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CAPITULO 1
Principios generales de la toxicologia
Autor: Leda Giannuzzi

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

Fundamentos de toxicologia
Las personas estan expuestas a una gran variedad de sustancias naturales y otras fabrica-
das por el hombre. En ciertas circunstancias estas exposiciones causan efectos adversos en la

salud que varian desde cambios bioldgicos casi imperceptibles a hasta la muerte.

Definicion y objeto de la toxicologia

La toxicologia estudia la naturaleza, el mecanismo de accion toxica de agentes fisicos, sus-
tancias quimicas capaces de producir alteraciones patoldgicas a los seres vivos. Identifica y
cuantifica los efectos adversos asociados a la exposicion de los agentes. También intervienen
en esta definicion la evaluacion cuantitativa de la severidad y frecuencia de estos efectos en
relacién con la exposicién de los organismos vivos. También estudia los procedimientos para
detectar, identificar y valorar su grado de toxicidad.

La toxicologia estudia las interacciones entre las sustancias quimicas y los sistemas biolégi-
cos con el objeto de determinar cuantitativamente el dafio potencial que resulta en efectos adver-
s0s a organismos vivos. La Toxicologia investiga la naturaleza, la incidencia, los mecanismos de
accion, los factores que influyen en su desarrollo y reversibilidad de los efectos adversos.

Por lo expuesto se define toxicologia como la ciencia que estudia las sustancias quimicas
y los agentes fisicos capaces de producir alteraciones patoldgicas en los seres vivos, evalla
los mecanismos de produccion de tales alteraciones y los medios para contrarrestarlos, asi
como los procedimientos para detectar, identificar y determinar tales agentes y valorar su grado
de toxicidad.

La toxicologia presenta un amplio campo de accién: investigacion basica sobre el mecanis-
mo de accion de los agentes téxicos y sustancias quimicas empleas en medicina diagndstica,
en la industria de los alimentos, en la agricultura, industria quimica, componentes e intermedia-
rios de plasticos, entre otros. Ademas, el toxicélogo participa en la determinacion de los limites
de exposicion seguros tendientes a la elaboracion e interpretacion de pruebas normalizadas
para determinar las propiedades toxicas de los agentes. Estas incluyen las ingestiones diarias

aceptables y los valores del limite de umbral o en una evaluacién de los riesgos en los que se



utiliza en relacion con sustancias cuyos efectos se creen que no tienen umbral o que éste no se
puede determinar.

La toxicologia se estudia en disciplinas normalizadas, como la toxicologia clinica, la forense, la
de investigacion, la reguladora, la analitica, la clinica, la ambiental, laboral, etc. Otra clasificacion
hace referencia a los sistemas o procesos organicos que se ven afectados, como la inmunotoxi-
cologia o la toxicologia genética; puede presentarse también desde el punto de vista de sus fun-
ciones, asi como en investigacion, realizacién de ensayos y evaluacion de los riesgos.

El principal objeto de la toxicologia es determinar el potencial dafio al organismo y su intacto
y en algunos casos la extrapolacion al hombre.

Por ello, un téxico es cualquier agente (fisico o quimico) que puede producir algun efecto
nocivo sobre un ser vivo, alterando sus equilibrios vitales. Se utiliza el término téxico a los
agentes cuyo origen deviene de la actividad antropogénica o subproductos.

El término toxina se refiere a las sustancias toxicas que son producidas por sistemas biolé-
gicos tales como las plantas, animales, hongos y bacterias.

Una diferencia se establece con el concepto de veneno la cual es una sustancia empleada en
forma intencional.

Uno de los conceptos fundamentales de la toxicologia es la dosis, la cual determina la
toxicidad. Este axioma, acufiado por Paracelso (1493-1541) indica que todas las sustancias
son toxicas, no hay ninguna que no lo sea. La dosis hace el veneno. Se define a la dosis a
la cantidad de sustancia ingerida o administrada que produce un efecto téxico. Presenta
unidades de mg/Kg de peso corporal. Sustancias inofensivas como el agua en dosis eleva-

das resultan ser toxicas.

Espectro de la dosis téxica

Un téxico puede definirse como cualquier sustancia capaz de provocar una respuesta
nociva en un sistema bioldgico. Practicamente todas las sustancias quimicas conocidas
presentan la capacidad de ocasionar lesiones o incluso la muerte si se encuentran en can-
tidad suficiente. En la Tabla 1 se presentan las dosis de algunas sustancias quimicas que
es necesario administrar para causar la muerte al 50% de los animales tratados, dicho pa-
rametro es denominado dosis letal 50 (DL50). La DL50 se expresa en mg/kg de peso cor-
poral. Puede observarse que hay sustancias quimicas muy poco toxicas como el etanol
mientras que la toxina botulinica (la sustancia proteica mas toxica conocida) en muy pe-
quefia dosis puede matar al 50% de la poblacion. Debe tenerse en cuenta que las medidas
de la letalidad aguda como la DL50 pueden no reflejar con exactitud el espectro completo
de la toxicidad o riesgo que se asocia a la exposicién a un producto quimico. Una sustancia
quimica que presenta una baja toxicidad aguda puede producir toxicidad crénica, tal como

los carcinogénicos o teratogénicos.



Clasificacion de las sustancias téxicas

Los agentes toxicos se ordenan en funcién de diversas categorias tomando como criterio los
organos afectados, el uso, el origen y los efectos de las sustancias. Asi podemos clasificar a
las sustancias como hepatotoxicas, nefrotoxicas, neurotdxicas, etc., segun afecten a érganos
como el higado, rifidn o sistema nervioso. Segun su uso reciben nombres como insecticidas,
funguicidas, molusquicidas, etc segun se utilice para combatir insectos, hongos y moluscos.
Ademas, las sustancias se clasifican segun su estado fisico, estabilidad o reactividad quimica,

su estructura quimica, reactividad quimica o su potencial toxico.

Tabla 1: DL50 (mg/Kg peso corporal) de sustancias quimicas

Sustancia DL50 (mg/kg peso corporal)
Etanol 10000
Cloruro sédico 4000
Sulfato ferroso 1500
Sulfato de morfina 900
Fenobarbital sédico 150
Picrotoxina 5
Sulfato de estricnina 2
Nicotina 1
d-tubocurarina 0.5
Hemicolina-3 0.2
Tetradotoxina 0.10
Dioxina 0.001
Toxina botulinica 0.00001

Efecto toxico

El efecto téxico es el producido por uno o varios agentes téxicos sobre un organismo, po-
blacion o comunidad que se manifiesta por cambios bioldgicos. Su grado se evalia por una
escala de intensidad o severidad y su magnitud esté relacionada con la dosis del agente toxico.
El efecto téxico o respuesta téxica corresponde a cualquier desviacion del funcionamiento nor-
mal del organismo que ha sido producida por la exposiciéon a substancias toxicas. Sélo se con-
sideran como desviaciones significativas los cambios irreversibles o los cambios que permane-

cen por un periodo prolongado después de que la exposicion ha cesado.



Efectos adversos

Son aquellos que producen un detrimento ya sea de la supervivencia o de la normal funcio-
nalidad del individuo. Corresponden a cambios morfoldgicos, fisioldgicos y en el desarrollo del
crecimiento en la vida de un organismo que resulta en un deterioro de la capacidad funcional o
de la homeostasis y/o compensatoria de los efectos de stress o en un aumento en la suscepti-
bilidad a los efectos dafinos del medio ambiente. Resultan ser los efectos que producen una

disminucién en la supervivencia o normal funcionamiento de un individuo.

Xenobiéticos
Sustancias extrafias al organismo los cuales se diferencian de los compuestos enddgenos.
Ejemplos de xenobioticos son los farmacos, las sustancias quimicas industriales, los toxicos

presentes en la naturaleza, los contaminantes del medio ambiente, etc.

Organo blanco

Zona del organismo donde el toxico ejerce su accidén dafiina. Muchas veces ese érgano
puede no ser el que contenga la mayor concentracion del toxico (ejemplo los compuestos or-
ganoclorados ejercen su accion en el sistema nervioso y se acumulan y presentan mayor con-

centracioén en el tejido adiposo.

Toxicidad
La capacidad intrinseca que posee un agente quimico de producir efectos adversos sobre
un sistema bioldgico. La mayoria de las sustancias quimicas conocidas tienen potencial de

ocasionar lesiones o incluso la muerte si se encuentran en cantidades importantes.

Caracteristicas de la exposicion

Una sustancia quimica provoca efectos toxicos sobre un sistema cuando dicha sustancia o
sus metabolitos alcanzan el lugar apropiado del organismo durante un tiempo adecuado, una
concertacion suficiente como para producir una manifestacion toxica. Que ocurra o no la res-
puesta toxica dependera de las caracteristicas quimicas y fisicas de las sustancias, del lugar de

exposicion, de la metabolizacién del agente y de la sensibilidad del sistema bioldgico.

Rutas, sitios de exposicion

Las principales vias o rutas por las que las sustancias toxicas acceden al cuerpo son
por el tubo digestivo por ello la ruta de exposicién se denomina oral, si la exposicién es por
los pulmones la via de exposicidn es inhalatoria, si es por la piel la exposicién es dérmica,
0 por otras vias parentales. Los efectos mas intensos y la respuesta mas rapida de los t6-
xicos, se producen cuando estos se introducen directamente en el torrente sanguineo (via
intravenosa). El orden de eficacia descendente aproximado para las vias es: inhalatoria,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intradérmica, oral y dérmica. El medio en que

esta disuelta la sustancia, denominado vehiculo, asi como otros factores de la formulacion



pueden influir en la absorcién de la misma. La via de administracion también repercute en

la toxicidad de las sustancias.

Duracién y frecuencia de la exposicion

Otro factor que influye en la toxicidad de las sustancias es el tiempo. La exposiciéon de los

animales de experimentacion a las sustancias quimicas se divide en cuatro categorias segun
sea la dosis y el tiempo de exposicion. Surge entonces la denominacion de toxicidad aguda,
subaguda, subcronica y crénica.
Una exposiciéon aguda se define como la exposicion a una sustancia durante menos de 48 ho-
ras (tiempo corto). En general se realiza la exposicion en Unica dosis, sin embargo, con deter-
minadas sustancias existe la posibilidad de repetir las dosis durante las 24 horas. La exposicion
aguda por inhalacién significa que ha habido una exposicion continua durante menos de 24
horas normalmente 4 horas.

La exposicion repetida se divide en tres categorias: subaguda, subcrénica y cronica.

La exposicion subaguda se refiere a la exposicion repetida a un agente quimico durante un
mes 0 menos Y la duracién de las exposiciones subcrénicas y crénicas son de 1 a tres meses y
mayor de tres meses respectivamente.

Para seres humanos las frecuencias y duracion de las exposiciones no estan tan bien defi-
nidas como en los estudios en animales. Las exposiciones en los lugares de trabajo o ambien-
tales se describen como agudas (derivadas de un accidente o episodio Unico), subcrénicas (las
que se producen repetidamente durante varias semanas o meses) o crénicas (aquellas que se
producen de forma repetida durante meses o afios).

La exposicion aguda a sustancias que se absorben rapidamente muy probablemente
provocara efectos téxicos inmediatos, pero también puede dar lugar a una toxicidad retar-
dada que puede ser similar o no a las consecuencias téxicas una exposicién croénica. La
exposicidn cronica a un agente téxico puede producir ademas de los efectos prolongados
de poca intensidad o crénicos, determinados efectos inmediatos (agudos) después de cada
exposicion.

Otro factor relacionado con el tiempo es el intervalo de exposicion. Una sustancia téxica que
en una dosis Unica produce efectos graves puede carecer de ellos si la misma dosis total se
administra fraccionada en varios momentos diferentes. Los efectos tdxicos crénicos pueden
aparecer cuando las sustancias se acumulan en el sistema biolégico (velocidad de absorcion
es mayor que la de eliminacién) cuando el agente toxico produce efectos tdxicos irreversibles o
cuando el intervalo de exposicidén no concede el tiempo suficiente para que el sistema se recu-

pere del dafio toxico.



Tabla 2: Ejemplos de toxicidad clasificados de acuerdo a la escala de tiempo y sitio de accién

Exposicion Sitio Efecto Sustancia
Local Corrosivo en la piel Metilamina
Dafio al pulmén HCI
Aguda
Sistémica Dafio al rifion Fenacetina
Hemodlisis Arsina
Mezcla Pulmén y Metahemoglobina Oxidos de N
Local Bronquitis SO,
Crénica Carcinoma Mostazas N
Sistémica Leucemia Benceno
Mixta Dario al rifidn Cd

Espectro de los efectos indeseables

El espectro de los efectos indeseables de las sustancias quimicas es muy amplio. En tera-
péutica, un farmaco produce numeros efectos, pero solo uno de ellos se asocia al objetivo prin-
cipal del tratamiento, el resto de los efectos se denominan efectos secundarios o indeseables.
Algunos de los efectos secundarios de los farmacos son nocivos para el ser humano, son los

denominados efectos adversos, nocivos o toxicos.

Reacciones alérgicas

La alergia consiste en una respuesta inmunitaria desencadenada por una sensibilizaciéon
anterior a esa sustancia o a otra con estructura similar. Para describir esta situacion se
utilizan los términos hipersensibilidad, reaccion alérgica y reaccion de sensibilizacion. Una
vez que se ha producido la sensibilizacién, la reaccion alérgica sera una consecuencia de
la exposicién a una dosis relativamente muy baja de la sustancia, por ese motivo son muy
pocas las ocasiones en las que se han obtenido las curvas dosis-repuesta de una pobla-
cion para las reacciones alérgicas. Estas reacciones en un individuo alérgico guardan rela-
cién con la dosis. Las reacciones de sensibilizacién a veces son muy graves y en ocasio-

nes llegan a ser mortales.

Reacciones idiosincrasicas

La idiosincrasia quimica hace referencia a una reactividad anormal de origen genético
frente a una sustancia quimica. La respuesta observada suele ser cualitativamente pareci-
da a la que presentan todos los individuos, pero puede manifestarse como una sensibilidad

extrema a bajas dosis de la sustancia como una insensibilidad exagerada a dosis elevadas.
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Toxicidad inmediata y toxicidad demorada

Los efectos téxicos inmediatos aparecen rapidamente después de la administracién de una
dosis Unica de una sustancia, mientras que los efectos toxicos retardados aparecen después
de transcurrido un tiempo. En seres humanos, los efectos carcinogénicos de las sustancias
quimicas suelen presentar largos periodos de latencia a menudo entre 20 y 30 afios desde la

primera exposicion hasta que se desata el cancer.

Efectos toxicos reversibles e irreversibles

Un efecto toxico reversible es aquel que al desaparecer la exposicion al toxico se revier-
te el efecto observado. En cambio, un efecto téxico es irreversible cuando al cesar la expo-
sicidon perdura el efecto observado. Ello indica que se ha producido un dafio en el organis-
mo como puede ser una lesion tisular. Sin embargo, cuando una sustancia provoca una
lesion tisular, sera la capacidad de regeneracién de ese tejido quien determine en gran
medida si el efecto téxico es reversible o irreversible. En el caso del higado, su elevada
capacidad de regeneracién hace que la mayoria de las lesiones sean reversibles, mientras
que las lesiones del sistema nervioso central (SNC) son en su mayor parte permanente
porque las células diferenciales del SNC son irremplazables. Una vez que se producen los
efectos carcinogénicos y teratogénicos de las sustancias quimicas estos se suelen consi-

derar consecuencias toxicas irreversibles.

Toxicidad local y sistémica

Otra diferencia entre los tipos de efectos se refiere al lugar de accion. Los efectos téxicos
locales se producen en el lugar donde del primer contacto entre la sustancia toxica y el sistema
bioldgico. Por otro lado, los efectos sintéticos requieren que el toxico se absorba, se distribuya
hasta un punto distante donde provocara los efectos nocivos. La mayor parte de las sustancias
quimicas salvo las que son extremadamente reactivas producen efectos generales. La mayoria
de las sustancias que provocan toxicidad sistémica suelen producir los efectos en uno o dos
oérganos que se denominan oérganos diana. A menudo el 6érgano afectado por el téxico no se
corresponde con el lugar donde se alcanza la concentracion mas elevada de la sustancia qui-
mica. Los érganos que resultan ser mas frecuentemente afectados son el SNC, el aparato cir-
culatorio, el sistema sanguineo y hematopoyético, el higado, los rifiones, los pulmones y la piel.

El musculo y los huesos son menos afectados.

Tolerancia

La tolerancia es la disminucién de la sensibilidad al efecto toxico de una sustancia que se
produce como consecuencia de una exposicion anterior a dicha sustancia o a otra estructural-
mente semejante. Dos son los principales mecanismos responsables de la tolerancia: uno es la
reduccién de la cantidad del agente téxico que alcanza el lugar donde se produce la accion

toxica (tolerancia farmacocinética) y el otro, consiste en la disminucién de la respuesta de un

11



tejido frente a la accion del toxico. Estos conceptos se aplican a determinadas drogas que ge-

neran tolerancia en el individuo requiriendo mayores dosis para alcanzar el efecto buscado.

Respuesta a la dosis

Las caracteristicas de la exposicion y el espectro de los efectos se enmarcan en una relacion co-
rrelativa denominada relacién dosis-respuesta. Sea cual sea la respuesta elegida para su medicion,
la relacion entre el grado de respuesta de un sistema bioldgico y la cantidad de sustancia téxica
administrada adopta una forma tan constante que hace que sea considerada como el concepto mas
importante y general de la toxicologia. Desde un punto de vista practico, existen dos tipos de rela-
ciones de relaciones entre dosis y la respuesta: 1) la relacién entre la dosis y el efecto, que describe
la respuesta de un Unico organismo a dosis variables de una sustancia quimica y que a menudo se
denominan gradual porque el efecto medido es continuo en un intervalo de dosis y 2) la relacion
entre la dosis y respuesta que representa la distribucion de las respuestas a dosis diferentes entre

una poblacién de organismos.

Relacién dosis-efecto (individual-gradual)
La relacion entre la dosis y el efecto provocado en un individuo, se caracteriza por un incre-

mento en la magnitud de la respuesta en relacion con la dosis.

Relacion dosis-efecto: describe la respuesta de un solo individuo a diferentes dosis de un compues-
to. Esta caracterizada por un aumento de la gravedad del efecto con el aumento de la dosis (res-
puesta gradual). La curva de dosis-efecto es la expresion grafica de la relacion entre la dosis y la
magnitud del cambio biolégico producido, medido en unidades apropiadas. Se aplica a cambios
mensurables que dan una respuesta gradual al aumentar la dosis de un medicamento o xenobidti-
co. Cuando se toma en cuenta la variacion bioldgica, ésta representa el efecto producido en un
animal o persona. Pueden ser ejemplos de ello las variaciones del peso corporal, de la presién san-
guinea o del nivel de determinada enzima o la mayor irritacién del tracto respiratorio por la exposi-

cién a mayores concentraciones de un gas toxico como el cloro.

Relacion dosis-respuesta: describe la distribucién de respuestas a diferentes dosis en una pobla-
cién de individuos. Se caracteriza por un aumento del nimero de individuos afectados (respuesta
cuantal: presente o ausente) al aumentar la dosis. La curva de dosis-respuesta puede ser definida
como la expresion grafica de la relacion entre la dosis y la proporcion de individuos que experimen-
tan un efecto de todo 0 nada y es esencialmente la representacion de la probabilidad de una ocu-
rrencia (o la proporcion de una poblacién que presenta un efecto) en funcién de la dosis. Los ejem-

plos tipicos de tales efectos totales o nulos son la mortalidad o la incidencia de cancer.

