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RESUMEN

Objetivos. Evaluar la citotoxicidad inducida in vitro por concentraciones
equivalentes a la exposicion ocupacional de acetato de plomo en células
mononucleares de sangre periférica humana. Materiales y métodos.
experimental, prospectivo, analitico, de corte longitudinal. Se obtuvieron
muestras de sangre aleatoriamente para extraer células mononucleares
de sangre periférica por gradiente de densidad con ficoll hipaque. Las
PBMC fueron expuestas a concentraciones crecientes de acetato de
plomo (grupo experimental: 0.01875, 0.0375, 0.075, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2
[limite de exposicion ocupacional equivalente a 40 pg/dL], 1.8 y 2.1 uM) y
suero fisiolégico (grupo control), para valorar la viabilidad celular a las 2,
12, 24, 48 y 72 horas, por fluorescencia reactiva a una combinacién de
diacetato de fluoresceina y bromuro de etidio, de tal modo que se estime
como complemento a la citotoxicidad. Resultados. Los resultados de
citotoxicidad mostraron que la exposicidn creciente a acetato de plomo en
las PBMC tienen un comportamiento lineal creciente con niveles de
correlacion altos (R>0.9), y esta se pronuncia mucho a las 72 horas.
Ademas, se observé que a partir de concentraciones de acetato de plomo
de 0.0375 uM, equivalente a 1 pg/dL de plomo en sangre, generaron
disminucion significativa (p<0.05) de la viabilidad celular. Evaluando la
concentracion de plomo por exposicion ambiental (nifios: hasta 10 pg/dL
y adultos: hasta 20 pg/dL), la citotoxicidad continu6 descendiendo
significativamente, siendo mucho mayor la diferencia pasada las 24 horas
de exposicién. Las PBMC que fueron expuestas a concentraciones de
acetato de plomo 1.2 uM a mas (limite de exposicién ocupacional: > 40
ug/dL de plomo en sangre), se observé el mayor nivel de citotoxicidad,
evidenciandose diferencias significativas a partir de las 2 horas del
tratamiento. Conclusiones. El tratamiento con concentraciones
equivalentes a niveles de exposicién por acetato de plomo en células

mononucleares en sangre periférica humana induce citotoxicidad celular.

Palabras clave: Citotoxicidad, in vitro, exposicion, acetato de plomo,

células mononucleares de sangre periférica



ABSTRACT

Objectives. To assess in vitro induced cytotoxicity at concentrations
equivalent to occupational lead acetate exposure in human peripheral
blood mononuclear cells. Materials and methods. Experimental,
prospective, analytical, longitudinal cut. Blood samples were randomly
collected to extract peripheral blood mononuclear cells by density gradient
with ficoll hyphaque. PBMC were exposed to increasing concentrations of
lead acetate (experimental group: 0.01875, 0.0375, 0.075, 0.15, 0.3, 0.6,
1.2 [occupational exposure limit equivalent to 40 ug/dL], 1.8 and 2.1 uM)
and serum (Control group), to assess cell viability at 2, 12, 24, 48 and 72
hours, by reactive fluorescence to a combination of fluorescein diacetate
and ethidium bromide, in such a way as to be considered as complement
to cytotoxicity. Results. The cytotoxicity results showed that increased
exposure to lead acetate in PBMCs has a growing linear behavior with
high correlation levels (R> 0.9), and this is pronounced much at 72 hours.
In addition, it was observed that from lead acetate concentrations of
0.0375 uM, equivalent to 1 pg/dL lead in blood, they produced a
significant decrease (p <0.05) in cell viability. Evaluating the lead
concentration by environmental exposure (children: up to 10 pg/dL and
adults: up to 20 ug/dL), cytotoxicity continued to decline significantly, with
the difference being much greater after 24 hours of exposure. PBMC that
were exposed to concentrations of lead acetate 1.2 pM or more
(occupational exposure limit:> 40 pg/dL lead in blood), showed the
highest level of cytotoxicity, showing significant differences from 2 hours
of treatment. Conclusions. Treatment with concentrations equivalent to
exposure levels of lead acetate in mononuclear cells in human peripheral

blood induces cellular cytotoxicity.

Kew words: Cytotoxicity, in vitro, exposure, lead acetate, peripheral

blood mononuclear cells
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INTRODUCCION

El plomo es un metal pesado toxico que puede afectar la salud en personas
expuestas a actividades mineras debido al aire contaminado que emiten los
hornos de fundicion. Ademas, la Agencia Internacional para la Investigacion
sobre Cancer (IARC) lo clasifico dentro del grupo 2B, posible carcin6geno
humano y carcinégeno en animales (1). Las intoxicaciones cronicas generan
principalmente desordenes hematoldgicos, renales, gastrointestinales vy
neurolégicos, pudiendo causar la muerte en casos agudos (2). Las
manifestaciones neuroldgicas por plomo han sido especialmente estudiadas
dado que afectan a la memoria, coordinacidon visomotora, equilibrio y el
coeficiente intelectual, siendo corroborado por diversas pruebas neuroldgicas
(3). Diversos autores ademas sugieren que los nifios y madres embarazadas
pueden captar plomo del ambiente de manera mas eficiente que los adultos
(4). Ello estaria asociado a un bajo rendimiento académico, alteracion en el
comportamiento y retraso metal, sin embargo faltan estudios que determinen

su relacion directa (5).

No obstante, las manifestaciones clinicas derivadas de la exposicién al plomo
son parte de un efecto acumulativo del metal en el organismo, en el cual se
genera diversas reacciones que conllevan a generar dafio en sistemas

celulares y tisulares (6).

La gran mayoria de los efectos moleculares, celulares y tisulares generados
por el plomo se debe a la capacidad que tiene el plomo para inducir estrés
oxidativo con la formacion de radicales libres que alteran estructuras
organicas tales como proteinas y lipidos, y en esta Ultima es importante
sefalar la generacion de lipoperoxidacién de membranas celulares las cuales
estaran asociados a muerte celular (7), que puede evidenciarse por diversos
meétodos para evaluar una caracteristica denominada citotoxicidad celular,

objetivo principal de la presente investigacion.
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1.1.

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

La contaminacion por plomo en diversos departamentos del Pera ha
generado un fuerte impacto en el ambiente y la poblacién. Diversas
industrias, sobre todo del sector de mineria a gran escala, generan
actividades extractivas de plomo las cuales han sido vinculadas a altas
concentraciones de plomo en el aire y a los efectos en la salud de las
personas (8). Diversos estudios han evaluado la exposicion de plomo en
sangre de nifios y madres gestantes de La Oroya, los cuales reportaron
gue mas del 50% de la poblacién tenia niveles por encima de 10 pg/dL.
(9-12).

El plomo por sus caracteristicas de cation divalente resulta una molécula
altamente reactiva bioguimicamente, es decir, puede involucrarse en
diversos procesos celulares y alterar la homeostasis celular, debido a que
no es un ion esencial (7). Por esto, la mayoria de los mecanismos
asociados a la toxicidad del plomo estan involucrados en procesos donde
participan otros iones divalentes que si son esenciales para el

funcionamiento celular, tales como el calcio (12).

13



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.3.

1.3.1.

Los efectos adversos del plomo sobre la salud y su potencial
carcinogénico han sido planteados por diversos grupos de trabajo de
manera controversial (13-16), por lo que los efectos citotoxicos del metal
ocasionados por la exposicion equiparable a la de personas expuestas
ocupacionalmente es el tema central del presente trabajo utilizando un

modelo celular in vitro.

FORMULACION DEL PROBLEMA

Problema principal
¢ El tratamiento con concentraciones equivalentes a niveles de exposicion
ocupacional por acetato de plomo en células mononucleares en sangre

periférica humana inducira citotoxicidad celular?

Problemas secundarios

,Cudl es el nivel de citotoxicidad celular inducida in vitro por
concentraciones equivalentes a la exposicion ocupacional por acetato de
plomo en células mononucleares en sangre periférica humana?

¢, Cudl es la concentraciéon de acetato de plomo que induce menor y
mayor citotoxicidad en células mononucleares en sangre periférica
humana?

¢, Cuél es la cinética de citotoxicidad en células mononucleares en sangre

periférica humana segun tiempo?

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad inducida in vitro por concentraciones equivalentes

a la exposicion ocupacional de acetato de plomo en células

mononucleares de sangre periférica humana

14



1.3.2.

1.4.

Objetivos especificos

Determinar los niveles de citotoxicidad celular inducida in vitro por
concentraciones equivalentes a la exposicion ocupacional de acetato de
plomo en células mononucleares de sangre periférica humana
Determinar la concentracion de acetato de plomo que induce menor y
mayor citotoxicidad en células mononucleares en sangre periférica
humana

Evaluar la cinética de citotoxicidad en células mononucleares en sangre

periférica humana segun tiempo

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los efectos moleculares y mecanismos involucrados en el dafio celular
son muy variables segun lo reportado en la literatura (ver antecedentes
de estudio), por lo que evaluar la citotoxicidad en un modelo un vitro
permite evidenciar no solo el efecto generado por el plomo en un sistema
celular determinado, sino evaluar los niveles y/o concentraciones que
generan un dafio significativo en una escala de tiempo. Los ensayos de
citotoxicidad inducida por un xenobi6tico permitiran posteriormente tener
un modelo experimental basico sobre el cual puedan aplicarse nuevas
alternativas farmacoldgicas (busqueda de nuevos principios activos de
plantas autdctonas por ejemplo, u otros) que reviertan el dafio inducido

por el acetato de plomo.
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2.1.

