083
PBG-D rifidn 0.204 0.204 0.188 0.178 0.201 0178
ALA-S rifidn 0.537 0.318 0.1 0.166 0.541 0.089
Pb rifién
Zn rifdn 88.9 113.3 98.9 84.3 73.3 97.6
Fe rifdn 409.2 3281 406.3 367.4 389.1 381.3
Cu tifdn 28.47 32.03 32.56 35,64 40.27 23.28
Hematocrito 45 41 41 46 44 49
COPRO higado 0 0 0 0.024
URO higado 0.023  0.041 0.015 0.02
PROTO higado 0.135 0.4 0.62 0.08
Parfirinas en higado 0.168 0.441 0.636 0,124
Maximo de excitacidn (higado) 411.4 412.4 412.6 410.6
COPRO rifidn 4] 0 0 0 Q 0
URO rifidn 0.16 0.28 0.2 0.16 0.t167 0.186
PROTO rifidn 0.18 0.21 0.18 0.12 0.163 0.22
Parfirinas an rifdn 0.35 0.49 0.38 0.28 0.32 0.416
Maximo da excitacion (rifién) 410.6 408.6 409.6 409 409.8 410
Porfirinas en orina (dla Q) 0.69 1.14 0.8 1.96 0.59 0.42
Porfirinas en orina {dia 256} 0.75 0.7 0.6 0.55 0.88 0.97
Porfirinas en orina {dia 45) 0.956 0.5 0.62 0.82 0.56 0.44
Porfitinas en orina (dla B6) 0.63 0.566 0.46 0.52 0.76
Miximo de excitacién {dia O) 404.8 404.4 404.8 4044 4044 404.8
Mdximo de excitacién (dla 25) 404.4 4042 4046 4042 4052 404.4
Maximo de excitacion {dfa 45) 405.2 406 405.4 4048 4052  405.2
Miéximo de excitacién (dia 56) 404.6 404.2 404.6 404.8  405.2
ALA en orina (dis 0) 1.28 0.9 0.94 1 1.6 0.1
ALA en orina (dla 25) 422 2.27 3.5 2.6 4.3 2.45
ALA en orina {dla 45) 0.5 2.1 4.1 0.7 0 0
ALA en orina (dia 56) 4 0.75 1.5 4.14 0.94 0
PBG en orina (d[a Q) 3.21 1.4 3,96 3.97 2.18 Q.82
PBG en orina (dia 25} 2.9 4.2 1.8 2,02 1.7 2.04
PBG en orina (dla 45) 7.8 4.4 6.3 4.5 2.9 0.8
PBG en orina (dia 56) 3.5 4.9 7.6 9.6 5.1 2.7
82




TABLA 7.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL + SAMe final}

Identificacion AS7 ASS AS9 AS10 AS11
Peso rata 267 256 248 266 240
Paso higado 7.35 8.05 6.84 7.73 7.35
Peso higado/Peso rata 0.027 0.03%  0.027 0.029 0.03
Peso rifion 1.67 1,86 1.6 1.71 1.5%
ALA-D sangre 5.85 5.2 6.3 .42 4.2
ALA-D activada sangre 11.76  8.71 B8.83 8.1 9.23
PBG-D sangre 26.92 29.65 31.11  26.25 27.24
PPE 57.22 62.86 £9.61 62.28 63.58
ZPP/PEL 1.08 1.06 1.16 1.12 1.06
Piumbamia 4.1 4.1 4.6 4.3 5.1
ALA-D higado 0.187 0.204 0.212 0.212 0.1686
ALA-D activada higado .19 0.197 0.2085 0.207 0.181
PBG-D higado 0.102 0.118 0.132 0141 0.101
ALA-S higado 0.076 0.15 0.062 0.15 0.049
GSH higado 1604 1127.9 1290.9 1287.9 1624.3
PbL higado 0.24 0.63 (.4b 0.93 0.5
Zn higado B2.25 94.64 85.61 897.66 92.03
Fe higado 7680 413.84 4211 617.32 518.54
Cu higado 14.59 13.02 16.09 21,02 16.08
ALA-D rifdn 0.072 0.08 0.069 0.069 0.064
ALA-D activada rifdn 0.075 0.086 ¢.069 0.0 0.066
PBG-D rifidn 0.085 0.089 0.086 0.085% 0.1
ALA-S rifidn 0.055 0.16 013 0.116 0.108
Pb rifdn 0.66 0.398 0.44 0.369 2.06
Zn rifidn 78.06 91.03 78.1 82.63 B34
Fe rifién 322,37 2643 352.2 336,43 36775
Cu rifdn 28.57 24.94 28.62 31.9 28.85
Hamatocrito 44 4b 46 43 a9
COPRO higado 0 0 0 0 0
URO higado 0.026 0.03 0.065 0.066 0.077
PROTO higado 0.166 0,23 0.19 Q.18 0.18
Porfirinas en higado 0.192 0.26 0.255 0.246  0.257
Méximo de aexcitacién (higado) 411.6 411.8 411.4 411.2 411.6
COPRQ rifidn 0 L4 0 4] 0
LRO rifdn 0.19 0.146 0.08b 0.18 0.2b
PROTOQ rifidn 0.19 0.3 0.19 0.183 0.2
Porfirinas en rifidn 0.38 0.446 0.275% 0.363 0.45
Miéximo de excitacidn (rifidn) 409.8 410.6 410.2 410.6 410.6
Porfirinas en orina (dfa Q) 1.66 oM 0.14 0.21 0.4
Porfitrinas an orina {dia 25) 017 0.3 0.14 0.26 0.2
Porfirinas en orina {dia 45) 0.29 0.36 0.21 0.2 0.34
Parfirinas en orina (dia 66} 0.48 0.53 0.25 0.33 0.26
Maximo de axcitacion (dia 0) 404.8  404.4 403.6 404.6 403.8
Maximo de excltacldn {dia 25) 404.8 404 404.6 404.6 4062
Maximo de axcitacion (dla 45) 404,2 403.8 404.2 4044 403.8
Méaxima de excltacion (dla 56) 403.8 403.8 404 404 403.8
ALA en orina {dia 0} 0 0 0.9 0 0
ALA en corina {dia 25) 0.6 1.3 1.6 1.6 0
ALA en orina (dia 45) 0 1.6 0.4 0.4 0.08
ALA en orina {(dla 56) 1.1 0.9 0.3 1.3 0
PBG en orina (dfa 0) 0 0 0 0 0
PBG en orina (dia 25) 0 11 0.8 2.6 0.7
PBG en orina (dia 45) 6.7 2 1.3 1.1 1.2
PBG on orina (dia 56) 4.4 3.2 4.4 6 5.6
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TABLA 8.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON PLOMOQ

Identificacion

Peso rata

Paso higado

Pesa higado/Peso rata
Peso riddn

ALA-D sangre
ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumbemia

ALA-D higado
ALA-D activada higado
PBG-0 higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifon

ALA-D activada rifdn
PBG-D rifidn

ALA-S rifdn

Pb rifidn

Z2a rifdn

Fa rifidn

Cu rifién
Hematocrito

COPRO higado

URQ higado

PROTQ higado
Porfirinas en higado

Maximo de excitacidn thipado)

COPRO rifidn
URO rifidn
PROTO rifidn
Parfitinas en rifén

Maximo da excitacion {rifién}
Porfirinas an orina (dla O)
Porfirinas an orina {dia 25)
Porfitinas en orina {dia 48)
Parflrinas en orina {dla 56)
Mdéximo de axcltacion {dia O}
Maximo de excitacién (dla 2b)
Méximo de excltacién (dla 45)
Maximo de excitacién (dia 56}

ALA an orina {dfa Q)

ALA en orina (dla 25)
ALA en orina (dia 45)
ALA an orina {dia 56}
PBG an orina {dfa 0)

PBG an orina (dia 25)
PBG en orina {dla 45}
PBG en orina (dfa 56)

P1
273
9.6

0.035
2.2
0.23
16.16
20.74

137.15
1.43

108.68

0.13
0.19
0.074

5.26
94.9
13211
13.7
0.106
01785
0.143

67.42
60.2
453.6
16
62
0
0.02
0.11
0.13
412.2
0
0.24
0.44
0.68
410.4
0.83
0.38
0.69
0.9
403.8
404.6
404.8
404.8
2.5
4.23
0
0.32
6.2
1.41
3.2
2.9

84

P2
283
10
0.039
2.5
0.16
7.89
15.39

© 88.39

1.74
98.49
0.18
0.38
0.15

4.3
a3
9471
12.7
0.067
0.116
0.087

40.65
9.4
437

18
49
0

0.016

0.105

0.121

412.2

0.34
0.45
0.79
409.8
0.3
1.06
0.69
0.89
405
404.8
404.6
A06
8.9
4.5
0.8
4.3
4.3
3.4
1.3
3.7

P3
260
9.6
0.037
2.2
0.2
7.8
18.19
91.66
1.61
79.65
0.16
0.31
0.14

6.67
107.7
923.1

5.1
0.076
0.151
0.123

43.14
63.2
301.4
14.4
45
0
0.022
0.12
0.142
412.4
0
0.32
0.33
0.6%
410.8
3.3
1.b
0.85
0.77
404.2
404.4
404.4
404.8
12.6
5.6
2.2
4.3
19
1.5
8.3
6.9

P4
251
8.3

0.033
2.3

0.073

10.16

14.23

86.75
1.48

66.5

0.25
0.5

0.16

4.06

67.9
702.1

10.8
0.073
0.1456
0.097

56.64
65.2
401
20.6

50
0

0.025
on

0.136

411.6

0
0.39
0.36
0.74

410.2

0.6
1.08
0.9
1.03

404.6

404.8

404.8

404.8

1.2
2.4
0.1
2.4
4.4

0

4.5
1.6

P5
250
8.6
0.034
2
0.16
B.48
18.48
91.55
1.54
74.48
0.13
0.25
0.081

4.01
87.3
667.7
9.6
0.06
0.073
0.093

49.89
59.9
425,7
16.6
49
0
0.013
0.102
0.116
412.4
0
0.3
0.45
0,76
410.6
0.55
0.7
1.156
0.62
404.2
404.8
404.6
404.4
2.2
2.8
1.7
2,65
9.6
1.63
8.6
3.97

PG
290
7.63
0.026
1.83
0.68
12.4
40.96
182.34
1.67
106.7
0.129
0.22
0.137
0.218
1124.3
3.46
116,38
759.84
19.0%
0.035
0.088
0.096
0.194
25.16
73.43
282,97
25.86
44
0
0.041
0.199
0.24
411.6
0
0.8
0.44
0.63
411
0.94
0.76
0.565
1.14
403.8
404
403.8
403.8
0.7
0.25
4.9
1.6
4.4
6.4
3.9
1.7




TABLA 8.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON PLOMO (final)

Identificacian P7 P8 £y P10
Peso rata 247 261 263 262
Paso higado 6.01 7.46 7.23 6.37
Peso higado/Peso rata 0.024 0.028 0.027 0.024
Peso rifidn 1.58 1.75 1.78 1.65
ALA-D sangre 0.65 2.39 1.98 1.12
ALA-D activada sangre 13.57 16,12 13.76  11.04
PBG-D sangre 43.91 45,26 3945 37.3
PPE 143.26  92.19 101.21 138.27
ZPP/PEL 1.65 1.58 1.49 1.66
Plumbamia 51.4 46.8 85.7 120,1
ALA-D higado 0.147 0.147 0.154 0.172
ALA-D activada higado 0.182 .13 0.154 0.225
PBG-D higado 0.124 0.117 0.123 0.131
ALA-S higado 0.168 0,354 0.196 0.294
G SH higado 1607.8 1266.2 1200.1 1619.4
Pb higado 2.18 2.82 2,32 2.68
Zn higado 110.13 137,69 1161 98.35
Fe hlgado 568.63 695,77 6988.7 622.14
Cu higado 15.81 18 22.13 16.65
ALAD rifon 0.046 0.069 0.042 0.05
ALA-D activada rifidn 0.104 0.118 0.086 0.108
PBG-D rifidn (.096 0.12 0.093 0.114
ALA-S rifdn (.283 0.231 0.22 0.249
Pb rifién 23.26 13.28 24.01 26.3
Zn riddn B0.37 79.03 80.44 80.98
Fa rifdn 188.88 0329.63 28598 1292.25
Cu rifidn 24.07 19.37 19.74 20.35
Hematocrito 42 42 41 46
COPRO higado 0 0 0 0
LRO higado Q.089 0.057 0,055 0.73
PROTO higado 0.23 0.3 0.17 0.16
Parfirinas en higado 0.289 0,367 0.22b 0.89
Méximo de excitacidn (higado) 4104 4114 410.4 411.4
COPRO rifdn 0 0 4] 0
URO rifdn 0.32 0.1 0.66 0.68
PROTO rifién 0.3 0.4 0.48 0.39
Parfirines an rifidn 0.62 0.Bb 1.14 0.97
Miéximo de excitacion (rifidn) 410.4 411 410.2 4090.8
Porfirinas an orina (dia O} 0.81 0.21 0.82 0.97
Porfirinas en orina (dla 25) 0.73 0.4 0.8% 0.39
Porfirinas an orina {dia 45) 0.85 0.45 0.83 0.4
Porfirinas en orina {dia 66} 0.72 0.62 0.91 0.756
Maximo de excitacion (dia O) 404.2  404.8 403.8 404
Maximo de excitacién {(dia 25) 404 404 404 404
MaxIimo de excitacién {dia 45) 403.8 404 403.8 404
Maximo de excitacion (dfa 56} 403.8 404 403.8 404
ALA en orina {dla 0) 0.7 1 0.6 1.1
ALA en orina [dfa 26) 1 1.8 4.2 3.3
ALA en orlna (dla 45) 1.8 3.6 2.6 6
ALA en orina (dfa 66) 1.9 1.8 0.98 Y
PBG en orina (dla 0) 10.2 4.3 6.6 2.8
PBG en orina {dla 25) 3.3 1.2 1.3 0.3
PBG en orina {dfa 45) 3.5 6.3 3.2 3.1
PBG en orina (dia 56) 2.4 3.8 0.4 2.8
85