Entre la ausencia de efecto y la letalidad existe un amplio margen de cambios fisiolégicos y pato-
l6gicos que experimental los animales en los estudios de dosis- respuesta. La exposicién puede ser
tan pequefia que no hay respuesta apreciable o puede presentarse respuestas con alteraciones

mensurables de actividad enzimatica, aumento de frecuencia cardiaca, dilatacién de pupilas, etc. El
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extremo opuesto se corresponde con la muerte. Las curvas dosis respuesta consideran dos aspec-
tos importantes:1) existe un fendmeno basico en que la mayoria de los téxicos la magnitud de la
respuesta bioldgica esta relacionada con la dosis, es decir, a mayor exposicién mayor es la intensi-
dad de la respuesta. 2) No todos los animales responden de igual manera ante la misma exposicion,
existen variaciones entre los sujetos. Considerando la variabilidad que refleja las diferencias inheren-
tes a respuestas esperadas se utilizan cuantificaciones como la desviacion tipica, varianza e interva-
los de confianza para definir los limites o las variaciones esperadas en la relacién dosis-respuesta.
Las relaciones dosis-respuesta se utilizan para el determinar la DL50 o la CL50 (concentracion letal
50). El sujeto vive o muere, no hay intermedios (respuesta binaria). Otras respuestas biolégicas pue-
den ser clasificadas en forma semejante si se definen con claridad un punto de corte, ej. Presion
sanguinea mayor a 140 mmHg e inferior a 140 mmHg para otro grupo. Puede calcularse la dosis
precisa para que el 50% de los sujetos alcancen una presion sanguinea mayor a 140 mmHg.
También puede definirse la llamada CE50 como la concentracion efectiva media. Es la con-
centracién de una sustancia que provoca algun efecto en el 50% de la poblaciéon expuesta.
Este efecto puede ser letal o no letal. Debe especificarse la duracién de la exposicion, la via de

ingreso y la especie de organismo utilizado. Se expresa en mg/L, ppm, mg/Kg, etc.

Relacién cuantal dosis-respuesta

A diferencia de la relacion entre dosis-efecto individual que es gradual o en escala continua, la
relacién entre dosis y respuesta en una poblacion se caracteriza por seguir la ley de todo o nada es
decir, para una dosis determinada, un individuo de la poblacién respondera o no respondera. Aun-
que resulte util distinguir entre relaciones de dosis y efecto gradual y relaciones de dosis y respues-
ta en una poblacion, los dos tipos de respuestas son idénticos desde el punto de vista conceptual.
En ambos casos, en el eje de ordenadas se encuentra la respuesta que puede ser la magnitud de
la respuesta o el efecto observado en un individuo o sistema, o bien la fraccién de la poblacion que

responde. En el eje de abscisas se distribuyen las dosis administradas.

Ensayos de toxicidad

El conocimiento de la toxicidad de las sustancias so6lo puede conocerse (aparte de las previ-
siones tedricas) por los estudios retrospectivos de casos de intoxicacion y por la experimenta-
cion con plantas y animales. La experimentacion con seres humanos se realiza Unicamente en
contadas ocasiones debido a sus implicaciones éticas y legales.

El uso de animales de experimentacién para la determinacion de la “dosis letal” hoy dia
esta siendo reorientado debido a la presidon de las asociaciones protectoras de animales y
una mayor sensibilizacion por parte de la sociedad. Se emplean menos animales, las técni-
cas de ensayo se han refinado para provocar menos sufrimiento y para optimizar la canti-
dad de informacién extraida de la experiencia. Los requerimientos de las Good Laboratory
Practices son de obligado cumplimiento si queremos asegurar la calidad de los resultados
obtenidos experimentando con animales. Seguidamente veremos aspectos que nos permi-

tan establecer algunos parametros del ensayo de toxicidad y su intervalo de confianza.
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Ensayos de toxicidad con animales. Calculo de la LD50

Toxicidad aguda: Efectos adversos que se manifiestan luego de la aplicacion de una
Unica dosis o multiples dosis de una sustancia en el lapso de 24 horas y durante una ob-
servaciéon de al menos 15 dias. Todas las sustancias son téxicas cuando se administran a
dosis altas. La toxicidad puede observarse de diversas maneras, siendo la determinacion
de la toxicidad aguda el ensayo mas corriente. Esta determinacion permite apreciar los
sintomas de intoxicacién y la dosis toxica: Dosis minima mortal y Dosis Letal 50 (DL50).
Como los efectos toxicos no se muestran a menudo mas que después de un periodo de
tiempo en el organismo, los ensayos de toxicidad crénica efectuados con animales se reali-
zan cuando la sustancia quimica presenta un interés terapéutico. Por ultimo, existen ries-
gos terapéuticos que no se manifiestan en estos ensayos de toxicidad y que son objeto de
ensayos especiales: evaluacion de efectos teratogénicos, carcinogénicos y mutagenos.

El un estudio de la toxicidad aguda se definen los siguientes términos. La dosis letal 50 (DL50)
corresponde a la dosis capaz de producir la muerte en condiciones determinadas, de la mitad de los
animales (de una misma especie) sometidos a la experiencia. Esta determinacion se basa en la
evaluacion de respuestas de todo 6 nada: muerte o supervivencia del animal. Como es imposible
obtener de manera inmediata el 50% de muertes a partir de un Unico grupo, el método consiste en
experimentar con 5 6 6 lotes de 10 a 20 animales a los cuales se administran dosis crecientes de la
sustancia a ensayar, de manera que el porcentaje de mortalidad varie entre 0-100%. El procedi-
miento para estimar la DL50 con su tolerancia fue propuesto por Trevan (1927) y consiste en trans-
formar la relacion obtenida entre el % de mortalidad y la dosis en una relacion final lineal que permi-
ta interpolar la dosis que corresponde al 50% de mortalidad. Para ello primero se representa el por-
centaje de mortalidad frente al logaritmo de la dosis correspondiente, pues la distribucion de fre-
cuencias que se construye después parece ajustarse mejor a la lognormal que a la normal. La Fig.
1 a muestra que la respuesta como la letalidad presenta una distribucién normal o gausssiana. El
histograma de frecuencias también indica la relacion entre la dosis y la respuesta. Las barras co-
rresponden al porcentaje de animales que murieron a cada dosis menos el porcentaje de los mis-
mos que murieron a la dosis inmediatamente inferior. Puede observarse que solo pocos animales
responden a dosis bajas o dosis altas. El mayor nimero de animales responden a dosis intermedias
y la frecuencia maxima de respuestas ocurre en dosis intermedia. Esta es la curva con forma de
campana denominada distribucién normal de frecuencias (Fig. 1 a). Esto es debido a que cada
individuo presenta diferente sensibilidad a las sustancias. Los animales que responden a dosis
bajas se denominas sensibles mientras que los que responden a dosis altas son los resistentes. Si
sumamos el numero de animales que responden a cada dosis consecutiva se obtiene la relacion de
frecuencias acumuladas de respuestas frente a la dosis como se muestra en la curva sigmoidea de
la Fig. 1b. Una curva de distribucién normal se aproxima a 0 a medida que la dosis disminuye y del
100% a medida que la dosis aumenta. No estan definidas las respuestas para 0 y 100%.

La curva sigmoidea presenta una parte lineal entre 16 y 84%, estos valores son los limi-

tes de una desviacion estandar de la media. En una poblacion normalmente distribuida,

14



tenemos dos parametros fundamentales: la medida del valor representativo o mas probable
del conjunto y la medida de la dispersion del conjunto de datos. Una estimaciéon adecuada
para el valor mas probable seria la media de las dosis (--sus logaritmos--), y para la disper-
sién, la desviacién estandar (SD) que puede tomarse como la magnitud que mide la distan-
cia desde la media a cualquiera de las dos inflexiones de la curva. El area de la curva limi-
tada por la media + 1SD contiene un 68% de la poblaciéon; para la media £ 2SD y +3SD
llegamos a un 95 y un 99.7% de la poblacién. Considerando que las curvas dosis respuesta
siguen una distribucién normal, podemos convertir el porcentaje de respuestas en unidades
de desviacion de la media o desviacion normal equivalente (DNE). Asi, la DNE para una
respuesta del 50% es 0, la DNE es +1 para una respuesta del 84%. Para evitar las cifras
negativas las unidades de las DNE se convierten afiadiendo 5 a su valor. Se obtiene asi la
llamada unidad de probabilidad o probit. Segun ello, una respuesta del 50% corresponde a
un probit de 5, una desviacion standard +1, se corresponde a un probit de 6 y una desvia-

cion estandar de -1 corresponde a un probit de 4 como se indica en la Tabla 2:

Tabla 3: Relaciéon entre % Mortalidad, NED y Probits

%Mortalidad NED Probit
0.1 -3 2
2.3 -2 3
15.9 -1 4
50.0 0 5
84.1 1 6
97.7 2 7
99.9 3 8

La Fig. 1 c se representa los datos de las Fig. 1 a y b en unidades probit siendo una li-
nea recta el resultado de la transformacion. De esta manera es posible mediante este mé-
todo ajustar la mortalidad u otras respuestas de todo o nada a una distribucion normal de la
poblacion obteniéndose una linea recta. La DL50 se obtiene trazando una linea horizontal
desde la unidad de probit 5 que representa la mortalidad del 50% hasta la linea dosis res-
puesta. Desde alli, se traza una linea vertical que corta la abscisa en un punto que corres-
ponde con la DL50. También es posible obtener la pendiente de la curva dosis- respuesta.

La Fig. 2 muestra las curvas de mortalidad para dos compuestos A y B. El compuesto A
presenta una pendiente mas plana que significa un cambio grande en la dosis para observar un
cambio importante en la respuesta. El compuesto B muestra una relacién dosis —respuesta mas
pronunciada indicando que un cambio de dosis relativamente pequefio produce un cambio

importante en la respuesta.
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Otro concepto importante en la relacion entre dosis y respuesta es el de dosis umbral.

La dosis umbral

Es la dosis minima que provoca una respuesta de todo o nada aun cuando no pueda
calcularse experimentalmente. La dosis umbral es la dosis por debajo de la cual la probabi-
lidad que un individuo responda es cero. En el caso de la relacién entre dosis y respuesta
es cierto que existen umbrales para la mayoria de los efectos téxicos, aunque la variabili-
dad interindividual de la respuesta y los cambios cualitativos que provocan la dosis en el
patron de respuesta hacen dificil establecer una verdadera dosis inefectiva carente de

efectos para cualquier sustancia.
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Fig. 2: Comparacion de las curvas de dosis respuesta de dos sustancias diferentes Ay B

Variaciones de las respuestas toxicas

Toxicidad selectiva
La toxicidad selectiva significa que una sustancia quimica es nociva para una clase de indi-

viduos, pero no perjudica a otra forma de vida cuando coexistan en estrecho contacto. Esta
toxicidad selectiva se debera a diferencias toxico-cinéticas (absorcion, biotransformaciéon o
excrecion) o a aquel mecanismo molecular del procesamiento bioquimico de la sustancia toxica

es distinto en cada organismo.

Diferencias entre especies

Existe la posibilidad de obtener respuesta a las sustancias tdxicas que muestren diferencias
cuali y cuantitativas entre distintas especies. Identificar los mecanismos moleculares y celulares
de tales diferencias permitira establecer la trascendencia de los datos obtenidos en animales

para la respuesta en los seres humanos.

Diferencias individuales

Dentro de la misma especie puede haber importantes diferencias individuales en la respues-
ta a una sustancia causada por sutiles diferencias genéticas denominadas polimorfismos gené-
ticos que corresponden a diferentes variaciones que pueden existir sobre el ADN de un mismo
gen. Estos polimorfismos son responsables de las reacciones idiosincrasicas de las diferencias

interindividuales en las respuestas a los toxicos.

Pruebas descriptivas de toxicidad en animales
Todas las pruebas de toxicidad que se llevan a cabo en animales se basan en dos principios
fundamentales. El primero es que cuando se cumplen los requisitos adecuados, los efectos

producidos por un compuesto en animales de laboratorio son aplicables al hombre. El segundo
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principio se basa en que la exposicién de los animales de experimentacion a altas dosis de una
sustancia quimica es un método valido y necesario para descubrir posibles peligros en el hom-
bre ya que la incidencia de un efecto en una poblacién aumenta a medida que se incruenta la
dosis o la exposicion.

Las pruebas de toxicidad no estan concebidas para demostrar si una sustancia es segura
sino para identificar los efectos téxicos que pueda provocar. No existe una bateria de pruebas
toxicolégicas que haya de realizarse en cada compuesto que se quiera comercializar. Depen-
diendo de la aplicacion final de la sustancia, los efectos téxicos producidos por los analogos
estructurales y los efectos toxicos producidos por la propia sustancia contribuiran a determinar

que pruebas toxicoldgicas deben practicarse.

Letalidad aguda

La primera prueba de toxicidad sobre una sustancia quimica es la de toxicidad aguda. Se
determina la DL50 y otros efectos téxicos agudos de una o més vias de administracién, en una
0 mas especies habitualmente ratén, rata y en ocasiones conejo y perro. Durante un periodo de
14 dias después de una dosis Unica se examinan los animales a diario y se registran los anima-
les que mueren. Las pruebas de toxicidad aguda proporcionan 1) un calculo cuantitativo de la
DL50 2) se identifican el o los érganos blanco y otras manifestaciones clinicas de toxicidad
aguda, 3) establecer la reversibilidad de la respuesta toxica y 4) orientan en cuanto al intervalo
de dosis para otros estudios.

Si los animales son expuestos a sustancias presentes en el aire que respiran o el agua don-
de viven (peces), lo habitual es determinar la concentracion letal 50 (CL50) para un tiempo de
exposicion conocido, es decir, la concentracion de la sustancia quimica en el aire o en el agua
que provoca la muerte del 50% de los animales.

Debe especificarse la duracion de la exposicion, la via de ingreso y la especie de organismo
utilizado. Se expresa en mg/L, ppm, etc.

La prueba de toxicidad dérmica aguda suele realizarse en conejos. Se rasura la zona de
exposicion y se aplica la sustancia tapandola 24 horas y descubriéndola después. Se limpia
la piel y se observan los animales durante 14 dias. Los estudios de letalidad aguda son
esenciales para definir los efectos téxicos de las sustancias y el peligro que representan
para el hombre. La informacién mas importante que brindan las pruebas de toxicidad aguda
es que se obtiene de las observaciones clinicas y de la necropsia de los animales y no el
valor concreto de la DL50.

Muchas organizaciones protectoras de animales han luchado en contra de la DL50, debido
al sufrimiento animal que genera la muerte lenta y dolorosa que deben soportar los animales.
Es asi que varios paises han prohibido los ensayos de DL50 oral y en el afio 2001 la Organiza-
cion Europea para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) suprimid el requisito de la
prueba oral. En su lugar ha sido remplazado por el ensayo a dosis fija.

El enfoque evita la muerte innecesaria de gran ndmero de animales y lo ha remplazado por

ensayos basados en la observacion de signos claros de toxicidad en una de una serie de nive-
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les de dosis fijas. Los estudios fueron validados in vivo y posteriormente utilizando modelos
matematicos mostrando que el procedimiento es reproducible, utiliza menos animales y causa
menos sufrimiento que los métodos tradicionales y es capaz de clasificar las sustancias de
manera similar a los métodos tradicionales.

En el ensayo a dosis fija, se emplean grupos de animales de un solo sexo los que se dosifi-
can en un procedimiento escalonado usando las dosis fijas de 5, 50,300 y 2000 mg/kg. El nivel
de dosis inicial se selecciona sobre la base de un estudio de observacién previo de dosis que
producen algunos signos de toxicidad sin causar efectos toxicos graves ni mortalidad. Otros
grupos de animales se pueden dosificar a dosis fijas mas altas o mas bajas, dependiendo de la
presencia o ausencia de signos de toxicidad o mortalidad.

Este procedimiento continlia hasta que la dosis que cause toxicidad evidente o no se detecte
mas de una muerte se detecte, o cuando no se observen efectos en la dosis mas alta o cuando

las muertes ocurren a la dosis mas baja.

Irritaciones cutaneas y oculares

Para la prueba de irritacion dérmica (test de Draize) se rasura la piel de los conejos y se
aplica la sustancia en una zona integra y en dos superficies raspadas tapandolas todas durante
4 horas. El grado de irritacion cutanea se puntea teniendo en cuenta la aparicion de eritema
(enrojecimiento) y de escaras (costras) y de edema (hinchazén) y la accion corrosiva. Una vez
retirado el parche, la irritacion dérmica se comprueba repetidamente a diferentes intervalos.
Para determinar la intensidad de la irritacion ocular, se instila la sustancia quimica en uno de
los ojos de cada conejo. El otro sirve de control. Los ojos de los animales tratados se examinan
en diferentes momentos después de la aplicacion.
Para evaluar la toxicidad cutédnea y ocular, se han disefiado modelos in Vitro como los cultivos

de queratinocitos epidérmicos y de células epiteliales de la cérnea.

Sensibilizacion

Todos aquellos compuestos que puedan entrar en contacto con la piel repetidamente ade-
mas de las pruebas de irritacidon se necesitan informacién sobre su capacidad para sensibilizar
la piel. En general la sustancia investigada se administra por via topica o intradérmica o por
ambas sobre la piel rasurada de un cobayo y durante 2 a 4 semanas. Entre 2 y 3 semanas
después del ultimo tratamiento los animales son expuestos a una concentracién no irritante de

la sustancia investigada y se evalla la formacion de eritema.

Pruebas de toxicidad subagudas (estudio de dosis repetidas)
Las pruebas de toxicidad subaguda e llevan a cabo para obtener informacién sobre la toxi-
cidad de una sustancia quimica después de administraciones sucesivas, normalmente durante

14 dias y lo ayudan a establecer las dosis para los estudios subcronicos.
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Pruebas subcrénicas

La exposicion subcrénica suele durar 90 dias. Los objetivos son determinar los niveles
NOAEL: No Observable Adverso Effect Level (nivel de efecto adverso no observable), Mayor
dosis de sustancia en experimentacion o en observacion que causa alteracion no detectable
en la morfologia, capacidad funcional, en el crecimiento del organismo blanco en condiciones
definidas de exposicion. Se expresa en mg/Kg de peso corporal/dia.

NOEL: Mayor concentraciéon de sustancia en experimentacion o en observacion que no causa
una alteracion morfoldgica, funcional o en el desarrollo que resulta distinguible.

LOAEL: (lowest observed adverse effect level) es la menor concentracioén o cantidad de sus-
tancia empleada en experimentacién que causa una alteracion adversa en la morfologia, capa-
cidad funcional, crecimiento, desarrollo de la vida en el organismo blanco. Se expresa en
mg/Kg peso corporal/dia.

Los estudios subcronicos suelen realizarse en dos especies (perro, rata para Food
Drugs Administration (FDA) rata y raton para Environmental Protection Agency (EPA)) y por
la via de exposicion prevista. Se emplean al menos tres dosis: una dosis alta que produce
toxicidad, pero con nivel de mortalidad menor al 10%, una dosis baja que no produce efec-
tos toxicos evidentes y una dosis intermedia. Los animales deben observarse una o dos
veces al dia en busca de signos de toxicidad. Todas las muertes prematuras deben anotar-
se e investigarse con una necropsia. Los animales que agonizan se sacrifican para obser-
var los tejidos y reducir el sufrimiento innecesario. Al cabo de 90 dias se sacrifican los ani-
males sobrevivientes recogiendo sangre y tejidos para su analisis posterior. Las anomalias
macrosopicas y microscopicas de los érganos y tejidos se anotan y se estudian. Los anali-
sis bioquimicos y urinarios se llevan a cabo antes de la exposiciéon y en una etapa interme-
dia y al final de la exposicién Se realizan analisis de hemoglobina, hematocrito, hemogra-
ma, férmula leucocitaria, recuento de plaquetas, tiempo de coagulaciéon y el tiempo de pro-
tombina. Las determinaciones en sangre comprenden glucosa, calcio, potasio, nitrégeno
ureico enzima alanina aminotransferasa (ALT) aspartato aminotranferasa (AST) gamaglu-
tamil transferasa (GGT), sorbitol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y fosfatasa alca-
lina, creatinina, bilirrubina, triglicéridos, colesterol, albumina, globulinas y proteinas totales.
El analisis de orina comprende la determinacidon de la densidad especifica y la osmolaridad,
el pH, las proteinas, glucosa, cuerpos ceténicos, bilirrubina y urobilinégeno asi como el
examen microscoépico de los elementos formes. Si existe la probabilidad de que los seres
humanos experimenten una exposicion significativa a la sustancia mediante contacto cuta-

neo o inhalaciéon también es necesario llevar a cabo las pruebas dérmicas.

Pruebas crénicas

Los estudios de exposicidn cronica o prolongada se llevan a cabo de forma parecida a los
estudios de subcronicos, pero el periodo de exposicion oscila entre 6 meses y 2 afios. Las
pruebas de toxicidad crénica estan concebidas para valorar tanto la toxicidad acumulada como

el potencial carcinogénico de las sustancias quimicas. Los estudios anatomopatolégicos ma-

20



croscépicos y microscopicos se practican no solo en los animales que sobreviven a la exposi-
cion crénica sino también en aquellos que mueren prematuramente.

La eleccién de la dosis es esencial para fanatizar que la mortalidad prematura secundaria a la
toxicidad crénica no limita el numero de animales se alcanza la esperanza de vida normal.