CAPITULO I
MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Yedjou et al (US, 2016) determinaron los mecanismos in vitro de nitrato
de plomo [Pb(NO3)2] para inducir dafio en el ADN, apoptosis y detencién
del ciclo celular en células de leucemia humana (HL-60). Células HL-60
fueron tratadas con diferentes concentraciones de Pb(NO3)2 durante 24
h. Las células vivas y necréticas se midieron mediante el ensayo de
idiotipo de propidio (PI). La apoptosis celular se midi6 mediante la
citometria de flujo y escision de ADN. EIl andlisis del ciclo celular se
evalué mediante la citometria de flujo. El resultado del Pl demostré un
aumento significativo (p <0,05) de la muerte celular necrotica en células
tratadas con PDb(NO3) 2, indicativo de ruptura de membrana por
Pb(NO3)2 en comparacion con el testigo. Los datos generados a partir
del ensayo del cometa indicaron un aumento dependiente de la
concentracion en el dafio del ADN, mostrando un aumento significativo
(p<0,05) en la longitud de cola del cometa y porcentajes de escisién del
ADN. Los datos generados por la citometria de flujo indicaron que la
exposicion a PDb(NO3)2 significativamente (p <0,05) aumentd la
proporcion de células positivas a caspasa-3 (células apoptéticas) en

comparaciéon con el control. La evaluacion de citometria de flujo también

16



indic6 la detencién del ciclo celular causada por la exposicion a Pb (NO3)
2 en el punto de control GO / G1. El resultado del ensayo de escalado de
ADN mostro la presencia de frotis de ADN en el gel de agarosa con poca
presencia de fragmentos de ADN en las células tratadas en comparacion
con el testigo. En resumen, Pb(NO3)2 inhibe la proliferacion de células
HL-60 no solo induciendo dafios en el ADN y detencién del ciclo celular
en el punto de control GO / G1, sino también desencadenando la
apoptosis mediante la activacion de caspasa-3 y fragmentacion del ADN

nucleosomal acompafada de necrosis secundaria (17).

Haouas et al (US, 2014) evaluaron los efectos histopatolégicos y
citotoxicos de la exposicion al plomo en higado de ratas. Se emplearon
ratas Wistar macho adultas las cuales fueron divididas aleatoriamente en
2 grupos. El primero fue expuesto a 2 g de acetato de plomo en agua
destilada durante 35 dias, mientras que el segundo sirvi6 como grupo de
control y se le dio agua destilada. El dafio estructural en el higado fue
investigado por estudio histolégico y complementado por ensayo
bioquimico con niveles de enzimas hepéticas. La fragmentacion del ADN
en las células soméaticas se determind a través del ensayo TUNEL. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto un aumento en los niveles de
enzimas hepéticas de las ratas tratadas en comparaciéon con los
controles. El estudio histolégico mostré que el plomo puede inducir varias
alteraciones tales como la hipertrofia de los hepatocitos, el espacio portal
y dilatacién de la vena central, vacuolizacion e infiltracion linfocitica. El
ensayo TUNEL revel6 una importante fragmentacion del ADN en las ratas
expuestas a plomo. Se concluye que el acetato de plomo puede ser

considerado como un fuerte agente hepatotoxico y genotoéxico (18).

Shakoori et al (Pakistan, 2013) estudiaron los efectos citotoxicos Yy
genotoxicos de arsénico y cadmio en células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo (AMSCs). Las células fueron expuestas a
1,10 g/mL y 10-100 ug/mL de concentracion de arsénico y plomo,
respectivamente, y fueron evaluadas a las 6, 12, 24 y 48 h. Los efectos

citotoxicos se midieron mediante ensayo de captacion de rojo neutro,
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mientras que los efectos genotéxicos por el ensayo cometa. El
crecimiento de las células disminuy6 al aumentar la concentracion y la
duracion de la exposicion al arsénico. Incluso la morfologia de las células
cambio; se convirtieron con dosis de 10 ug/mL de arsénico. El
crecimiento celular se redujo también después de la exposicion al plomo,
a pesar de que resultd ser menos toxico cuando las células fueron
expuestas durante mas tiempo. La morfologia celular se mantuvo sin
cambios. Se observé dafio del ADN las células tratadas con ambos
metales. En comparacion con las células expuestas a plomo, se
observaron nucleos intactos las células control. El presente estudio
demuestra claramente que arsénico y plomo tiene efectos citotoxicos y
genotodxicos en AMSCs, aungue el arsénico en comparacion con el plomo

tiene efectos més deletéreos sobre las AMSCs (19).

Egiebor et al (US, 2013) evaluaron la cinética de la toxicidad de cuatro
metales pesados conocidos por causar problemas severos de salud y
ambientales - cadmio (Cd), mercurio (Hg) plomo (Pb) arsénico (As) -y la
mezcla de los cuatro metales MCF7, en presencia y ausencia del
antioxidante glutation (GSH). El estudio se realizé6 mediante la deteccién
electronica de células en tiempo real (RT-CES). RT-CES monitorea en
tiempo real los cambios de impedancia eléctrica en la interfaz de
electrodo / medio de cultivo debido al nimero de células adheridas, que
se utiliza como indice de viabilidad celular. Las células se sembraron
durante 24 h antes de la exposicién a los metales ya sus mezclas. Los
resultados mostraron que en presencia y ausencia de glutation celular, el
arsénico fue el mas citotoxico de los cinco tratamientos, induciendo la
muerte celular después de 5 horas de exposicion. El plomo fue el menos
citotoxico en ambos escenarios. En presencia de GSH celular, la
tendencia citotoxica fue As> Cd> MIX> Hg> Pb, mientras que en
ausencia de GSH, la tendencia citotoxica fue As> Hg> MIX> Cd> Pb. Los
hallazgos de este estudio indican la importancia de la toxicidad mediada
por glutation de los metales examinados -particularmente para el
mercurio- y pueden ser clinicamente relevantes para trastornos tales

como trastornos del espectro autista en los que la disminucion de la
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capacidad de desintoxicacion basada en glutation se asocia con una

mayor intoxicacién por mercurio (20).

Nandi et al (India, 2010) examinaron el efecto del cadmio y el plomo
sobre la viabilidad del ovocito de bufalo y el desarrollo in vitro. Los
ovocitos fueron aspirados de ovarios de bufalos sacrificados. Sélo se
seleccionaron oocitos viables y metabdlicamente activos con mas de tres
capas de capas de células cumulos y un ooplasma homogéneo. Se
estudiaron los efectos de nueve concentraciones (0, 0.005, 0.05, 0.5, 1.0,
1.5, 2.5, 5, y 10 microg / mL) de cadmio o plomo en la viabilidad del
ovocito de bufalo, anormalidades morfologicas, maduracion y desarrollo
embrionario in vitro. Se encontré6 que el cadmio y el plomo tienen un
efecto dependiente de la dosis sobre la viabilidad, las anomalias
morfologicas, la maduracion, la escision y el rendimiento de morula /
blastocisto, y la eclosion de blastocistos. Se observdé una disminucion
significativa en la viabilidad de los ovocitos a 1,0 mg / ml de cadmio o
plomo en comparacién con el grupo control. Las dosis de cadmio y plomo
que causan 100% de muerte de ovocitos (cultivo de 1 dia) fueron de 18 y
32 microg / mL, respectivamente. Cadmio y plomo a 1,0 y 2,5 microg /
mL, respectivamente, caus6 una reduccion significativa de la maduracion
de los ovocitos en comparacion con las concentraciones mas bajas. No
se produjo escisibn o moérulas / blastocistos cuando los oocitos /
embriones se cultivaron en medios que contenian 2,5y 5,0 mg / ml de
cadmio o plomo, respectivamente. De forma similar, no se produjeron
morulas / blastocistos a partir de embriones escindidos cultivados en
medios que contenian 2,5 y 5,0 microg / ml de cadmio y plomo,
respectivamente. El bloqueo del desarrollo, la degeneracion y las
divisiones asincrénicas fueron mayores en los embriones expuestos al
cadmio que en los expuestos al plomo. En conclusion, el cadmio y el
plomo disminuyeron la viabilidad y el desarrollo de los ovocitos de bufalo,
pero a una concentracion mayor que la estimada en los fluidos corporales
y el medio ambiente. Se encontr6 que el cadmio era mas ovotéxico que el

plomo (21).
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2.2.
2.2.1.

BASES TEORICAS

Caracteristicas fisico quimicas del plomo

El plomo es un metal clasificado en la familia IVA de la tabla periddica
con un numero atomico de 82 y un peso molecular de 207.19 g/mol
trabaja con dos estados de oxidacién 2+ y 4+ siendo el primero él mas
estable ya que en solucién se comporta como catién divalente. Es un
metal azul grisaceo cuando se obtiene en forma pura, aunque se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza formando gran
variedad de compuestos organicos, inorganicos y aleaciones. El hombre
lo ha utilizado en diversas actividades desde la antigiiedad. Se sabe que
los egipcios y los hebreos ya lo usaban y los fenicios ya lo extraian en
Espafia desde 2000 afios a. de C. También se cree que contribuyd en
gran medida a la caida del imperio romano ya que se sabe que estos
utilizaban indiscriminadamente el mineral en la fabricacién de vasijas,
utensilios para cocina y tuberias, trayendo con esto una epidemia de
intoxicacion por plomo que se veia reflejada en el gran namero de
nacimientos de nifios con deformaciones, dafio cerebral e incluso
mortinatos. Al correr de los afios, los compuestos de plomo fueron
ganando cada vez mas usos en la industria, hasta nuestros dias en los

gue se utiliza en cantidades gigantescas (22).