TABLA 9.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON PLOMO + SAMe

Identificacion

Paso rata

Peso higado

Peso higado/Peso rata

Paso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPPIPEL

Plumbemia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifidn

ALA-D activada rifdn

PBG-D rifdn

ALA-S rifidn

Pb rifidn

Zn rifdn

Fe rifidn

Cu rifidn

Hamatocrito

COPRO higado

URQ higado

PROTO higado

Porfirinas en higado

Miaximo de excltacion {higado)
. COPRQ rifidn

URQ rifidn

PROTO rifidn

Porfirinas an rifién

Miximo de excitacidn (rifidn)
Portirinas an orina (dfa O}
Porfirinas en orina (dis 25)
Porfirinas an orina {dia 45)
Porfirinas an orina (dla 56)
Maximo de excitacién (dia O)
Méximo de excitacion (dia 25)
Maximo de excitaclon {dia 4b)
Maximo de axcitacidn (dis 66)
ALA en orina (dla 0)

ALA en orina (dla 26)

ALA an orina (dia 45)

ALA en orina (dls 56)

PBG an orina {dia Q)

PBG an orina {dia 25}

PBG en orina (dia 48)

PBG en orina {dfa 66}

PS1
213
6.2
0.024
1.4
0.904
24,84
57.75
91.46

0.17
0.217
0.263

120.8
419.46
22.81
0.031
0.083
0.225
0.072
39.29
78.6
281.8
20.32
46
0
0.037
0.161
0.188
410.6
0
0.44
0.39
0.83
409.4
0.46
0.36
0.98
0.7
404.8
403.8
404.6
404.6
7.8
5.03
G
2.64
1.8
9.9
4.02
9.9

B6

PS2
247
7
0.028
1.8
0.987
26.38
72,22
68.02

0.233
0.304
0.106
0.044

144.2
7721
18.14
0.029
0.075
0.235
0.064
33.3
80.8
289.2
27.68
60
0
0.03
0.152
0.182
411
0
0.51
0.44
0.95
409.6
0.93
0.16
0.43
0.29
404.4
405.2
404.6
404.8
5.3
1.98
0
0
4.8
6.7
0.8
6.7

PS3
266
71
0.027
1.7
0.78
19.26
51.62
85.34

0.17
0.223
0.304
0.018

119.3
5566.1
20.52
0.025
0.08
0.23
0.22
59.63
143.9
2731
38.04
48
0
0.032
0.21
0.242
411.,2
0
0.41
0.34
0.76
409.6
0.8
0.62
0.91
0.15
405.6
404.4
405
405
1.4
0.9
0
1.73
1.6
5.4
2.8
4.4

PS4
227
7.2
0.032
1.8
0.817
17.42
55.39
100.33

0.118
0.154
0.224

120.2
639.3
22.58
0.027
0.065
0.2033

38.63
86.64
285.2
26.35
51
0
0.02
0.143
0.163
413
0
0.34
0.23
0.57
408.4
1.32
1.3
1.1
0.34
405.2
405
405
404.4
0.88
4.9
0
2,21
1.1
3.8
2.85
4.7

PS5
263
7.8
0.029
1.8
0.806
16.18
58.42
66.41

0.139
0.191
0.265
0.027

95.7
861.9
17.18
0.02
0.066
0.23
0.11
35.63
90.03
285.8
33,76
46
0
0.01
0.16
0.17
413.6
0
0.32
0.29
0.61
409.8
0.61
0.52
0.6
0.44
404.8
403.8
404.8
404.6
1376
0.167
0
1.06
1.81
7.81
2.0%
1.09

PS6
245
6.8
0.0277
1.8
1102
22117
50.9
93.4

0.146

0.209

0.146
0.18

125.2
566
21.44
0.03
0.074
0.22
0.02
34,65
95.2
291
29.36
49
0
0.03
0.23
0.26
411.8
0
0.34
0.35
0.69
409.8
0.96
0.48
1.01
0.27
405.2
408
405
404.4
0.1
1.45
0
4.2
1.63
6.4
3.23
.46




Identificacion

Paso rata

Peso higado

Paso higado/Peso rata

Paso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Piumbemia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn hipado

Fa higado

Cu higado

ALA-D ritidn

ALA-D activada rifidn

PBG-D rifidn

ALA-S rifién

P rifidn

Zn rifdn

Fa rifidn

Cu rifdn

Hematocrito

COPRO higado

URO higado

PROTO higado

Porfirinas an higado

Maximo de excitacion {higado)
COPRO rifdn

URO rifibén

PROTO rifidn

Porfirinas an rifidn

Madximo da axcltaclén (rifon)
Rorfirinas an orina {dla O}
Porfirinas an orina (dia 25)
Porfirinas en orina {dia 45}
Porfirinas en orina (dia 56}
Maximo de excitacion {dfa Q)
Maximo de excltacién {dla 25)
Méximo de excitacion {(dla 45}
Méximo da excitaclén (dla 66)
ALA an orina (dia 0)

ALA an orina {dla 25}

ALA en orina (dla 45)

ALA an orina idia BG)

PBG en orina {dla O}

PBG en orina {dla 25)

PBG en orina (dia 4B)

PBG an orina {dia 56)

PS7
270
8.6
0.032
1.92
1.84
14.31
29.86
92.1
1.42
53.6
0.247
0.282
0.183
0.083
1336.9
1.45
92.24
593.4
12.16
0.041
0.089
0.091
0.208
18.49
106.98
253.13
27.81
46
0
0.06
0.19
0.25
411.4
0
0.2
0.21
0.41
410
0.36
0.13
0.21
0.63
404.4
405
404.8
404 .4

oD O
NI R SR O X

4]
~3

PS8
275
7.87
0.0286
2.18
0.34
9.84
33.7
93.17
1.48
54.3
0.245
0.29
0.157
0.083
11311
1.97
96.93
550.9
15.9
0.048
0.094
0.096
o121
19.48
86.35
285.62
26.07
43
0
0.046
0.1867
0.203
411.6
0
0.16
0.27
0.43
410.4
}
.21
0.18
0.39
404
404.2
404.2
404.2
3.2
7.7
1.8
5.2
3.2
6
2.8
3.1

PS9
243
7.11
0.029
1.65
0.74
13.56
28.32
101.13
1.33
52.3
0.21
0.258
0.13
0.092
1396.5
2.1
92.43
549.24
13.56
0.051
0.098
0.089
0.114
23.69
79.22
276.97
27.92
43
0
0.054
0.17
0.224
412.2
0
0.2
0.3
0.5
411.2
1.11
0.36
0.3
0.81
404
404.2
404.4
404.2
1.8
5.7
2.9
5.2
3.4
5.2
6.1
6.1

PS10
277
8.03

0.029
1.9
0.66
10.76
36.35
94.42
1.48
59.3
0.229
0.277
0.151
0.074
1349.7
1.96
87.51
383,83
13.35
0.045
0.087
0.097
0.104
30.41
107.26
363.32
40.14
43
0
0.047
0.17
0.217
410.2
0
0.21
0.31
0.52
410.2
0.91
0.58
0.43
0.84
404
404.2
404.2
404.2
2
13.2
11

2.8

3.3
17.4
4.7
3.4

TABLA 9.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON PLOMO + SAMe {(final)

PS11
274
8.62
0.031
1.89
0.55
11.12
27.52
112.93
1.38
66.6
0.216
0.265
0.149
0.081
1674.8
2.65
86.48
526.79
13.7
0.052
0.102
0.091
0.14
31.44
81.44
326.65
25.86
44
0
0.05
0.16
o.21
411.8
0
0.225
0.27
0.495
410
0.68
0.4
0.25
0.44
404.8
404.2
404.4
404.4
2.6
9.3
0.1
8.6
6.6
3.5
6.3
5.7



TABLA 10.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL + PLOMO

Idantificacion AP1 AP2 AP3 AP4 APH APB

Paso rata 224 210 226 215 200 210

Peso higado 7.7 7.9 8.4 7.6 7.8 8.5

Peso higado/Paso rata 0.034 0.037 0.037 0.038 0.039 0.04

Paso rifdn 2.2 1.8 2 1.7 7.1 2.2

ALA-D sangre 0.29 0.79 0.45 0.28 0.15 0.58

ALA-D activada sangre 9.03 1587 16.05 1254  9.13 9.92

PBG-D sangre 11.18 40.86 26.12 24,42 2259 20.83

PPE 80.63 88.7 77.94 108.12 111565 886.01

ZPP/PEL 1.48 1.47 1.35 1.34
Plumbamia 96.72 80.52 74.82 78.76

ALA-D higadao Q.17 0.13 0.132 0,118 Q.14 0.146

ALA-D activada higado 0.26 0.26 0.25 0.249 0.2% 0.252

PBG-D higado 012 0.12 0.119 0112 0.16 0.13

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado 6.11 5.13 6.36 5.95 5.95 7.91

Zn higado 86 74.7 77.9 79.8 78.6 75.1

Fe higado 11421 739.9 955.4 836.3 952.6 735.3

Cu higado 1.2 11.7 12.3 10.8 12.1 12.2

ALA-D rifdn 0.03 0.038 0.026  0.097 0.03 0.027

ALA-D activada rifdn 0.1 0.123 0,98 0.133 0.113 0.104

PBG-D rifign 0.067 0.084 0.069 0.083 0,087 0.0683

ALA-S rifidn

Ph rifidn 45,71 32.33 52.79 45,26 42,19 44 .4

Zn rifidn 55.9 58.4 58.1 62.5 50.7 86

Fo rifion 403 351.8 381.4 40941 373.2 367.2

Cu riftdn 20.5 12 13.9 13.2 12.2 12.4
Homatacrito 62 44 43 b3 B1 46

COPRO hlgado 0 0 0 0 0 o]

UROQ higado 0.032 0.024 0.011 0.023 0,022 0.023

PROTO higado 0.133 0.1286 0.14 0.12 0.12 0.125
Parfirinas en higado 0.168 0.18 0.1b1 0,143 0.142 0.148 !
Maximo da axcitacion thipado) 412.2 4116 411.6 412.2 4116 411.8
COPRO rifdn 0 0 0 0 0 0
URO rifidn 0.23 0.23 0.22 0.29 0.5 0.21 ‘
PROTO rifdn 0.33 0.63 0.34 0.54 0.32 0.35 .i
Porfirinas an rifidn 0.56 0.86 0.56 0.83 0.47 0.56
Mdximo de axcitacion (rifidn) 410.2 4098 4106 411.8 411 410.2 w
Porfirinas en orina (dla O) 0.27 1.08 0.74 0.59 0.35 0.26
Porfirinas en orina {dia 28) 0.87 1.18 1.2 0.83 0.78 0.64 |
Porfirinas an orina {dia 45) 0.71 0.86 0.93 0.56 0.93 0.69
Porfirinas an orina {dia 58) 0.6 0.39 0.79 1 0.98 0.62
Maximo de excitacién {dfa O) 405.6 4042 404.6 4044 405 405 !
Méximo de excltacion (dla 25) 404.6 4044 4046 4046 4046 404.6 |
Moximo de excltaclén (dla 45) 404 404 404 404 404 404 ‘
Maéximo de excitacién (dis 56} 404.8  405,2 405 404 404.6 4046

ALA en orina {dia 0} 3.2 4.6 7.7 3.9 6.1 2.87

ALA an orina (dfa 28) 112 1.77 2 0 2.6 1.8

ALA an orina (dla 45} 2 3.8 3.3 3.3 2.7 4,2

ALA en orina {dla 56) 3.27 2.7 2.2 2.5 0.2 1.1

PBG en orina (dia Q) 11.8 6.6 .25 5.24 5.13 3.7 |
PBG en orina {dia 25) 8.3 6.2 109 64 6 5.73
PBG en orina (dla 45) 2.4 4.1 6.b 2.7 1.9 1.95 :
PBG en orina {dla 56) 12.67 0.77 1.2 9.2 3.34 4]
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TABLA 10.- DETERMINACIONES ANALITICAS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL + PLOMO (final)

ldentificacion AP7 APS AP9 AP10  AP11
Peso rata 243 254 256 235 237
Paso higado 7.62 6.39 8.19 6.67 7.54
Peso higado/Peso rata 0.031 0.025 0.032 0.028 0.032
Peso rifidn 1.66 1,89 1.87 1.63 1.76
ALA-D sangre 0.92 2.34 1.44 2.02 1.42
ALA-D activada sangre 13.52 10.88 16.52 15.6 17.21
PBG-D sangre 38.48 31.63 41.03 44.36 44.49
PPE 100.6 73.5 98.58 82.41 95.03
ZPP/PEL 1.42 1.44 1.28 1.32 1.33
Plumbamia 49.8 31.3 71.9 40.8 67.8
ALA-D higado 0.16 0.184 0.166 0.182 0.79
ALA-D activada higado 0.208 0.254 0.196 0.23 0.194
PBG-D higado 0.134 0.152 0.109 0.146 0.146
ALA-S higado 0.1654 0.235 0.256 0.296 0.278
GSH higado 1209.3 1036 1030.2 1447.2 13045
Pb higado 1.86 1.86 1.92 1.77 1.91
Zn higado B5.75% B1.5 88.68 99.63 101.7
Fa higado 493,94 646.11 B72.87 539.32 48597
Cu higado 16.42 17.14 22,05 17.32 17.78
ALAD rifdn 0.04 0.036 0.041 0.059 0.05
ALA-D activada rifién 0.079 0.067 0.07 0.102 0.072
PBG-D rifdn 0.0956 0.081 0.1 0.109 0.107
ALA-S rifdn 0.39 0.358 0.323 0.314 0.341
Pb rifidn 25 11.26 21.42 17.72 18.84
Zn rifion 76.03 69.78 70.47 74.46 85.89
Fa rifion 341,49 329.82 280.35 282.86 298.36
Cu rifdn 23.97 25.17 38.42 24.7 36.51
Hematoorito 48 51 43 41 41
COPRO higado 0o 0 0 0 0
URQ higado 0.031 0.056 0.08 0.048 0.049
PROTO higado 0.1686 0.186 0.176 0.193 0.19
Porfirinas an higado 0.374 0.242 0.226 0.241 0.239
Méximo de excitacién (higado) 411.2  411.2 410.8 4116 4126
COPRO rifidn 0 0 0 0 O
URO rifidn 0.145 0.21% 0.38 0.202 0.2
PROTQ rifidn 0.43 0.36 0.46 0.35 c.41
Porfirinas an rifidn 0.575 0.67 0.84 0.6b2 0.61
Maximo de excitacion (rifidn) 410.6 410.8 410 410.2 411
Porfirinas en orina {(dia O} 1.23 0.89 0.23 0.62 0.96
Porfirinas en orina {dia 26} 1.04 0.89 0.4 0.5 0.84
Porfirinas an orina {dia A5) 0.7 0.63 0.9 0.4 0.83
Porfirinas en orina (dia B6) 1.23 0.8 1.67 1.72 0.9
Méaximo de excltacién {(dla O) 404.4 404.4 404.8 404.4 404.2
Miximo de excitacion {dla 25) 404 404 404 404.2 404.,2
Méximo de excitacién {dia 45) 4042 404.2 4046 403.4 4042
Maximo da excltacién (dia 56} 403.6 403.6 403.8 404.4 403.8
ALA en orine {dia 0} 14 15.9 6 6.3 2.37
ALA an orina (dfa 2B) 1.6 2.2 2.2 0.93 2.1
ALA an orina (dia 45) Y 0 0.86 2.2 0
ALA en orina (dfa 56) 3.5 2.6 3.7 4.9 3.3
PBG en arina (dfa 0) 2.3 1.1 4.2 7.1 13.4
PBG en orina {dia 25) 0.7 0.6 0156  0.15 3.5
PBG en orina {dla 45) 4.8 6.1 7.1 8.8 3.9
PBG an orina (dis 56) 4.3 6.3 1.33 9.6 4.9
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TABLA 11.- RESULTADOS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCOHOL + PLOMO + SAMe