La mayoria de las disposiciones reglamentarias exigen que la dosis maxima administrada sea
la dosis maxima tolerable (DMT) que corresponde a la dosis que inhibe ligeramente el au-
mento de peso corporal en un estudio subcrénico de 90 dias. Generalmente se investigan una
o dos dosis mas, habitualmente un cuarto y la mitad de la DMT y un grupo control.

Los ensayos de toxicidad crénica suelen evaluar la capacidad carcinogénica de las sustancias.
Den ser registrados los tumores benignos y los malignos. Para los estudios crénicos de carci-
nogénesis estén convenientemente disefiados es necesario disponer de un grupo control simul-

taneo con la edad, dieta, y condiciones equiparables de vida.

Otras pruebas
La mutagénesis es la capacidad que tienen las sustancias quimicas para alterar el material
genético del nucleo celular de manera que tales alteraciones se transmiten durante la divisién

celular. En capitulos posteriores se describe estos métodos.

Los Estudios Toxicologicos Experimentales pueden tener, al menos, los siguientes objetivos:

1. Identificar el peligro o toxicidad

2. Conocer los efectos, su tratamiento y su reversibilidad: Es decir, cuales son las mani-
festaciones de la intoxicacion, y si revierten al cesar la exposicion

3. Identificar los érganos diana sobre los que se produce fundamentalmente la accion
del téxico

4. Investigar los mecanismos de accion fisiopatologica, incluyendo el estudio de las dia-
nas moleculares y las respuestas homeostaticas del organismo

5. Identificar la cinética de la sustancia en el organismo y metabolismo hacia productos
mas 0 menos activos

6. Investigar la susceptibilidad variable entre las distintas especies, sexos, etc, es decir,
aquellos factores que modifican la toxicidad y que serviran para identificar grupos de
poblacién con mas riesgo

7. Conocer las Interacciones con otras sustancias, tanto nutricionales como medicamen-
tosas, toxicas o tedricamente inactivas, asi como de las condiciones que puedan mo-
dificar su absorcién o eliminacion

8. Diagnosticar la presencia del toxico en muestras bioldgicas o no bioldgicas mediante
bioensayos mas sensibles que técnicas analiticas instrumentales, como en el caso de
la deteccion de la toxina botulinica

9. Monitorizar y controlar la presencia de compuestos perjudiciales para el medio ambiente

10.Controlar la calidad en productos farmacéuticos, vacunas, etc.
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Ensayos Toxicolégicos Basicos
Segun se ha indicado previamente, las legislaciones establecen requerimientos especificos
de estudios diferentes segun el uso de las sustancias. Basicamente suele estudiarse, ademas
de las propiedades fisicoquimicas, lo siguiente:
1. Efectos agudos (tras una sola exposicion)

Efectos por exposicion repetida o prolongada

Efectos corrosivos

Efectos irritantes

Efectos sensibilizantes

2

3

4

5

6. Efectos carcinogénicos
7. Efectos mutagénicos

8. Efectos toxicos para la reproduccion y el desarrollo
9. Efectos tdxicos sobre el ambiente

1

0.Cinética en el organismo y degradacién ambiental

Concepto de Métodos alternativos en experimentaciéon animal

En la actualidad se sintetizan cada afio mas de 2000 nuevos productos entre sustancias
quimicas, medicamentos, cosméticos, plaguicidas, aditivos alimentarios, etc. La necesidad de
evaluar experimentalmente su toxicidad para que las autoridades reguladoras autoricen su
comercializacion y uso, ha provocado una serie de reacciones. Por un lado, la exigencia de
garantizar la salud publica de la poblacion humana; por otro el gran nimero de animales em-
pleados, 1500 animales en promedio se emplean para evaluar un producto y el sufrimiento a
que se les somete, ha motivado la oposicién de las asociaciones de defensa de los animales.
Por su parte, los fabricantes se quejan del excesivo coste de los estudios toxicoloégicos. Entre
ellos, se situan los toxicélogos, que consideran que los métodos actuales son ética y cientifi-
camente mejorables y en ciertos casos sustituibles. Todo ello esta motivando el interés por el
desarrollo de métodos alternativos a los protocolos oficiales de evaluacion de la toxicidad en
animales, bien por refinamiento de los procedimientos in vivo, bien por el disefio de nuevos
ensayos totalmente in vitro.

El concepto de alternativas adquiere un sentido especial en este contexto e incluye a todos
los métodos o técnicas que pudieran sustituir a los experimentos realizados con animales, re-
ducir el numero de animales empleados en cada ensayo, o mejorar los procedimientos ya exis-
tentes con el fin de disminuir el estrés y evitar el sufrimiento infringido a los animales. Las tres
erres corresponden a las letras iniciales de los tres principios basicos que identifican a los mé-
todos alternativos: Reemplazo de los procedimientos que emplean animales por otros que no
los precisen; Reduccién en el nimero de animales utilizados; y Refinamiento de los métodos
usados para mejorar su eficacia o disminuir el dolor o sufrimiento infligido
Los campos mas importantes en los que se sitian los métodos alternativos son la educacién, la

investigacion biomédica y la valoracién de la toxicidad de los compuestos quimicos.
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Los estudios en animales han sido empleados en el area médica desde hace mucho tiempo ya
sea en la investigacion basica y aplicada, la ensefianza, asi como en la valoracion de las ac-
ciones y efectos producidos por xenobioticos.

En 1967 se cred en USA, "The United Action for Animals" (UAA), para promover las alterna-
tivas y fundamentalmente la sustitucion de los métodos in vivo. En 1969, se establece en Ingla-
terra FRAME (Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments), con el objetivo de
proponer estas practicas en el ambito cientificas. Los organismos internacionales también han
fomentado los métodos alternativos.

En 1971, la Resolucion 621 del Consejo de Europa propone el establecimiento de un centro
de documentacion e informacion en métodos alternativos y bancos de tejidos para investiga-
cion. En 1986, mediante la Comunidad Europea insta a sus Estados miembros para que pro-
mocionen la legislacion en torno a las "tres erres", lo que vienen haciendo desde entonces.
Centro Europeo para la Validacion de los Métodos Alternativos (ECVAM), situado en lIspra,
Italia, y en los Estados Unidos ha establecido un Comité Inter-agencias para la Validaciéon de
Métodos Alternativos (ICCVAM). Este organismo ha establecido los siguientes items:

1. Evitar la repeticion innecesaria de experimentos in vivo e in vitro: Protocolos y estudios
previos: Disponibilidad de la informacién, intercambio. Flexibilidad. Estrategias integradas.

2. Modelos Matematicos de Prediccion: Cinética ambiental de compuestos quimicos Farma-
co-toxicocinética (PB-PK) Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR).

3. Mejoras en el disefio de estudios animales: Reduccién: nimero de animales usados Refi-
namiento: minimizacién del dolor y distrés; nuevos modelos.

4. Uso de organismos inferiores no protegidos: Bacterias, hongos, protozoos, algas, plan-
tas, animales invertebrados.

5. Vertebrados en etapas iniciales de desarrollo: Peces, anfibios, reptiles, pajaros, mamiferos.

6. Métodos In vitro: Segun su finalidad, los ensayos in vitro pueden ser pruebas sustitutivas
de los ensayos con animales, o bien pruebas previas a las de aquellos, o con el caracter de
complementarias para mejorar la sensibilidad y especificidad de los estudios con animales. Los
métodos in vitro no pretenden suplantar globalmente a los ensayos in vivo. Los métodos in vitro
presentan entidad propia entre los métodos experimentales y proporcionan una informacién
mas profunda sobre los mecanismos de accion toxica que la obtenida in vivo. Los ensayos in
vitro se agrupan y forman una bateria de pruebas, cuyos resultados, conjuntamente considera-
dos, permitiran la interpretacién del objetivo propuesto.

Organos: bafios, perfusion, cultivo, cortes, 6rganos reconstituidos Explantes, reagregados celu-
lares, micromasas, cocultivos Cultivo primario de células dispersadas, Lineas celula-
res/transgénesis Sistemas libres de células.

7. Otros: son empleados en educacion, como los sistemas audiovisuales, los modelos mecani-
cos, o las simulaciones por computadora. Los estudios humanos, incluyen los epidemioldgicos,
la téxico-vigilancia tras la introduccién de los productos en el mercado, y el empleo de volunta-
rios. La utilizacién de humanos plantea diferentes interrogantes de tipo ético, que no debieran

reservarse solo a la experimentacion con animales. Sin embargo, la informacion obtenida pue-
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de ser muy valiosa. Asi, varios estudios recientes con voluntarios han demostrado que algunos
métodos oficiales de experimentacion toxicolégica con animales, como por ejemplo el de irrita-

cion dérmica, poseen muy mala capacidad predictiva de la toxicidad humana.

Biologia de sistemas

Las nuevas tecnologias disponibles permiten examinar todo el universo de respuestas bio-
l6gicas a una sustancia téxica. Estas nuevas tecnologias que se aplican en el campo de la
toxicologia incluyen a la genémica (caracterizaciéon de gran parte o del conjunto del genoma de
un organismo), la transcriptémica (caracterizacion de la mayoria o de todos los mRNAs, expre-
sado en una célula o tejido), la protedmica (caracterizacidon de la mayoria o de todas las protei-
nas expresadas en una célula o en el tejido), y la metabondmica (caracterizacién de la mayoria
o todas las moléculas pequefas en una célula o tejido, incluyendo sustratos, productos, y co-
factores de reacciones enzimaticas). La integracién de todos estos niveles de funcion molecular
(gendmica, transcriptomica, protedmica, metabonémica, etc.) hacia la comprensién del funcio-

namiento de un organismo vivo se denomina Biologia de Sistemas.

Toxicogenomica

Los enfoques cientificos tradicionales para dilucidar los efectos bioquimicos y moleculares
de las sustancias toxicas se han centrado en gran medida en el examen de vias bioquimicas
que se relacionan con las respuestas observadas identificadas en la patologia macroscoépica, la
histologia, los analisis en sangre, asi como las observaciones conductuales. En las ultimas
décadas, numerosas nuevas tecnologias basadas en el genoma han sido desarrolladas y se
encuentran disponibles lo cual permite el analisis a gran escala de respuestas a estimulos ex-
ternos. Debido a que cada nivel de analisis genera una base de datos enorme, la recoleccion,
la organizacion, la evaluacion estadistica de los datos entra en el campo de la Bioinformatica.
En el campo de toxicologia, el término toxicogenémica se utiliza para definir el area de investi-
gacion que combina la transcripcion, la proteina y el perfil de metabolitos con la toxicologia
convencional para investigar la interaccion entre los genes y el estrés ambiental en la causali-

dad de la enfermedad.

Gendmica

El genoma humano se compone de aproximadamente 3 mil millones bases de desoxirribo-
nucleodtidos. En el genoma humano, hay, en promedio, alrededor del 0,1% de variabilidad en la
secuencia de ADN entre dos individuos, y son estas diferencias las que contribuyen a la unici-
dad de cada persona. La mayor parte de esta variabilidad se encuentra en el polimorfismo de
un solo nucleétido, o SNPs, aunque segmentos mas grandes del ADN puede ser variable entre
individuos, incluyendo la duplicacién o pérdida de genes enteros. La identificacion de variantes
genéticas, como el polimorfismo genético podria contribuir a las diferencias interindividuales
que presentan ciertos individuos con diferente susceptibilidad a los productos quimicos u otros

factores ambientales.
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Ademas, la informacion gendémica debe ser expresada en la célula. La expresion del genoma
ocurre cuando la secuencia de codificacion secuencia del ADN se convierte en ARN mensajero
(mRNA). La transcripcién de la informacién gendmica contenida en la célula es sélo parcial. La
expresion diferencial de genes en una célula dada es en gran parte responsable de la diversa
funcion de las células, los tejidos y los 6rganos diferentes que constituyen el organismo de un
individuo. Comprender cuales genes se expresan en un tejido dado, a qué nivel, y cémo los
toxicos perturban la transcripcion del mismo es de gran relevancia para la toxicologia. EI ADN
también genera pequefios ARN interferentes (siRNA, microRNAs) que son biolégicamente acti-
vos y pueden participar en la regulacién de la expresion génica. Ademas, la metilacion del ADN
es un determinante de la expresion génica en células y tejidos y las sustancias quimicas exo-
genos pueden interferir con la funcién transcripcional mediante la metilacion del ADN. Es impor-
tante destacar que, aunque tales cambios epigenéticos no resultan en la alteracion de la ge-
ndémica, pueden dar lugar a cambios fenotipicos hereditarios. Por lo tanto, los analisis genémi-
cos en toxicologia también pueden incluir técnicas para identificar los cambios inducidos por
téxicos en los patrones de metilacion del ADN.

La toxicogenodmica es la ciencia que estudia la modificacion de la expresion génica debida a
la accion de los toxicos. Implica una nueva estrategia metodolégica que utiliza las herramientas
de la genémica para establecer el perfil de la expresién genética en individuos o células norma-
les y expuestas a xenobiodticos. Investiga los posibles mecanismos de toxicidad y propone un
abanico de cambios en la expresiéon genética tanto frente a sustancias conocidas, como para
nuevos xenobioticos.

Entre los ejemplos de la modificacién de la expresion génica por xenobidticos encontramos:
Existen modificaciones relacionadas con mecanismos de defensa en forma especificas, a modo
de ejemplo, el i6n niquel induce de forma altamente especifica la expresién del gen cap43.
También existen modificaciones que son relativamente inespecificas como las respuestas de
una célula al ser tratada con compuestos metalicos, en la que aumenta la expresion del gen de
la metalotioneina (proteina directamente implicada en el transporte y bloqueo del metal) y que
por tanto protege frente a su accion toxica.

También encontramos modificaciones relacionadas con mecanismos de regulacion.

Muchos compuestos, por ejemplo, concentraciones picomolares de plomo, actian como se-
fales para la activacion de genes implicados en rutas de regulacién enzimatica, como las cata-
lizadas por proteinquinasas, o bien alteran factores de transcripcion.

Los genes que son inducibles por los tdéxicos son candidatos para su utilizacién como bio-
marcadores de la exposicion. Los cambios pueden hacerse permanentes por exposiciones
prolongadas y surgir asi fenotipos resistentes que aportan informacion sobre las dianas bio-
quimicas y los mecanismos de defensa. En ocasiones, surgen espontaneamente, por mutacion,
cambios permanentes, hereditarios, se seleccionan de forma natural a lo largo del tiempo y son
responsables de la heterogeneidad de los individuos. Son utiles en este caso como marcadores

de la susceptibilidad individual.
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Transcriptomica

Uno de los primeros cambios que una célula exhibira después de la exposiciéon a una sus-
tancia toxica es un cambio en la expresion del gen.
El transcriptoma (todas las especies maduras de mRNA presente en una célula en un punto
dado en el tiempo) es dinamico y representa el estado estacionario entre la velocidad de sinte-
sis (transcripcion) y la degradacion de mRNAs en una célula. Los toxicélogos han utilizado el
denominado analisis de "Northern blot" para evaluar el nivel de expresion de genes individuales
en células o tejidos durante décadas. El ensayo Transcriptase Polymerase Chain Reaction
"(RT-PCR) permite medir cuantitativamente el nimero relativo de especies de mRNA de genes
especificos. Utilizando cebadores generales, también es posible amplificar el transcriptoma
completo cuantitativamente para hacer muchas copias completas in vitro. Asi, se puede obte-
ner grandes cantidades de material para el analisis a partir de un niumero relativamente peque-
fo de las células. Utilizando tecnologias de microarrays, donde decenas de miles de oligonu-
cledtidos unicos (o cDNAs) estan anclados en una matriz sélida, es posible evaluar cuantitati-
vamente la expresion de miles de ARNm unicos en una sola muestra, lo que permite capturar
un perfil de expresion de todo el transcriptoma en un analisis.

Los perfiles de expresidon génica pueden ser utilizados para proporcionar sefales de tipo es-
pecifico de respuesta téxica, como una respuesta celular al dafio del ADN o al estrés oxidativo.

Se espera que los ensayos de expresion génica puedan ser utilizados para facilitar una ex-
trapolacion mas exacta entre especies, por ejemplo, los cambios inducidos por toxicos en la
expresion de genes en hepatocitos de rata, puedan ser comparables con la expresién de hepa-
tocitos humanos bajo las mismas condiciones experimentales. Sin embargo, una de los princi-
pales desafios en la toxicogenémica es que la regulacion de la transcripcién es altamente di-
namica y que los perfiles de expresion cambian dramaticamente con la dosis y el tiempo. Debi-
do a que la expresioén funcional de un gen generalmente requiere la traduccion del mMRNA a una
proteina, también hay un gran interés en el estudio del proteoma o de la totalidad de proteinas

que estan presentes en una célula o tejido a punto en el tiempo.

Protedmica

El analisis del proteoma de una célula o tejido es mucho mas dificil que el andlisis del trans-
criptoma, principalmente porque todavia no es posible "amplificar" el nUmero de copias de pro-
teinas en una célula. Ademas, la identificacion inequivoca de proteinas especificas es mucho
mas dificil que la identificacién de los ARNm individuales. La identificacion de proteinas especi-
ficas se realiza generalmente utilizando una combinacién de técnicas de separacion (por ejem-
plo, electroforesis en gel 2D, cromatografia liquida de alta performance), seguido por espec-
trometria de masas en tandem para la identificacion. El poder potencial de la protedmica reside
en la capacidad de identificar patrones Unicos de expresion de proteinas o la identificacion de
proteinas o péptidos, que son predictivos de una respuesta tdéxica temprana o posterior desa-
rrollo de la enfermedad.
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Metabonomica o metabolomica

Se utiliza ambos términos en forma indistinta para describir el analisis del universo de las
pequefas moléculas que sirven como sustratos, productos y cofactores del medio de las reac-
ciones enzimaticas y otros procesos metabdlicos que definen las células vivas, y por lo tanto el
organismo. Aunque se usan practicamente en forma indistinta, para algunos autores los térmi-
nos metabolémica y metabondmica hacen referencia a objetivos diferentes. Mientras la meta-
bolémica cataloga y cuantifica a las moléculas pequenas que se encuentran en los sistemas
bioldgicos, la metabonémica estudia como cambian los perfiles metabdlicos como respuesta a
estreses, tales como enfermedades, téxicos o cambios en la dieta.

Entre las posibles aplicaciones de la metabolémica se encuentran los estudios toxicolégicos,
ya que se podria estudiar el metaboloma de la orina y otros fluidos corporales para detectar los
cambios fisiolégicos causados por la exposicion a un posible téxico. Como parte de la gendmi-
ca funcional, la metabolémica puede ser una herramienta para estudiar la funcién de los genes,
a través de la mutacién, delecion o insercidn de los mismos.

Los cambios metabolonicos deben reflejar los cambios biolégicamente relevantes en la
transcripcion del gen, la traduccion, la funcion de las proteinas y otros procesos celulares, in-
cluidas las respuestas temporales y adaptativas, ignorando cambios biolégicamente irrelevan-
tes en estos factores.

Se utilizan para este fin dos técnicas que permiten identificar y medir cientos, o incluso mi-
les, de pequefias moléculas en muestras bioldgicas: la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y
la espectrometria de masas. Ambos tienen sus ventajas y limitaciones y es probable que los
enfoques mas exitosos a la aplicacion de la metabondmica a los problemas toxicolégicos sea el
empleo de ambas técnicas.

La toxicologia ha evolucionado utilizando las herramientas cientificas de avanzada, sin
embargo sigue teniendo como finalidad elucidar los mecanismos de toxicidad y generar
conocimiento para mejor entender el riesgo que provocan los xenobidticos utilizando tecno-

logias modernas.
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CAPITULO 2
Disposicion de toxicos
Autor: Leda Giannuzzi

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

La toxicidad de una sustancia depende de la dosis. La concentracion de un compuesto en
su lugar de accién es proporcional a la dosis, pero existen diferencias cinéticas los compuestos
en los cuales a una misma dosis dos compuestos generen concentraciones diferentes en un
organo o tejido. La disposicidon de un xenobidtico abarca los procesos de absorcién, distribucion
y excrecion. La Fig. 1 muestra las diferentes vias de absorcion, distribucién y excrecién de toxi-

cos en el organismo.

TGI Piel y Pulmones ABSORCION
Higado Sangre y circulacién | 1 : '
9 linfatica : Metabolismo :
1 Metabolitos [
Bilis e !
_ Fluidos

Almacenamiento Rifén Pulmén extracelulares
OrTgaréos )(f;HueSOS DISTRIBUCION/
€jidos Grasos METABOLISMO
Heces Orina || Aire expirado ELIMINACION

Figura 1: Vias de absorcion, distribucién y excrecion de téxicos en el organismo.