Debido a su abundancia y a sus propiedades quimicas y fisicas el plomo
es utilizado en infinidad de procesos e industrias. Las aleaciones de
plomo son utilizadas en la fabricacién y reciclamiento de acumuladores,
en soldaduras y como recubrimiento en algunos conductores. Los
compuestos inorganicos de plomo por su parte son utlizados en
pigmentos, en el vidriado de la cerdmica y en la fabricacion de vidrio,
municiones y algunos plasticos. Mientras que los compuestos organicos
de plomo como el tetrametil y el tetraetil de plomo fueron ampliamente
utilizados como antidetonantes en las gasolinas. Ademas de esto, existen
nuevos usos de los compuestos de plomo entre los que destacan;
proteccion contra radiaciones ionizantes, en computadoras, televisores y
equipo médico de resonancia magnética nuclear, soldaduras para

equipos de computo, ceramicas para tecnologia de ultrasonido y lentes
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2.2.2.

de alta precision para laseres y fibras dpticas. Existen otros compuestos
de plomo que no necesariamente son utilizados en la industria, pero que
representan una fuente importante de este mismo, por ejemplo; las
bebidas alcoholicas y el humo del cigarro representan una fuente

potencial de exposicion al plomo (23).

Toxicologia del plomo

Para entender los efectos del plomo en el organismo es necesario saber;
cual es la via de exposicidon, de qué manera se distribuye y como es que
se elimina del cuerpo, es decir, que es lo que sucede dentro del
organismo posterior a la exposicion a plomo. Es importante recordar que
la via de exposicion es variada al igual que los compuestos y las fuentes
de la misma, por lo que, debemos mencionar que las dos vias de
exposicibn mas importantes son la ingestion e inhalacion ya que la

absorcion por la piel es minima (24).

Absorcion. Depende en gran medida de la via por la cual el plomo ingresé
al organismo ya que la tasa de absorcion es diferente y esta a su vez
depende del tamafio de particula y la solubilidad del compuesto al que se
estuvo expuesto. Ademas, en necesario considerar la edad en la persona
expuesta ya que se ha reportado que los nifios tienen una mayor
absorcién que los adultos del plomo (25), aunado a que la exposicion via
inhalatoria es la mas representativa (ver figura 1), ya que la tasa de
absorcion en los pulmones es mas elevada en comparacion con otras

vias de exposicion (24).
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Figura 1. Metabolismo del plomo (Fuente: Rabinowitz et. al., 1976)

Distribucién. El plomo una vez que ingresar al organismo es distribuido a
través del torrente sanguineo donde se ha visto que se une a proteinas
del plasma y rdpidamente se equilibra entre los fluidos extracelulares y el
plasma para después ser transferido a los eritrocitos en los cuales se
integra en la membrana celular, hemoglobina y otros componentes
eritrocitarios. Posterior a esta integracién en sangre se puede observar
una alta afinidad del plomo por 6rganos constituidos principalmente por
tejido blando como el higado y el rifidn en los cuales se alcanzan altas

concentraciones de plomo por acumulacién del mismo (24).

También se ha observado que el plomo tiene la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica lo cual provoca una acumulacion en el tejido
nervioso, en menor magnitud que en el higado y el rifidn (24). En érganos
de tejido blando, es en el rifion en el cual se encuentra la mayor

concentracion de plomo seguido por higado, corazon y cerebro (26).

Es de especial relevancia el hecho de que el plomo se acumule en una
alta proporcion en hueso ya que el 90% del plomo corporal se encuentra
en este por largos periodos de tiempo (24). Por lo que el modelo de

distribucion que adopta el plomo se reduce a tres compartimentos; el
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2.2.3.

primero, el de transporte a corto plazo (sangre), el segundo, el de
almacenaje intermedio (tejidos blandos) y el tercero de almacenaje a
largo plazo (hueso), (27) lo cual se muestra en la figura 2. Por ultimo solo
gueda mencionar que el tiempo de vida media del plomo en sangre es
aproximadamente de 30 dias mientras que en hueso es de 17 afios,
siendo 9 pg almacenados diariamente en promedio en individuos no

expuestos ocupacionalmente (24).

Excrecion. El plomo es excretado a través de la orina y las heces. Este
proceso se lleva a cabo en el rifién por filtracion gromerular y secrecion
tubular. Se ha observado un equilibrio entre los niveles del metal en
sangre y orina, es decir, cuando se observa una alta concentracion de
plomo en sangre la concentracion en orina también aumenta. La
excrecion en heces se ha visto que es reducida, ya que es
aproximadamente la mitad que en orina. El plomo también puede

excretarse por medio de sudor, ufias, pelo y leche materna (24).

Procesos moleculares involucrados en el dafio celular

Debido al hecho de que el plomo representa un problema serio de
contaminacion debido en gran parte a la variedad de fuentes donde se
genera, resulta evidente que la mayoria de los seres vivos estamos

expuestos constantemente a él, susceptibles a sus efectos toxicos (24).

La intoxicacion aguda por plomo se caracteriza por la presencia de célico,
dolor de cabeza, calambres, debilidad muscular, depresién, coma vy la
muerte (28).

En lo que se refiere a la intoxicacién crénica, se ha observado que el
plomo se deposita con facilidad en la mayoria de los tejidos del
organismo y que por lo mismo puede causar dafio en estos, por lo tanto
el dafio serd observado a diferentes niveles y con diversos sintomas
dependiendo de la dosis, la edad y el tiempo de exposicion. Esta
intoxicacion cronica es considerada generalmente como un sindrome

neuromuscular, incluyendo paralisis de los nervios motores periféricos,
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aunque los efectos de esta intoxicacion en otros sistemas son bien

conocidos (28). Los efectos toxicos sistémicos reportados se muestran en

la tabla 1.

Tabla 1. Efectos toxicos del plomo

Sistema afectado

Efecto

Nervioso

Epilepsia, retraso mental, neuropatias

opticas, ceguera, decremento del ClI

Hematoldgico

Anemias, incremento de reticulocitos,

basofilia difusa, deficiencia de hierro.

Renal

Dafio al rifibn que puede ser agudo

(reversible) o croénico (irreversible).

Cardiovascular

Hipertension

Inmunoldgico Disminucion de anticuerpos IgA, IgG, IgM
y C3 del complemento, asi como
disminucién en el porcentaje de TCD4 e
incremento de TCDS.

Reproductor Oligospermia, volumen de esperma,

alteraciones en la movilidad y estructura

de los espermatozoides.

A medida que se han descrito los efectos del plomo en los distintos

sistemas del organismo,

también se han estudiado sus efectos

dependientes de la concentracién en nifios y en adultos los cuales

podemos ver en la figura 2.
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Figura 2. Toxicidad asociada al Plomo y su relacion con niveles de Pb en

sangre, en niflos y adultos. La linea representa la concentracion

permisible en sangre como norma. (Fuente: Garcia-Garcia, 2005 y

ATDSR, 2007).

Genotoxicidad

La exposicion a plomo ha demostrado dafiar el DNA, por lo que se

considera genotoxico (28). Existen varias maneras de evaluar este hecho

y algunas de ellas han sido utilizadas para evidenciar este efecto

producido por el plomo. Pueden existir dos formas por las cuales el plomo
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cause este dafio genotdxico; de manera directa, en la cual la interaccion
del plomo con el ADN genera dafio en éste (28), y de manera indirecta, a
través de mecanismos de accion desencadenados por el metal tales
como, la generacién de estrés oxidativo, alteracion de los mecanismos de
reparacion, entre otros, que sean los causantes directos del dafio
producido en el ADN. En la tabla 2 se muestra a manera de resumen las
pruebas cortas, (short test), en las cuales se ha demostrado el efecto

genotoxico del plomo (28).

Tabla 2. Pruebas de genotoxicidad positivas para plomo.

Infidelidad de la sintesis de DNA in vitro

Darfio en el DNA de células de mamifero

Aberraciones cromosdmicas en células de mamifero

Intercambio de cromatides hermanas en células de mamifero

Mutaciones en TK o HGPRT en células de mamifero

Transformacion morfolégica

Aumento de transformacion viral

Letales dominantes y letales recesivos ligados al sexo en

Drosophila

Anormalidades en espermas en mamiferos en pruebas in vivo

Mutaciones o aberraciones cromosémicas en plantas grandes
Fuente: Johnson, 1998

Carcinogenicidad

Los compuestos inorganicos de plomo estan catalogados por la IARC (1)
en el grupo 2B, es decir, como posibles carcinégenos para humanos;
mientras que los compuestos organicos de plomo son catalogados dentro
del grupo 3, es decir, no clasificables como carcindgenos para humanos.
Los canceres asociados con la exposicion a plomo son; pulmon,

estomago, higado y vejiga (29).