Idantificacion

Poso rata

Peso higado

Peso higado/Peso rata

Peso rifdn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumbamia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S hlgado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fea higado

Cu higado

ALA-D rifidn

ALA-D activada rifiin

PBG-D riiddn

ALA-S rifidn

Pb rifdn

Zn rifidn

Fo rifion

Cu rifidn

Hematocrito

COPRO higado

URO higado

PROTO higado

Porfirinas en higado

Méximo da excitacitn (higado)
COPRO rifidn

URD rifidn

PROTOQ rifidn

Porfirinas an rifidn

Méximo de excitacién {rifdn]
Porfirinas en orina (dfa O)
Porfirinas en orina (dfa 25)
Porfirlnas en orina (dla 45}
Porfirinas an orina (dla 56)
Maximo de excltacién (dis O)
Méximo de axcltaclén (dia 25)
Méximo de excitacion (dla 45}
Mdximo de excitacién (dfa 56)
ALA en orina (dia O}

ALA en orina (dia 25)

ALA an orina (dla 45}

ALA en orina {(dla 56)

PBG an orina (dla O)

FBG an orina (dia 25)

PBG en orina (dfa 45)

PBG an orina (dla 56}

APS1
255
6.8

0.027
1.8

0.862

23.44

67.1

0.112
0.267
0.305
0.076

5.91
114.9
587.8
19.86
0.011
0.075
0.199
0.097
36.4
73.3
260.6
23.19
44

0.032
0.23

0.262

410.8

0.38
0.26
0.64
408.6
0.54
0.59
0.21
0.44
404.8
404.2
404.6
404.8
3.6
0.45
0.7
18.56
1.4
5.5
4,16
7.01
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APS2
262
7.4

0.028
1.9

0.73

17.49

51.54

0.128
0.248
0.269
0.147

123.6
596.8
19.39
0.011
0.067
0.182
0.087
21.87
78.59
292.7
32.5
43

0.02

0.17

0.19
412.2

0.31%
0.28
0.59
409.6
0.6
0.45
0.39
0.64
405.4
404.4
4056.2
404.8
1.03
4.3
0.5
2.3
4.8
3.9
2.9
4.9

APS3
265
6.8

0.0256
1.7

0.602
13.3

55.28

0.123

0.226

0.228
0.12

6.53
11111
591.5
20.58
0.015
0.062
0.156
0.091
39.96
99.3
321.5
41,13
45

0.028
0.18
0.208
411.2

0.36
019
0.54
409.6
0.7
0.58
0.48
0.56
405.4
404.4
405
406
0.4
3.9
4.9
7.9
3.8
6.1
4,2
7.1

APS4
235
6.5

0.027
1.7

0.82

18.63

47.86

0.13
0.24
0.226
013

103.4
843.5
20.42
0.013
.07
0.167
0.14
42.9
89.1
283.7
25.08
47

0.029
0.19
0.219

411.6

0.27
0.22
0.49
409.8
0.65
0.94
0.49
0.8
404.8
404.6
405
405
0
2.1

2.3
3.3
2.2
4.1b
3.8

APS5H
240
7
0.029
1.6
0.897
23.81
69.02

0.13
0.259

0.24

0.12

110.3
574.4
21.M
0.015
0.072
0.123
0.13
30.65
77.3
316.2
20.63
43

0.01
0.13

0.143
413

0.24
0.18
0.43
408.4
1.6
0.44
0.4
0.94
404.8
404.4
405.2
405.2
1.32
2.5

1.5

4.5

4.5
4.b2
1.95

APSH
285
9.63

0.033
2.01
0.563
15.6

28.43

72.25
1.36
75.3
0.17

0.235

0.124

0.231

1475.9
1.63
107.51
692.19
13.2

0.043

0.079

0.088
.16

13.26

95.46

292.77

31.92

44

0.075
0.12

0.195
411.4

0.016
0.25
0.266
410.8
0.3
014
0.34
0.28
404.4
404.6
404.8
403.8
6.1

4.9
2.5
3
2.3




TABLA 11.- RESULTADOS EN RATAS QUE RECIBIERON ALCQOHOL + PLOMO + SAMe (final)

;
Identiticacion APS7 APSS APS9  APS10 .
|

Paso rata 282 263 270 247 i
Peso higado 882  7.63  B.14  6.82
Peso higado/Peso rata 0.031 0.029  0.03  0.027 :
Paso rifén 1.98 1.83 1.96 1.66 g
ALA-D sangre 098  1.59 157  1.46 :
ALA-D activada sangre 21.8  14.22  17.47 1B.39 B
PBG-D sangre 32.64 32 31.17  24.78 i
PPE 116,51  75.71  70.83 74,34
ZPP/PEL 1.33 1.31 1.37 1.38 i
Plumbemia 76.9  43.4 1201 716
ALA-D higado 0.174 0.185 0.203  0.204 ;
ALA-D activada higado 0.281 0.242 0.263  0.236 3
PBG-D higado 0.147 0.138 0.137 0.134
ALA-S higado 0.314 0.174 0.228 0.198 i
GSH higado 1081.7 1276.6 1324.5 1390.4 E
Pb higedo 4.55 1.62 2.68 3.26

Zn higado 80.67 85.46 87.67 108

Fe higado 658.03 627.1 638.66 7625

Cu higado 14.7 14.48 16.12 16.95

ALA-D rifdn 0.041 0.046 0.04 0.041

ALA-D activada rindn 0.082 0.093 0.074 0.0746

PBG-D rifidn 0.186 0.096 0.084 0.079

ALA-S rifon 0.189 0.369 0.314 0.48

PL rifdn 14,83 14.16 26.3 14,93

Zn rifdn 112.78 92.65 88.31 6b6.41

Fe rifdn 230.9 261.8 305.7 307.12

Cu rtitn 18.82 31.64 27.76 22,42

Hamatocrito 44 45 42 45

COPRO higado 0 0 0 0.008

UROD higado 0.058 0.073 0.038 0.009

PROTO higado 0.145 0.142 0.13 0.102

Porfirinas an hignado 0.203 0.216 0.188 0119

Mdaximo de excitacién (higado) 411,2 4122 4112 4124

COPRO rifign 0 0 0 0

URO rifdn 0.5 0.17 0.1 0.12

PROTO rifidn 0.31 0.21 0.186 0.22

Porfirinas en rifidn 0.81 0.38 0.26 0.34

Maximo de excitacion {rifién) 410.2 410.8 410.8 411.2

Porfirinas en orina {dfa Q) .37 0.32 0.3 0.33

Porfirinas en orina (dia 25) 0.18 0.22 014 0.28

Porfirinas en orina (dla 45) 0.37 0.96 0.76 .61

Porfirinas en orina {dla 56) 0.27 0.23 0.18 0.19

Maximo de excitacién (dia O} 404.2 A04.6 405 405.3

Maximo de excitacion {dfa 25) A04.4 4044 404.6 4048

Méximo da excitacién (dia 45} 404.6 405.2 404.8 4044

Méximo de excitacién (dia 56} 404.2 403.8 404.6 404

ALA en orina (dfa 0) 1.2 5.5 8.1 11.2

ALA en orina {dfa 25) 0 0 0 1.3

ALA en orina (dla 45) 1.5 4.4 6.2 5.6

ALA an orina (dla 66) 0 0 0.34 2.8

PBG an orina {dfa 0) 5.7 6.6 4.9 4.7

PBG en orina (dfa 26) 4.3 2.7 0.96 5.7

PBG on orlna (dla 46} 0 2 3.6 4.9

PBG en orina (dfa 66) 3.5 1.8 6.22 3.4




TABLA 12.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION EN RATAS CONTROLES

Peso rata

Peso higado

Peso higado/Peso rata

Paso rifdn

ALA-D sangro

ALA-D activada sangre
PBG-D sangro

PPE

ZPP/PEL

Plumbeamia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higada

ALA-D rifidn

ALA-D activada rifdn

PRG-D rifidn

ALA-S rifidn

Pb rifidn

Zn rifidn

Fe rifidn

Cu rif\dn

Hamataocrito

COPRO higado

URO higado

PROTO higado

Porfirinas an higado

Méximo de excitacidn (higado)
COPRO rifdn

URO rifién

PROTO rifién

Parfirinag en rifidn

Mdximo da excitacién (rifidn)
Porfirinas en arina {dla O}
Porfirinas en orina {dla 25)
Porfirinas en orina (dfa 46)
Porfirinas en orina {dfa 56)
Maximo de excltacton (dfa Q)
Maximo de excitacion (dia 25)
Maximo de excitaclén (dla 45)
Maximo de excitacion (dia 56)
ALA an orina {(dfa O)

ALA en orina {dfa 25}

ALA 8n orina (dla 45)

ALA en orina {dla 56)

PBG en orina {dia 0)

PBG en orina {dfe 25)

PBG en orina {dia 45)

PBG en orina {dfa 56}

MEDIA

240
7.69
0.031
1.95
4.5
7.3
29.3
52.37
1.63
6.15
0.21
0.236
0.13
0.089
15666.4
0.67
110.6
582.3
17.6
0.056
0.07
0.089
0.127
2.09
75.6
3561.8
20.6
46.8
0
0.035
0.17
0.025
411.8
0
0.355
0.37
0.728
410.1
0.67
0.63
0.54
0.74
404.6
404.8
404.9
A04.,7
1,06
2.58
4.3
3.12
5.52
3.78
4,89
4.5
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MEDIANA  Dasv.estandar

236
6.8
0.029
1.8
4.25
7.3
21.7
50
1.56
5.6
0.21
0.22
0.1
0.09
1521.4
0.44
101.6
603
14.9
0.06
0.075
0.082
0.
2,01
80.1
351.8
20.6
46
0
0.03
0.16
0.18
411.4
0
0.26
0.33
0.63
410.2
0.44
0.61
0.45
0.63
404.6
404.8
404.8
404.8
0.6
0.91
4,37
2.36
2.8
3.36
2.54
4.8

16.2
1.85
0.0057
0.4
1.33
1.65
16.5
17.7
0.27
2.7
0.04
0.06
0.04
0.04
275.4
0.55
28.8
228.7
13.7
0.016
0.021
0.024
0.083
.41
11.34
66.77
6.03
2,41
0
0.012
0.08
0.08
0.47
0
0.18
0.23
0.38
0.67
0.29
0.26
0.29
0.45
0.48
0.8
o.M
0.34
1.44
3.8
2.6
2,73
4.1
2.2
4.6%
2.59

Percantil 25 Percentil 75

228
6.4
0,026
1.6
3.73
6.36
16.8
37.7
1.39
4.4
0.17
0.18
0.09
0.06
1376.1
0.3
8B.7
392
12.6
0.04
0.046
0.07
0.09
0.7
63.6
291.5
16.8
45
0
0.026
0.13
0.17
411.2
0
0.22
0.22
0.44
409.8
0.4
0.4
0.32
0.34
404.2
404.6
404.2
404.4
0.01
0
1.85
1.38
2.3
2.7
2.2
2.47

255
8.7
0.038
2.3
5.61
8.69
44.3
60.6
1.8
8.3
0.25
0.28
0.17
0.12
1761.1
0.99
117.8
704.1
17.5
0,07
0.08
0.12
0.17
3.02
86.2
409.3
21.4
49
0
0.04
0.18
0.21
412
¢
0.56
0.43
1.08
410.4
0.83
0,81
0.81
0.98
404.6
405
406.2
4086
1.1
2,68
7.01
3.85
10.2
4,25
1.7
6.26




TABLA 13.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION EN RATAS QUE RECIBIERON SAMe

MEDIA MEDIANA  Desv.estadndar Percentil 28 Percantil 75

Peso rata 251.2 253 10.34 242 256
Peso higado 7.26 7.29 0.83 6.8 7.8
Peso higado/Peso rata 0.0289 0.029 0.003 0.027 0.031
Paso rindgn 1.62 1.6 0.14 1.556 1.7
ALA-D sangre 3.78 2.27 2.42 1.85 5.98
ALA-D activada sangre 7.15 7.14 2.62 4,94 8.89
PBG-0D sangre 28.73 25.8 9.5 19.8 38.8
PPE 49,2 52.4 13,7 40,4 56.3
ZPPIPEL 1.48 1.49 0.09 1.43 1.6
Plumbemia 5.26 4.85 2.18 3.5 5.66
ALA-D higado 0.18 0.17 0.028 0.16 0.18 !
ALA-D activada higado 0.26 0.26 0.05 0.2 0.29
PBG-D higado 0.19 0.22 0.063 0.13 0.24
ALA-S higado .12 012 0.06 0.066 0.18
GSH higado 1456.4 1830.7 169.3 1309.1 1560.5
Pb higado 0.76 0.73 0.26 0.64 0.88
Zn higado 103.4 102.1 13.11 93.12 114.3
Fe higado 685,3 667 170.4 526.b 8171
Cu higado 17.78 16.2 4.6 14.8 22.1
ALA-D rifion 0.035 0.0256 0.016 0.021 0.0b2
ALA-D activada rifdn 0.06 0.062 0.009 0.052 0.067
PRG-D rifdn 012 .12 0.026 01 0,15
ALA-S rindn 0.18 0.156 013 0.1 0.24
Pb rifidn 0.6 0.61 0.2 0.46 Q.76
Zn rifdn 86.6 86.2 6.74 82.9 91.1
Fe rifidn 356.8 353.4 33.6 321.4 389.6
Cu rifidn 26.8 26.8 6.09 21.7 33.3
Heamatocrito 45,5 44 4.48 43 49
COPRO higado 0 0 O 0 0
URQO higado 0.05 0.085 0.019 0,03 0.07
PROTO higado 0.156 .16 0.045 0,12 0.18
Porfirinas en higado 0.2 0.21 0.057 0.16 0.24
Maximo de excitacion {higado) 411.2 411.3 092 410.4 411.8
COPRO rifidn 0 0 0 0 0
URO rifidn 0.18 0.16 0.077 0.13 0.21
PROTO rifdn 0.23 0.21 0.091 0.16 0.28
Porfirinas en rifion 0.42 0.37 0.16 0.28 0.53
Méximo de axcitacion {rifién) 410.01 410.2 0.42 409.6 410.4
Porfirinas en orina {dia ) 0.93 0.88 0.51 0.4 1.4
Porfirinas an orina (dia 25) 0.39 0.41 0.13 0.29 0.46
Partirinas en arina (dla 45) 0.31% 0.28 0.12 0.21 0.4
Porfirinas en orina (dla 56) 0.37 0.34 0.12 0.26 0.52
Méximo de excitaclén (dia 0) 404.5 404.6 0.57 404.2 405
Maximo de excitaclén {dfa 26) 404.5 404.6 0.65 404 404.8
Méximo de excitacion {dia 45) 404.9 405 0.38 404.4 406.2
Maximo de excitacion (dla 56) 404.4 404.4 0.37 404.2 404.8
ALA en orina (dla O} 0.81 0.24 0.9 0.07 1.7
ALA en orina (dfa 25) 0.86 0.27 1.62 0 0.82
ALA en orina (dfa 45) 0.74 0.4 1.16 0 0.84
ALA en orina (dla 56) 2.36 0.75 3.5 0.2 5.13
PBG en orina (dia O} 3.68 3.4 3.72 0.15 6.1
PEG en orina (dia 26) 4.13 3.74 3.92 0 . 8.3
PBG en orina {dfa 46) 6.77 4.1 4,66 2.1 9.9
PBG en orina (dia 56} 6,17 3.34 1.82 2.6 4.4
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TABLA 14.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION { GRUPO ALCOHOL)