Una sustancia toxica puede causar dafio solo después de ser absorbida por el organismo.

Absorcion
La absorcién se define como el pasaje de un toxico a través de una membrana hacia la cir-

culacién sanguinea. Esta puede ocurrir a través de la piel, tracto gastrointestinal, pulmones u

otras vias de menor importancia.
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La naturaleza de los efectos toxicos de un producto quimico depende de la concentracion en
los 6rganos objetivo. La concentracién depende no solo de la dosis administrada sino también de
otros factores: la absorcion, distribucion, union a proteinas transportadores y excrecion. Para ello,
las sustancias deben atravesar membranas celulares (estratos bimolecular lipid o-proteico).

El grado de absorcion, distribucion y excrecion de téxicos esta influenciado por las propie-
dades fisico quimicos de éstos y de las moléculas que influyen en ese transporte.

La absorcidon depende de ciertas caracteristicas de las sustancias quimicas como ser el
grado de ionizacion, la liposolubilidad. También depende del area en la cual se absorbe.

Existen conceptos importantes a tener en cuenta en este proceso. Los iones que forman hi-
dratos de gran tamafio impiden el paso a través de la membrana o forman complejos tipo muco-
polisacaridos. Las sustancias muy polares como las sales amonio cuaternario no se absorben.

Una molécula liposoluble se absorbe faciimente. Para acidos y bases débiles la absorcion
depende del grado de ionizacion que es funcion del pK de la sustancia y del pH del medio.

Existen diversos factores que influyen en estos procesos, entre ellos, la velocidad de absor-
cién o la fraccion de absorcion. Una baja velocidad de absorcidn no permitird alcanzar una
concentracion suficiente para causar toxicidad. Ademas, puede ocurrir que la distribucion de la
sustancia quimica no sea en el tejido blanco de accién y por ello, disminuye su toxicidad. Asi-
mismo, la biotransformacion del xenobiético puede dar lugar a un compuesto mas o menos
toxico con consecuencias en la concentracion y toxicidad en el lugar de accion.

Por otra parte, si la sustancia quimica es eliminada rapidamente, menor sera su concentra-
cion y por ende su toxicidad en el 6rgano. Si un compuesto se distribuye hacia el tejido adiposo
es probable que su eliminacion sea lenta dado que una concentracion en plasma muy baja
impide la eliminacion renal o por otra via rapida.

La piel, los pulmones y el tracto gastrointestinal son las principales barreras que separan al or-
ganismo del medio que contiene gran cantidad de sustancias quimicas. En los estudios toxicol6gi-
cos experimentales a menudo se eligen otras vias como la intraperitoneal o la subcutanea.

Entre las diferentes vias de ingreso encontramos la intramuscular, la inhalatoria, a través de

mucosas, la intraperitonial, la rectal, la subcutanea, la intramuscular, la oral y la cutanea.

Exterior

Fluido Intersticial

Membrana capilar

Fluido Intersticial
* Membrana celular

Fluido Intracelular

Membrana capilar

Figura 2: Absorcion de los toxicos
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Los toxicos atraviesan las membranas por mecanismos de transporte pasivo o activo.
Las moléculas organicas lipofilicas difunden a través de la membrana por difusién simple.
Las moléculas hidrofilicas pequefias difunden por canales acuosos dependiendo de su
gradiente de potencial quimico. Para moléculas grandes, se forma un complejo liposoluble
en la superficie de la membrana que difunde a favor de un gradiente de concentracién. El
mecanismo de transporte activo implica a un portador que desplaza células a través de una
membrana en oposicion a un gradiente de concentracion. Requiere gasto de energia meta-

bolica y puede ser inhibido por sustancias que interfieran en el metabolismo celular.

Sistema gastrointestinal (TGI)

El estbmago es un sitio de absorcion importante para acidos débiles que existiran en la for-
ma difusible no ionizada soluble de lipidos. La absorcion en el intestino se realiza también por
difusion y debido a su pH casi neutro, las bases y acidos débiles no ionizados se pueden ab-
sorber con facilidad.

También existe reacciones con sustancias contenidas en el estdmago (alimentos, medica-
mentos (gel de aluminio) o secreciones como mucina, pepsina, lipasa. Los metales toxicos se
absorben en baja cantidad.

El sistema digestivo puede visualizarse como un tubo que recorre todo el cuerpo. Su conte-
nido debe ser considerado como exterior al organismo: los toxicos no producirian dafio hasta
que no sean absorbidos por las paredes de algun tramo del TGI. La mayoria necesitara pasar a
la sangre para ejercer su efecto. La absorcién puede producirse en cualquier sitio a lo largo del
TG, desde la boca hasta el recto.

La nitroglicerina administrada sublingual se utiliza para tratar episodios de angina de pecho
en personas que padecen la enfermedad de las arterias coronarias. Si el téxico es un acido o
una base débil, se absorbera por difusion en aquella zona del tracto donde el pH asegure la
maxima concentracion de la forma no ionizada, la mas liposoluble. Considerando que el jugo
gastrico del estbmago es muy acido y que el contenido intestinal es practicamente neutro, ve-
remos que la absorcion de un téxico puede ser marcadamente distinta segun la zona del TGI.
Por ejemplo, la proporcién de acido benzoico o de anilina que existen en forma ionizada en el

estébmago y en el intestino se puede calcular asi:

Para acidos débiles Para bases débiles

[noionizada] [ionizada]

Ka-pH =1
pRa=e °8 [ionizada]

Ka—-pH=logr————+
P P 8 [noionizada]

Acido benzoico: pKa = 4 Anilina: pKa =5

Estémago: pH 2 Estémago: pH 2

4-2 = log [noionizada] 5-2=log [ionizada]
[ionizada] [noionizada]
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100 = log [nommzada] 1000 = log [10nlzada]
[10n1zada] [nomnlzada]
La relacion favorece la absorcion en el estomago
Intestino pH=6 Intestino pH=6
4-6=log [nomnlzada] 5-6 = log [1onlzada]
[lomzada] [nowmzada]
_2=log [nf)i()flizada] _1=1log [i(tniz.ada]
[1onlzada] [nomnlzada]
1/300 = log [n()lonlzada] 1/10 = log [10nlzada]
[10nlzada] [nomnlzada]

La relacion favorece la absorcion en el intestino

Podemos concluir que un acido débil alcanza su maxima proporcion de forma no-ionizada
en el estbmago (menor pH) y sera predominantemente absorbido en ese comportamiento. Por
otra parte, una base débil se absorbera preferentemente en el intestino (mayor pH). Debe con-
siderarse ademas la capacidad del intestino delgado para absorber acidos organicos débiles
debido a su gran area absortiva respecto a la del estdmago y por ello, la cantidad absoluta que
finalmente pasa de la sustancia es grande, aun cuando la forma no ionizada es proporcional-
mente menor.

El TGI de los mamiferos posee sistemas especializados de transporte para la absorcion de
nutrientes y electrolitos: conocemos que los azucares presentan un transportador particular; los
aminodcidos son absorbidos de tres maneras diferentes; hay un transporte activo para las piri-
midinas y los iones calcio, sodio y hierro tienen sistemas de transporte independientes. Los
téxicos aprovechan estos mecanismos fisioldgicos para absorberse. Asi es que 5-fluoruracilo
(utilizada en terapia contra el cancer) entrara como una pirimidina normal, el talio utiliza al
transportador de hierro y el plomo con el transportador de calcio. La absorcién de algunos me-
tales es un proceso en dos etapas: el hierro difunde en las células intestinales y luego es trans-
portado activamente a la sangre. El cobalto y el manganeso compiten con Fe en este sistema.

Pocos téxicos que se absorben de modo activo en el TG, la mayoria pasa por difusion sim-
ple. Debe considerarse que los mecanismos que regulan la absorcién de téxicos son de tipo
generales. Si un compuesto tiene baja liposolubilidad, no significa que no sera absorbido y por

ello no tendra efecto danino; aun la entrada de una pequefa fraccion de la dosis total puede
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resultar toxica. Los mecanismos que regulan la absorcion de compuestos no liposolubles no
estan aun bien entendidos.

El epitelio del TGI tiene capacidad para absorber también materia particulada. Ejemplos de
esto son ciertos colorantes azoicos o polimeros que pasan a las células intestinales como vesi-
culas (por pinocitosis), siguen a la capa conjuntiva (lamina propria), y pasan finalmente al sis-
tema linfatico.

La estabilidad quimica de las sustancias frente al pH acido del estémago, a las enzimas
digestivas de éste y del intestino y a la flora intestinal es de importancia crucial en la toxici-
dad resultante. Por ejemplo, un veneno de vibora no es demasiado téxico si es administra-
do oralmente, por la degradaciéon enzimatica que sufre en el TGl. En el estémago pueden
formarse nitrosaminas carcinogénicas cuando debido al bajo pH, los nitritos utilizados como
conservantes en chacinados reaccionan con aminas secundadas presentes naturalmente
en frutas y pescado. La ingestion de nitratos en el agua de consumo es mucho mas peli-
grosa en nifios que en adultos, ya que ambos difieren en la calidad y ubicacién de la flora
intestinal que puede metabolizar nitrato a nitrito, un agente metahemoglobinizante. La flora
intestinal es capaz también de realizar reducciones de grupos nitro-organicos, resultando
en un factor carcinogénico para el hombre.

Varios factores son capaces de alterar la absorcion gastrointestinal de téxicos. Por ejemplo,
el EDTA aumenta la permeabilidad de las membranas hacia todo tipo de compuestos debido a
que secuestra al calcio. La alteracion de la motilidad intestinal es otro factor importante pues a
mayor tiempo de residencia mayor sera la proporciéon absorbida y mas interacciones adversas
con la flora bacteriana pueden producirse. Las caracteristicas fisico-quimicas de las sustancias
influyen: la solubilidad en agua determinara qué proporcion esta efectivamente en soluciéon y en
contacto con el epitelio intestinal. A su vez el tamafio de particula influye sobre la cinética de la
disolucién. Debido a esto el mercurio metalico tiene baja toxicidad oral y el 6xido de As* varia
su toxicidad de acuerdo con el tamafo de la particula.

La velocidad de vaciamiento gastrico y la velocidad de transito intestinal también afectan la
velocidad de absorcion; si el xenobidtico pasa con rapidez por el intestino, no alcanza a entrar
en contacto con la mucosa y sale intacto del tubo digestivo.

Luego de la absorcion de un xenobidtico por via oral, éste llega a la circulaciéon general que
depende de la cantidad absorbida por las células intestinales y de la biotransformacion que ha
sido realizada en dichas células, asi como de la extraccién hepatica hacia la bilis. Este feno-
meno de eliminacién de las sustancias antes de su entrada a la circulaciéon general se denomi-
na efecto del primer paso. Es la inactivacion que sufren en el higado los xenobiéticos antes
de alcanzar el plasma.

Sistema respiratorio

El sitio de absorcién son los alvéolos de los pulmones. La absorcion se relaciona el area al-
veolar, el flujo sanguineo y la proximidad de la sangre al aire alveolar. La absorcién depende
de la solubilidad del gas en sangre. La absorcion de téxicos gaseosos también aumenta en

proporcion a la diferencia de su presion parcial entre los alvéolos y la sangre venosa pulmonar.
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En la Figura 3 se puede ver que cuando un toxico gaseoso es inhalado, los tejidos toman el
gas a partir de la sangre que los irriga. Los tejidos altamente vascularizados se saturaran rapida-
mente mientras que los poco vascularizados alcanzaran el equilibrio en mayor tiempo. La difusion
de gas hacia la sangre ocurre hasta que las moléculas de gas en la sangre se equilibran con las
moléculas de gas en el espacio alveolar. Una vez alcanzado el equilibrio la concentracién de
xenobidtico en sangre y en fase gaseosa es constante. Esta proporcién de solubilidad se deno-

mina coeficiente de reparto entre la sangre y el gas y es una constante de cada gas.
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Figura 3: Esquema de la absorcion y el transporte de sustancias quimicas por el tracto respiratorio

Los factores ventilacion, solubilidad, flujo sanguineo pulmonar y diferencia de presion
parcial alveolar sanguinea, pueden interaccionar entre si. Si un gas es relativamente inso-
luble en sangre, la concentracién alveolar iguala rapidamente la concentracion inspirada y
la absorcion depende, principalmente del flujo sanguineo a través del pulmoén. Si un gas es
muy soluble en sangre, la mayor parte del gas es retirado por la sangre hacia los tejidos y
la absorcién depende principalmente de la velocidad y profundidad de la respiracion. Ade-
mas, se absorben aerosoles (particulas sélidas o liquidas en fase gaseosa). Ej. Polvos,
vapores, humos, polenes y neblinas. El lugar de depdsito de un aerosol en el tracto respira-
torio es de gran importancia por combinacién de fuerzas de absorcién y mecanismos de
remocion con la anatomia del tracto respiratorio.

Particulas entre 5 y 30 uy se depositan en la regiéon nasofaringea por impactacion. Particulas
entre 1 a 5 p se depositan en la region traqueobronquial por sedimentacién favorecido por la
menor velocidad de la corriente aérea que permite la depositar por gravedad. Las particulas
menores de 1y penetran en los alvéolos y se depositan por difusién. EI movimiento browniano
aumenta con la disminucién del tamafo de particula. La difusion es importante en los alvéolos.

La remocion alveolar se realiza por tres mecanismos:
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1) Transporte hasta la capa mucociliada y de alli al sistema gastrointestinal

2) Fagocitosis por los macrofagos

3) Sistema linfatico donde algunas particulas permanecen por periodos prolongados.

La eliminacién de particulas de los alveolos es muy ineficiente, el primer dia solo se elimina
un 20% de las particulas y la porcién que permanece mas de 24 horas se elimina muy lenta-
mente. La velocidad de depuraciéon puede inferirse a partir de la solubilidad del compuesto en

el liquido pulmonar, cuanto menor sea la solubilidad menor sera la velocidad de eliminacion.

Piel

La absorcién percutanea ocurre a través de la piel (epidermis epitelio queratinizado estrati-
ficado escamoso, dermis capa fibroelastica rica en vasos y nervios e hipodermis tejido conec-
tivo y adiposo). El espesor de la epidermis varia considerablemente dependiendo de su locali-
zacién. La permeabilidad de la piel depende de la capacidad de difusién como del grosor del
estrato corneo. Este es mas grueso en la palma de las manos (entre 400-600 y en zonas callo-
sas) que, en brazos y espalda, piernas y abdomen (8-15 p).

La piel es una barrera muy eficiente. Aparte de su funcion termorreguladora, protege al or-
ganismo de los microorganismos, la radiacion ultravioleta y otros agentes nocivos, y también de
la pérdida de agua excesiva.

El area de la epidermis representa un area de cien mil veces mayor que las otras vias
de absorcién. Los toxicos difunden por la piel segun sea su liposolubilidad. El tetracloruro
de carbono y cloroformo penetran facilmente por esta via y pueden producir dafio hepatico
severo. Los éteres glicdlicos se absorben rapidamente por esta via y producen toxicidad
sistémica. Trabajadores que aplican pesticidas indica que la ruta dérmica gran potencial
para la exposicion ocupacional. Fosfatos organicos, paratién, malation, insecticidas nicoti-
nicos pueden ser absorbidos por la via dérmica. Se ha informado efectos téxicos en nifios
que han estado en contacto con contenedores vacios de pesticidas toxicos.

En 1980 en Argentina la absorcién del derivado mercurial acetato de fenilmercurio por via
percutanea a través de pafiales de tela que habian sido tratados en lavanderias con este com-
puesto provocaron una serie de reacciones en lactantes como ser sudoracion, irritabilidad, alte-
raciones gastrointestinales, insomnio, mareos, anorexia y fotofobia.

Otras sustancias quimicas que producen quemaduras por contacto por piel en bajas
concentraciones son las mostazas nitrogenadas (B, p diclorodietil sulfuro o los analogos de
lewisita clorovinil diclorarsina. Ademas, los gases nerviosos como Sarin se absorben por
piel intacta.

El estrato cérneo juega un rol critico en la abrasién o remocién de esta capa provocando un
aumento abrupto en la permeabilidad de la epidermis. El contenido de agua desempefia un
papel importante en el proceso. El contenido normal (90 g agua/g tejido seco) aumenta la per-
meabilidad del estrato cérneo.

La permeabilidad cutanea depende de la especie. La piel de la rata y conejo es mas

permeable que la del conejo. La del humano es similar al cobayo, mono y cerdo.
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La absorcion por piel incluye la difusion de sustancias a través de las capas inferiores de la
epidermis (estrato granuloso, espinoso y germinativo) y de la dermis. Estas capas presentan un
efecto barrera menor al del sustrato corneo y contiene un medio de difusiéon acuoso poroso y
no selectivo. Los téxicos cruzan esta zona mediante difusion y alcanzan la circulacion general

mediante los capilares venosos y linfaticos de la dermis.

Otras vias de absorcion

Estas vias se utilizan en estudios de animales de laboratorio. Por la via enteral, los toxi-
cos ingresan directamente en el aparato gastrointestinal. Los toxicos administrados intrape-
ritonealmente se absorben a través de la circulacién portal y llegan primero al higado antes
de alcanzar los demas 6rganos y pueden incorporarse a la circulacion general y distribuirse

en otros érganos.

Distribucion

Después que una sustancia quimica entra en la sangre, se distribuye rapidamente por todo
el cuerpo. La velocidad de distribucion en cada 6rgano esta relacionada con el flujo sanguineo
a través del 6rgano, la facilidad con que el producto atraviesa la pared capilar local, la membra-

na celular y la afinidad de componentes del 6rgano con el xenobidtico.

Barreras

La barrera hematoencefalica esta ubicada en la pared capilar. No es un obstaculo abso-
luto para el pasaje de toxicos hacia el sistema nervioso central (SNC) pero es menor
permeable que otras zonas del cuerpo. Las sustancias tienden a pasar por el endotelio capi-
lar mismo. La accién de barrera hacia el pasaje de téxicos es debido a razones tanto fisiol6-
gicas como anatdmicas. Entre ellas podemos citar a la unién muy estrecha que presenta el
epitelio capilar del SNC dejando pocos poros entre las células. Ademas, las células endotelia-
les de los capilares contienen proteinas mdr dependientes de ATP. La proteina mdr expulsa
gran cantidad de sustancias fuera de la célula. Crea un flujo de expulsién de la célula depen-
diente de ATP con una amplia especificidad de sustrato. Existe como mecanismo de defensa
contra sustancias xenobidticas.

Otra causa es que los capilares estan rodeados por prolongaciones de células de la glia (as-
trocitos). Por ultimo, las concentraciones de proteinas en el liquido intersticial son mucho menor
que en otros liquidos del cuerpo que limita el movimiento de sustancias insolubles en agua
mediante transporte paracelular. En medio fundamentalmente acuoso el transporte es posible

cuando los compuestos estan unidos a proteinas.
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La baja concentracion de proteinas del liquido intersticial del cerebro y el enlace a pro-
teinas no sirve como mecanismo para la transferencia de sustancias téxicas de la sangre
al cerebro. Por ello, la penetracién de sustancias téxicas en el cerebro depende de su
liposolubilidad. El metil mercurio entra en el cerebro con facilidad y su toxicidad principal
se manifiesta en el sistema nervioso central. En contraste, compuestos inorganicos del
mercurio insolubles en lipidos no entran al cerebro con facilidad ejerciendo su efecto toxi-
co en el riién.

La barrera hematoencefalica estd poco desarrollada en el nifio al nacer por eso algunas
sustancias quimicas son mas toxicas en recién nacidos que en adultos. El plomo produce ence-

falopatias en ratas recién nacidas, pero en adultas debido al desarrollo de la barrera.

La barrera placentaria difiere anatdmicamente entre diversas especies animales. El nime-
ro de capas cambia a medida que progresa la gestacion. Posee sistemas de transporte activo y
enzimas de biotransformaciéon que protege al feto de ciertas sustancias. Las sustancias difun-
den desde la sangre de la madre al feto. La concentraciéon de las sustancias en los diversos
tejidos del feto dependera cada tejido para concentrar el toxico.

La concentracion de metil mercurio puede ser mayor en ciertos 6rganos fetales como cere-

bro debido a que la barrera sanguinea fetal es menos efectiva que en el adulto.

El eritrocito desempefia un papel interesante en la distribucién de ciertos téxicos. Su
membrana representa un obstaculo para el pasaje del mercurio inorganico, pero no para el
alquilmercurio. Existe afinidad en el citoplasma del eritrocito por alquilmercurio. Debido a
ello, la concentracion de compuestos inorganicos de mercurio en los eritrocitos es solo casi
la mitad que en el plasma mientras que la de metil mercurio en el eritrocito es casi 10 ve-

ces mayor que en el plasma.