En los estudios realizados en animales se ha obtenido suficiente

evidencia para catalogar a los compuestos de plomo como carcin0bgenos
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en animales. A partir de estos trabajos, se considera que la exposicion a
altas concentraciones de acetato de plomo y de fosfato de plomo son
carcinogénicas para roedores y el cancer que con mayor frecuencia se

presenta es el cancer de riiidn (1).

Si bien, la capacidad transformante del plomo en animales es una
realidad al igual que su asociacion con algunos canceres humanos, los
mecanismos de accion mediante los cuales se generan estos efectos son

propuestas basadas principalmente en estudios in vitro (30)

2.2.4. Mecanismos de accién del plomo

El plomo por sus caracteristicas de catidon divalente resulta una molécula
altamente reactiva bioguimicamente, es decir, puede involucrarse en
diversos procesos celulares y alterar la homeostasis celular, debido a que
no es un ion esencial (7). Por esto, la mayoria de los mecanismos
asociados a la toxicidad del plomo estan involucrados en procesos donde
participan otros iones divalentes que si son esenciales para el
funcionamiento celular, tales como el calcio (28).

En la figura 3 se esquematizan los mecanismos de accion que explican la

toxicidad del plomo.

Mimetizacién de iones esenciales como calcio,
hierro, cobre, magnesio y zinc.

Inhibicidon enzimatica.

Generacion de especies
reactivas de oxigeno. \ /

. »| Activacion de la PKC.
Unién con \

grupos tiol.

Efectos de inhibicién y
potenciamiento sobre receptores
de membrana dependientes de
voltaje.

Figura 3. Mecanismos de accion del plomo (Fuente: Johnson, 1998).
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2.3.
2.3.1.

2.3.2.

BASES LEGALES

Normativa internacional

ISO 9001:2015. Es la base del sistema de gestion de la calidad ya que es
una norma internacional y que se centra en todos los elementos de
administracion de calidad con los que una empresa debe contar para
tener un sistema efectivo que le permita administrar y mejorar la calidad

de sus productos o servicios (31).

ISO 15189. Es una norma internacional desarrollada por ISO
(International Organization for Standardization) para el laboratorio de
analisis clinicos que quiere especificar los requisitos generales para su
competencia técnica. Bajo esta norma los laboratorios clinicos pueden

acreditarse (32).

ISO 17025. Es una normativa internacional desarrollada por 1SO
(International Organization for Standardization) en la que se establecen
los requisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo y calibracion.
Se trata de una norma de Calidad que tiene base en la serie de normas
ISO 9000, aunque introduce una serie de requisitos técnicos
imprescindibles para lograr la acreditacion de los laboratorios de ensayo y

calibracion (33).

BPL. Es un conjunto de reglas, de procedimientos operacionales y
practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Organization for
Economic Cooperation and Development (OCDE), o la Food and Drug
Administration (FDA), etc.), que se consideran de obligado cumplimiento
para asegurar la calidad e integridad de los datos producidos en

determinados tipos de investigaciones o estudio (34).

Normativa en Peru
Ley N° 26842, Ley General de Salud. Norma sobre el cual se rige todo el
sistema nacional de salud en Peru. Es de aplicacion y alcance para

instituciones estatales y privadas (35).
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NTS N° 0021- MINSA/DGSP V.01. Este documento busca contribuir a la
mejora de la organizacion de los servicios de salud estableciendo
claramente las categorias de establecimientos necesarios para cada nivel
de atencion. Esta norma técnica se aprobd con Resolucion Ministerial N°
769-2004/MINSA, Norma Técnica de Categorias de Establecimientos del
Sector Salud (36).

NTP-ISO 15189:2004. Esta norma fue aprobada con Resolucién N° 0071-
2004/CTR-INDECOPI y especifica los requisitos relativos a la calidad y la
competencia de los laboratorios clinicos y ademas para uso de los
laboratorios clinicos en el desarrollo de sus sistemas de gestion de la
calidad y la evaluacion de sus propias competencias, y para uso por los
organismos de acreditaciéon en la confirmacién o reconocimiento de la

competencia de los laboratorios clinicos (37).

NTS N° 050-MINSA/DGSP-V02. Norma Técnica de Salud para la
Acreditacién de Establecimientos de Salud y Servicios Médicos de Apoyo.
Esta norma fue aprobada con N° 777-2007/MINSA y busca contribuir a
garantizar a los usuarios y al sistema de salud que los establecimientos
de salud o servicios médicos de apoyo, segun su nivel de complejidad,
cuenten con capacidades para brindar prestaciones de calidad sobre la
base del cumplimiento de estdndares nacionales previamente definidos
(38).

NTS N° 072-MINSA/DGSP-V.01. Norma que busca establecer los
criterios para la organizacion y el funcionamiento de la UPS de Patologia
Clinica, que permita una adecuada gestion en la misma. También
permite (i) regular las condiciones de infraestructura, equipamiento y
recursos humanos para brindar el servicio de Patologia Clinica, (ii)
establecer los criterios referidos a gestion, organizacion y prestacion de
servicios de la UPS de Patologia Clinica con énfasis en la calidad,

seguridad y oportunidad y (iii) asegurar el flujo adecuado de los recursos
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2.4.

destinados a la atencién de los pacientes en la UPS de Patologia Clinica,

asi como promover el uso racional de los mismos (39).

NTS N° 111-MINSA/DGE-VO01. Documento técnico que tiene el objetivo
de establecer los lineamientos para la implementacion de la vigilancia
epidemioldgica en salud publica de factores de riesgo por exposicion por

metales pesados y metaloides en la poblacion de Peru (40)

Guia de préctica clinica (RM N° 511-2007/MINSA). Documento técnico
creado para establecer acciones concretas en el manejo de pacientes

con intoxicacién por plomo (41)

DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Acetato de plomo. Es un compuesto quimico cristalino de color blanco
con un sabor ligeramente dulce. Se obtiene tratando litargirio (6xido de
plomo (lI) o PbO) con &cido acético. Al igual que otros compuestos
plimbeos, es una sustancia muy téxica. El acetato de plomo es soluble
en agua y glicerina. Con agua, forma el trihidrato, Pb (CH3C0OO)2-3H20,
una sustancia cristalina monoclinica eflorescente de color blanco o

incoloro.

BPL. Siglas en castellano que indican Buenas Practicas de Laboratorio y
es un conjunto de directrices que deben cumplirse en cada actividad

desarrollada dentro del laboratorio clinico.

Bromuro de etidio. Es un agente intercalante usado comunmente como
aclarador de acidos nucleicos. Cuando se expone esta sustancia a luz
ultravioleta, emite una luz roja-anaranjada, que se intensifica unas 20
veces después de haberse unido a una cadena de ADN. Este efecto es
debido al aumento de la hidrofobia del medio, y no a la rigidificacién del
anillo bencénico, no estando éste entre pares de bases del ADN. Como el

bromuro de etidio se intercala en el ADN, esta sustancia tiene un
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poderoso efecto mutdgeno y, posiblemente puede ser cancerigeno o
teratégeno.

Células mononucleares de sangre periférica. Son células sanguineas
caracterizadas por poseer un unico nucleo redondo, como los linfocitos o

los monocitos y forman parten fundamental del sistema inmune.

Citotoxicidad. Es la cualidad de ser toxico a células y se evalda mediante

el cociente de células muertas sobre el total de células contadas.

CLIA. Siglas en inglés que indican Clinical Laboratory Improvement
Amendments, el cual es una institucion que sefala los requerimientos
qgue deben cumplir los laboratorios clinicos en Estados Unidos, y se utiliza

como referencia en muchos laboratorios a nivel mundial.

Diacetato de fluoresceina. Es un fluorocromo que emite una fluoresencia
verde cuando es excitado por luz a una longitud de onda de 495 nm, en
respuesta al metabolismo de hidrolisis por enzimas citoplasmaticas.

EDTA. Es el acido etilendiaminotetraacético, la cual es una sustancia
utilizada como agente quelante que puede crear complejos con un metal
gue tenga una estructura de coordinacién octaédrica. Es utilizada como
agente anticoagulante de la sangre, quelando al calcio en sangre para

evitar la activacion de la cascada de coagulacion.

In vitro. Se refiere a una técnica para realizar un determinado
experimento en un tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente

controlado fuera de un organismo vivo.

ISO. Siglas que proviene de los términos en inglés “International
Organization for Standardization”, institucion dedicada a la creacion de
estdndares internacionales compuestos por diversas organizaciones

nacionales de estandarizacion.
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Plomo. Elemento quimico de nimero atdomico 82, masa atémica 207,19 y
simbolo Pb; es un metal sélido de color gris azulado, blando, maleable,
dactil, de elevada densidad y mal conductor de la electricidad; se
encuentra principalmente en la galena, de donde se extrae; se usa en la
fabricacion de baterias, en el revestimiento de cables eléctricos, en las
tuberias, balas de armas de fuego, tanques y aparatos de rayos X, como
protector de materiales radiactivos, en pinturas, tintes y barnices, entre

otros productos.

Precision. Es el grado de dispersibn de un conjunto de datos con

respecto a un valor central.

Variabilidad. Es una cualidad que permite valorar el grado de tendencia

de un conjunto de variables.