Peso rata

Peso higado

Peso higado/Peso rata

Paso rifidn

ALA-D sangro

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

PPE

ZPP/PEL

Plumbamia

ALA-D higado

ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fo higado

Cu higado

ALA-D rifidn

ALA-D activada rifién

PRG-D rifion

ALA-S rifign

Pb rifidn

Zn rifidn

Fo rifidn

Cu rifidn

Hematocrito

COPRQ higado

URO higado

PROTO higado

Porfirinas en higado

Mdximo da excitacion (higado)
COPRO rifidn

URO rifidn

PROTO rifidn

Porfirinas en rifidn

Maximo de excitacion (rifion)
Porfitinas en orina (dla O}
Porfirinas an orina {dla 25)
Porfirinas en orina {dfa 45)
Porfirinas en orina {dia 56)
Méaximo de excitacion (dia Q)
Maximo de excitacion (dfa 25)
Maximo de excitacién (dfa 46)
Maximo da excitacion (dfa 56)
ALA en orina {dfa O)

ALA en orina (dfa 25)

ALA an orina (dia 45)

ALA an orina (dla 56)

PBG en orina {dfa O}

PBG en orina (dla 25}

PBG en orina (dia 45)

PBG en orina (dle 56)

MEDIA
230.3
7.95
0.035
1.89
3.32
8.22
31.34
61.7
1.22
9.8
0.16
0.19
016
0.064
1262.6
0.68
92.46
818.8
15.59
0.043
0.06
0.125
0.1
2.67
68.29
362.9
24.62
46.7
0.002
0.038
0.12
016
411.6
0
0.36
0.42
0.78
410.4
0.79
0.36
0.32
0.67
404.3
404.6
404.4
404.5
4,58
1.16
1.46
1.05
2,69
8.1
3.48
6.31

MEDIANA  Desv.estandar

223
7.75
0.034
1.84
3
8.07
28.6
62.3
1.26
10.01
0.16
0.19
0.12
0.05
1340
0.6
91.6
807.3
15.2
0.044
0.06
0.108
0.08
3.1
68.3
347.6
25.77
47
0
0.03
0.12
.16
411.6
0
0.32
0.46
0.74
410.4
0.85
0.36
0.29
0.63
404.2
404.6
404.2
404,86
4.62
0.7
0.76
0.84
2.29
7.24
2.65
6.6
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22.07
0.78
0.0047
0.26
0.67
1.09
10.54
12.04
0.07
3.3
0.03
0.024
0.08
0.026
249.1
0.33
6.54
177.8
1.37
0.006
0.006
0.08
0.027
1.15
13.7
43,72
6.2
4.45
0.003
0.023
0.041
0.068
0.64
0
0.23
0.14
0.33
0.37
0.34
0.18
0.14
0.25
0.24
0.23
0.26
0.45
3.29
1.26
1.63
1.17
1.15
3.44
3.66
1.44

Parcentil 25

211
7.38
0.03
1.6
2.86
7.16
21.5
56.1
1.16
6.9
0.14
0.17
0.107
0.045
1233.8
0.5
87.1
747.2
14.6
0.038
0.056
0.074
0.087
1.3
56.3
335.6
19.3
46
0
0.02
0.08
0.12
411.4
0
0.17
0.26
0.48
410.2
0.42
0.21
0.23
0.49
404
404.4
404.2
404
2.7
0
0.48
0
1.8
6.1
2.04
4,5

Percentil 75

250
8.8
0.038
2.1
4
8.41
43.2
69.5
1.26
1.5
0.19
0.22
0.2
0.08
1386.1
0.8
89b.25
871.6
16.9
0.047
0.062
0.176
0.11
3.6
82.2
372.2
28.8
51
0.003
0.054
0.166
0.21
412
0
0.58
0.58
1.12
410.6
1.11
0,61
0.43
0.83
404.4
404.8
404.6
404.8
5.38
2.2
2,2
1.9
3.26
9.6
3.2
6.3




TABLA 15.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION { GRUPO ALCOHOL + SAMa)

MEDIA  MEDIANA Desv.estdndar  Percentil 25 Percentil 75

Peso rata 253.6 253 8.43 248 258
Peso higado 7.53 7.6 0.34 7.35 7.8
Peso higado/Peso rata 0.027 0.03 0.001 0.028 0.031
Paso rifidgn 1.62 1.6 0.16 1.85 1.71
ALA-D sangre 3.G64 2,82 1.79 2,17 5.42
ALA-D activada sangre G.06 3.79 3.3 3.01 8.83
PBG-D sangre 29.9 28.6 4,2 28,9 34.46
PPE 43.8 38.3 17.2 28.8 2.3
ZPPIPEL 1.09 1.08 0.04 1.06 1.12
Plumbemia 5.86 5.1 1.62 4.3 7.04
ALA-D higado 0.17 0.166 0.033 0.14 Q0.2
ALA-D activada higado 0.2 0.2 0.022 0.18 0,22
PBG-D higado 017 0.2 0.054 0,12 o
ALA-S higado 0.093 0.076 0.04 0.062 0,123
GSH higado 1387 1290.9 217.7 1287.9 1604
Phb higado 0.53 0.5 0.25 0.45 0.53
Zn higado 99.9 97.66 10.6 92.03 108.5
Fe higado 744.7 733.3 254 B18.6 926.4
Cu higado 18.48 17.3 512 15.5 20.6
ALA-D rifdn 0.057 0.052 0.014 0.04 0.07
ALA-D aclivada rifion 0.077 Q0.075 0.008 0.069 0.086
FRG-D rifion 0.15 0.18 0.054 0.086 0.123
ALA-S rifidn 0.21 0.13 0.17 0.1 0.32
Ph rifidn 0.76 0.44 0.73 0.4 0.56
Zn rifén 88.28 84.3 11.45 79.1 97.6
Fa rifngn 356.9 367.4 42,08 3281 389.1
Cu rifidn 30.44 28,8 4,76 28.47 32,85
Hematocrito 43.8 44 2,78 41 45
COPRO higado ' ” 0 0 0 0 0
URQ higado 0.04 0.03 0,023 0.023 0.065
PROTO higado 0.23 0.18 0.14 0.17 0.23
Porfirinas an higado 0.27 0.5 0.13 0.33 0.56
Maximo de excitacion {higado) 411.5 411.6 0.6 411.4 411.8
COPRO rifidn 0 0 0 0] 0
URO rifidn 0.18 0.18 0.08 0.18 0.2
PROTO rifidgn 0.19 0.18 0.044 0.18 0.21
Porfirinas en rifidn 0.37 0.38 0.07 0.32 0.45
Méximo de excitacion {rifian) 409.9 410 0.68 409.6 410.6
Portitinas an orina (dfa 0} 0.78 0.69 0.66 0.4 1.14
Porlirinas en orina {dia 25) 0.6 0.56 0.3 0.2 0.75
Porfirinas en orina {dla 45) 0.47 0.44 0.24 0.28 0.566
Porfitinas en orina (dla 56) 0.48 0.5 0.16 0.33 0.66
Mdaximo de excitaclén {dia O) 404.4 404.4 0.41 404.4 404.8
Maximo de excitaclon (dia 2b) 404.6 404.6 0.39 404,2 404.8
Maximo de excitacion (dia 45) 404.7 404.8 0.59 404.2 408.2
Maxinmo de axcltacidn {dia 56) 404.2 404,2 0.48 403.8 404.6
ALA &n orina (dia 0) 0.61 0.9 0.6 0 1
ALA en orina (dia 25) 2,19 2,27 1.41 - 1.3 3.5
ALA on oring (dia 45} 0.9 0.4 1,26 0 1.6
ALA en orina (dla 56} 1.36 0.94 1.43 0.3 1.5
PBG en orina {dia 0} 1.41 0.82 1.85 0 3.21
PBG en orina {dfa 25} 1.81 1.8 1.17 0.8 - 2.6
PBG en orina (dfa 45) 345 . 2.42 1.2 5.7

2.9
PBG an arina (dla BG) 617 4.9 2 3.6 6



TABLA 16.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION | GRUPO PLOMO)

Peso rata

Paso higado

Peso higado/Peso rata
Peso ringn

ALA-D sangre

ALA-D activada sangre
PBG-D sangre

FPPE

ZPP/PEL

Plumbemia

ALA-D higado
ALA-D activada higado
PBG-D higado

ALA-S higado

GSH higado

Pb higado

Zn higado

Fe higado

Cu higado

ALA-D rifddn

ALA-D activada rifion
PBG-D rifdn

ALA-S rifidn

Ph nifidn

Zn rindn

Fe rifdn

Cu riftn
Hamatocrito

CQOPRO higado

URQ higado

PROTO higado
Porfirinas en higado

Maximo de excitacion (higado)

COPRO rifdn
URO rifldn
PROTQ rihdn
Porlirinas an rifidn

Maximo de axcitacion (rifidn)
Porfirinas en orina {dfa 0}
Portirinas an orina {dla 25)
Porfirinas en orina (dfa 45}
Porfirinas en orina (dla 56)
Mdximo de excitacién (dla O}
Miéximo de axcitacion (dla 25)
Maximo de excitacldn {dia 45)
Maximo de excitacién (dla 56)

ALA an orina {dfa O}

ALA on orinag {dla 25}
ALA en orina {dla 45}
ALA en orina {dia 58)
PBG en orina {dia Q)

PBG en orina {dla 25)
PBG an orina (dla 45)
PBG on orina {dia 56)

MEDIA

261
8.08
0.031
1.98
0.76
11.74
29.39
115.3
1.566
83.85
0.16
0.26
0.12
0.25
1363.6
3.77
102.74
790.6
14.36
0.06
0.116
0.1
0.23
36.97
70.22
340.8
19.29
46
0
0.1
0.16
0.265
411.6
0
0.34
0.4
0.76
410.4
0,93
0.78
0.73
0.83
404.2
404.3
404.2
404.3
3.16
3.02
2,36
2,01
7.18
2,04
4.48
3.02
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MEDIANA  Desv.estandar

260.5
7.96
0.03
1.91
0.44
11.7

29
96.7
1.56
82.7
0.15
0.22

0.127
0.22

1266.2

3.7

103

700.4
14.7
0.05
0.1

0.096
0.23
33.8
69.3

316.6
19.86
48,5

0

0.033
0.14
0.18

411.6

0
0.32
0.42
on

410.4
0.82
0.78
0.76
0.83

404.2

404.2

404.2

404.2
4.18
1.68
1.98
1.85
4.8
1.88
2.3
2.86

12.8
1.38
0.0055
0.31
0.74
3.17
12.93
32,79
0.089
24,72
0.036
0.1
0.027
0.076
233.7
1.4
18.97
221.7
5,02
0.02
0.03
0.018
0.033
17.3
9.48
85.12
3.76
3.83
0
0.22
0.07
0.23
0.74
0
0.17
0.06
0.18
0,43
0.87
0.36
0.23
0.17
0.43
0.38
0.4
0.49
4.16
1.68
1.98
1.46
4.8
1.88
2.3
1.77

Percentil 25

251
7.23
0.026
1.75
0.29
8.48
18.2
91.6
1.49
66.56
0.13
0.19
G117
0.19
12001
2.7
93
667.7
10.9
0.046
0.088
0.083
0.23
24
60.2
292.2
15.6
42
0
0.02
0.1
0.13
411.4
0
0.24
0.35
0.83
410.2
0.6
0.4
0.65
0.72
403.8
404
403.8
403.8
0.7
1.8
0.8
0.88
4.3
1.2
3.2
1.7

Percentil 75

263
9.6
0.035
2.2
1.44
13.7
40.9
138.3
1.61
106.7
0.17
0.31
0.14
0.29
1607.1
4.3
1151
9231
18
0.07
0.14
0.12
0.25
49.9
80.4
425.7
20.6
48
0
0.057
0.2
0.28
412.2
0
0.39
0.45
0.79
410.8
0.84
1.06
0.85
0,91
404.6
404.8
404.6
404.8
2.6
4,23
3.6
2,65
9.6
3.3
5.3
3.8



TABLA 17.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION ( GRUPO PLOMO + SAMe)