Almacenamiento de sustancias toxicas en tejidos

La unién de un compuesto quimico a un tejido puede dar lugar a una mayor concentracién
en el tejido. Los téxicos se concentran en un tejido especifico que puede ser el lugar de accion
toxica o no. En la medida que los toxicos son biotransformados o excretados se iran liberando
desde los depdsitos. Por ello, la vida media del toxico puede ser muy larga.

Las proteinas del plasma unen constituyentes fisiolégicos normales en el cuerpo, asi como
compuestos extrafios. La mayoria de los xenobidticos se unen a la albumina y por lo tanto no
estan disponibles de inmediato para su distribucion al espacio extracelular.

La albumina puede unir Ca, Cu, Zn, bilirrubina, acido urico, vitamina C, adenosina, tetracicli-
na, cloranfenicol, digoxina acidos grasos, suramina, penicilina, salicilato, colorantes acidos,
sulfamidas, estreptomicina, rojo fenol, histamina, tiroxina, barbituricos, entre otros). Debido a la

reversibilidad del enlace, la sustancia quimica enlazada puede ser separada de la albumina. La
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importancia toxicolégica de esto se manifiesta con la posible induccion del estado de coma por
la administracién de farmacos de sulfonamida a pacientes que toman medicamentos antidiabé-
ticos. Estos medicamentos se unen a las proteinas, pero pueden ser reemplazados por las
sulfonamidas con mayor afinidad por las proteinas del plasma. Por lo tanto, los medicamentos
antidiabéticos liberados pueden provocar un coma hipoglicémico.

El higado y el rifion tienen una mayor capacidad de enlace de sustancias quimicas. Esta ca-
racteristica se puede relacionar con sus funciones excretorias y metabdlicas.

Ciertas proteinas se han identificado por sus propiedades de enlace especifico por ejemplo
las metalotioneinas que son importantes en el enlace cadmio en el higado y rifién y en la posi-
ble transferencia del metal del higado al rifidn. La unién de una sustancia a una proteina de un
organo puede aumentar su concentracion en un érgano con rapidez. El plomo luego de 30 mi-
nutos de administracién se encuentra 50 veces mas concentrado en higado que en plasma.

El tejido adiposo es un importante depdsito de almacenamiento de sustancias liposolubles
como DDT, bifenilos policlorados (PCB). Las concentraciones en plasma de las sustancias
almacenadas en grasas pueden aumentar marcadamente como resultado de la movilizacién de
la grasa que sigue luego de un adelgazamiento brusco.

Los huesos es el sitio principal del almacenamiento de sustancias téxicas como fluoruros,
plomo y estroncio. El almacenamiento se realiza a través de una reaccién de adsorcién de in-
tercambio entre los téxicos alojados en el liquido intersticial y los cristales de hidroxiapatita del
mineral 6seo. En virtud de la similitud de tamafio y carga, los iones fluoruro reemplazan facil-
mente al OH" y el calcio puede ser reemplazado por el plomo o estroncio. Estas sustancias
almacenadas pueden ser liberadas por el intercambio iénico y por disolucién de cristales 6seos

a través de la actividad osteoclastica.

Excrecion

Se excretan las sustancias quimicas originales o sus metabolitos y/o como conjugados
de ellas. La ruta principal de excrecion es la orina, pero el higado y los pulmones también
son importantes.

Excrecién urinaria se realiza por los mismos mecanismos que se utilizan en la eliminacién
de productos finales del metabolismo: filtracion glomerular, difusion tubular y secrecion tubular.

Los capilares glomerulares tienen poros grandes (40 A), la mayoria de las sustancias se fil-
traran en el glomérulo salvo aquellas que sean muy grandes 60000 de peso molecular o que
estén ligadas a proteinas plasmaticas. Luego, sera reabsorbida en forma pasiva por las célu-
las tubulares si tiene un alto coeficiente de particion lipido/agua o bien permanecera en el lu-
men tubular y sera excretada si se trata de un compuesto polar. El pH de la orina influye en la
reabsorcion de compuestos. En la Figura 4 se observa que el fenobarbital (barbitirico de carac-
teristicas acidas) es mas retenido en el organismo cuando la orina es acida. En cambio, si la

orina es alcalina la depuracion por el rifidn aumenta considerablemente.
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Un téxico se puede excretar también a través de los tubulos hacia la orina por difusién pasi-
va. Como la orina normalmente es acida, éste proceso desempefia un papel importante en la
excrecion de gases organicos. Los acidos organicos tienen poca probabilidad de ser excreta-
dos por difusién pasiva a través de las células tubulares. No obstante, a menudo los acidos
débiles se metabolizan en acidos mas fuertes y aumentar las formas iénicas que no se reab-
sorben a través de las células tubulares y son excretadas.

Ciertas sustancias téxicas pueden ser secretadas por las células de los tubulos proximales
hacia la orina. Existen dos mecanismos distintos, uno para acidos organicos (conjugados con
acido glucurdnido y sulfato) y otro para bases organicas. Los tdxicos unidos a proteinas tam-
bién pueden ser excretados por orina siempre que el enlace sea reversible. Ademas, xenobidti-
cos de caracteristicas quimicas similares compiten por el mismo sistema de transporte. Ejem-
plo el promenecid aumenta el nivel sérico de la penicilina y prolonga su actividad bloqueando

su excrecion tubular.
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Figura 4: Eliminacion por orina del fenobarbital en orina acida y alcalina
Algunas sustancias se excretan por orina mediante secrecién activa. La Fig. 5 muestra

las diferentes familias de transportadores presentes en el rifidén. Los transportadores oat, se
sitlan en la membrana basolateral del tubulo proximal. La familia de oct capta determina-
dos cationes. Una vez que los xenobidticos se encuentran en las células tubulares seran
segregados hacia el lumen por las proteinas mdry mrp. El transportador de catidén organico
octn2 y el transportador de pépticos PEP2 reabsorben las sustancias quimicas desde el
lumen tubular. A diferencia de lo que ocurre en la filtracidon los toxicos unidos a proteinas

estos pueden acceder al transporte activo.
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Figura 5: Modelo esquematico que muestra los sistemas de transporte en el tibulo proximal
del rifién. Transportadores de aniones organicos (oat), Transportadores de cationes organi-
cos (oct), proteina de multiresistencia (mdr) y transportadores de pépticos (PEP)

Muchas funciones de los rifiones no estan desarrolladas al nacer por ello algunos xenobidti-
cos se eliminan mas lentamente en los recién nacidos y puede resultar ser mas téxicos en
ellos. Es posible estimular el desarrollo del transportador de acidos organicos mediante la ad-
ministracion de sustancias que son excretadas por este transportador. En el tubulo proximal se
reabsorben las proteinas plasmaticas que se han filtrado en el glomérulo. Por ello un toxico

unido a estas proteinas puede ser transportado al interior de la célula y causar efecto téxico.

Excrecioén biliar

El higado es otro 6érgano importante para la excrecion de sustancias toxicas, en especial pa-
ra compuestos de alta polaridad (aniénicos y catiénicos) que se encuentran unidos a proteinas
plasmaticas,asi como para compuestos de pesos moleculares mayores de 300. Estos com-
puestos en la bilis no son reabsorbidos en la sangre y se excretan por materia fecal. Hay ex-
cepciones como los conjugados con glucurénido que se hidrolizan por la flora intestinal hacien-
do posible la reabsorcién de sustancias téxicas libres. Compuestos que se excretan por via
biliar son: digoxina, verde de indocianina, la oubaina y mas notable el dietilestilbestrol (DES).
En animales de laboratorio, es posible observar que si los conductos biliares se ligan la toxici-
dad puede aumentar 130 veces.

La Fig. 6 muestra los numerosos transportadores que contienen los hepatocitos que trasla-

dan las sustancias extrafias desde el plasma al higado y desde el higado hasta la bilis.

Higado
El péptido taurocolato dependiente de sodio (Ntcp), presente en la cara sinusoidal del
hepatocito transporta los acidos biliares como taurocolatos hacia el higado, mientras que la

proteina excretora de sales biliares (bsep) transporta los acidos biliares afuera de los hepa-
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tocitos hacia los canaliculos biliares. En la membrana sinusoidal del hepatocito existen
numerosos transportadores el oatp1 y 2, el transportadorespecifico del higado (1sp), los
transportadores de cationes organicos (oct), que introducen los xenobioticos en el higado.
Luego el xenobidtico en el hepatocito es transportado hacia la sangre o bilis o bien ser bio-
transformado hasta convertirse en un compuesto hidrosoluble que sera transportado hacia
la bilis 0 nuevamente a la sangre.

Las proteinas de multiresistencia (mdr1) y (mpr2) transportan los xenobioticos hacia la bilis
mientras que las mpr3 y mpr6 devuelven los xenobidticos hacia la sangre.

Una vez en la bilis alcanza el intestino y el compuesto puede reabsorberse o eliminarse por
heces. Muchos compuestos organicos se conjugan antes de ser excretados por la bilis. Sin
embargo, la flora intestinal puede hidrolizar los conjugados de glucurénico y sulfato proporcio-

nandole lipofilicidad para ser reabsorbido y acceder al ciclo enterohepatico.

SANGRE

HEPATOCITO

Ntcp
Oatpl
Oatp2

Lst
BILIS

Octl

Figura 6: Modelo esquematico del sistema de transporte en el higado Péptido-
taurocolato dependiente de sodio (Ntcp), Polipéptido transportadores de aniones
organicos (oatp), Transportadores especifico del higado (1sp), proteinas secreto-
ras de sales biliares (bsep) Transportadores de cationes organicos (oct),proteina

de multiresistencia (mdr) y (mpr).

Pulmones

Las sustancias que existen en fase gaseosa a la temperatura del cuerpo, se excretan
por los pulmones. Los liquidos volatiles también se excretan en aire espirado. La excrecion
de sustancias toxicas por los pulmones se realiza por difusiéon simple a través de las mem-

branas celulares.

Otras vias de excrecion

Leche: la excrecion se realiza por difusion simple. Como la leche es ligeramente acida, los
compuestos basicos alcanzaran un nivel mas elevado en la leche que en el plasma mientras
que sucede lo contrario para los compuestos acidos. Los compuestos lipofilicos (DDT, PCB)
alcanzaran un nivel superior en leche que en plasma debido a su contenido graso. Otras vias

son el sudor y la saliva
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Niveles de sustancias toxicas en el organismo

La naturaleza e intensidad de los efectos téxicos de un producto quimico depende de su
concentracién en el lugar de accion es decir la dosis efectiva que difiere de la dosis administra-
da. Como el nivel del téxico en la sangre se determina con mayor facilidad, en especial en cier-
to intervalo de tiempo, es el parametro que se emplea a menudo en estudios toxicocinéticos. La
influencia en el nivel de excrecidon se visualiza en los ejemplos en los cuales la sacarina es
excretada con rapidez por lo que su nivel en sangre disminuye rapidamente aun después de
una administracién repetida. Por otra parte, el metil mercurio se excreta muy lentamente y su

acumulacion gradual culmina en un nivel casi estable solo después de 270 dias.

Biotransformacion de toxicos

Muchos productos quimicos sufren biotransformaciénes (transformacion metabdlica) mien-
tras estan en érganos vy tejidos. La biotransformacion se define como: la suma de procesos por
el cual los compuestos quimicos extrafios son sujetos a cambios quimicos por los organismos
vivos. El sitio mas importante para que ocurran las biotransformaciénes es el higado; otros
organos donde la biotransformacion ocurre son pulmones, estémago, intestino, piel, rifiones,
glandulas adrenales, testiculos, ovarios, placenta, etc. La capacidad hepatica para biotransfor-
mar toxicos, reside fundamentalmente en las células epiteliales.

Los organismos animales han desarrollado un nimero de procesos bioquimicos que
convierten a los compuestos lipofilicos en metabolitos mas hidrofilicos. Este aumento en la
hidrosolubilidad reduce su particion en membranas bioldgicas y su distribucion en tejidos,
reduciendo asi la reabsorcion de compuestos en los tubulos renales e intestino y promueve
la excrecién de los mismos por la orina heces y bilis. Se sabe que no siempre las biotrans-
formaciones de sustancias biolégicamente activas en el organismo conducen a la inactiva-
cion. El proceso de biotransformacién tiene importancia crucial en la manifestacion toxica
de un xenobiotico. En la mayoria de los casos la biotransformacién puede disminuir la toxi-
cidad de los compuestos, pero en otros casos, puede aumentarla. Muchas veces el com-
puesto original no es toxico, pero si lo es su producto de biotransformacion, ese es el caso
del metanol o el etanol donde su biotransformacién conduce a metabolitos téxicos como
formaldehido y acetaldehido respectivamente.

Muchas de las reacciones de biotransformacion metabdlica que culminan en la produccién
de metabolitos inactivos de compuestos enddgenos, generan metabolitos biolégicamente acti-
vos de compuestos exdgenos. La biotransformacion ocurre tanto sobre xenobidticos como en
diversos compuestos endégenos como esteroides, vitaminas y acidos grasos. El proceso de
biotransformacion se ha dividido en dos grandes grupos de actividad enzimatica: reacciones de
fase | y reacciones fase I, tal como se presenta en la Figura 7.

Luego, los metabolitos activados podran reaccionar con macromoléculas como los acidos

nucleidos, las proteinas, los lipidos, interactuar con receptores, enzimas y producir los efectos
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biolégicos que conduciran a la sintomatologia observada. Los productos de biotransformacion,
ya sea los metabolitos activos como los inactivos, asi como el téxico original pueden seguida-

mente ser eliminados mediante la excrecion siendo la via renal una de la mas importante.
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Figura 7: Integracién del proceso de biotransformacion de xenobiéticos

En términos generales podemos decir que la biotransformacién es la conversion de sustan-
cias quimicas endégenas y exdgenas en compuestos mashidrofilicos. En la biotransformacion
participan un pequefio grupo de enzimas que presentan una amplia afinidad por el sustrato.
Las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por la biotransformacion permiten variar los efec-
tos bioldgicos de las sustancias. Algunas de las enzimas que participan en el este proceso son
inducibles, es decir se sintetizan en respuesta al xenobidtico, sin embargo, la mayoria de las
enzimas son constitutivas, es decir, responsables de los procesos vitales fundamentales, y su
sintesis se realiza en ausencia de un estimulo externo. La manera en la cual los compuestos se
vuelven mas hidrosolubles es mediante el proceso de biotransformacion que introducen grupos

polares en partes de la molécula de menor polaridad.
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'(+) LIPOSOLUBLE () | () POLAR (4
ACUMULACION I ‘
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.

ELIMINACION

Figura 8: Fases de la biotransformacion de téxicos
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Como se menciond anteriormente, este proceso ocurre en dos etapas:

e En fase | cursan con transformacion de determinados grupos funcionales en otros
nuevos. Por ejemplo un alcohol se puede transformar en un aldehido, o un éster se
hidroliza para dar un acido y un alcohol, o un resto no polar de un hidrocarburo ali-
fatico o aromatico se oxida para dar un alcohol o un fenol de naturaleza polar, etc.

e Enlafase Il ocurren reacciones de conjugacion donde se combinan los xenobidti-
cos o los metabolitos que resultan de la fase I, con moléculas endégenas de bajo
peso molecular, como el sulfato, el acido glucurénico, la glicina, el agua, grupos
metilo, etc.

Es importante la existencia de estas dos etapas ya que, no siempre la biotransformacion
que ocurre en la etapa |, produce una pérdida de actividad biolégica indeseable para el orga-
nismo o en el grado de hidrosolubilidad que permite la excrecion rapida.

Las reacciones de biotransformacion de los xenobidticos se clasifican segun sean de fun-
cionalizacion (fase 1) o de biosintesis (fase ).

Las reacciones de fase | exponen o introducen un grupo funcional (-OH, -NH2, -SH2, o
COOH) al xenobiostico original y comprenden reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis.
Estas reacciones pueden dar origen a un pequefio aumento de hidrofilia.

La biotransformacién de fase Il abarcan reacciones de glucuronizacién, sulfonacion (sulfata-
cion), acetilacién, metilacion, conjugacion con glutation (sintesis de acidomercapturico), conju-
gacién con aminoacidos como la glicina, taurina y el acido glutdmico. La mayoria de las reac-
ciones provocan un importante aumento en la hidrofilia del xenobiético y ello favorece la excre-
cion. Los productos de estas reacciones de conjugacion, son en general, mas polares y de
menor actividad biolégica. Esta reaccién de conjugacion ocurre sobre un grupo funcional del
xenobidtico o en sus metabolitos, por ejemplo, un alcohol, un fenol, un resto carboxilo de un
acido, un amino, etc.

Las reacciones de la etapa | se denominan reacciones de funcionalizacion donde a los xe-
nobidticos se exponen los grupos funcionales. Estas reacciones son de oxidacién, reduccion o
procesos de hidrdlisis.

Las reacciones de la etapa |l presentan reacciones de sintesis que conducen a la for-
macién de glucurdnidos, acetamidas, acidos mercapturicos, acidos hipuricos, metil ami-
nas, etc.

Dentro de la célula en particular, gran parte de la actividad metabolizante reside en el reticu-
lo endoplasmico y en el citosol, aunque también pueden efectuarse biotransformaciones en
mitocondrias, cubierta nuclear y membrana plasmatica. La mayor parte de las reacciones co-
rrespondientes a la etapa |, se producen en el reticulo endoplasmico, tanto en su componente
rugoso como en el liso. Una fraccion menor de esos procesos pueden realizarse en la mem-

brana externa de la envoltura nuclear.

43



Las enzimas que catalizan los procesos en la etapa Il ocurren predominante en el citosol,
como la sulfotransferasa, la metil transferasa, mientras que la enzima glucuronil transferasa y la
epoxidohidratasa estan ubicadas en el reticulo endoplasmico. Las reacciones de acetilizacion

ocurren fundamentalmente en las mitocondrias y en el citosol.

Biotransformaciones de fase | y fase Il

Con la homogenizacién y la centrifugacién diferencial de los tejidos, el reticulo endo-
plasmatico y los fragmentos de membrana, forman microvesiculas llamadas microsomas.
Los microsomas son artefactos del reticulo endoplasmatico formadas artificialmente a tra-
vés ruptura de las células eucariotas. Se aislan por centrifugacion diferencial a 10000 g y
100000 g.

cf
100000g
cf S enzimas
10000 g solubles
microsomas

Figura 9: Separacién de los microsomas

En el primer paso, las enzimas y los microsomas solubles permaneceran en el sobrena-
dante. En el segundo paso, solamente enzimas solubles permanecen en el sobrenadante y
los microsomas sedimentan. Los microsomas son herramientas para el estudio de metabo-

lismo in vitro.

Caracterizacion de enzimas microsomales de fase |

La Fig. 10 muestra las transformaciones que provocan los procesos de oxidacion, re-
duccion e hidrdlisis, que productos se forman y se mencionan algunos ejemplos de com-
puestos que son procesados de ese modo. Se conocen los siguientes procesos: oxidacion
alifatica, hidroxilacién aromatica, epoxidacién, desaminacién oxidante, N-desalquilacion, O-
desalquilacién, S-desalquilacién, N-oxidacion, N-hidroxilacion, P-oxidacidn, sulfoxidacion,
desulfuracion. Las reducciones de sustancias toxicas pueden llevarse a cabo por enzimas

reductasas que llevan a cabo reacciones de nitroreduccién, azoreduccion.
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Hidroxilacion alifatica Azoreduccion

R— CH,— CH, * R —CHOH—CH, R—N=N—F’ » R—NH, + H,N—R’
Hidroxilacion aromatica Nitro-reduccion aromatica
—OH
> R - —NO, » R —NH,
N - hidroxilacion Dehalogenacion reductiva
R—NH—CO » R—N—CO—CH,
R—CH—X, »R—CH,H + HX
CH OH e
‘ Epoxidacién Desalquilacién (N, O, S)
R—CH=—CH—R *R CH CH—R R—NH—CH, -E NH,
0 : OH® + CH.O
0 S R—SH z

Desaminacion R—CH;—NH, +R—C-—H +NH,

3
Reduccion de R—C—R ————sR—CHOH—R
aldehido/cetona 3 T 0
Deshidrogenacion R—CHOHR—R ———+ R—C—R
de alcohol e

0 o)
Deshidrogenacion R—C—H NAD-R -C—OH
de aldehido

Figura 10: Reacciones de biotransformacion

Oxidaciones

Existen una gran variedad de enzimas que realizan oxidaciones, se describiran solo las de
mayor relevancia toxicologica. Entre ellas podemos nombrar: Alcohol deshidrogenada (ALD),
aldehido deshidrogenada (ALDH), monoaminoxidasa (MAQ), la cooxidacion dependiente de

peroxidasas y flavinmonoxigensas y el citocromo P-450.