Venipuncion. Es la extraccibn de sangre de una vena, generalmente

tomada por un profesional y/o técnico de la salud.
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

CAPITULO Il
HIPOTESIS Y VARIABLES

HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Hipotesis general
El tratamiento con concentraciones equivalentes a niveles de exposicién
ocupacional por acetato de plomo en células mononucleares en sangre

periférica humana induce citotoxicidad celular

Hipdtesis especificas

El nivel de citotoxicidad celular inducida in vitro por concentraciones
equivalentes a la exposicion ocupacional por acetato de plomo en células
mononucleares en sangre periférica humana es variable en cada
tratamiento probado.

La concentracion de acetato de plomo que induce menor y mayor
citotoxicidad en células mononucleares en sangre periférica humana
sigue un patrén dosis-dependiente.

La cinética de citotoxicidad en células mononucleares en sangre

periférica humana incrementa positivamente segun tiempo.
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3.2.

3.3.

VARIABLES DE ESTUDIO
Dependiente

Citotoxicidad celular

Independiente
Tratamiento con acetato de plomo

Tiempo

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

De acuerdo al estudio planteado y a la identificacion de las variables,
para cada una de éstas se han determinado sus indicadores. Ver Anexo
01.
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4.1.
4.1.1.

CAPITULO IV
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de investigacion

Segun la manipulacién de la variable

Estudio experimental: Implica que hubo manipulacién de la variable
independiente. El tratamiento de las células mononucleares en sangre
periférica fue realizado con acetato de plomo que fueron de menor a
mayor concentracién, para evaluar el efecto producido sobre la viabilidad
celular, expresado como citotoxicidad celular, a fin de valorar dosis-

respuesta en un modelo celular in vitro.

Segun la fuente de toma de datos

Prospectivo: La fuente de recoleccion de datos se realizé durante el mes
de marzo del afio 2017. Esto implicé la obtencion de muestras de sangre
para su analisis respectivo con generacion de resultados de forma

progresiva sin la necesidad de recolectar datos historicos.

Segun el numero de mediciones
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4.1.2.

4.2.

4.3.

4.4.
4.4.1.

Longitudinal: La citotoxicidad fue medida mas de una vez en funcion al
tiempo de incubacion con el acetato de plomo, para evaluar el efecto

citotoxico en cada tratamiento realizado.

Segun el numero de variables a analizar

Analitica: Los datos generados de las mediciones basales y finales fueron
analizados mediante pruebas estadisticas para estimar si existen
diferencias significativas entre ellas, en relacion al tratamiento realizado

con el acetato de plomo.

Disefio: Modalidad cuantitativa
Se disefid un estudio experimental, prospectivo, analitico, de corte

longitudinal.

NIVEL DE INVESTIGACION

Experimental: Ya que se plantean hipétesis que, para poder ser
contrastadas, requieren de un experimento con poblaciones de
condiciones o caracteristicas uniformes, con grupo experimental y grupo
control, entendiéndose necesario, una prueba basal antes de aplicar el
cambio (o la causa principal, variable independiente), y otras prueba de

monitoreo y final para comprobar el cambio prospectivo.

METODO
El presente trabajo de investigacion es de caracter experimental que
sigue un método de causalidad (Causa-efecto; o dosis-respuesta).

POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION
Poblacion
Estuvo constituida por todas las muestras de sangre colectadas para el

analisis de citotoxicidad en células mononucleares en sangre periférica.

Criterio de Inclusion

Muestras de sangre de individuos (de 18 afios de edad a mas, de ambos

Sexos).
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4.4.2.

Muestras de sangre colectadas en tubos tapa lila de 4 mL.

Muestras de sangre de individuos que tengan orden meédica para el
hemograma completo automatizado

Muestras de sangre obtenidas segun procedimientos establecidos en el

Laboratorio 1l del Hospital de la Solidaridad del Distrito de Ica.

Criterio de Exclusion

Muestras de sangre obtenidas en tubos que no tengan sistema de
extraccion al vacio y anticoagulante distinto al EDTA

Muestras de sangre de pacientes con enfermedades oncohematologicas
Recuento de células mononucleares en sangre periférica menor a 5000
cel/uL

Muestras de sangre hemolizadas o no tengan el volumen adecuado

segun el tubo de extraccion empleado

Técnica de muestreo

Determinacion del tamafio de la muestra

La muestra fue obtenida de modo no probabilistico, puesto que se trabajo
con células mononucleares de sangre periférica sometidas a tratamiento
en diferentes dosis con acetato de plomo para evaluar la respuesta
evidenciada en diferentes tiempos en relacion a la citotoxicidad inducida in

vitro.

Eleccion de los miembros de la muestra
La seleccién de las muestras de sangre fue segun el cumplimiento de los

criterios de elegibilidad requeridas para los ensayos.

Tratamientos con acetato de plomo

Se prepard una solucion madre de acetato de plomo para obtener
concentraciones equivalentes al rango de exposicion ocupacional a
plomo en Pera (40), ademas de concentraciones menores y mayores a
estas. El nivel permisible de exposicion ocupacional a plomo no debe

exceder los 40 pg/dL en sangre; por lo tanto se considerara tratamientos
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gue estén en el rango de 0.5-80 ug/dL, siguiendo el siguiente esquema

en dos grupos de trabajo:

Grupo control: Células mononucleares en sangre periférica tratadas con

suero fisioldgico.

Grupo experimental: Células mononucleares en sangre periférica

tratadas con acetato de plomo en las siguientes concentraciones:

Matriz Equivalencia de concentraciones de acetato de plomo
En sangre
0.5 1.0 25 | 5.0 |10.0|20.0 | 40.0 | 60.0 | 80.0
(ng/dL)
En solucion
(M) 0.01875 | 0.0375|0.075|0.15| 03 | 0.6 | 1.2 | 1.8 | 2.1
il

Disefio experimental

v' Exposicibn de 5000 células mononucleares de sangre periférica
(contadas en hemocitdmetro) obtenidas por gradientes de ficoll-hipaque
sometidas al tratamiento descrito anteriormente. Los tratamientos deber
ser realizados por triplicado para cada concentracion y tiempo de
exposicion (2, 12, 24, 48 y 72 horas), en incubacion a 37°C.

v' Las células tratadas deben ser evaluadas con la técnica para estudio de

citotoxicidad celular en microscopia de fluorescencia.

45. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

4.5.1. Técnicas
Fichaje: Es una técnica auxiliar en investigacion cientifica; consiste en
registrar los datos que se van obteniendo en los instrumentos a través del
uso de fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas contienen

la mayor parte de la informacién que se recopila en una investigacion.

Observacion: Es una técnica que consiste en observar atentamente el

fendmeno, hecho o caso, tomar informacion y registrarla para su posterior
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4.5.2.

analisis. La observacién es un elemento fundamental de todo proceso
investigativo; en ella se apoya el investigador para obtener el mayor
numero de datos. Gran parte del acervo de conocimientos que constituye

la ciencia ha sido lograda mediante la observacion.

Instrumentos

Toma de muestras biolégicas: La toma de muestra de sangre se realizo
por venipuncion en el antebrazo utilizando sistema de extraccion al vacio
en tubos de 4 mL con anticoagulante EDTA K3. El procedimiento para la
extraccion se realiz6 segun las recomendaciones establecidas en el
manual de procedimientos de laboratorio del Instituto Nacional de Salud
(33).

Obtencion de PBMC por gradiente de densidad: Consiste en la
separacion de los componentes de la sangre periférica con el uso un
agente coloidal de densidad cercana a 1.077 g/mL y a la centrifugacion.
Este proceso permitié la formacion de capas que contienen diferentes
tipos de células en base a su densidad. La capa inferior contiene a los
hematies y por encima una interfase de linfocitos y monocitos (PBMC)
entre el plasma y el agente coloidal. Los PBMC se recuperaron de la
interfase y se sometieron a pasos de lavado cortos con una solucion
isoténica para eliminar restos de plaquetas, hematies y plasma. Ver

anexo 03

Determinacion de la citoxicidad celular con FDA-BrEth: Este método
determind la viabilidad celular mediante la accion enzimatica sobre el
diacetato de fluoresceina (agente no fluorescente) para convertirse en
fluoresceina (agente fluorescente) y la preservacion de la integridad de la
membrana celular mediante la exclusion de bromuro de etidio. Por lo
tanto, las células viables tuvieron una coloracion verde y las células no
viables tendran una coloracion naranja correspondiente a la fluoresceina
y al Bromuro de Etidio respectivamente. La revisién se realiz6 con un

microscopio de fluorescencia. Ver anexo 04
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4.5.3.

a.

45.4.

Procedimientos para la recoleccion de los datos
Técnicas para el procesamiento
Las técnicas para el procesamiento de datos comprendieron las siguientes

etapas:

Obtencion de datos
Posterior a los tratamientos y estudio de citotoxicidad celular, se obtuvieron
los registros manuales de cada experimento realizado, asi como las

fotografias de cada ensayo ejecutado.

Clasificacion de datos

Los datos obtenidos fueron categorizados de acuerdo al calculo de
percentiles, pero también se mantuvieron en su condicién de variables
numéricas porque bajo esa caracteristica es que se realizdé el andlisis
estadistico empleando las pruebas de contraste de hipotesis a fin de
estimar si existen diferencias significativas entre los resultados basales y

finales debido a los distintos tratamientos con acetato de plomo.