MEDIA MEDIANA Desv.esténdar  Percentil 25 Percentil 75

Peso rata 254,58 263 21.23 243 274
Peso higado 7.38 7.2 0.95 7 8.03
Peso higado/Peso rata 0.0289 0.029 0.0022 0.027 0.031
Peso rifdn 1.8 1.8 0.19 1.7 1.9
ALA-D sangre 0.866 0.81 0.38 0.66 0.99
ALA-D activada sangre 16.89 16.18 5.7 11,12 2217
PBG-D sangre 15,63 50.9 15.1 28,85 57.758
PPE 90.79 93.2 13.63 86.3 100.3
ZPPR{PEL 1.42 1.42 0.0687 1.38 1.48
Plumbemia §7.22 54.3 5.87 53.6 59.3
ALA-D higado 0.19 0.21 0.046 015 0.23
ALA-D activada higado 0.24 0.25 0.046 0.21 0.28
PBG-D higado 0.186 0.153 0.066 0.146 0.263
ALA-S higado 0.073 0.081 0.04 0.044 0.092
GSH higado 1377.8 1349.7 194.8 1336.9 1396.5
Pb higado 2 1.97 0.39 1.96 2.01
Zn higado 107.4 96,93 19.2 92.24 120.8
Fa higado 583.5 556.1 137.6 526.8 639.3
Cu higado 17.39 17.18 3.96 13.58 21.44
ALA-D rifitin 0.036 0.031 .01 0.027 0.048
ALA-D activada rifdn 0.083 0.083 0.012 0.074 0.094
PBG-D rifdn 0.1G4 0.2 0.069 0.091 0.23
ALA-S rifidn 0117 G.11 0.061 0.072 0.14
Ph rifidn 33.1 33.3 11.3 23.7 38.63
2n ifdén 94,2 86.6 19.36 80.8 106.9
Fo rfidn 202.8 285.6 29.36 275.9 295.8
Cu rifidn 29.4 27.8 B.75 26.07 33.76
Hamatocrito 4G.27 46 2.9 43 49
COPRO higado 0 0 0 0 0
URO higado 0.038 0.037 0.015 0.03 0.05
PROTO higado 0.17 0.16 0.027 0.15 0.19
Parfirinas en higado 0.2 0.21 0.032 0.18 0.24
Mdédximo de excitagion (higado) 411.6 411.6 0,986 411 412.2
COPRQ rifidn 0 0 0 0 0
URO rifdn 0.31 0.32 0.12 0.2 0.41
PROTO rifidn 0.31 0.3 0.068 0.27 0.35
Porfirinas en rifldn 0.61 0.57 017 0.49 0.75
Mdaximo de excitacidn {rifidn) 409.9 409.8 0.628 409.6 410.2
Porfirinas an orina {dfa O) 0.83 0.91 ¢.28 0.61 1
Porfirinas en orina {dla 25) 0.46 0.4 0.32 0.21 0.68
Porfirinas en orina {dia A5) 0.58 0.43 0.35 0.25 0.98
Porfirinas an orina (dia 56) 0.48 0.44 0.23 0.29 0.71
Mdximo de excltacién (dfa 0) 404.8 404.8 0.54 404 4086.2
Mdximo de axcitacidn {dfa 26) 404.4 404.2 0.6 404.2 405
Mdximo de excitaclén {dfa 46} 404.6 404.6 0.31 404.4 408
Méximo de excitacién (dfa 56) 404.5 404.4 0.26 404.2 404.8
ALA en orina (dia 0) 2.8 1.6 2.23 1.33 3.2
ALA en orina {dia 25} 4.65 4.9 4.14 0.9 7.7
ALA an orina {dia 48) 0.686 6] 0.98 0 1.2
ALA en orina {dla 56} 3.14 2.54 2,45 1.1 6.2
PBG en orina (dia 0) 2.83 2.2 1.67 1.67 3.4
PBG an orina (dfa 25) 6.86 5.4 3.95 4.3 . 7.81
PBG en orina (dla 45) 3.7 3.23 1.7 2.8 6.1
PBG en orina (dia B6) 5.33 .46 2,43 3.43 6.7
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TABLA 18.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION { GRUPO ALCOHOL + PLOMO}

MEDIA MEDIANA  Desv.estandar Percentil 25 Parcentil 75

Peso rata 228.2 226 18.5 210 243
Peso higado 7.66 7.7 .65 1.54 8.19
Peso higado/Paso rata 0.034 0.034 0.0047 0.031 0.037
Peso rindn 2.33 1.8 1.59 1.69 2,2
ALA-D sangre 0.97 0.79 0.74 0.29 1.44
ALA-D activada sangre 13.27 13.52 3.12 9.92 16.056
PBG-D sangre 31.45 31.6 11.16 22,6 41
PPE 91.19 88.7 12,63 . 80.6 100.6
ZPP/PEL 1.38 1.35 0.072 1.33 1.44
Plumbemia 65.82 71.9 21.01 49.8 78.8
ALA-D higado 0.16 0.16 0.022 0.13 0.18
ALA-D activaga higado 0.236 0.25 0.025 0.21 0.25
PBG-D higado 0.132 0.13 0.017 0.12 0.146
ALA-S higado 0.24 0.26 0.058 0.24 .28
GSH higado 1205.4 1209.3 178.6 1036 1304.5
Pb higado 4,25 5.1 2.37 1.9 6.1
Zn higado 84,49 81.5 9.16 77.9 88.68
Fa higado 736.4 735.3 2155 539.3 962.8
Cu higado 14.64 12.3 3.67 11.7 17.32
ALA-D rifdn 0.043 0.038 0.02 0.03 0.05
ALA-D activada rifidn 0.096G 0.1 0.022 0.072 0.1
PBG-D riftdn 0.086 0.08 0.016 0.069 0.1
ALA-S rifidn 0.34 0.34 0.03 0.32 0.36
Pb rifidn 32.45 32.3 14.2 18.8 45.3
Zn rifon 65.29 62.5 10.79 56 74.5
Fa riftén 3471 351.8 45,3 296.3 3814
Cu rifdn 214 20.5 9,47 12.4 25.2
Hematocrito A6.6 46 4.%4 43 81
COPRO higado 0.003 0 0.008 0 0
URQ higado 0.0N 0.048 0.08 0.023 0.068
PROTOQ higado 0.15 0.14 0.031 0.125 0.19
Parfirinas an higado 0.23 0.23 0.1 0.16 0.24
Maximo de excitacion (higado) 411.7 411.6 0.82 411,2 412.2
COPRO rifdn 4] 0 0 0 0
UROQ rifién 0.24 0.22 0.074 0.2 0.29
PROTO rifidn 0.43 0.41 0.1 0.34 0.54
Porfirinas en rifidn 0,69 0.67 0.19 0.56 0.84
Méximo de excitacion {rifdn} 410.5 410.6 .87 410.2 411
Parfirinas en orina {dia Q) Q.66 0.62 0.35 0.27 0.96
Portirinas en orina (dla 25) 0.83 0.84 0.25 0.64 1.04
Porfirinas en orina {dia 4B) 0.74 0.71 017 0.63 0.91
Porfirinas en orina (dia 56) 0.96 0.9 0.4 0.62 1.23
Maximeo de excitaclon (dla O} 404.6 404.4 0.43 404.4 405
Maximo de excitacion {dls 25) 404.3 404.4 0.27 404 404,86
Méaximo de excitacion (dia 45) 404 404 0.28 404 404.2
Maximo do excitacidn (dfa 56) 404.3 404.4 Q.57 403.8 404.8
ALA en orina (dfa 0} 6.37 6 4,03 3.2 7.7
ALA en orina {dia 26} 1.64 1.77 0.73 1.12 2.2
ALA en orina {dia 45) 2.03 2.2 1.59 0 3.3
ALA en orina {dia B6) 2.72 2.7 1.27 2,2 3.6
PBG en orina (dla 0) 6.71 5.24 3.76 3.7 1.1
PBG en orina {dia 25) 4.42 6.73 3.66 0.6 8.4
PBG en orina (dla 45) 4.48 A1 2.26 2.4 gg
PBG en orina {dia 56} 4.88 4.3 4.14 1.2 o
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TABLA 19.- MEDIDAS DE CENTRALIZACION Y DISPERSION (GRUPG ALCOHOL + PLOMO + SAMel

MEDIA MEDIANA  Desv.estdndar Percentil 25 Percentil 75

Peso rata 260.4 262.5 15.55 247 270
Peso higado 7.65 7.2 1.02 6.8 8.14
Puso higado/Peso rata 0.029 0.0286 0.0023 0.027 0.03
Puso rifdn 1.81 1.81 0.15 1.7 1,96
ALA-D sangre 1 0.88 0.39 0.73 1.46
ALA-D activada sangre 18.41 17.9 3.64 15.6 21.8
PBG-D sangre 43.97 40.2 16.36 31.2 55.3
PPE B81.73 74.3 18.98 72.3 75,7
ZPPIPEL 1.35 1.36 0.029 1.33 1.37
Plumbermia 77.24 76.3 27.6 71.8 75.9
ALA-D higado 0.156 0.15 0.0356 0.13 0.18
ALA-I} activada higado 0.25 0.24 0.017 0.236 0.26
PBG-D higado 0.195 0.19 0.066 .14 0.24
ALA-S higado 0.174 0.16 0.07 0.12 0.23
GSH higado 1309.8 1324.5 147.8 1276.06 1390.4
PL higado 3.72 3.26 1.99 1.62 5.91
Zn higado 105.2 107.7 11.37 97.7 1111
Fo higado 647.3 617.8 896,99 587.8 692.2
Cu higado 17.74 18.17 3.02 14.7 204
ALA-D rifdn 0.027 0.027 0.015 0.013 0.041
ALA-D activada riftdn 0.075 0.074 0.008 Q.07 0.079
PEBG-D rifian 0.135 0.14 0.048 0.089 0.18
ALA-S nifdn 0.1 0.15% 0.134 0.097 0.31
Pl rifdn 25.5 24,1 11.42 14.8 36.4
Zn rindn 87.01 88.7 13.92 77.3 98,5
Fa rifion 287.2 293.2 29.73 261.8 3071
Cu rifion 27.5 26.4 6.83 224 31.8
Hamatacrito 14.2 44 1.39 43 45
COPRO higado 0.0008 0 0.0025 0 0
VRO higado 0.037 0.03 0.023 0.02 0.058
PROTQ higado 0.154 013 0.038 0.14 0.18
Porfirnas en higadeo C.19 0.19 0.04 017 0.21
Maximo de excitacién {hipado) 411.7 4115 .69 411.2 412.2
COPRO rifign 0.027 0 0,085 0 0
URO rif\on 0.24 0.23 0.14 0.12 0.36
PROTO rifidn 0.25 0.23 0.095 019 0.28
Porfirinas en rifén 0.62 0.48 0.24 0.34 0.64
Méximo de excitacion {rifién} 410.2 410 0.64 409.8 410.8
Porlirinas en orina {dfa 0) 0.56 0.45 0.39 0.32 0.6
Porfirinag en orina {dla 25) 0.39 0.36 0.26 C.16 0.868
Porfirinas an orina (din 45) 0.5 0.44 0.22 0.37 0.61
Porfirinag en orina {dla 56) 0.44 0.36 0.26 0.23 0.55
Maximo de axcitacion {dia Q) 404.8 404.8 0.41 404.6 405.3
Maximo de excitacién (dfa 25) 404.5 404.4 0.17 404.4 404.8
Maximo de excitacian {dis 45) 404.9 404.9 0.28 404.6 405.2
Maximo de excitacién {dia BG) 404.5 404.7 0.53 404 405
ALA an orina {dfa O} 3.74 2.46 3.71 1.03 5.5
ALA on orina (dla 25) 1.46 0.87 1.67 0 2.5
ALA an orina (dia 48) 2.61 2.4 2.3 0.6 4.9
ALA en orina {dfa B8) 3.56 1.9 5.7% 0 2.8
PBG en orina {dia 0) 5.46 4.85 2.27 4.6 5.7
PBG en orina (dia 25) 3.84 4.1 1.7 2.5 - 5.5
PBG en orina {dla 45) 3.34 3.87 1.46 2.9 4.2
PBG en orina (dfs 56) 4,27 3.7 1.95 2.91 6.22
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v/o pilomo

1 uso del test de Kruskall-wallis de comparacion de
medianas para mas de dos grupos de tratamiento y los posteriores
contrastes estadisticos, permitieron la determinacién de la causa
de las alteraciones observadas en algunos indices metabdlicos

estudiados tras Jla administracidn de 1los téxicos alcohol vy/o
plomo.

Se consiguid una evidente intoxicacién en el grupo tratado
exclusivamente con plomo, al incrementarse de manera patente los
niveles de este metal en sangre, higado y rifiédn, con un nivel de
significacion de p<0.001 en los tres casos. Como era de asperar,
la  administracion oexclusiva de etanol ha modificd Ta
concentracion de plomo en los tejidos estudiados mientras que la
adminigtracion simultdnea de alcohol y plomo aumentd las tasas de
este metal en sangre (p<0.001), higado y rifdén (p<0.01). No se
encontraron diferencias significativas entre la concentracidn de
plomo de los tres tejidos estudiados en &1 grupo que recibié
alcohol+plomo respecto del que recibid plomo exclusivamente.

l.a Tevedad de la intoxicacion saturnina quedé constatada por
Ja 1inexistencia de anemia, y por Jla no modificacién de 1la
concentracion urinaria, hepédtica o renal de porfirinas ni de la
excrocion de sus precursores en orina. Estos parémetros tampoco
se modificaron en las intoxicaciones alcohélica o conjunta,

Las ratas que recibieron plomo, mostraron una elevada tasa
de PPE, fendmeno bien conocido en el saturnismo y comentado an la
introduccién de esta tesis., Esta elevada protoporfirinemia no se
debid a un aumento en la fraccidén de Ta PROTO quelada al zinc,
pues el cociente ZPP/PEL no se modificd en relacidédn con los

controles.

l.a tasa de PPE se elevd ligeramente en el grupo intoxicado
por etanol, sin alcanzar significacién estadistica. Sin embargo,
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el cociente ZPP/PEL fue mayor en el grupo de ratas alcohdlicas
que en 1os controles (p<0.01).

En la intoxicacidn conjunta, la concentracién de PPE se
incrementd considerabliemente (p<0.01 respecto del control) sin
que existiese modificacién del cociente ZPP/PEL. No se
encontraron diferencias entre el grupo tratado con plomo respecto
al tratado con etanol+plomo.

Uno de los marcadores bioguimicos mas sensibles a 1la
intoxicacion por plomo es la actividad eritrocitaria de la enzima
ALA-D. En este estudio, se observd una marcada hipoactividad
sanguinea de esta enzima en el grupo tratado con el metal téxico
respecto del grupo control (p<0.001). La actividad hepéatica
también se vio inhibida pero en menor medida (p<0.05). Por el
contrario, no se observaron diferencias en 1la actividad
especifica de la enzima renal entre las ratas intoxicadas por
plomo y 1as controles.

La actividad de la ALA~D sanguinea y hepdatica de ratas
alcohdlicas disminuyd respecto del control, aunque tal descenso
no alcanzd significacidén estadistica (p<0.1). La intoxicacidn
etilica tampoco indujo cambios en la actividad de 1a ALA-D renal.