Alcohol deshidrogenasa

El alcohol se metaboliza en el organismo fundamentalmente por dos enzimas hepéticas, la
alcohol deshidrogenasa (ADH) y la acetaldehido deshidrogenasa (AIDH). La acumulacion del
primer metabolito de la degradacion del alcohol, el acetaldehido, es el responsable de impor-
tantes efectos en la intoxicacién tanto aguda como crénica (Fig. 11).

La enzima alcohol deshidrogenasa es una enzima citosélica presente en diversos tejidos
como el higado, rifiones, pulmones, mucosa gastrica. Existen 4 clases de ADH, las de
clase | ( —ADH, B-ADH y -ADH) son las responsables de oxidacion del etanol y otros
alcoholes alifaticos pequefios. La de clase Il ( -ADH) se expresa sobre todo en el higado
donde oxidan preferentemente alcoholes aromaticos y alifaticos mayores. ILa de clase Il (x-
ADH) oxidad preferentemente alcoholes de cadena larga (pentanol y mayores) y alcoholes
aromaticos. Las de clase IV ( -ADH y y-ADH) no se expresan en el higado y son activas

para la oxidacion del retinol.
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Figura 11: Oxidacion de alcoholes a aldehidos y a acidos carboxilicos por /la alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido
deshidrogenasa (ALDH)

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) presenta diversas isoenzimas, codificadas por
al menos, cinco genes diferentes. Se clasifican en tres clases de acuerdo con: su movilidad
electroforética, sus propiedades inmunologicas, la especificidad de sustrato y su sensibilidad

frente a inhibidores.

La enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) oxida los aldehidos para formar &cidos car-
boxilicos utilizando NAD+ como cofactor. Tienen también actividad estearasa.

Las distintas ALDH se distinguen por su secuencia primaria de aminoacidos y por su estruc-
tura cuaternaria. La ALDH es una enzima microsomal y gracias a su elevada afinidad por los
aldehidos simples como el acetaldehido.

Esta ademas ampliamente demostrado el caracter heredable del desarrollo de alcoholis-
mo mediante estudios epidemiolédgicos realizados en gemelos di- y monocigéticos y en hijos
de padres alcohdlicos adoptados por familias no alcohdlicas. No obstante, el establecimiento
de un patron genético de riesgo debe tomar en consideracion el polimorfismo de la ADH, el
de la ALDH, el del CYP-450IIE1 (responsable del MEOS) y quizas también los de la transfe-
rrina y la GGT (gamma glutamil transpeptidasa), ambas polimorficas y afectadas por la inges-
ta crénica de alcohol.

La ALDH2 es una enzima mitocondrial que, en virtud de su alta afinidad, es principal-
mente responsable de la oxidacién de aldehidos simples, tales como acetaldehido (Km
para acetaldehido <5 uyM a pH 7,4). Un polimorfismo genético para ALDH2 se ha documen-
tado en humanos. Un alto porcentaje (45 a 53 %) de la poblacidn japonesa, china, coreana,
taiwanesa y vietnamita son deficientes en actividad de ALDH2 debido a una mutacién pun-
tual. Este alélico inactivo, la variante de ALDH2 se conoce como ALDH2*2, para distinguirla
de la enzima activa, de tipo salvaje, ALDH2*1. Esta misma poblaciéon (es decir, los asiati-
cos del Pacifico) también tiene una alta incidencia de la forma atipica de ADH (es decir,
ADH2*2), lo que significa que rapidamente convierten el etanol en acetaldehido, pero solo
convierten lentamente el acetaldehido en acido acético. También tienen una prevalencia
relativamente alta de una deficiencia de actividad de ADH clase IV, que afecta el metabo-
lismo gastrico del etanol). Como resultado, muchos asiaticos experimentan un sindrome de

rubefaccion después del consumo de alcohol debido a una rapida acumulacién de acetal-
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dehido, que desencadena la dilatacion de los vasos sanguineos faciales a través de la libe-
racion de catecolaminas. Los nativos americanos también experimentan un sindrome de
rubor después de consumir alcohol, aparentemente porque expresan otra variante alélica
de ALDH2 y / o porque la oxidacion de acetaldehido en los eritrocitos de la sangre se ve
afectada en estos individuos, posiblemente debido a la expresion de una forma variante de
ALDH1. Las variantes genéticas funcionales de ADH que rapidamente convierten el etanol
en acetaldehido (es decir, ADH2*2) y las variantes genéticas de ALDH que desintoxican
lentamente acetaldehido, protegen contra el consumo excesivo y el alcoholismo.

La inhibicion de ALDH por disulfiram (Antabuse) provoca una acumulacién de acetal-
dehido en alcohdlicos. El efecto desagradable (nauseas) del acetaldehido sirve para disua-
dir el consumo continuado de etanol. Sin embargo, es importante tener en cuenta que una
predisposicion hacia el alcoholismo no esta simplemente determinada por factores que
afectan la farmacocinética del etanol y sus metabolitos. Estudios en humanos y roedores
implicados en el receptor de serotonina 1b, receptor de dopamina D2, triptéfano hidroxilasa
y neuropéptido han sido propuestas como dianas candidatas de susceptibilidad genética en
la accion farmacodinamica de etanol. Las deficiencias genéticas en otras ALDH afectan el
metabolismo de otros aldehidos, que es la base subyacente de ciertas enfermedades. Por
ejemplo, deficiencia de ALDH4 perturba el metabolismo de la prolina y causa hiperproli-
nemia de tipo Il, cuyos sintomas incluyen retraso mental y convulsiones. Una deficiencia de
ALDH10, que desintoxica los aldehidos grasos, perturba el metabolismo de los lipidos de la
membrana. Esta es la base subyacente del sindrome de Sjérgen-Larson, cuyos sintomas
incluyen ictiosis (retraso mental y hemiplejia o tetraplejia espastica progresiva).

Las consecuencias toxicolégicas de una deficiencia heredada o adquirida de ALDH (in-
ducida por farmacos) ilustran que los aldehidos son mas citotdéxicos que los alcoholes co-
rrespondientes. Esto es especialmente cierto para el alcohol alilico (CH, = CHCH,OH), que
se convierte por ADH en la acroleina altamente aldehido hepatotéxica (CH, =CHCHO) La
oxidacion de etanol por ADH y ALDH conduce a la formacion de acido acético, que se oxi-
da rapidamente a diéxido de carbono y agua. Sin embargo, en ciertos casos, los alcoholes
se convierten en acidos carboxilicos toxicos, como en el caso de metanol y etilenglicol, que
se convierten a través de intermedios de aldehido en &cido férmico y en acido oxalico, res-
pectivamente. Los acidos férmico y oxalico son considerablemente mas toxicos que el aci-
do acético. Por esta razon, el envenenamiento con metanol y etilenglicol es comunmente
tratado con etanol, que inhibe competitivamente la oxidacién de metanol y etilenglicol por
ADH y ALDH. EI potente inhibidor de ADH, el 4-metilpirazol (fomepizol) también se usa

para tratar el envenenamiento por metanol y etilenglicol.

La monoaminoxidasa (MAO): interviene en la desaminacién oxidativa de aminas pri-
marias, secundarias y terciarias como las catecol aminas y de numerosos xenobidticos. La
desaminacién oxidativa de aminas primarias produce amoniaco mas un aldehido mientras

que la de una amina secundaria da lugar a una amina primaria y un aldehido. Los aldehi-
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dos formados por la MAO suelen luego seguir oxidandose por otras enzimas para producir
los acidos carboxilicos correspondientes. La MAO se localiza en el cerebro y en la mem-
brana externa de las mitocondrias en el higado, los rifiones, intestino y plaquetas. El sus-
trato es oxidado por la MAO la cual a su vez se reduce mediante FAD. El oxigeno incorpo-
rado procede del agua. El ciclo catalitico se completa mediante la reoxidacion de la enzima
reducida FADH2-> FAD por el oxigeno lo que genera peroxido de hidrogeno.

Otros dos sistemas enzimaticos oxidativos son de importancia en la biotransformacion de

xenobidticos son el sistema flavinmonooxigenasa y el citP-450.

El sistema flavinmonooxigenasa se ubica en el higado, rilones y pulmones y presenta
una o mas monooxigenasa que contienen FAD (flavinmonooxigenasa FMO o aminoxidasa)
las cuales oxidan los heroatomos nucleofilicos de nitrégeno, azufre y fosforo de diversos
xenobidticos.

El grupo prostético flavin es caracteristico de este tipo de enzima y es especialmente versa-
til en su funcionamiento como ciclo redox. El ciclo catalitico se muestra en la Fig. 12.

Este sistema microsomal cataliza el ataque oxidativo sobre grupo nucleofilicos (heteroato-
mos N y S) de varios xenobioticos. Las reacciones catalizadas por este sistema son oxidacio-
nes de aminas alifaticas, aromaticas, asi como amidas entre otras. La familia de genes de la
FMO de los mamiferos consta de cinco enzimas microsdmicas que requieren NADPH y O,
siendo muchas de las reacciones catalizadas por FMO son también llevadas a cabo por el sis-
tema citocromo P-450. Una vez que la molécula de FAD se reduce a FADH, mediante NADPH
el cofactor NADP+ oxidado permanece unido a la enzima. El FADH, se une a continuacion al
oxigeno para formar un peréxido que es relativamente estable. Durante la oxidaciéon de los
xenobidticos se transfiere perdxidos X—->Xo. El ultimo paso del ciclo catalitico implica la recon-
version del FAD a su estado oxidado y la liberacion de NADP”. Este paso final es la etapa limi-

tante de la velocidad y ocurre tras la oxidacion del sustrato.

NADP*
H0 i NADPH
FAD
%
H2
FMO
FADHOOH FMO
NADP* FADH,
NADP*
FMO
FADHOOH
NADP*

Figura 12: Ciclo catalitico de la flavinmonooxigenasas
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Citocromo P-450

Entre las enzimas de biotransformacion de fase |, el sistema del citocromo P-450 ocupa
el primer lugar en términos de versatilidad catalitica y el gran nimero de xenobidticos des-
intoxica o activa a intermediarios reactivos. La actividad catalitica del sistema monooxige-
nasaes capaz de llevar a cabo una variedad de diferentes reacciones con un gran numero
de sustratos. Esta capacidad esta basada en la presencia de una variedad de isoenzimas
del citocromo P-450. La mayor concentracién de enzimas P-450 involucrado en la biotrans-
formacion xenobiotica se encuentra en el reticulo endoplasmico del higado (microsomas),
pero las enzimas P-450 estan presentes en practicamente todos los tejidos. En el higado,
las enzimas microsémicasP-450 juegan un papel muy importante en la determinacion de la
intensidad y la duracién de la accion de los farmacos, y también juegan un papel clave en
la desintoxicacion de xenobidticos. Las enzimas P-450 en el higado y los tejidos extrahepa-
ticos desempefian un papel importante en la activacién de los xenobidticos a los metaboli-
tos toxicos y/o tumorigénicos.

Las enzimas mitocondriales del P-450 desempenan un papel clave en la biosintesis o el ca-
tabolismo de las hormonas esteroides, los acidos biliares, las vitaminas liposolubles, los acidos
grasos Y los eicosanoides, lo que indica la versatilidad catalitica del citocromo P-450.

Todas las enzimas P-450 son proteinas que contienen hemo. El hierro hemo en el citocromo
P-450 esta usualmente en el estado férrico (Fe3+). Cuando se reduce al estado ferroso (Fe2+),
el citocromo P-450 puede unirse a ligandos como el O, y el mondxido de carbono (CO). El
complejo entre el citocromo ferroso P-450 y el CO absorbe la luz al maximo a 450 nm, de la
cual el citocromo P-450 deriva su nombre.

La familia de enzimas del citocromo P-450 constituye el principal catalizador de las
reacciones de fase |. Las enzimas del citocromo P-450 son proteinas de membrana con
grupo hemo. Dichas hemoproteinas estan en estrecha relacién con una segunda proteina
de membrana, la NADPH-citocromo P-450 reductasa a una razén aproximada de diez mo-
Iéculas de citocromo P-450 por una de reductasa. La flavoproteina reductasa contiene can-
tidades equimolares de flavina-adenininadinucleétido (FAD) y es la fuente que provee uno
o dos electrones, necesarios para la reaccién de oxidacion. La interaccién entre las protei-
nas del citocromo P-450 y su reductasa se ve facilitada por la bicapa lipidica en la que es-
tan incluidas.

El citocromo P-450 y su reductasa, forman un acople multienzimatico que presenta cierta
movilidad en las membranas del reticulo endoplasmico. EI componente lipidico del sistema, es
un fosfolipido, la fosfatidilcolina. Otros fosfolipidos y algunos detergentes no idnicos pueden
reemplazar a este componente. La funcion de estos fosfolipidos parece ser que facilitan la
transferencia de electrones al citocromo P-450. También se observé que el componente lipidico
aumenta la afinidad de los sustratos y del citocromo P-450 reductasa por el citocromo P-450. El
citocromo P-450 esta ampliamente distribuido en la naturaleza, se lo ha encontrado en: bacte-
rias, insectos, animales y en plantas. Participa activamente en el metabolismo de sustratos

enddégenos como, por ejemplo, acidos grasos, prostaglandinas y esteroides (ej., colesterol,
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hormonas esteroides, vitamina D, acidos biliares). Basicamente, este sistema agrega grupos

oxidrilos a los xenobidticos.

Ciclo catalitico del citocromo P-450 dependiente del Sistema monooxigenasa
La reaccion catalizada por el citocromo P-450 es la monooxigenacién donde se incorpora un
atomo de oxigeno en un sustrato, designado RH, y el otro es reducido a agua con equivalentes

reductores derivados de NADPH, de la siguiente manera:
RH + O+ NADPH + HY  ——— > ROH + H,0 + NADP*

Durante la catalisis, el citocromo P-450 se une directamente al sustrato y al oxigeno mo-
lecular, pero no interactua directamente con NADPH o NADH. El mecanismo por el cual el
citocromo P-450 recibe electrones de NAD(P)H depende de su localizacion subcelular. En
el reticulo endoplasmico, que es donde la mayoria de las enzimas P-450 involucradas en la
biotransformacién xenobidtica estan localizadas, los electrones son transmitidos desde
NADPH al citocromo P-450 a través de una flavoproteina llamada NADPH-citocromo P-450
reductasa. Dentro de esta flavoproteina, los electrones se transfieren del NADPH al cito-
cromo P-450 a través de FMN y FAD.

Los fosfolipidos y el citocromo bs también desempenan un papel importante en las reac-
ciones del citocromo P-450. El citocromo P-450 y NADPH-citocromo P-450 reductasa se
encuentran en la bicapa fosfolipidica del reticulo endoplasmico, lo que facilita su interac-
cioén. El citocromo bs puede donar el segundo de los dos electrones requeridos por el cito-
cromo P-450. El citocromo bs también puede aumentar la afinidad aparente con la cual
ciertas enzimas P-450 se unen a sus sustratos; por lo tanto, el citocromo bs puede aumen-
tar Vmax y/o disminuir la Km aparente de las reacciones del citocromo P-450. En ambos
casos, el citocromo bs aumenta Vmax / Km, que es una medida de la eficiencia catalitica y
aclaramiento intrinseco

Los microsomas hepaticos contienen numerosas formas de citocromo P-450 pero solo una
forma unica de NADPH-citocromo P-450 reductasa y citocromo bs. Para cada molécula de NA-
DPH-citocromo P-450 reductasa en microsomas de higado de rata, hay de 5 a 10 moléculas de
citocromo bs y de 10 a 20 moléculas de citocromo P-450.

La reductasa P-450 puede transferir electrones mucho mas rapido que el citocromo P-450
puede usarlos, lo que explica la baja proporcion de citocromo NADPH P-450 reductasa para el
citocromo P-450 en microsomas hepaticos.

El ciclo catalitico del citocromo P-450 se muestra en la Fig. 13. La primera parte del ci-
clo implica la activacién del oxigeno y la parte final involucra la oxidacién del sustrato, lo
que conlleva la abstraccion de un atomo de hidrégeno o un electrén del sustrato seguido de
rebote de oxigeno (radical recombinacién). Después de la unién del sustrato a la enzima P-
450, el hierro hemo se reduce del estado férrico (Fe*) al ferroso (Fe**) mediante la adicion

de un electréon Unico de NADPH-citocromo P-450 reductasa. La reduccién del citocromo P-
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450 se ve facilitada por la unién del sustrato. El oxigeno se une al citocromo P-450 en su
estado ferroso, y el complejo Fe** O2 se convierte en un complejo Fe** OOH mediante la
adicion de un protén (HY) y un segundo electrén, que se deriva del NADPH-citocromo P-
450 reductasa o citocromo bs. La introducciéon de un segundo proton divide el complejo
Fe? OOH para producir agua y un complejo (FeO)3+, que transfiere su atomo de oxigeno al
sustrato La liberacién del sustrato oxidado regenera el citocromo P-450 en su estado ini-
cial. Si el ciclo catalitico se interrumpe (desacopla) luego de la introduccién del primer elec-

trén, el oxigeno se libera como anién superoxido (Oy).
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NADPH Flavoprot [Fe*?] 5 (Oxid] NADH
Oxid] [e] [Red] Xl
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Figura 13: Ciclo catalitico en el cual se utiliza oxigeno y NADPH, produciéndose agua, NADP" y el sustrato es oxidado.

El citocromo P-450 cataliza varios tipos de reacciones de oxidacion, que incluyen:
1. Hidroxilacién de un carbono alifatico o aromatico.

Epoxidacion de un doble enlace

Heteroatomo (S-, N- e I-) oxigenacion y N-hidroxilacion

Desalquilacion de heteroatomo (O-, S-, N- y Si-)

Transferencia grupal oxidativa

Escision de ésteres

N o o bk~ Db

Deshidrogenacion

Las enzimas del citocromo CYP-450involucradas en la oxidacién de los pro-carcinégenos a
formas carcinogénicas, esta codificado por una superfamilia de genes. La expresion de estos
genes, se encuentra regulada por factores ambientales, genéticos y a menudo, presentan
grandes variaciones individuales.

Las enzimas constitutivas del sistema CYP-450 constituyen una gran superfamilia de protei-

nas hemo-tiolato involucradas en el metabolismo de una amplia variedad de compuestos endo-
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genos y exogenos. Generalmente, actian como oxidasas terminales en la cadena de transfe-
rencia de electrones.

Los sistemas enzimaticos aislados, han sido usados para definir los roles de enzimas indivi-
duales en varios procesos metabdlicos. La oxidacidon se puede llevar a cabo en diversas reac-
ciones y con frecuencia se forma mas de un metabolito.

La superfamilia de los CYP se divide en familias y subfamilias definidas en base de la homo-
logia de secuencia aminoacidica.

Existe una nomenclatura para las isoenzimas del citocromo CYP-4505. Las letras mayuscu-
las CYP indica que la isoenzima es de origen humano. Estas van seguidas de un niumero ara-
bigo que indica la familia de la isoenzima o isoforma: CYP1. Las subfamilias se designan po-
niendo a continuacion una letra mayuscula: CYP1A. El ultimo numero arabigo caracteriza la
isoenzima individual: CYP1A1. En humanos se han identificado 12 familias y 20 subfamilias del
gen del citocromo P-450, y a menudo en una sola célula existen diversas isoformas. La mayo-
ria de los procesos de biotransformacion es llevada a cabo por 3 familias de: CYP1, CYP2 y
CYP3; dentro de estos la subfamilia CYP3A4 es la mas abundante en humanos. La CYP3A4 es
la principal isoforma metabolizadora de muchos de los medicamentos. Existe considerable
variacion entre individuos en cuanto al contenido de cada isoforma de CYP, habiéndose obser-
vado diferencias de hasta 6 veces para el CYP3A4, de hasta 10 veces para el CYP2A6 y de
hasta 50 veces para el CYP2DG6.

Este ultimo polimorfismo divide a la poblaciéon en fenotipos: metabolizadores rapidos y me-
tabolizadores lentos. Entre el 5% y el 10% de la poblacion caucasica y entre el 1% y el 2% de
la asiatica pertenece al segundo fenotipo. Algunos individuos son metabolizadores ultrarrapidos
de la debrisoquina, lo cual correlaciona con el grado de amplificacién del gen CYP2D6. En el
caso del CYP2C19, la incidencia de metabolizadores lentos varia entre el 2% y el 6% en los
caucasicos y entre el 18% y el 22% en los asiaticos.