Codificacion

La asignacion de codigos o valores a los resultados obtenidos fueron
realizadas solo durante el andlisis estadistico y el empleo del paquete
estadistico STATA version 14. Los resultados fueron ingresados tal cual se

obtuvieron de la aplicacion de los instrumentos.

Tabulacion de datos

La informacién fue ingresada en el paquete estadistico STATA version 14,
en columna las variables y en filas los casos con el propdésito de consolidar
y totalizar en cifras a los resultados obtenidos, y generar informacion a
través de los valores representativos y de estas el conocimiento para

facilitar su posterior analisis e interpretacion.

Criterios de validez y confiabilidad de los instrumentos
Para asegurar la confiabilidad de los resultados y no se genere sesgo

debido a factores pre-analiticos se procesaron las muestras de sangre
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inmediatamente después de la extraccidon de sangre por puncidn venosa.
La separacion por gradientes de densidad fueron realizados en una cabina
de seguridad biolégica para evitar contaminacion de la muestra, y la tincion
con el bromuro de etidio y diacetato de fluoresceina fueron realizados en
camara oscura. Ademas, cada medicion es realizada por triplicado

esperando un coeficiente de variacién menor al 15%.

4.5.5. Técnicas de analisis e interpretacion de datos

4.6.

Considerando que cada resultado generado fue producto de 3 réplicas
consecutivas, se calculé la media aritmética y desviacién estandar; asi
como el coeficiente de variacion (<5%); pero solo como medidas de
control de calidad interno. Posteriormente se evaluo la normalidad de
datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk, considerando una probabilidad
menor a 0.05 para ser aceptado como distribucion normal, y en funcion a
sus resultados, se empleé estadistica paramétrica. Cada resultado
obtenido de un tratamiento a una concentracion de plomo distinto, fue
comparado de forma pareada con los resultados del control, para el cual
se utilizé la prueba T, tomando como diferencia significativa un valor de
probabilidad menor a 0.05. Finalmente, se emple6 graficas tales como
lineas, barras y caja-bigotes para representar la cinética de citotoxicidad
en funcion al tiempo y en diferentes tratamientos realizados con el acetato

de plomo.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio no tuvo como unidad de analisis a las personas, sino
a sus resultados derivados del estudio de citotoxicidad, informacién que
fue obtenida en el laboratorio, en el cual la investigadora se comprometié
al correcto manejo y tratamiento de datos de un modo confidencial, y
garantizando el anonimato de los resultados; ademas de respetar los
principios bioéticos de confidencialidad, beneficencia, no maleficencia,

equidad y justicia.
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5.1.

CAPITULO V
ANALISIS Y RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

RESULTADOS

El presente estudio de tesis tuvo por objetivo evaluar la citotoxicidad en células
mononucleares de sangre periférica (a través del estudio de la viabilidad celular)
inducida por la exposicion a acetato de plomo en un modelo experimental
basico. Sin embargo, para tener un panorama general del estudio, se evaluo el
comportamiento de la viabilidad celular en funcion a las distintas
concentraciones de acetato de plomo que fueron sometidas las células
mononucleares de sangre periférica obtenidas por gradientes de ficoll-hipaque.

En el Grafico 1, se evidencia que existe una disminucion progresiva de la
viabilidad celular, conforme aumenta la concentracion de acetato de plomo en
cada tratamiento. Considerando que la citotoxicidad celular es el complemento
de la viabilidad celular, se puede sefalar que la citoxicidad celular presenta una
relacion directamente proporcional al aumento de la concentracion de acetato
de plomo, con un nivel de correlacion alta (R=0.9037).
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Viabilidad basal vs concentracion

Grafico 1. Viabilidad celular basal en concentraciones crecientes de

acetato de plomo

En el Gréfico 2, se evidencia tambien una relacién directa proporcional muy alta
(R=0.9751) entre la citoxicidad celular a las 2 horas post tratamiento y el
incremento de la concentracion del acetato de plomo, llegando casi a ser lineal
perfecta.

Viabilidad a las 2 horas vs concentracion

Grafico 2. Viabilidad celular a las 2 horas en concentraciones crecientes de

acetato de plomo
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En el Grafico 3, se evidencia relacion directa proporcional alta (R=0.9396) entre
la citoxicidad celular a las 12 horas post tratamiento y el incremento de la

concentracion del acetato de plomo.

Viabilidad a las 12 horas vs concentracion

Grafico 3. Viabilidad celular a las 12 horas en concentraciones crecientes de
acetato de plomo

En el Grafico 4, se evidencia relacion directa proporcional alta (R=0.9026) entre

la citoxicidad celular a las 24 horas post tratamiento y el incremento de la
concentracion del acetato de plomo.

Viabilidad a las 24 horas vs concentracion

Grafico 4. Viabilidad celular a las 24 horas en concentraciones crecientes de
acetato de plomo
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En el Grafico 5, se evidencia relacion directa proporcional alta (R=0.8848) entre
la citoxicidad celular a las 48 horas post tratamiento y el incremento de la

concentracion del acetato de plomo.

Viabilidad a las 48 horas vs concentracion

Grafico 5. Viabilidad celular a las 48 horas en concentraciones crecientes de

acetato de plomo

En el Grafico 6, se evidencia relacion directa proporcional muy alta (R=0.9758)
entre la citoxicidad celular a las 72 horas post tratamiento y el incremento de la
concentracion del acetato de plomo, siendo la relacion lineal mas alta de las

evaluadas.

Viabilidad a las 72 horas vs concentracion

Gréafico 6. Viabilidad celular a las 72 horas en concentraciones crecientes de

acetato de plomo
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Los datos de viabilidad celular obtenidos en cada tiempo de evaluacién fueron
sometidos a un analisis de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk, el
cual evidencia que la distribucion resultd6 normal para cada una de las
concentraciones de acetato de plomo evaluadas a tiempo diferentes,

considerando que el valor de la probabilidad no fue menor a 0.05.

Tabla 1. Evaluacion de la distribucion normal de la viabilidad celular

Variable Obs W \Y z Prob>z
Basal 10 0.95810 0.646 -0.719 0.76406

2 horas 10 0.92097 1.218 0.345 0.36515

12 horas 10 0.93759 0.962 -0.066 0.52650
24 horas 10 0.89125 1.676 0.934 0.17518
48 horas 10 0.93132 1.058 0.098 0.46104
72 horas 10 0.97087 0.449 -1.275 0.89881

Considerando que los datos presentaron distribucién normal, se aplicé pruebas
paramétricas para estimar diferencias significativas entre la viabilidad obtenida
de un tratamiento a una concentracién determinada de acetato de plomo, en
comparacion con resultados de viabilidad de células control; o sea no expuestas
a acetato de plomo y tratadas con suero fisiolégico.

La aplicacion de la prueba T, requiri6 el cumplimiento del supuesto de
homocedasticidad (igualdad de varianzas), el cual fue estimada para la viabilidad
control y en cada grupo tratamiento con acetato de plomo, hallandose valores de

probabilidad menores a 0.05, cumpliendo con dicho supuesto.
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En la Tabla 2, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad no presentan diferencias significativas (p=0.1019) entre el
grupo control y el grupo tratamiento con acetato de plomo a una concentraciéon
de 0.01785 uM. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréfico 7.

Tabla 2. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.01875 uM

de acetato de plomo

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
p~001875 6 88.16667 2.833333 6.940221 80.88335 95.44998
diff 6 .6666667 .3333333 .8164966 -.1901939 1.523527
mean (diff) = mean(control - pb 001875) t = 2.0000

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean (diff) < O { Ha: mean(diff) != 0 E Ha: mean(diff) > O
Pr(T < t) = 0.9490 § Pr(|T] > |tl) = 0.1019 § Pr(T > t) = 0.0510

................................................
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| L

Pb 0.01875
Control (SF)

2h 24h 48h 72h

Control (SF) m Pb0.01875

Gréfico 7. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 0.01875 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 3, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracion de 0.0.0375 uM, con
un nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el
Gréfico 8.

Tabla 3. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.0375 uM

de acetato de plomo

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 00375 6 86.83333 3.229207 7.909909 78.53239 95.13427
diff 6 2 .6831301 1.67332 .2439583 3.756042
mean (diff) = mean(control - pb 00375) t = 2.9277

Ho: mean (diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean(diff) < O § Ha: mean(diff) != 0 : Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.9836 ¢ Pr(|T| > |tl) = 0.0327 : Pr(T > t) = 0.0164

................................................
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Pb 0.0375
Control (SF)

24h 48h 72h

Control (SF) mPb 0.0375

Gréfico 8. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 0.0375 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 4, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracion de 0.0.075 uM, con
un nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el
Gréfico 9.

Tabla 4. Comparacion de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.075 uM de

acetato de plomo

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Intervall]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 0075 6 84.83333 3.618625 8.863784 75.53136 94.1353

diff 6 4 1 2.44949 1.429418 6.570582
mean (diff) = mean(control - pb 0075) t = 4.0000
Ho: mean (diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean(diff) < O § Ha: mean(diff) != 0 § Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.9948 : Pr(|T| > |t]) = 0.0103 : Pr(T > t) = 0.0052

................................................