En 1a intoxicacién conjunta por plomo y etanol, la actividad
de 1la ALA-D resultdé muy 1inhibida en sangre (p<0.001 vensus
control), e hifgado (p<0.05 vexrsus control) sin que se viese
alterada la actividad renal. La actividad de 1a enzima en los
tres tejidos estudiados fue similar en el grupo de tratamiento
con plomo v en el grupo que recibid alcohol+plomo.

La actividad maxima de la ALA-D, determinada tras la adicién
in viino de Zn y DTT y referida como ALA-D activada, fue superior
en el grupo tratade con plomo respecto del control en sangre
(p<0.01) y rifdén (p<0,06). Este mismo efecto se observd en la
sangre de ratas que recibieron alcohol+plomo (p<0.001). 8in
embargo, tanto en la intoxicacidén saturnina como en la conjunta,
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los valores de ALA-D activada en higado no se mostraron
significativamente diferentes al ser comparados con e] grupo
control. La determinaciéon de la ALA-D activada en ratas
alcoh6licas, no reveld ninguna variacién respecto a las
determinaciones efectuadas en el grupo control,

La primera enzima limitante de la ruta metabdélica del hemo,
la ALA-S, mostré un efecto compensatorio en su actividad
hepatica, que se incrementd (p<0.05 vensus grupo control) tras la
axposicion al metal téxico. Este efecto compensatorico no se
observé en el tejido renal. En las ratas a las que se les
administré alcohol, no se observaron cambios en la actividad
hepatica o renal de esta enzima.

La intoxicacidn simultanea con alcohol y plomo originé un
aumento de Ta actividad hepética y renal de la ALA-S (p<0.05)
respecto a los controles,

La actividad de 1a PBG-D, considerada como segunda enzima
Timitante de 1la biosintesis del hemo, no sufrid ninguna
alteracidédn tras la exposicién a los téxicos alceohol y plomo,
administrados conjunta o separadamente, &l no encontrarse
diferencias respecto del grupo control en sangre, higado o rifién,

La determinacién de GSH hepatico no reveld ninguna
diferencia de concentracién en las ratas tratadas con plomo
respecto de las controles. E1 contenido GSH en hfgado de rata
alcohélica o intoxicada por alcohol+pliomo disminuyd respecto de
la constatada en el grupo control; sin embarge, no pudo
apreciarse ninguna significacidn estadistica,

Asimismo, la intoxicacién por plomo no indujo modificaciones
en la concentracién hepAtica o renal de los metales esenciales
zinc, hierro o cobre,

La concentracién de hierro se incrementd significativamente
(p<0.05) en el higado de ratas alcoh6élicas respecto de las
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controles. No hubo diferencias en la tasa de Fe renal ni en la
concentracion en higado o rifdn de zinc o cobre.

En el grupo de intoxicacién conjunta, el Unico metal
esencial cuya concentracién se modificd en tejidos fue la de
zinc, c¢uyo contenido hepdtico se redujo significativamente
raspecto al grupo control y al tratado 's6l1o con plomo {p<0.05).

E1 cociente peso higado/peso rata se mantuvo similar en
todos los grupos de tratamiento estudiado, 1o cual indica
inexistencia de cambios macroscépicos en la estructura hepatica.

Considerando globalmente todas las ratas de esta primera
experiencia, los valores de plumbemia se correlacionaron
significativamente tanto con la actividad eritrocitaria de la
ALA-D (r,= ~0.748, p<0.001) como con la tasa de PPE (r,= 0.753,
p<0.001). En higado y rifién, también se encontraron correlaciones
significativas entre la concentracién de plomo y la actividad
tisular de la ALA-D (r,= -0.471, p<0.001 en higado y r,= ~0.256,
p<0.05 en rifién). La concentracidén hepética de zinc, hierro o
cobre no se ocorrelaciond significativamente con Ta actividad
hepatica o renal de Ta ALA-D,

Experimento 2: Resultados de la terapia con SAMe en la
intoxicacién crdnica_por alcohol

E1 SAMe administrado por si solo no modificé ninguna de las
variables estudiadas en esta tesis, tras comparar sus valores con
los resultados obtenidos en el grupo control,

Al comparar estadisticamente los resultados de las ratas
tratadas con alcohol + SAMe respecto a las que se les administrd
exclusivamente etanol, tnicamente el valor de la ALA-D activada
en rifion se modificd, al incrementar su valor en el grupo tratado
con el farmaoco (p<0.05),.

La administracidén de SAMe a ratas alcohdlicas, no modificd
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la concentracidn hepatica de hierro, que aparecia incrementada en
las ratas alcohélicas del experimento 1. S$in embargo, Ja
comparacion de este paréametro respecto al grupo control tampoco
ofrecio diferencias significativas.

Experimento 38: Resultados de la terapia__con SAMe en 1a
intoxicacion crénica por plomo.

E1l SAM no fue capaz de restaurar los valores de ALA-D
sanguinea disminuidos ni de normalizar el resto de los parametros
bioldgicos alterados tras la exposicidn al metal téxicoe. Sin
embargo, el menor nivel de significacidn respecto del control
constatado en este grupo en 1os valores de plumbemia (p<0.01) vy
PPE  (p<0.01) en relacidn con el grupo que recibid plomo
exclusivamente, indican una tendencia en la normalizacidn de
nstos 1indices. E1 grupo tratado con plomo + SAM no mostré
modificaciones relevantes en l1a actividad de 1a ALA-D hepética o
renal .

La tasa de plomo en higado mostré también una tendencia a 1a
normalizacién en el grupo que ademds recibié SAMe (p<0.05
respecto del control). En rifién, el SAMs no mostrd ningin efecto
sobre la concentracidén de plomo elevada en Tla fintoxicacidn
plumbica.

L.a actividad hepética de 1a ALA-S, incrementada en el grupo
intoxicado por plomo, se vio amortiguada tras el tratamiento con
SAMe, efecto que no se pudo apreciar en tejido renal.

No se encontrd ninglin efecto significativo del féarmaco
utilizado sobre el hematocrito, la concentracién urinaria o
tisular de porfirinas ni sobre la excrecidn de sus precursores
ALA y PBG, en relacién con el grupo que recibid plomo. Tampoco se
objetivd efecto alguno sobre la actividad de 1as enzimas del hemo
o del resto de determinaciones no modificadas tras el periodo de
intoxicacioén.
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Experimento  4: Resultados de la terapia con _SAMe en la
intoxicacion crénica conjunta por plomo v

No 50 encontro efecto beneficioso alguno en Ta
administracion de SAMe sobre la actividad de 1a actividad
eritrocitaria, hepatica o renal de la ALA-D, la tasa de PPE o la

plumbemia; parametros todos ellos alterados en la intoxicacidn
conjunta,

La concentracion hepatica de zinc, disminuida en el grupo de
intoxicacidon conjunta respecto del grupo control y del grupo
tratado con plomo axclusivamente (p<0.08), aumentd
significativamente mediante &1 tratamiento con SAMe en el grupo
do tratamiento que recibid plomo + alcohol + SAMe, equiparédndose
sus valores a los controles.

La administracidén de SAMe a ratas intoxicadas con ambos
xenobidticos amortigud 1a hiperactividad compensatoria de 1a ALA-
8 hepatica y renal., La actividad de la PBG-D en Tos tres tejidos
estudiados no se modificd significativamente,

£1 resto de las determinaciones analiticas estudiadas no

sufrieron ninguna modificacidn significativa en el grupo al gue
sa lo administrd plomo + alcohol 4 SAMe.
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CAPITULO XIl.—- DISCUSION
Concentracion de plomo en sangre vy tejidos

La intoxicacién subclinica por plomo es un fendmeno cada vez
mas usual en las sociedades industriales, dado que es un meta?
ampliamente distribuido en el medio ambiente vy que es capaz de
inducir toxicidad incluso a muy bajas concentraciones (Hernberg
y Nikkanen 1970). Hemos conseguido reproducir en nuestro modelo
exparimental una leve pero evidente intoxicacidn, como revelan
las tasas de plomo alcanzadas en sangre, higado v rifidn (Figuras
19, 20 y 21) en el grupo que recibid exclusivamente este metal.
La inexistencia de anemia y los niveles normales de porfirinas v
precursores en orina revelan la levedad de la intoxicacién
saturnina. Estos resultados concuerdan con los de otros autores
(Fujita y cols 1981; Gelman y cols. 1978) que no encontraron
anemia en ratas adultas expuestas al plomo con plumbemias
inferiores a 100 ug/D1.

Magid y Hilden (19758) propusieron gue una alteracidén del
hepatocito de cualquier etiologia podria afectar la capacidad del
higado de excretar plomo a través de Ja bilis. Grilo v cols.
(1990} encontraron plumbemias mayores en bebedores habituales,
con o sin hepatopatia, en relacidén con Tla poblacidén sana o
enfermos no bebedores. Por otra parte, algunos autores han
sugerido la posibilidad de que el alcohol aumente la absorcién
intestinal de plomo (Mahaffey y cols. 1974) y otros (Bortoli vy
cols. 1986) han descrito intoxicaciones debido al alto contenido
de plomo de algunas bebidas alcohdlicas.

Ha habido autores que han sugerido la posibilidad de que el
etanol actle redistribuyendo los depésitos corporales de plomo.
Toelisman y cols. (1984) comprobaron que, tras una ingesta aguda
de alcohol en sujetos con altos findices de plomo sanguineo,
aumentaba la plumbemia y la tasa de plomo urinario. Es presumible
que el alcohol produjese su efecto fundamentalmente sobre la
distribucidn del plomo en higado, érgano gue metaboliza la gran
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mayoria del alcohol ingerido. Sin embargo, Flora y Tandon (1987),
aunque describieron efectos aditivos de ambos téxicos sobre la
concentracion de plomo en sangre en la intoxicacion crénica
experimental, no objetivaron ninguna diferencia en los niveles
hepaticos del metal. En nuestro estudio no hemos encontrado
diferencias significativas en las tasas de este metal en sangre,
higado o rifidn en el grupo de ratas intoxicado exclusivamente con
plomo respecto al tratado con etanol y plomo simultaneamente, por
1o que deducimos que en la intoxicacién crénica podria darse un
aumento en la tasa de deposicidén del metal téxico en el hueso,
6rgano que mantiene 81 poof de plomo fisioldgicamente inactivo
frente a la accidén nociva de otros toxicos como el etanol o
incluso frente a la accidén de quelantes utilizados con fines
terapéuticos.

£1 uso de agentes quelantes como el EDTA, 1a D-penicilamida
o los dimercapto derivados ha sido v es préctica habitual en el
tratamiento de Tla intoxicacidén plimbica (Aposhian y Aposhian,
1990)., En un reciente estudio realizado en nuestra unidad,
(Sanchez-Fructuoso y c¢ols, 1993) observédbamos que tras un
tratamiento quelante con EDTA, los niveles de plumbemia tornaban
a sus valores normalas, mientras que la concentracién ésea de
piomo se mantenia. Esta persistencia de la concentracién de plomo
en hueso traduce 1a potencial peligrosidad del saturnismo crénico
aparentemente corregido.

Mediante 1la terapia c¢on 8AMe, nos hemos propuesto un
acercamiento diferente Yy no nhecesariamente excluyente a la
utilizaciédn de quelantes en el tratamiento del saturnismo.

Dhawan y cols. (1988), tras utilizar diferentes quelantes en
la intoxicacién separada y conhjunta con plomo y/o etanol,
sugerian l1a necesidad de utilizar un tratamiento suplementario
que mejorara la funci6n hepatica en la intoxicacibébn por ambos
xenobidticos. En este sentido, el SAMe podria actuar normalizando
o1 metabolismo hepatico previamente dafiado.
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El grupo argentino de investigacién en porfirinas utilizé
SAMe  en el tratamiento del saturnismo experimental crdnice o
agudo (Batlle v cols. 1986). Constataron una importante
disminucion en las tasas del metal téxico en sangre, higado vy
rinon, y atribuyeron este efecto al aumento de la concentracién
de GSH inducida tras la administracién de SAMe. E1 GSH actuaria
favoreciendo la excrecién biliar de plomo a través de Jla
formacion de un conjugado con el metal.

En experiencias previas realijzadas en nuestro laboratorio
(Munoz y cols, 1994), habiamos constatado que una terapia con
SAMe administrado intraperitonealmente disminuia los niveles de
plomo sanguineos. Sin embargo, en el presente estudio no hemos
encontrado diferencias importantes en 1a tasa de plomo en sangre,
higado o rifién en Tos grupos tratados con SAMe respecto de los
grupos intoxicados por ambos xenobidticos administrados separada
0 conjuntamente. No obstante, si hemos objetivado un descenso
casi significativo (p<0.1) de Tla tasa de este metal pesado en
sangre o higado tras la terapia con SAMe en el saturnismo crénico
experimental. Esta observacidén no se vid acompafiada eh nuestra
experiencina por un descenso del contenido hepatico del tripéptido
GSH, como describfan Batlle y cols. (1986). Por otra parte, el
efecto del plomo sobre la concentracidén de GSH no ha sido aun
dilucidado (Kewata y Suzuki 1983; Leeming y Donaldson 1984; Flora
y Tandon 1987).
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Figura 19.- Plomo en sangre
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Figura 20.- Plomo en higado
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Figura 21.- Plomo en rinon
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Actividades enzimaticas de la ruta del hemo

La influencia que el plomo ejerce sobre la ruta metabdlica
del hemo es un hecho bien conocido v caracterizado. Especialmente
sensible a este efecto téxico del plomo es la enzima ALA-D; esta
enzima contiene un &tomo de zinc y 8 grupos sulfidrilos, vy

resulta inhibida al quedar el zinc desplazado por el plomo (Moore
1986) .

l.a actividad eritrocitaria de esta enzima ha sido utilizada
como marcador de deteccidn precoz del saturnismo (Hueso y cols.
18989) debido a su alta sensibilidad. En nuestra expaeriencia, la
administracion de plomo a ratas, efectivamente redujo de manera
muy significativa la actividad de 1a ALA-D globular (Figura 22).
Este efecto ha sido ampliamente recogido en l1a literatura
cientifica, tanto en la intoxicacién aguda como en la crénica,
tal y como ha quedado descrito en al capitulo de Introduccién.