Las enzimas CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 y CYP2E1 son las enzimas polimérficas mas im-
portantes. Se describen a continuacion las principales caracteristicas de algunas de las enzi-

mas de fase I.

CYP-4501A1 (actividad Arilhidrocarburo hidroxilasa, (AHH)

Son enzimas inducibles que interactian con moléculas de estructura planar como
TCDD, 3-metilcolantreno, benzo-a-pireno o naftoflavona. Se encuentran en placenta, piel,
linfocitos y pulmén y parecen estar ausentes en el higado. Su importancia radica en que
ser las enzimas responsables de la activacion metabdlica de sustancias cancerigenas y
teratdgenas. Su actividad basal es baja y la presencia del xenobidtico induce su sintesis.
Su actividad esta regulada por el gen Ah que codifica la sintesis de un receptor citosélico
AHR al que se une el xenobidtico. EI complejo receptor-xenobidtico es transferido al nu-
cleo, lo que induce la sintesis de CYPIA1. Existen dos alelos del locus Ah de forma que su
expresion da lugar a individuos con actividad alta, intermedia y baja de la enzima. Los de

actividad alta e intermedia son susceptibles al efecto carcinogénico por producir con facili-
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dad el metabolito reactivo (epdxido), mientras que los de actividad baja son resistentes. La
mutacién, que da lugar al incremento de la actividad, consiste en un cambio de adenina a
guanina en la regién 3’ lo que origina un polimorfismo de restriccion (RFLP) detectable con
la restrictasa msp1.

Asociadas a estas enzimas, la epéxido hidroxilasa (EH), catalizan la transformacion de
los epdxidos a metabolitos mas polares, jugando un papel importante tanto en la inactiva-
cién como en la activacién de xenobiéticos, dependiendo de los casos. Asi, por ejemplo,
inactiva los epdxidos de los hidrocarburos policiclicos generados por el sistema citP-450
formando dioles, o dihidrodioles, pero en ocasiones estos dihidrodioles son metabolizados
de nuevo por el citP-450 a diol epdxidos altamente reactivos. Se encuentran en todos los
tejidos. Se han caracterizado en mamiferos cinco clases de EH, inmunoldgica y estructu-
ralmente diferentes, de las cuales dos participan en el metabolismo de xenobidticos, una
soluble citosdlica y otra microsémica polimoérfica (EHm), cuyo gen se ha localizado en el
brazo largo del cromosoma 1. Se induce por diferentes sustancias, como el fenobarbital, el
2-acetilaminofluoreno o la aflatoxina B. El polimorfismo de la EHm es complejo, habiéndose
detectado sustituciones de bases en la region codificante del gen, lo que determina distin-
tos polimorfismos de restriccion (RFLP) que afectan a la secuencia de aminoacidos de la
enzima en dos lugares diferentes y otras, en la region flanqueante no codificante, que afec-
tan a la regulacion de la sintesis. La distribucion de las frecuencias de los distintos polimor-

fismos, varia segun las poblaciones.

CYP-4502C

Son enzimas responsables del metabolismo de numerosas sustancias entre ellas el dia-
zepam, el omeprazol y el proguanil. El 2-3% de los individuos caucasicos y el 13 % de los no
caucasicos son metabolizadores pobres, con un riesgo mayor a fallo terapéutico con la admi-

nistracion de estos medicamentos.

CYP-4502D6

Fue el primero de los polimorfismos oxidativos descrito al observar una eliminacion lenta
y un efecto farmacodinamico prolongado del farmaco hipertensivo debrisoquina. Este efec-
to aparece en aproximadamente un 8% de la poblacion caucasica. Poco después se des-
cubrié la oxidacién defectuosa de la esparteina. Se demostré que tanto la 4-hidroxilacién
de la debrisoquina como la oxidacion de la N-esparteina estaban determinadas por un
mismo locus con dos variantes alélicas. La codeina, la mayoria de los farmacos antiarritmi-
cos de clase |, algunos antagonistas de los receptores b-adrenérgicos y del Ca”" entre
otros, se metabolizan por CYP2D6, siendo estas enzimas hepaticas las responsables de la

mayoria de las reacciones adversas a medicamentos.
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CYP-4502E1

En humanos este citocromo se encuentra en el higado y en los linfocitos de sangre periféri-
ca. Forma el sistema oxidativo microsémico del etanol (MEOS) y esta codificado por un gen
que presenta varios polimorfismos de restriccion detectables con las restrictasas Pst1 y Rsa1.
Este sistema enzimatico es responsable del metabolismo del etanol, de anestésicos volatiles
como el halotano, y del relajante muscular cloroxazona, asi como de la activacién del aceta-
minofeno (paracetamol) a su metabolito arilado.

Todas estas enzimas comparten las siguientes caracteristicas:

1. Poseen un grupo hemo;

2. Son enzimas de membrana unidas firmemente a la porcion intracelular;

3. Utilizan para oxidar los sustratos al NADPH o al NADH y un atomo de oxigeno de-
rivado del O, atmosférico y, los hidrogeniones se transfieren al citP-450 mediante
una segunda enzima acoplada, la NADPH-citP-450 reductasa;

4. Estan codificadas por una super familia de genes, dispersos por todo el genoma,
que a su vez se agrupan en distintas familias, de las cuales, las mas importantes

sonlalylall

Cooxidacion de xenobidéticos por prostaglandina H sintetasa

Otros caminos diferentes pueden ser involucrados en la oxidacion de xenobidticos. La pros-
taglandina H sintasa (PHS) es la enzima responsable de la biosintesis de prostaglandinas y es
capaz de oxidar a benzopireno (BP) a quinonas. Dos actividades cataliticas copurificadas con
la PHS (4cido graso ciclooxigenasa y prostaglandina peroxidasa).

La enzima ciclooxigenasa cataliza la oxidacion de araquidonico a prostaglandina G2 (tam-
bién llamado hidroxiendoperoxido) y la prostaglandina peroxidasa cataliza la reaccion prosta-
glandina G2 correspondiente alcohol (prostaglandina H2). Prostaglandina sintasa en la mayor
fuente de alquil hidroperoxidos producido durante el metabolismo normal.

La oxidacion de xenobidticos mediante peroxidasas implica una transferencia directa del pe-
réxido de hidrogeno al xenobidtico, como se muestra en la Fig. 14 para la conversion del sus-
trato X al producto XO. Durante la reduccion de un hidroperédxido por las peroxidasas, los xe-
nobidticos que pueden actuar como donantes de electrones como las aminas, y los fenoles
también pueden oxidarse y formar radicales libres.

La mayoria de los tejidos que tienen actividad prostaglandina sintetasa son capaces de
oxidar ciertos xenobidticos aun si los tejidos tienen bajo contenido de cit P-450. El aceto-
minofeno, el cual es activado a un intermediario reactivo por P-450 puede ser activado por
prostaglandina sintasa en la medula del riAdn. Este tejido es bajo en actividad cit P-450
pero en presencia de acido araquiddnico activa al acetoaminofeno a un intermediario reac-
tivo que se une a macromoléculas

La vejiga posee alta actividad prostaglandina sintasa. Se ha propuesto que varios carciné-

genos de vejiga o de rifidn son metabolizados activamente por protaglandina sintasa.
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Por. €j. el carcinégeno de vejiga 2-amino 4-5 nitrofuriltiaxzol puede ser activado por la pros-
taglandina sintasa por el mecanismo de cooxidacion en el epitelio de la vejiga a metabolitos
capaces de unirse al RNA o DNA. Alimentando a ratas con aspirina la lesiéon producida en la
vejiga por el carcindgeno 5 nitrofuran es inhibida, lo que sugiere que prostaglandina sintasa

esta involucrada en la activacion metabdlica del 5 nitrofuran debido a que la aspirina inhibe la

prostaglandina sistetasa.
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Figura 14:Co-oxidacion de xenobiéticos durante la conversion de acidoaraquidénico a PGH2 por la prostaglandina sintasa

Hidrolisis
La hidrdlisis de esteres, amidas y tiesteres del acido carboxilico estan catalizadas por las

carboxilestearsas y dos estearasas la acetilcolinesterasa de la membrana de los eritrocitos y
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las pseudocolinesterasas conocida también como butirilcolinesterasa encontradas en suero.
Las estearasas son importantes en limitar la toxicidad de los organofosforados los cuales que
inhiben la acetilcolinesterasa e impiden la accién del neurotransmisor acetilcolina.

Las carboxilestearasas son glicoproteinas presentes en suero y en la mayoria de los tejidos.
Estas enzimas hidrolizan numerosos compuestos lipidicos enddgenos y xenobidticos, esteres,
amidas, y generan metabolitos activos. Ademas, pueden transformar a los xenobidticos en
metabolitos téxicos o carcinogénicos.

La enzima epdxido hidrolasa cataliza la adicién de agua a epéxidos de alquenos o 6xidos de
areno. La enzima se encuentra en todos los tejidos. En mamiferos existen 5 variedades micro-
somica, hidrolasa soluble, la epdxido hidrolasa del colesterol y la hepoxilina hidrolasa. Estas
ultimas tres parecen catalizar epoxidos enddgenos. Es una enzima inducible de los microsomas

hepaticos. Su indiccion esta asociada a la del P-450.

Reduccion

Algunos metales y xenobidticos con grupos aldehido, cetona, disulfuro, sulfoxido, quinona,
noxido, alqueno, azo, o nitro pueden sufrir reacciones de reduccion.

La reduccion de grupos azo y nitro esta catalizada por la flora gastrointestinal y dos enzimas
hepaticas el citocromo P-450 y la NADPH-quinona oxido reductasa conocida como DTdiafora-
sa. Estas reacciones requieren NADPH y son inhibidas por oxigeno, por ello el ambiente anae-
robio del tubo digestivo distal es adecuado para la reduccion de grupos azo y nitro.

La reduccién de grupos carbonilos como los aldehidos son reducidos a alcoholes primarios
y las cetonas a alcoholes secundarios por la alcohol deshidrogenasa y una familia de carbonilo
reductasa. Esta enzima depende de NADPH y se encuentra en sangre y otros tejidos. La hepa-
tica se encuentra en el citosol.

La reducciéon de grupos disulfuros a partir de glutation y esta catalizado por la glutatidon
reductasa.

Reduccién de grupos sulfoxidos y N-oxidos: la enzima tioredoxina se encuentra en el citosol
de las células hepaticas y renales y reducen los grupos sulfoxidos formados por el P-450.
Cuando la tension de oxigeno es baja, la reduccion dependiente de NADPH de los grupos N-
oxido puede ser catalizada por el citocromo P-450 o por la NADPH citocromo P-450 reductasa
en los microsomas.

La reduccién de grupos quinonas se realiza por la NADPH quinonaoxidoreductasa (DT dia-
forasa) a hidroquinonas. Esta enzima es una flavoproteina citosodlica y opera en ausencia de
consumo de oxigeno. Esta via no genera stress oxidativo. Una segunda via de reduccion de
grupos quinona llevados a cabo por la NADPH citocromo P-450 reductasa produce la formacion
de radicales libres semiquinona. El estrés oxidativo que acompania la autooxidacién del radical
libre genera anion superoxido, peroxido de hidrogeno, y otras especies reactivas de oxigeno
que son citotoxicos.

Deshalogenacion. Existen tres grandes mecanismos para deshalogenar: 1) deshalogena-

cion reductiva en el que se sustituye el halégeno por hidrogeno, la deshalogenacién oxidativa
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donde se sustituye el halégeno por oxigeno, y deshalogenacién doble donde se sustituye dos

halégenos de carbonos adyacentes y formar un doble enlace.

Reacciones enzimaticas de fase Il

Las reacciones biotransformacion de fase Il son reacciones de sintesis. Requieren energia y

cofactores de alta energia.

Glucuronosiltransferasas

Representa una de las principales reacciones de fase Il en la conversion de xenobiéticos y com-
puestos enddgenos apolar y compuestos solubles en agua. El resultante glucuronido es eliminado
del cuerpo en la orina y en la bilis. Esta reaccion ocurre con para un amplio rango de sustratos y en
una gran variedad de especies. La enzima UDP glucuronosiltransferasa cataliza la reaccion entre

UDP-acidoglucuronido y el grupo funcional sobre la molécula aceptora (Fig. 15).
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Figura 15:Glucuronizacion del fenol

La enzima esta ubicada en el reticulo endoplédsmico de diversos tejidos. El higado es cuanti-
tativamente el tejido mas importante que la contiene, pero la actividad esta presente también
en riidn, intestino, piel, cerebro.

Grupos funcionales que conjugan con el glucurénido son: alcoholes alifaticos, alcoholes
aromaticos, acidos carboxilicos, aminas alifaticas, aromaticas primarias y secundarias y grupos

funcionales sulfihidrilos. Se forman O- N y S glucurénido.
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Los conjugados son excretados por orina o bilis dependiendo del tamano del aglicon (com-
puesto original o metabolito de fase I). Los conjugados glucuronisados pueden ser sustratos de
la glucuronidasa presente en lisozomas de algunas células de mamiferos y en la flora intestinal.
Asi esta enzima puede liberar el aglucon que puede reabsorberse y entrar en el ciclo denomi-
nado circulacion entreohepatica. Compuestos en esta via tienden a tener alta vida media y
tener una biotransformacion mas intensa antes de ser eliminados.

Debido a su susceptibilidad a ser degradados facilmente, los glucurénidos pueden servir como
potencial transporte de compuestos activos del higado hacia el rgano blanco. El ejemplo mas cita-
do es el N-glucuronido de N-hidroxiarilamina. Estos derivados han sido implicados en cancer de
vejiga producido por 2- naftil-amina, 4 aminofenilo y compuestos relacionados. El compuesto es
primero hidroxilado en el higado para luego subsecuentemente formarse el derivado N-glucuronido
de la hidroxilarilamina. Este compuesto se acumula en la orina y es luego hidrolizado a pH acido a
N-hidroxylamina. Este compuesto espontaneamente se convierte en el electrofilico idn nitronio co-

mo se muestra en la siguiente reaccion (Fig. 16).

Glucuronido OH OH,*
Ve 7 pH<7 Ve
Ar--N —> Ar--N «<——— Ar--N
pH>7
\, \. .
Ar- -N*

I16n arilnitronium \
H

Figura 16: Activacion metabdlica de aminas aromaticas via glucuronizacion.

Sulfotransferasa
En mamiferos la reaccién de sulfatacion se realiza sobre grupos hidroxilicos. La enzima se
encuentra predominantemente en higado, rifion, intestino, pulmén.Su funcion primaria es trans-

ferir sulfatos inorganicos a los grupos hidroxilos presentes en fenoles y alcoholes alifaticos.

0
I

R-OH + PAPS —)O—ﬁ—OR

O sulfato eteral

Figura 17: Transferencia de grupos sulfatos a grupos hidroxilos por sulfatacion

PAPS (fosfoadenosinfosfo sulfato). Como detoxificacion, la sulfatacién es considerada de impor-
tante significado. Los productos de sulfataciéon son sulfatos organicos ionizados mas facilmente
excretados que los compuestos originales. Numerosos compuestos de bajo peso molecular como

catecolaminas, hidroxi esteroides y acidos biliares son sulfatados (Fig. 17).
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La actividad de estas enzimas varia con el sexo y la edad.

En estas reacciones el grupo SO3 del PAPS involucra un ataque nucleofilico del oxigeno
fenodlico o del nitrégeno amina sobre el atomo de S con el subsecuente desplazamiento de
adenosin -3-5 difosfato (Fig. 18).
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Figura 18: Sintesis de un sulfato conjugado por sulfotransferasa

La sulfonacion tiene alta afinidad, pero baja capacidad para conjugar fenoles.
La principal reaccion alternativa para fenoles es la glucuronizacion tiene baja afinidad, pero

alta capacidad.

Tabla 1: Capacidad de biotransformacion llevada a cabo por enzimas de fase I

Capacidad Reaccion

Glucuronizacion
Alta
Media Amino acido conjugacion
Baja Sulfato, glutation conjugacion
Variable Acetilacién

Luego de la administracién de bajas dosis de fenol, el principal conjugado fendlico puede

ser el éster sulfato (Fig. 19).
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Figura 19: Catalizacion de la sulfatacién del fenol por la enzima sulfotranferasa
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Sin embargo a dosis de fenol mayores aparece un desproporcionado incremento en la can-
tidad de glucuronizado conjugado. La posible explicacion del hecho es, una posible inhibicién
por substrato de la transferasa observado in vitro con preparaciones purificadas de acilsulfo-
tranferasa. Debido a que la glucuronizacion es la via principal de conjugaciéon en la mayoria de
las especies animales, la sulfonaciéon es una via de menor importancia para facilitar la excre-
cion de alcoholes hidrofébicos y fenoles. Sin embargo, la ruta preferencial puede ser influen-
ciada por la dosis.

Existen ejemplos en que la sulfatacién resulta en una intoxicacion.

Ciertos compuestos sulfatos conjugados son quimicamente inestables y se degradan a potentes

especies electrofilicas. Ejemplo: N-O sulfato éster de N hidroxi- 2- acetilaminofluoreno(Fig. 20).
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Figura 20: Activacion metabdlica del 2 acetilaminofluoreno a metabolitos reactivos capaces
de unirse covalentemente a macromoléculas.



El sulfato conjugado es excretado por orina. Algunos de estos conjugados pueden ser de-
gradados enzimaticamente por las arilsulfatasas presentes en la microflora, pero alguna activi-

dad esta asociada el reticulo endoplasmico y lisosomas.

Conjugacion Glutation S- transferasas

Glutation S transferasa (GST) es una familia de enzimas que catalizan el paso inicial en la
formacién de N-acetil cisteina (acido mercapturico). GST esta ubicada en el citoplasma y en el
reticulo endoplasmatico. Su concentracion en el citosol es 4 a 40 veces mayor que en el reticu-
lo endoplasmatico. Se hallé actividad enzimatica de GST en testiculo, higado, rifidén y glandulas
adrenales. La enzima presenta gran numero de isoformas que presentan sobre solapamiento
en la selectividad del substrato.

El cofactor para la reaccion es el glutation (GSH), compuesto por glicina, acido glutamico y

cisteina (Fig. 21).
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Figura 21:Estructura del glutation reducido

La enzima cataliza la reaccion del grupo nucleofilico sulfidrilo del GSH con compuestos con-

teniendo grupos de carbono electrofilicos(Fig. 22).
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Figura 22: llustracion del sitio activo de la enzima glutation transferasa

El glutation es sintetizado en el citosol en la mayoria de las células via ciclo gamma glutamil.

Los xenobidticos que actuan como sustratos para Glutation S transferasa se han descripto
en cuatro categorias:

- Reaccion con: a) carbonos electrofilicos, b) nitrégeno, c) azufre y d) oxigeno (Fig. 23).

61
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Figura 23: Ejemplos de reacciones catalizadas por la glutation S-transferasa

Los compuestos sustratos de GST deben tener las siguientes caracteristicas:
o Debe ser hidrofébico en algun grado
e Contener algun carbono electrofilico

e Debe reaccionar no enzimaticamente con el GSH a una velocidad medible

Los conjugados GST son luego clivados a derivados cisteina por enzimas localizadas en el
rindn. Estos derivados son luego acetilados para dar N-acetil cisteina conjugados (mercapturi-
co) que son facilmente excretados por orina.

Existe considerable evidencia indicando que la glutation S-transferasa acttia para detoxificar
intermediarios reactivos producidos por el sistema P-450. Por ejemplo: bromobenceno, cloro-
formo, y acetaminofeno son biotransformados por P-450 a productos altamente reactivos. Estos
compuestos pueden interactuar con macromoléculas o unirse con GSH y prevenir la unién co-
valente de intermediarios reactivos vitales para la célula. Intermediarios reactivos pueden dis-
minuir las reservas celulares del GSH. Mientras el GSH es el cofactor para glutation peroxida-
sa, esta disminucién puede promover la peroxidacién de lipidos. La conjugaciéon con glutation,
no siempre produce metabolitos inocuos y facilmente excretables. En algunos casos, el tiempo
de residencia del conjugado con glutatiéon en el cuerpo es prolongado. Esto puede resultar en la

formacion metabolitos que son mas tdxicos que los compuestos originales.

Metilacion

Es reaccion comun para el metabolismo de compuestos endégenos, pero no es cuantitati-
vamente importante en biotransformacion de xenobidticos.