Pb 0.075
Control (SF)

2h 24h 48h

Control (SF) ® Pb 0.075

Gréfico 9. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 0.075 uM de acetato de plomo
En la Tabla 5, se muestra los resultados de la prueba T para comparacién de
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medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las

medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control

y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 0.15 uM, con un

nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréfico

10.

Tabla 5. Comparacion de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.15 uM de

acetato de plomo

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 015 83.5 3.972824 9.731393 73.28753 93.71247
diff 5.333333 1.358103 3.32666 1.842218 8.824449
mean (diff) = mean(control - pb 015) t = 3.9270

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean (diff) < O Ha: mean(diff) != 0 Ha: mean(diff) > O
Pr(T < t) = 0.9944 Pr(|T] > |t|) = 0.0111 Pr(T > t) = 0.0056

................................................

2h

24h

Control (SF)

48h

mPb 0.15

72h

Pb 0.15
Control (SF)

Gréfico 10. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento

a 0.15 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 6, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 0.3 uM, con un
nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréafico
11.

Tabla 6. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.3 uM de

acetato de plomo
Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 03 6 81.16667 4.142597 10.14725 70.51778 91.81555
diff 6 7.666667 1.47573 3.614784 3.873183 11.46015
mean (diff) = mean(control - pb 03) t = 5.1952

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean(diff) < 0 § Ha: mean(diff) != 0 é Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.9983 ¢ Pr(|T| > |t]) = 0.0035 : Pr(T > t) = 0.0017

................................................
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Gréfico 11. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 0.3 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 7, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 0.6 uM, con un
nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréafico
12.

Tabla 7. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 0.6 uM de

acetato de plomo
Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 06 6 79.83333 4.339099 10.62858 68.67932 90.98734
diff 6 9 1.693123 4.147288 4.647688 13.35231
mean (diff) = mean(control - pb 06) t = 5.3156

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean (diff) < O § Ha: mean(diff) != 0 § Ha: mean(diff) > O
Pr(T < t) = 0.9984 tPr(|T| > |t]) = 0.0032 : Pr(T > t) = 0.0016

................................................

Pb 0.6
Control (SF)

2h 24h 48h

Control (SF) mPb0.6

Gréfico 12. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 0.6 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 8, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 1.2 uM, con un
nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréfico
13.

Tabla 8. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 1.2 uM de

acetato de plomo
Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 12 6 78.16667 4.549115 11.14301 66.4728 89.86054
diff 6 10.66667 1.801234 4.412105 6.036447 15.29689
mean (diff) = mean(control - pb 12) t = 5.9219

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean (diff) < O § Ha: mean(diff) != 0 § Ha: mean(diff) > O
Pr(T < t) = 0.9990 § Pr(|T| > |t]) = 0.0020 : Pr(T > t) = 0.0010

................................................

Pb 1.2
Control (SF)

2h 24h 48h

Control (SF) mPb1.2

Gréfico 13. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 1.2 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 8, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de
medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las
medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 1.8 uM, con un
nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréafico
14.

Tabla 9. Comparacién de medias de la viabilidad control y tratamiento a 1.8 uM de

acetato de plomo
Paired t test

Variable Obs Mean Std. Err. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 6 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 18 6 76.33333 4.730516 11.58735 64.17316 88.49351
diff 6 12.5 2.028957 4.969909 7.2844 17.7156
mean (diff) = mean(control - pb 18) t = 6.1608

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean (diff) < O { Ha: mean(diff) != 0 .§ Ha: mean(diff) > O
Pr(T < t) = 0.9992 § Pr(|T|] > |t|) = 0.0016 § Pr(T > t) = 0.0008

................................................

Pb 1.8
Control (SF)

2h 24h 48h 72h
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Gréfico 14. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento
a 1.8 uM de acetato de plomo
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En la Tabla 10, se muestra los resultados de la prueba T para comparacion de

medias pareadas segun los tiempos de evaluacion. Hay evidencia que las

medias de viabilidad presentan diferencias significativas (p<0.05) entre el control

y el tratamiento con acetato de plomo a una concentracién de 2.1 uM, con un

nivel de confianza de 95%. La cinética de la viabilidad se observa en el Gréfico

13.
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Gréfico 15. Comparacion de la viabilidad celular en grupo control y tratamiento

a 2.1 uM de acetato de plomo

Tabla 10. Comparacion de medias de la viabilidad control y tratamiento a 2.1 uM de

acetato de plomo

Paired t test

Variable Obs Mean Std. Std. Dev. [95% Conf. Interval]
control 88.83333 2.785877 6.823977 81.67201 95.99466
pb 21 71.16667 6.257884 15.32862 55.08026 87.25307
diff 17.66667 3.546516 8.687155 8.550056 26.78328
mean (diff) = mean(control - pb 21) t = 4.9814

Ho: mean(diff) = 0 degrees of freedom = 5
Ha: mean(diff) < O { Ha: mean(diff) != 0 'é Ha: mean(diff) > 0
Pr(T < t) = 0.9979 PP (ITI > It]) 0.0042 Pr(T > t) = 0.0021

...........................

....................
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En el Grafico 16, se muestra el comportamiento de la viabilidad celular en cada

grupo de estudio (control y experimental), para tener un esquema global con

respecto a su valor central y dispersion (mediana y rango intercuartilico).
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Grafico 16. Comparacion global de la viabilidad celular en grupo control y
tratamiento

56



5.2.

DISCUCION

La capacidad del plomo para generar citotoxicidad ha sido documentada
ampliamente, sobre todo a través de mecanismos relacionados a estrés
oxidativo (42-44). En base a ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar
si la exposicion a concentraciones equimolares a las determinadas en
trabajadores ocupacionalmente expuestos producia citotoxicidad en células

mononucleares de sangre periférica obtenidas por gradientes de ficoll hipaque.

Los resultados muestran que a una concentracion de acetato de plomo 0.0375
uM equivalente a 1.0 pg/dL. ya se presenta citotoxicidad significativa con
respecto al grupo control. Esto podria explicarse, debido a que las células
linfocitarias (mononucleares) no tienen la misma capacidad de generar una
respuesta frente a la exposicion del plomo, metal que ha sido relacionado
fuertemente a dafio mediado por estrés oxidativo (basicamente por la
produccién de especies reactivas de oxigeno); a diferencia de otros tejidos
como el hepdtico (45), donde se ha evidenciado que la capacidad antioxidante
(actividad glutation y superoxido dismutasa, principalmente) ha reducido la
citotoxicidad celular, incluso a concentraciones de acetado de plomo hasta 5
ug/dL. Evaluando la concentracion de plomo por exposicion ambiental a plomo
(nifos: hasta 10 ug/dL y adultos: hasta 20 pg/dL), la citotoxicidad continuo
descendiendo significativamente, siendo mucho mayor la diferencia pasada las
24 horas de exposicion. En el caso de las células que fueron expuestas a
acetato de plomo a 1.2 ug/dL a mas concentraciones (limite de exposicion
ocupacional: > 40 pg/dL de plomo en sangre), se observo el mayor nivel de
citotoxicidad celular, evidenciandose diferencias significativas a partir de las 2

horas del tratamiento.

Estos resultados sugieren que en este modelo celular, se presenta un
metabolismo bajo, ya que posiblemente las especies reactivas de oxigeno se
generan por exposiciones de larga duracion, lo cual no permite que se
desencadenen procesos celulares que contrarresten la permanencia de dichas
especies reactivas, y en parte podria deberse a la ausencia de actividad de

algunos antioxidantes endoégenos (45). Los efectos celulares ocasionados por
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las especies reactivas de oxigeno son numerosos, sin embargo, sus blancos

moleculares son los lipidos, proteinas y ADN (45).

Si bien los resultados obtenidos en esta tesis de investigacion no evidencian la
produccion de especies reactivas de oxigeno, sea el mecanismo de accién por
el cual el plomo cause dafio citotdxico a concentraciones equivalentes a las de
personas expuestas ambiental y ocupacionalmente, la importancia de estos
resultados radica en el planteamiento de interrogantes enfocados a esclarecer
los posibles mecanismos de accidén por los cuales el plomo causa efectos
adversos sobre la salud e incluso su carcinogenicidad en este sector de la
poblacién. Los resultados en células mononucleares de sangre periférica
humana con baja actividad metabdlica, sugieren que una exposicidn cronica es
necesaria para observar dafio genotoxico, el cual muy probablemente sea
debido a la generacién de especies reactivas de oxigeno y el abatimiento de la
defensa antioxidante estableciendo un estrés oxidativo, tal como se ha
propuesto por algunos autores (44, 45). Sin embargo, nuestros datos no pueden
descartar que existan otras explicaciones para la generacion de este dafio
como pueden ser; la interaccion directa del metal con el ADN o con proteinas
asociadas a este o la inhibicién de la reparacion del ADN (46) también descrita
como mecanismos de carcinogenicidad del plomo o incluso la posibilidad de
buscar otros mecanismos de accién observados a estas concentraciones, que
no hayan sido descritos antes en los estudios realizados a concentraciones

altas.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con concentraciones equivalentes a niveles de exposicion por
acetato de plomo en células mononucleares en sangre periférica humana

induce citotoxicidad celular, y por ende disminucion de la viabilidad celular.