La actividad hepédtica y renal de 1a ALA-D en la intoxicacidén
plumbica, no parece seguir 8l patrén de la ALA-D eritrocitaria,
La actividad de la ALA-D en rifién no se modificd de forma
significativa tras la adicién del metal téxico en el agua de
bebida de 10s animales de experimentacién. Fowler y cols., {(1980)
vaerificaron va que 1as ratas expuestas al plomo no mostraban
actividad deprimida de la ALA-D renal, aunque este mismo autor
(Fowler v cols. 1987a) describia esta enzima como subceptible de
ser inhibida por el plomo 4in vdtro, E1 hecho de Ta no inhibicidn
de la enzima en rifion, podria ser explicado por la presencia de
la Zn-metalotioneina renal, proteina inducible que tiene un
ofoecto destoxificador al 1ligar plomo a través de grupos
sulfidrilos contenidos en restos de cisteina (Goéring y Fowler
1987). También se ha demostrado la accidén de la Zn-tioneina como
reservorio y donador de zinc. Este metal es considerado esencial
para la actividad catalitica de 1a ALA-D, por 1o que se considera
que la Zn-tioneina actuarfia favoreciendo la actividad enzimatica

de JTa ALA-D,.



Figura 22.- Actividad de la ALA-D eritrocitaria
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Es bien conocido el efecto inhibidor que la administracién
aguda de plomo ejerce sobre la actividad de la ALA-D hepatica.
Sin embargo, Alvares y Kappas {(1979), no encontraron alteraciones
en la porfirinosintesis hepatica tras l1a administracion croénica
de este metal. Por otra parte, Godring y Fowler (1987b) también
caracterizaron Jla proteina Zn-tioneina hepatica como factor
protector de la ALA-D en la intoxicacién por plomo. En nuestro
modelo experimental, encontramos una ligera disminucién de la
actividad de 1a ALA-D hepaAtica, mucho menor que la encontrada en
la enzima eritrocitaria (Figura 23). Es destacable reseffiar que la
concentracion hepatica de zinc en este grupo de animales de
experimentacidn sufridé un descenso leve pero significativo
(Figura 27). Este hecho podria indicar una menor efectividad de
1a Zn-tioneina hepéAtica respecto a la renal en su capacidad de
cedor el zinc necesario para una normal actividad de 1a ALA-D,

LLa actividad sanguinea, hepdtica o renal de la enzima ALA-D
no se modificd significativamente en el grupo de ratas
cronicamente intoxicadas con etancl respecto del grupo control,
aunque en el higado y en la sangre sufrid un descenso casi
significativo de su actividad (Figuras 22 y 23). En un estudioc 4n
vitao, Telisman vy cols (1984) no observaron ninguna modificacidn
an la actividad eritrocitaria de esta enzima en presencia de
etanol. Sin embargo, existen suficientes evidencias que indican
que o1 consumo de etanol afecta la actividad de esta enzima
{McCo11l v cols. 1980; McColl vy cols. 1981). En estos estudios ya
se indica la diferancia entre la intoxicacidén crénica y aguda por
etanol, observandose un efecto de recuperacidén en la actividad de
la enzima en la intoxicacidn crénica. Segln describieron Solomon
y Crouch (1990), es el acetaldehido, metabolito reactivo del
etanol, el responsable directo del efecto inhibitorio observado
en la ALA-D. No obstante, el exceso fisioldgico de esta enzima y
su recuperacién en la exposicién crénica al tédxico, no permite,
en nuestra opinién, definir esta enzima como posible marcador de
intoxicacién por etanol, tal y como propusieron Sieg y cols
(1991).




Figura 23.- Actividad de la ALLA-D en higado
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No observamos ninguna diferencia significativa entre la
actividad de esta enzima en el grupo intoxicado con ambos téxicos
simul taneamente respecto del grupo expuesto Gnicamente al metal
toxica. Telisman y cols. (1984) al estudiar sujetos controles
sanos Yy trabajadores expuestos al plomo, observaron un
paralelisme entre el descenso en la actividad de la ALA-D
egritrocitaria y el aumento de la plumbemia observado en las dos
horas siguientes a una ingestidén aguda de etanol. Sin embargo,
estos resultados no concuerdan con la teoria de que el plomo es
un inhibidor de lenta unién al sitio activo de la enzima
(Tsukamoto y cols, 1980). En otros dos estudios muy similares
entre si (Miniuk vy cols. 1989; Flora y Tandon 1987), se estudig
la intoxicacidn crénica conjunta por plomo y alcohol en un modeio
experimental que administraba el etanol en el agua de bebida.
Estas dos investigaciones describen un aumento de los niveles ds
plomo en sangre tras la exposicién a ambos xenobidticos. 8in
embargo, también describen un dificilmente explicable aumento de
la actividad globular de 1a ALA-D en el grupo de intoxicacién por
alcohol + plomo respecto del grupo que recibié Unicamente plomo
como agente téxico.

E1 tratamiento con SAMe no logré recuperar la actividad
deprimida de la ALA-D eritrocitaria tras la intoxicacidn por
plomo o por alcohol + plomo. 8in embargo, si normalizé la
actividad hepdtica de esta enzima en el grupo expuesto al plomo,
Este ofecto podria explicarse por el hecho de que el SAMe es un
donador de grupos ti611icos que actuaria favoreciendo la catalisis
enzimatica bien de forma directa o bien contribuyendo al
mantenimiento de los niveles de moléculas ricas en grupos
ti61icos como son el GSH o la metalotioneina. En un estudio de
Batile y colis. (1986), la administracion de SAMe a ratas con
intoxicacion saturnina revertia esta inhibicidén de 1a enzima
eritrocitaria al tiempo que normalizaba la plumbemia. A la vista
de los resultados obtenidos en nuestras investigaciones, no
oxisten datos que indiquen que el SAMe tenga capacidad de
normalizar la actividad de 1a ALA-D sanguinea ni de disminuir la
tasa de plomo en sangre con la misma eficacia que un queiante,
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aungue podria actuar directamente sobre la actividad de la enzima
presente en el higado, como ya sugerimos en un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio (Mufoz y cols. 1994).

La relacion entre niveles de plomo en sangre v la actividad
de la ALA-D eritrocitaria sigue una curva exponencial negativa
{(Moredith y cols. 1979), ya que la enzima queda réapidamente
inhibida con muy bajas concentraciones del metal téxico. Al
considerar todas las ratas del experimento 1 como un total
observamos una estrecha correlacidén (r, = ~0.748) que confirma
los resultados obtenidos por Meredith y cols., si bien en esta
corralacion so obvia el posible efecto del etanol sobre 1la
actividad de l1a ALA-D giobular.

Aunque el plomo inhibe Ta actividad de 1a ALA-D, actua como
activador de su sintesis, como demostraron Fujita y cols. en 1981
utilizando técnicas de radioinmuncensayo. In vitro, la adicidn al
maedio de incubacidén de zinc y DTT en el ensayo enziméatico,
permite determinar la capacidad catalftica maxima de 1a enzima,
a la que nos referiremos como "ALA~D activada". En nuestra
expaeriencia, el valor de este parametro se incrementd
significativamente en los grupos de ratas que recibieron plomo
(independientemente de la ingesta de algohol) respecto del grupo
control, Jo cual confirma la hip6tesis de una mayor sintesis
objetivada tras la exposicidén plumbica.

Al igual que otros autores (Maxwell y Meyer 1976) hemos
objetivado un aumento en la actividad hepatica de la ALA-S
(Figura 25) en el grupo de ratas al que se le administrdé plomo en
el agua de bebida. Este efecto podria ser debido tanto a un
aumento compensador ocasionado por el déficit de hemo como por un
aumento de la enzima HEMO-OX que inicia su degradacidén. En la
intoxicacién conjunta por alcohol y plomo, se observé el mismo
efecto, ya que ambos téxicos han sido descritos como inductores
de la actividad de esta enzima. En este sentido, no hemos
obgservado ningln fendmeno de sinergia o potenciacion en la accion
de ambos t6xicos sobre la actividad de la ALA-S.
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Figura 24.- ALA-D activada eritrocitaria
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Figura 25.- Actividad de la ALA-S en higado
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La administracién de SAMe Togré amortiguar la hiperactividad
componsatoria inducida en la ALA-S tras la exposicidén al plomo,
al actuar sobre las moléculas ricas en grupos tidlicos que
mantienen estable la actividad de la ALA-D, normalizando asi la
ruta metabdélica del hemo en @1 higado. Sin embargo, en la
intoxicacion por alcohol vy plome, el SAMe no estabilizé 1la
actividad hepédtica de 1a ALA-S, probablemente debido al efecto
desestabilizador del etanol sobre el cociente NADH/NAD, y sobre
la actividad del citocroma P450, hecho éstos que afectan
indirectamente a la actividad de esta enzima (Labbe y cols.
1970).

La PBG-D, enzima considerada como segundo punto limitante de
ta ruta tras la ALA-S (Moore 1988), no sufrié modificaciones
significativas de su actividad en sangre, higado o rifén en
ninguno de los grupos estudiados. Este hecho pone de manifiesto
fa protendida Tlevedad de 1la intoxicacién a 1l1a que fueron
sometidos 10s animales de experimentacidn, yva que sdlo fue capaz
de inducgir cambios compensatorios en la actividad de 1a ALA-S.

Es resefiable 1 hecho de que en 1los pocos trabajos
axistentes sobre ‘intoxicacidn conjunta por plomo y alcohol
publicados, el método empleado para la intoxicacidn alcohélica
fue el poco eficiente de afadir etanol en el agua de bebida,
Ademds, ostos estudios se han publicado en revistas de poca
dgifusién y que han podido ser conseguidos gracias a los modernos
medios existentes de documentacidn bibliografica.

Contenido hepdtico de GSH

En el alcoholismo crénico, la hipétesis més aceptada es la
que postula que existe una pérdida en el contenido hepdtico de
GSH debido a la formacidn de aductos del etanol con el tripéptido
(Vifia y cols. 1980). Sin embargo se han publicado trabajos en los
que la concentracién de GSH resulta inalterada o incluso aumenta
tras la intoxicacidn ordénica (Fernandez-Checa 19889). Es bien
sabido que los grupos tiélicos presentes en el GSH son necesarios
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para el mantenimiento de 1a actividad de 1la mayoria de 1las
enyimas de la ruta del hemo que contienen grupos -SH en su centro
activo v en especial de la actividad de la ALA-D hepatica. E1l
discreto descenso, no significativo, de la actividad de la ALA-D
hepatica podria ser una consecuencia de la accidn téxica directa
del acetaldehido sobre la ALA-D y al relativo descenso, no
significativo, de lTea concentracion hepatica de GSH medida en
nuestras ratas alcohdlicas (Figura 28),

Segun Batlle y cols. (1986), 1 plomo administrado a ratas
de manera aguda o crénica produce una disminucién de la
concontracion de GSH en higado debido a la formacién de un
conjugado GSH-plomo que favoreceria a su vez la eliminacién del
metal via biliar. Nuestros resultados no muestran diferencia
significativa alguna en Ja tasa de plomo en higado ni en el
contanido de GSH en dicho 6rgano, probablemente debido a 1la
Jovedad de la intoxicacidn., No obstante, otros autores (Flora y
Tandon 1987) encuentran un aumento de la concentracién de GSH
hepatico tras la consecucién de un modelo de saturnismo crénico
oxparimontal y explican este efecto como un 16gico mecanismo
compensatorio.

Estos mismos autores encontraron en la intoxicacién conjunta
por plomo y etanol concentraciones del tripéptido hepéatico
similiar al objotivado en su grupo de ratas controles e inferior
al medido en su grupo que recibid plomo como Unico agente téxico.
Sin embargo, los resultados reflejados en esta tesis muestran un
contenido de GSH en higado similar al observado en el grupo
alcoholico: es decir, mostraron un leve descenso en relacidn con
1a concentracion calculada en el grupo control. La observacién de
Flora y Tandon (1987) resulta dificil de explicar teniendo en
cuenta gque no es probable que el plomo y el etanol ejerzan
acciones antagénicas sobre la tasa de GSH en higado ya que en
ambos casos o1 efecto se ve mediado por la formacion de
conjugados de GSH con el xenobiético, bien sea el plomo o el
acetaldehido.
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Intentando establecer algdn paralelismo c¢on nuestras
experiencias, hemos revisado los estudios que examinan un posible
efecto sinergico de dos hepatotoxinas como el cadmio y el etanol
sobre el metabolismo hepatice. Es notorio sefialar la gran
diversidad de resultados encontrados en estos trabajos; Sharma y
cols. (1981) encuentran que la exposicidon con ambos téxicos
daeprime significativamente la concentracidn de GSH hepatico y la
actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo
antioxidativo, y un aumento de Ta peroxidacidn lipidica. Por el
contrario, Hopf y cols. (1990) no observan este efecto sinérgico
@ incluso Kershaw y cols. (1980) postulan que el etanol podria
disminuir la hepatotoxicidad del cadmio en la intoxicacion aguda
al reducir la interaccidn del cadmio con sus centros de accidn

toxica como organulos citoplasmaticos v proteinas de aito peso
molacular.

La administracidén de SAMe, molécula fisioldgica precursora
de la sintesis de GSH en higado, no varié significativamente la
tasa hepatica de este compuesto tras la intoxicacién por alcohol
yv/o plomo. Al no encontrar grandes descensos enh la tasa hepatica
del tripéptido, no es probable que el exceso de SAMe se desvie
hacia 1a ruta de transulfuracién teniendo en cuenta el gran
nimero de reacciones enzimdticas en las que el SAMe interviene
como cofactor enzimdtico (Stramentinoli 1987},
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Figura 26.- Contenido hepatico de GSH
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Concentracion de metales esenciales _en higado v rifnén

Dhawan y cols. (1992) objetivaron en ratas expuestas al
piomo y pretratadas con etanol una mayor eliminacién de algunos
metales esenciales como el calcio o el magnesio, al tiempo que
constataban una disfuncionalidad hepatica objetivada por la
aparicion de especies reactivas de oxigeno que se reflejan en el
fenémeno degenerativo de la peroxidacién lipidica. Hemos
estudiado en nuestras investigaciones el efecto toxico del
alcohol y/o plomo sobre la cohcentracidn hepatica o renal de
ciertos metales esenciales como el zinc, hierro o cobre que
pudieran tener relacidén con otros indices bioquimicos estudiados
en esta tesis.

Hemos encontrado en el grupo de ratas intoxicado
simultdneamente con plomo y etanol un descenso significativo de
la tasa hepatica de zinc en relacidn con el grupo control y con
el grupo que recibid exclusivamente plomo como agente téxico
(Figura 27), por 1o que podria deducirse un posible efecto
sindrgico de ambos téxicos sobre el valor de este parametro, La
importancia del zinc es decisiva en la actividad de l1a enzima
ALA-D pues actla como cofactor enzimAtico en competencia con el
plomo por el sitio activo de la enzima. Esta deficiencia de zinc
en o1 higado podria explicar en parte la hipoactividad de 1a
enzima ALA-D inducida por el plomo. Sin embargo, la relacidn
entre la tasa de zinc en higado y la actividad de la enzima no se
ha podido correlacionar significativamente tomando como
referencia las ratas del experimento 1.