El nivel de citotoxicidad celular inducido in vitro por concentraciones
equivalentes a la exposicion por acetato de plomo en células mononucleares
en sangre periférica humana es variable en cada tratamiento probado,
presentandose mayor citotoxicidad a concentraciones elevadas de plomo

La citotoxicidad inducida por el acetato de plomo en células mononucleares
en sangre periférica humana sigue un patrén dosis-dependiente, con un alto

nivel de correlaciéon estadistica.

La cinética de citotoxicidad en células mononucleares en sangre periférica

humana incrementa positivamente segun tiempo, con cambios significativos.
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RECOMENDACIONES

Puesto que la tesis de investigacion fue de caracter experimental y de
ciencias basicas, la cual buscé asociacion causal, se sefialan algunas
recomendaciones a tener en cuenta por otros investigadores para mejorar
futuras investigaciones en relacion a la linea de toxicologia molecular, siendo

estas las siguientes:

Estimar el estrés oxidativo a través de la cuantificacién de especies reactivas
de oxigeno; asi como los efectos producidos tales como lipoperoxidacion de

membranas, genotoxicidad y aductos de proteinas.

Estimar la capacidad antioxidante a través de la cuantificacion de la actividad

catalasa, superédxido dismutasa y concentracion de glutation.

Evaluar otras lineas celulares que presenten un elevado metabolismo, tales
como el tejido hepatico o renal; en el cual se espera una menor citotoxicidad

debido a su respuesta antioxidante.
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ANEXOS

ANEXO 01: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES VALOR FINAL ESCALA | TECN. E INSTRUM.

Recuento de células
_ o vivas y muertas por ) % citotoxicidad celular
Citotoxicidad _ Recuento de células no .
fluorescencia con . (Complemento del % viabilidad
celular o viables / 200 células
bromuro de etidio y celular)
diacetato de fluoresceina
Tratamiento in vitro . Numérica Microscopia de
_ ) Concentracion de ) .
Tratamiento con sobre células 0.01875, 0.0375, 0.075, 0.15, 0.3, | derazdn fluorescencia

acetato de plomo

mononucleares de

sangre periférica

acetato de plomo en

solucién acuosa

0.6,1.2,1.8y 2.1 uM

Tiempo

Periodo en el cual se
exponen las células al

tratamiento aplicado

Horas de incubacion a
37°C de cada células

tratadas

2,12, 24,48y 72 horas
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ANEXO 02: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: “CITOTOXICIDAD INDUCIDA IN VITRO POR CONCENTRACIONES EQUIVALENTES A NIVELES DE EXPOSICION
OCUPACIONAL POR ACETATO DE PLOMO EN CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA HUMANA”

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES | INSTRUMENTOS
General: General: General:
¢ El tratamiento con concentraciones | Evaluar la citotoxicidad inducida in | EI tratamiento con concentraciones
equivalentes a niveles de exposicion | vitro por concentraciones | equivalentes a niveles de exposicion
ocupacional por acetato de plomo en | equivalentes a la  exposicién | ocupacional por acetato de plomo en
células mononucleares en sangre | ocupacional de acetato de plomo en | células mononucleares en  sangre
periférica humana inducira | células mononucleares de sangre | periférica humana induce citotoxicidad
citotoxicidad celular? periférica humana celular
Especifico: Especifico: Especifico:
¢, Cudl es el nivel de citotoxicidad | Determinar los niveles de | El nivel de citotoxicidad celular inducida in Citotoxicidad Determinacion de
celular inducida in vitro por | citotoxicidad celular inducida in vitro | vitro por concentraciones equivalentes a celular la citoxicidad
concentraciones equivalentes a la | por concentraciones equivalentes a | la exposicidbn ocupacional por acetato de celular con
exposicion ocupacional por acetato | la exposicion ocupacional de acetato | plomo en células mononucleares en Tratamiento FDA/BrEt

de plomo en células mononucleares
en sangre periférica humana?

¢,Cudl es la concentracion de
acetato de plomo que induce menor
y mayor citotoxicidad en células
mononucleares en sangre periférica
humana?

¢, Cuadl es la cinética de citotoxicidad
en células mononucleares en sangre
periférica humana segun tiempo?

de plomo en células mononucleares
de sangre periférica humana

Determinar la concentracion de
acetato de plomo que induce menor
y mayor citotoxicidad en células
mononucleares en sangre periférica
humana

Evaluar la cinética de citotoxicidad
en células mononucleares en sangre
periférica humana segun tiempo

sangre periférica humana es variable en
cada tratamiento probado.

La concentracibn de acetato de plomo
que induce menor y mayor citotoxicidad
en células mononucleares en sangre
periférica humana sigue un patrén dosis-
dependiente.

La cinética de citotoxicidad en células
mononucleares en sangre periférica
humana incrementa positivamente segun
tiempo.

con acetato
de plomo

Tiempo

Microscopia de
fluorescencia
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10.

11.

ANEXO 03: OBTENCION DE PBMC POR GRADIENTE DE DENSIDAD

Agregar 3mL de Histopaque (densidad 1.077 g/mL) en un tubo de 15mL.
Agregar en zona 3 mL de sangre con heparina.
Centrifugar a 400g por 30 minutos a 4°C.

Luego del periodo de centrifugacion se formara una banda de PBMCs en el
tubo.

Extraer 500uL de la banda de PBMCs con una micropipeta de 1000uL.

Verter la suspension celular sobre otro tubo y agregar sobre él 500uL de
buffer fosfato salino (PBS).

Centrifugar a 5009 por 15 minutos a 4°C.

Luego de la centrifugacion, eliminar el sobrenadante con cuidado.
Resuspender las células (pellet) en 5-10mL con PBS

Centrifugar a 500g por 15 minutos a 4°C.

Resuspender las células (pellet) en 500 uL de PBS
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ANEXO 04: DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD CELULAR CON FDA-BrEt

Preparar una solucion stock de diacetato de fluoresceina en acetona a una
concentracion de 5 mg/mL. Conservar a 4°C protegido de la luz.

Preparar una solucion de Bromuro de etidio en PBS 1X a una concentracion de
0.2 mg/mL. Almacenar a temperatura ambiente protegida de la luz. Para un
volumen final de 10 mL se requiere 200uL de BrEth.

Mezclar 30uL de FDA a 5 mg/mL, 200uL de bromuro de etidio a 0.2 mg/mL y
completar a 5 mL con PBS 1X para obtener la solucién de FDA/BrEth.

Resuspender 25 pL de la suspension celular con 25 pL de la solucién de la
solucion de FDA/BrEth.

La viabilidad/citotoxicidad es observada luego de 5 minutos después del
tratamiento.

Las células viables se visualizan de color verde fluorescente, mientras que los
ndcleos tefidos de color naranja son indicativos de muerte celular.

Se contabilizan 200 células por individuo / tratamiento / concentracion y se
establece el porcentaje de citotoxicidad celular.

Nota: Las laminas y laminillas utilizadas se eliminaran en un recipiente especial
de descarte de Bromuro de etidio.

Informe del resultado: Se realizara un conteo de al menos 200 células y se
determinara la citotoxicidad en base al porcentaje.

Interpretacion del resultado: Noétese las células viables se observan en verde
por la accion enzimética de fluoresceina a partir del diacetato de fluoresceina
(FDA) y las células no viables se muestran en rojo por el ingreso del BrEth a
través de las membranas dafiadas (Imagen 01).

Imagen 0Ol.Imagen obtenida a 400X de aumento. Notese las células viables se
observan en verde por la accion enzimética de fluoresceina a partir del diacetato de
fluoresceina (FDA) y las células no viables se muestran en rojo por el ingreso del BrEth
a través de las membranas dafadas.



ANEXO N° 05: LICENCIA PARA EJECUCION DE TESIS

w UNIVERSIDAD
% ALAS PERUANAS

¢ t'ﬁ

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE TECNOLOGIA MEDICA

CARTA N2 060 FMHyCS-EPTM/UAP-FI/17

Ica, 07 de Junio del 2017

Senor:

Lic. Johanna Gomez Valencia
ADMINISTRADORA

Hospital de Solidaridad-ICA.

PRESENTE.-

Asunto: Solicito permiso para realizar Ejecucion de Plan de
Tesis.

Tengo a bien dirigirme a usted por medio de la presente para saludarle, en
representacion de la Universidad “ALAS PERUANAS”, y a la vez solicitarle a su digno
despacho, licencia para realizar la ejecucion de plan de tesis titulada: “CITOTOXICIDAD
INDUCIDA IN VITRO POR CONCENTRACIONES EQUIVALENTES A NIVELES DE EXPOSICION
OCUPACIONAL POR ACETATO DE PLOMO EN CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA
HUMANA”

Dirigido a los Pacientes atendidos en el Servicio de Laboratorio Clinico.

Dichas practicas estaran dirigida por el Bachiler ERAZO HUAMAN TATIANA
MILAGROS, quien esta a ejecutando su Plan de Tesis.

Los dias de ejecucion sera en el mes de Junio del presente.
Sin otro particular que deba de informar a Ud. me despido, agradeciendo la atencién

prestada a la presente

Atentamente

uap X

Lic. Jorge

m Johanna Anabgl Gomez Valenci
ANMIMSTRADORA

CO!
ESCUELA ACADEMICGMPRO
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