La deficiencia de zinc en el grupo de intoxicacidén conjunta
podria ser explicado parcialmente por el hecho de que en los
alcohdlicos crdnicos se ha descrito una mala absorcién de zing,
objetivaAndose una menor concentracién plasmatica del metal en
dichos pacientes respecto de un colectivo de sujetos controles
sanos y respecto a otro colectivo de hepatépatas no alcohélicos
(Killerich vy cols. 1980; Valberg y cols. 1985).
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Figura 27.- Contenido hepdtico de Zinc
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Figura 28.- Contenido hepatico de Hierro
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Kulikowska y cols. (1989) describieron cémo un tratamiento
con alcohol en ratas con intoxicacién crénica por plomo disminuia
el efecto protector que la administracién de zinc ejercia sabre
la actividad de la ALA-D. Sin embargo, este efecto terapéutico
del zinc en la fintoxicacién por plomo ha sido cuestionado
recientemente al proponer gue altas concentraciones de zinc
mostraran un efecto inhibitorio (Mufioz y cols. 1994).

Es interesante resefar que la habitual terapia con quelantes
para el tratamiento del saturnismo podria tener un efecto adverso
en pacientes alcohdlicos con impregnacidn por plomo en los que la
tasa hepatica de zinc se encontrase disminuida, va que se ha
publicado que un prolongado tratamiento quelante con EDTA provoca
una pérdida de zinc por orina 17 veces superior a la normal
(Ishinara y cols. 1984), lo que podria afectar a la actividad de
diversas enzimas dependientes de zinc como ia ALA-D. Ademas, el
zinc juepa un importante papel en &1 mantenimiento de las Zn-
tionefnas que a su vez, intervienen en procesos de defensa
celular frente a la hepatotoxicidad de ciertos xenobidticos
(Parsons y cols. 1992). En este sentido, o1 SAMe podria mostrarse
como una terapia 0til, pues permite una mejor utilizacién del
zinc hepético y normaliza a su vez el metabolismo del higado, al
participar en un gran numero de reacciones enzimaticas.

E1 mayor contenido de hierro hepdtico medido en las ratas
alcohdlicas de nuestra experiencia (Figura 28) respecto del grupo
control, tiene su reflejo en la bibliografia médica sobre el
alcoholismo (Friedman y cols. 19668) en Ta que se describe una
mayor absorcién de hierro en pacientes etilicos crénicos
("siderosis alcohdlica"). En el grupo de intoxicacién conjunta se
constatd un aumento de la concentracidn férrica hepéatica que no
11egé a alcanzar significacidén estadistica. Es destacable indicar
que se ha descrito un efecto sinérgico en 1a hepatoxicidad del
alcohol v del hierro en estados de sobrecarga de este metal en
reafaerencia a fendmenos como la peroxidacién lipidica o Tla
fibrosis, 10 que agravaria la disfuncién hepédtica del alcohdlico
siderdtico (Hann y cols. 1892).
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No hemos constatado ninguna modificacién significativa en la
concentracion de cobre en higado tras las diferentes
intoxicaciones estudiadas. De hecho, en pacientes alcohdlicos
s6lo ha podido objetivarse deficiencia de cobre en estados de
grandes carencias nutricionales (Schuller 1991), extremo que se
ha evitado en ¢l modelo experimental por la utilizacidn de dietas
semiliquidas de Lieber-DeCarli. Aunque en la intoxicacidn por
plomo se han descrito carencias de cobre, tales efectos han
tenido lugar en situaciones en las que el saturnismo ha
desembocado en anemia, con la consiguiente alteracién del
matabolismo del hierro (Miniuk y cols. 1889).

Concentracion. de porfirinas_en_sanare y_tejidos

La elevada protoporfirinemia descrita en la intoxicacién por
piomo queda corroborada en nuestro trabajo por los resultados
expuestos en la Figura 29, Segln algunos autores este aumento de
la protoporfirina eritrocitaria se debe a una inhibicién del
Ultimo paso de la ruta biosintética del hemo, en concreto de la
enzima ferroquelatasa (Campbell y cols. 1977): mds recientemente,
Rossi y cols., (1990) mantienen la teorfa de que un desacoplado
metabolismo del hierro impediria 1a unién de este metal al ntcleo
porfirinico, con el consiguiente aumentao de la tasa de ZPP.

Aunque nho existe sinergia entre la accidn tdéxica del plomo
y dol etanol en 1a concentracién de PPE, se observa que también
el alcohol ocasiona por s s6lo un discreto aumento no
significativo de 1a tasa de PPE. Se ha descrito en el alcoholismo
una acusada depresién de 1a enzima ferroquelatasa, fendmeno éste
que puede ser de particular importancia en la etiologia de la
anemia sideroblastica relacionada con el abuso etilico (Fraser y
Schacter 1977; Li y cols. 1989).

81 analizamos el cociente entre la protoporfirina
eritrocitaria quelada o ho con zinc (ZPP/PEL), observamos que el
aumento de la PPE observada en el grupo de ratas alcohblicas se
debe fundamentalmente a un aumento de la fraccidén libre de la

129



protoporfirina, consecuencia de la posible inhibicién de 1la
ferroquelatasa (Figura 30). La levedad de la intoxicacidén crénica
por plomo inducida en los animales intoxicados por este metal, no
logro inducir cambios en el cociente ZPP/PEL; tal efecto no se
corresponde al descrito en Tla intoxicacion aguda (Schwartz v
cols. 1980}, por lo que el efecto del piomo sobre 1a Ultima etapa
de la porfirinosintesis pudiera tener en una primera etapa una
accion directa sobre la actividad de la enzima y un posterior
efecto sobre el estado de oxidacidén del hierro, dependiendo
siempre de la intensidad de la exposicidén al metal tédxico.

Respecto a 1la concentracidén de porfirinas tisulares,
solamente 1a tasa de URO hepédtica mostrd diferencias
significativas respecto de las halladas en el grupo control
(Figuras 31 y 32). Este hecho pone de manifiesto la capacidad de
compeansacién de ruta del hemo para mantener constante la
concentracidén de sustratos enzimdticos. E1 aumento de 1la
concentracidon de URO en higado en los grupos tratados con plomo
y con alcohol + plomo podria explicarse por la posible inhibicidn
que el plomo y otros metales pesados ejercen sobre la actividad
de la enzima sulfidrilica URO-D, asi comc la accidén 1tdxica
directa del etanol sobre su actividad (Doss y cols. 1981).
Resultados comparables obtuvieron Christenson y cols, (1985), que
encontraron en ratas expuestas al plomo, una mayor concentracidn
de URO en otro 6rgano masivamente productor de porfirinas como es
1a médyla Ssea, aunque no observaron acumulacién en la tasa de
URO hepatica o renal.

E1 tratamiento con SAMe normalizé los niveles de URO
hepatico, probablemente por un efecto protector de Tos grupos
ti611cos del 8AMe sobre los grupos —-SH del centro activo de la
URO-D. Cantoni y cols. (1990), al estudiar el efecto de otro
potente inhibidor de 1a URO-D, el hexaclorobenceno, observé como
una terapia con SAMe provocaba una reduccién en la acumulacion de
porfirinas.

130



Figura 29.- Tasa de Protoporfirina eritrocitaria

- 120 -
g
S| g L
13
-
S 60—
o
B
0 :\ i\ T T T 1
4] ) & X & G
A S S G A
& &
< &
&



Figura 30.- Cociente ZPP/PEL
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Figura 31.- Porfirinas en higado

Grupos Control, Etanol, Pb y Etanol+Pb
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Figura 32.- Porfirinas en higado

Grupos SAMe, Etanol+SAMe, Pb+SAMe y Etanol+Pb+SAMe
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Excrecion de porfirinas y precursores

La Bxcrecion urinaria de porfirinas en el alcoholismo, cuya
alteracion es objeto de debate (Orten y cols. 1963; Li y cols,
1989) no mostrd en nuestro estudio variaciones relevantes aunque
mostrd un patron muy irregular en el periodo de seguimiento
(Figura 33). Este relativa uniformidad unida a 1a no modificacidn
de la tasa de COPRO hepatica o renal, indica la probable
indemnidad de la enzima COPRO-OX tanto en la intoxicacion
alcoholica como en la saturnina.

Nuestro grupo de trabajo demostrd que 1a excrecién elevada
de COPRO en las hepatopatias crénicas depende mas del grado de
colestasis que de la severidad de la lesién hepédtica o del grado
de ingesta etilica (Guerra y cols. 1985), debido a una derivacién
de Ta eliminacion de la COPRO desde la via biliar hacia la renal.

La medicion de 1os precursores ALA v PBG en orina durante un
seguimiento de 60 dias mostrd igualmente un perfil muy irregular
que no permitid comprobar la hipdtesis de la elevacidn en su
excrecidn tras la exposicidn al plomo (Figura 34). Parece clara,
sin embargo, la poca utilidad y falta de sensibilidad de
marcadores de intoxicacién plambica (COPRO o ALA) en orina,
pardmetros hasta hace poco utilizados en andlisis discrimina-
torios de exposicidén al metal tédxico. Ademéds, Tos trabajos de
Tomokuni e Ichiba (1980) demuestran que la cronicidad de la
exposicién al plomo atenla la excrecidédn de ALA en orina.

Es resefable la reciente aportacién de Bowers y cols. (1992)
en la que estudian la variabilidad en la excrecién de porfirinas
en ratas de diferentes cepas. Estos autores encuentran en las
ratas Sprague-Dawley una variacién interanimal desde 0.8 a 59.6
nmol/24h (64 veces). Adicionalmente, una misma rata podfa variar
su porfirinuria del orden de 5 veces en un periodo de 4 semanas.
Este estudio cuestiona la utilidad de la utilizacién de modelos
experimentales en el seguimiento seriado del patrdén de excrecidn

de porfirinas en ratas.
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Figura 33.- Excrecion urinaria de portfirinas
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Figura 34.- Excrecion urinaria de ALA
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Caracteristicas genarales

£l cociente peso higado/peso rata no se modificd en ninguno
de los grupos de estudio 1o que indica que, en el caso de la
intoxicacion etilica, no se objetivaron los cambios macroscépicos
frecuentemente observados en la estructura del higado en procesos
de esteatosis alcohdlica.

£1 peso de los animales de experimentacién no varié en
funcidn del grupo asignado. La elecciédn de un modelo experimental
de intoxicacion alcoholica basado en la utilizacién de dietas
somiliquidas elimind las carencias nutricionales a las que
tradicionalmente se asociaba e1 dafic hepatico.
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RECAPITULACION Y
CONCLUSIONES



RECAPITULACION

Se consiguid inducir una evidente aunque leve intoxicacion
por plomo en los animales de experimentacién, que no 1legd a
desembocar en anemia. Por otro Tlado, las deficiencias
nutricionales asociadas al etilismo crénico se minimizaron en
nuestro modelo experimental gracias a la utilizacién de dietas
alcohdlicas semiliguidas.

E1 plomo indujo una clara inhibicién sobre la enzima ALA-D
eritrocitaria y un aumento de su sintesis, asi como una discreta
inhibicion de la enzima hepatica con un aumento compensador de la
enzima ALA-5 en dicho 6rgano. La levedad de la exposicién al
metal téxico no permitié objetivar cambios en 1a actividad de la
PBG-D, segunda enzima Timitante de la ruta. Por otro lado, la
ingesta crénica de etanol sd6l1o marcd tendencias en l1a inhibicidn
de la ALA-D sanguinea y hepética, sin inducir cambios compensa-
torios en la actividad de las enzimas Timitantes de 1la ruta
biosintética del hemo. La intoxicacidén conjunta por ambos téxicos
no mostrd ningun efecto inhibitorio sinérgico sobre Ta actividad
de las enzimas ALA~D, ALA-S o PBG-D.

E1 metabolismo renal de la sintesis del hemo, apenas ha
sufrido modificaciones en este estudio, probablemente debido a 1a
especificidad de ambos téxicos por el higado como 6drgano diana.

E1l alto contenido de URO en higado constatado en los grupos
de ratas expuestos al plomo, muestra el posible efecto que este
metal pesado ejerce sobre la actividad de 1a URO-D, mientras que
la no modificacidn de la excrecién urinaria de COPRO en las
intoxicaciones por plomo y/0 etanol sefialan 1a posible indemnidad
de la enzima COPRO-OX frente a la accidn téxica de ambos
xanobidticos.

Se objetivé un aumento de Ta tasa de protoporfirina
eritrocitaria en la 1intoxicacién plimbica, confirmando Ta
utilidad de este parametro en la deteccidén del saturnismo.
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Los marcadores urinarios de saturnismo (ALA y COPRO) o de
alcoholismo (COPRO) no se modificaron significativamente en
nuestro modelo de intoxicacion crdénica.

lLa intoxicacién conjunta por plomo y etanol indujo una
disminucién de los niveles hepaticos de zinc. Tal déficit no se
objetivo al administrarse los dos toxicos separadamente. En el
grupo que recibid etanol, se indujo una leve hepatosiderosis.

E1 contenido hepatico de GSH mostré sélo en el grupo
alcohdlico wuna tendencia a su descenso que no alcanzéd
significacidén estadistica.

El tratamiento con SAMe redujo la incrementada tasa de URO
hepédtica objetivada tras la administracién de plomoc y normalizé
igualmente la concentracidén de zinc hepédtico tras Ta intoxicacidn
conjunta. Sin embargo, aunque corrigid la hiperactividad de 1la
ALA-S, no tuvo ninguan efecto estadisticamente significativo sobre
la actividad de las enzimas ALA-D ¢ PBG-D o sobre la acumulacidn
doe plomo en sangre o tejidos.

CONCLUSIONES

1.- Tras analizar los efectos de las intoxicaciones crénicas
experimentales por alcohol y por plomo sobre Ta biosintesis del
hemo, no se pudo comprobar la existencia de una accidn sinérgica
de ambos téxicos sobre esta ruta metabdlica.

2.~ Aupque en experimentos previos no incluidos en esta tesis
habifamos observado que la terapia con S—-Adenosil-L-Metionina se
mostraba ti1 en el tratamiento del saturnismo experimental,en el
presente trabajo Unicamente hemos podido constatar que este
farmaco tendid a atenuar las alteraciones de la porfirinosintesis
inducidas por el plomo.
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