La metilacién difiere de otros tipos de conjugacion en que, se enmascaran grupos funciona-
les. Esto puede reducir la solubilidad en agua de los quimicos y pueden participar en otras

reacciones de conjugacion. Los grupos funcionales involucrados en la metilacion son aminas
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aromaticas y alifaticas N-heterociclos, mono y polihidrofenoles, compuestos conteniendo sul-
fihidrico, metabolitos aromaticos y alifaticos.

En reaccién de metilacion, el grupo metilo es transferido al xenobiotico con un enlace de alta
energia. SAM (S-Adenosin metionina). El grupo metilo se une al ion sulfonio en SAM y presenta
caracteristicas de iéncarbonio, es transferido por un ataque nucleofilico del oxigeno del alcohol,
el nitrégeno amino o el grupo sulfotiol al grupo metilo, dando S adenosihomocisteina y el sus-
trato metilado como producto.

La O- metilacién es de primera importancia y es catalizada por la COMT (catecol orto metil
transferasa). Esta enzima soluble esta en higado y rifidn, cataliza la reaccion solo con catecol y
fenoles monohidrometilado.

Varias transferasas especificas han sido descriptas, las transferasas especificas (histamina
e indol) y las transferasas no especificas (N metil transferasa). La transferasas no especificas N
metil transferasa es capaz de reaccionar con una variedad de aminas exdgenas y enddgenas
primarias, secundarias y terciarias como serotonina, benzilamina, anfetamina vy piridina.

La S- Metil transferasas cataliza la reaccion en la cual el SH, es metilado a metanotiol que
es luego metilado a dimetil sulfuro. Una gran fuente de sustratos para S-metil transferasas pa-
recen ser ahora el tioeter de glutation conjugados, el glutatién es hidrolizado a cisteina y conju-

gados en el rifidn previo acetilarse y excretarse.

O-metilacion
CH OCH,4 OH
OH OH OCH3
Catecol O-metiltransferasa _ ”
R R R

S-metilacion
H o] H o}
N—< N <
< jol S-metiltranst
HS—< Tiol S-metiltransferasa H3C—S—<

n—"

=
L
Y

Tiouracilo S-metil tiouracilo
X N
1 Tiol S-metiltransferasa
(H5C5),—N—C—SH > (H5C2)—N—C—S—CH;,

Sulfuro de dietiltiocarbamilo

Fig. 24: Reacciones de Metilacion
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N- acetil transferasas

Es la principal ruta de biotransformacion de las arilaminas. Los substratos de la enzima N-
acetil tranferasas incluyen: aminas aromaticas primarias, hidrazinas, hidrazidas, sulfonamidas y
ciertas aminas alifaticas aromaticas.

Las enzimas que catalizan la acetilacion de las aminas son designadas como acetil CoA:
amina N-acetil transferasas. El cofactor en acetilCo A N-acetil tranferasa es una enzima citoso-
lica de numerosas especies. Se conocen muchas formas de las transferasas. El perro y otras
especies relacionadas son deficientes N-acetil transferasas y son incapaces de acetilar un am-
plio nimero de substratos.

El polimorfismo de la acetilacion ha sido informado en humanos, ratones, conejos, y algunos
monos. El polimorfismo es de origen genético. Es la aparicién simultanea en la poblacion de
genomas que muestran las distintas variantes alélicas de un mismo gen.

Estos individuos han sido clasificados como acetiladores rapidos (heterocigota y homozigota
dominante) y acetiladoreslentos (homozigota recesivos) basados en su capacidad para acetilar
isoniazida (antituberculoso), hidrazina (antihipertensivo), procainimida (antiarritmico), fenelzina
(inibidor de la Monoamino Oxidasa) y fenacetina (analgésico).

Se han identificado varias mutaciones que suponen un fallo en la expresion de la enzima.
Existen grandes variaciones raciales en la distribucion de los fenotipos. El alelo responsable de
la acetilaciéon lenta es maxima en oriente medio, llegando a 90% en algunas poblaciones ara-
bes y minima en esquimales y japoneses (5-10%). Ademas de los dos fenotipos descriptos se
ha demostrado la existencia de un fenotipo con velocidad de acetilacion intermedio.

La Fig. 25 presenta ejemplos de O acetilacion de N-hidroxi-2AF acetoaminofloreno) y ade-

mas sustratos de N acetitlitransferasa NAT1 y NAT1.
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Figura 25: Reaccion de la enzima N-acetiltransferasa en la O-acetilacion del N-hidroxi-2aminofluoreno
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La acetilacion de las arilaminas ocurre en dos pasos secuenciales. Inicialmente el grupo
acetilo de la Acetil CoA es transferido N-acetiltransferasa a la forma acetil- N-acetil transfe-
rasa como un intermediario. El segundo paso es acetilacién del grupo amino de la arilami-
na sustrato con regeneracion de la enzima. La interaccion entre el grupo amino y grupo
acetilo resulta en la formacion de una unién amida. La amida es relativamente estable a
deacetilasas, amidasas. Asi, la produccion de N-acetil conjugado dependera de la veloci-
dad relativa de acetilacion y deacetilacion.

La acetilacién es otro ejemplo de reacciones de conjugacion que enmascara grupos funcio-
nales. Algunos N- acetil derivados son menos solubles en agua que los compuestos originales.
N-acetil derivados de ciertas sulfonamidas has sido informadas que precipitan en el tubulo del

rindn pudiendo resultar en dafio al rifion.

Rodanasa
Reaccion de detoxificaciéon del CNH esta catalizada por una enzima mitocondrial del hi-
gado. El tiosulfato actia como donor de azufre asi el producto de reaccidn tiocianato es

menos téxico que CNH:

CN- + $,0,5 — SCN" + SO’

Conjugacion con aminoacidos

Una importante reaccion de xenobioticos con grupos carboxilicos es la conjugacion con va-
rios aminoacidos. Esta reaccion resulta en la formacion una amida (péptido) entre el acido car-
boxilico del acido y el grupo amino del aminoacido.

Substratos incluyen: acidos organicos, arilacético, acido aril sustituido acrilico.

La reaccién mas comun involucra glicina, conjugacion con glutamina (mas predominante en
humanos y ciertos monos) y conjugacion con ornitina (reptiles y pajaros). La Taurina sirve como
acil aceptor para la conjugacion con acidos biliares.

La reaccion se realiza en dos pasos. El primer paso involucra la activacién del acido a
tioester derivado de coenzima A. La energia de esta reaccion esta como ATP. La enzima
que cataliza esta reaccion ATP dependientes la CoA ligasa. La coenzima A tioester es tran-
ferida al grupo amino del amino acido aceptor. La ligasa de N acyltransferasa es una enzi-
ma soluble, pero es también activa con la matrix de higado y mitocondrias. La conjugacién
con aminoacido es un sistema con alta afinidad y media a baja capacidad. Cuando la dosis
se incrementa el sistema comienza a saturarsey predomina otra forma de eliminar (glucu-
ronizacién). Los amino acidos conjugados son eliminados primariamente por orina. La adi-
cién de aminoacidos a los enddgenos puede facilitar la eliminacién de xenobibticos porque
incrementa su capacidad para interactuar con el sistema anioénico de transporte organico

en el tubulo del rifién
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Figura 26: Conjugacién de acido carboxilico con aminoacidos

Biotransformacién extrahepatica

Los principales tejidos extra hepaticos donde ocurre la biotransformacion, se encuentran in-
volucrados en la absorcion y excrecién de quimicos. Estos tejidos son: pulmén, rifidn, piel y
mucosa gastrointestinal. La velocidad de biotransformacion puede no ser tan rapida como en el
higado y la capacidad total es generalmente baja. El higado es una mezcla de células homo-
géneas con igual capacidad de biotransformacion. En los tejidos extra hepaticos, las enzimas
de la biotransformacién son generalmente concentradas en una o dos células, que correspon-

den a un pequefio porcentaje del total de células en un érgano.

Tabla 2. Principales células de érganos involucradas en la biotransformacion

Organo Células

Higado Hepatocito (células parenquima)

Rifién Células del tabulo proximal (segmento S3)
Pulmoén Células Claras, tipo Il, células nasales
Intestino Mucosa

Piel Células epiteliales

Testiculos Células Serton, tibulos seminiferos
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Biotransformacién por microflora intestinal

Las células microbianas presentan un potencial de biotransformacion semejante al higado.
Mas de 400 bacterias del intestino difieren como resultado de las dietas y dafos que influyen
en la modificacién de los xenobidticos. Las biotransformaciones en el intestino generalmente
producen metabolitos menos solubles en agua y debido al estado anaerdbico del intestino se
producen reacciones de reduccién. Ademas, la presencia de enzimas de conjugacién (beta
glucuronidasa y arilsulfatasa), las modificaciones producidas por el higado hacen que se excre-

ten en la bilis. Tal desconjugacion promueve la recirculacion enterohepatica.

Factores que afectan la velocidad de biotransformacion de Xenobioticos

Factores intrinsecos relacionados al quimico. Un factor que controla la biotransformacién de
compuestos extrafios al organismo es la concentracion del compuesto en el centro activo de la
enzima involucrada en la biotransformacion. La concentracion en el sitio activo depende de
propiedades fisicoquimicas de los compuestos tanto como de la dosis. Entre los factores que
afectan la concentracion intracelular de xenobioticos se encuentra la lipofilicidad del xenobidtico
que controla la absorcién, la dosis, la unién a proteinas, asi como la ruta de administracion.

Un importante factor que controla la solubilidad en agua de compuestos extrafios son los
grupos ionizables en la molécula. Los compuestos que contienen amina, carboxilos, fosfatos,
sulfatos, hidroxil fendlicos y otros compuestos que a pH fisiolégico son generalmente mas solu-
bles en agua y menos facilmente transportados a través de la membrana que, los compuestos
gue no contienen esos grupos.

Si el xenobidtico se encuentra unido a proteinas, la concentraciéon de sustancia en el sitio
activo sera menor. La capacidad de unién resulta de la presencia en la proteina de regiones
hidrofébicas que uniran grupos lipofilicos capaz de formar uniones puente hidrogeno y de tipo
electrostatico. La albumina tiene la capacidad de unir en forma no especifica a xenobiéticos. La
unién resulta en una disminucion en la biotransformacion y produce un efecto definido en el

clearence del xenobidtico por las enzimas de biotransformacion.

Dosis o concentraciéon de exposiciéon

Ciertas enzimas tienen alta afinidad, pero baja capacidad para biotransformar compuestos
xenobidticos. Estos caminos metabdlicos rapidamente se saturan al incrementar la dosis. Asi,
el porcentaje de dosis para biotransformar por este camino puede decrecer.
Sin embargo, una baja capacidad y alta afinidad puede biotransformar un gran porcentaje de la
dosis administrada. El acetominofeno es un excelente ejemplo: a bajas dosis (15 mg/Kg) mas
del 90% de la dosis se excreta como sulfato. Altas dosis (300 mg/Kg) el 43% se excreta como
sulfato, pero también se excreta como glucurénido o mercapturico en orina. Existen una gran

variedad de factores que dependen del huésped, entre ellos mencionaremos:

67



Tabla 3.Variables del huésped que afectan la biotransformacion de xenobiéticos

Variables del huésped que afectan la biotransformacion de xenobioticos

Inhibidores Embarazo

Inductores Estrés

Especie Hipofisectomia

Cepa Adrenalectomia

Edad Tiroidectomia

Sexo Diabetes

Dieta Hepatitis

Ayuno Castracion

Hora del dia Ictericia obstructiva, Cirrosis
Epoca del afio Hepatomas

Cualquier factor que modifique el contenido del P-450, la actividad de la P-450 reductasa o
los niveles de NADPH, tendria efecto sobre la biotransformacién de xenobidticos y por ello
sobre la duracion y la intensidad de sus acciones biolégicas. Como consecuencia de la relativa
baja especificidad, gran cantidad de compuestos pueden competir por los sitios activos y asi
alterar sus respectivas biotransformaciones.

Las diferencias individuales pueden ser muy grandes y facilmente observables en el hom-
bre. Ellas han sido verificadas para el metabolismo de anticoagulantes como la warfarina y el
dicumarol, asi como para farmacos como la fenilbutazona, la antipirina o la difenilhidantoina.
Estas variaciones también se deben a factores cuantitativos.

El sexo es otra variable importante. La rata macho tiene mayor capacidad para la biotrans-
formacion y ello parece deberse a una mayor afinidad a los sustratos por el CYYP-450.

La edad puede tener influencia en la biotransformacioén. El feto humano tiene mas capaci-
dad metabdlica para xenobidticos que el equivalente de los animales, siendo el P-450 un 60-70
% y su P-450 reductasa un 30 % del de los adultos. Existe también un decaimiento en los con-
tenidos de P-450 y P-450 reductasa en la vejez.

El desbalance hormonal influye profundamente sobre la biotransformacién de xenobiéticos.
En animales adrenalectomizados, tiroideclomizados, hipofisectomizados o con diabetes aloxa-
nicacursan con una biotransformaciéon de muchos sustratos enlentecida. También el sexo influ-
ye en el proceso. Las hormonas modulan, ya sea el contenido de P-450 o la actividad de la P-
450 reductasa o la afinidad del P-450 por el sustrato. Ademas, el ritmo circadiano modula los
niveles de corticosterona y ello influye en la biotransformacion durante el dia.

La dieta influye en la biotransformar xenobiéticos; dietas pobres en proteinas y altas en hi-
dratos de carbono y grasa disminuyen el proceso mientras que dietas ricas en proteinas la
aumentan. Enfermedades hepaticas influyen en la biotransformacién. En la ictericia obstructiva

y en los canceres hepaticos, también hay disminucién de esta actividad.
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Distintas especies pueden presentar diferencias en la biotransformacién tanto cualitativas
como cuantitativas. Las cualitativas son principalmente en las reacciones de fase Il mientras
que en los procesos de fase | existen diferencias cuantitativas en particular en el contenido de
P-450 y de P-450 reductasa. Existen también variaciones entre las cepas de una misma espe-
cie. Estas diferencias pueden ser de dos a tres veces en ratas o ratones, mientras que puede

presentarse diferencias de veinte veces en cepas de conejo.

Induccién de las enzimas de biotransformacion

El sistema P-450 resulta ser facilmente inducido. La induccién es una respuesta adaptativa
que protege a las células de los xenobidticos tdxicos al aumentar la actividad de detoxificacion.
Entre los inductores encontramos farmacos (hipnoéticos, sedantes, gases anestésicos, estimu-
lantes del SNC, anticonvulsivantes, tranquilizantes, antipsicéticos, hipoglicémicos, alcaloides,
hormonas, esteroides, etc.), contaminantes ambientales (plaguicidas, herbicidas, hidrocarburos
policiclicos provenientes de procesos de combustion, aditivos alimentarios, etc,).

Los inductores aumentan el contenido de P-450 hepatico y algunos también la actividad de
la P-450 reductasa. Los citocromos CYP1A1, CYP2C9, CYP2E1 y CYP3A4 humanos son indu-
cibles. Aunque en algunos casos la induccion es producida por el aumento en la transcripcion
del gen correspondiente. También se han descriptos mecanismos no transcripcionales. La tro-
leandomicina, por ejemplo, no incrementa la sintesis de CYP3A4 sino que reduce su tasa de
degradacion. La induccién de CYP2E1 por etanol, acetona e isoniazida también es mediada
por mecanismos no transcripcionales. La inducciéon de enzimas metabolizantes puede producir
una reduccion de la toxicidad al facilitar la eliminacion del xenobiético o puede llevar a un au-
mento de la misma al incrementar la formacion de metabolitos reactivos.

El proceso de induccién involucra tanto un aumento de la sintesis como una disminucién de
la degradacion proteica. La proporcion en que cada uno de estos factores participa en la induc-
cion varia con cada compuesto. Estos procesos suelen ir acompafiados de efectos en el turno-
ver del RNA y de los fosfolipidos y a su vez por proliferacién del reticulo endoplasmico liso de
las células epiteliales hepaticas.

La induccién enzimatica y requiere de sintesis de novo. Cientos de quimicos han mostrado
que inducen actividad monooxigenasa y se llaman agentes microsomal inductores. La magni-
tud, duracion del incremento en la actividad monoaminoxidasa es conocida que varia con el
agente inductor y la dosis y el substrato usado para evaluar la actividad de la enzima, la espe-
cie, la cepa, el sexo del animal, la duracion de la exposicion y el tejido en el cual la actividad
enzimatica es medida. Cuando la induccion ocurre en el higado, el proximo efecto es un au-
mento en la excrecién del quimico del cuerpo.

La mayoria de los estudios incluyen al fenobarbital e hidrocarburos aromaticos policiclicos
como inductores. Ellos inducen ciertas actividades de la monoaminoxidasa y producen diferen-

tes efectos morfolégicos y bioquimicos en el higado.
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También pueden ser inducidos otras enzimas microsomales. Las enzimas microsomales
UDP glucuronil transferasa y la epdxido hidrolasa son inducidas por fenobarbital, 3 metilcolan-
treno y compuestos relacionados. Stilbeno oxido, acetilaminofluoreno y ciertos bifenilos policlo-
rados son buenos inductores de epdxido hidrolasa. Antioxidantes como BHT butilhidroxi to-
lueno y BHA son potentes inductores de epdxido hidrolasa en ratones, pero no en ratas.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son efectivos en inducir enzimas extrahepaticas
principalmente en pulmon, rifidn, tracto intestinal y piel.

Entre las enzimas inducibles citosdlicas la Glutation S- transferasa es inducible por metilco-
lantreno, fenobarbital y oxido de stilbeno. La induccién puede ser entre 2 a 3 veces.

BHA es el mas efectivo inductor de transferasa citoplasmatica en ratones y menos efec-

tivo en ratas.

Inhibicién de la biotransformacion de enzimas

Existen inhibidores con alta afinidad por P-450, el mejor conocido es el difenilpropilacetato
de dietilaminoetanol (SKF 525) que ha demostrado un 100% de inhibicidon de varias isoformas
del CYP-450. También existen compuestos como el CCly, la alil-isopropilacetamida y otros que
in vivo destruyen al P-450. Un efecto similar, puede ser logrado con inhibidores de la sintesis
del hemo como el 3-amino-1,2,-4-triazol o el cloruro de cobalto. Es posible disminuir el proceso
global de la hidroxilacion de la P-450 reductasa con sustancias como la cistamina.

La inhibicién del metabolismo ocurre cuando decrece la capacidad de una enzima o sistema
enzimatico de metabolizar compuestos exdgenos. Esto incluye todos los posibles mecanismos
inhibitorios tales como competicion por sitios activos o cofactores de las enzimas, inhibicién del
transporte de componentes en sistemas multienzimatico, disminucién de la biosintesis o incre-
mento en la ruptura de enzimas o cofactores tanto como en cambios alostéricos en la confor-
macién enzimatica aun pérdida de la funcion tejido (necrosis hepatica).

Agentes que afecten la sintesis de proteinas inhiben la biotransformacién de enzimas tanto
como las enzimas necesarias para la produccion de cofactores.

Administracion aguda de cloruro de cobalto, disminuye sintesis de CYP-450 por inhibicion
de sintesis de hemo tanto como su efecto inducible sobre hemo oxigenasa enzima que convier-
te hemoproteina en biliverdina. .

Existen muchas sustancias quimicas que afectan los niveles de cofactores necesarios o es-
pecies conjugadas. Ej.: L metionina S.sulfoxine y butioninasulfoximina inhibe sintesis glutation.
Dietil maleato, glicidol, reduce los niveles de almacenamiento de GSH en tejidos.

La galactosamina inhibe la sintesis de UDP-glucuronido y disminuye los niveles hepaticos de
uridina, mientras que el borneol y la salicilamina conjuga con acido glucuronido. El efecto de es-
tos quimicos puede ser la reduccién en la capacidad formar glucurénido o gutation conjugados.

La inhibicion enzimatica, causada por macrélidos, antifungicos azoles, bloqueadores de los

canales de calcio, farmacos antivirales y el jugo de pomelo, produce una menor actividad de
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CYP3A4, provocando un aumento en los niveles plasmaticos y toxicidad de los medicamentos
metabolizados por este, como por ejemplo, la ciclosporina A.

El CO vy el etilisocianide actuan como ligando del hemo reducido y compiten con el ligando
enddgeno oxigeno. CO es un potente inhibidor de reacciones oxidativas. ElI CO inhibe CYP-450
mediante reaccioén reductiva.

La inhibicién competitiva de dos xenobioticos por la unién por unién al sitio del CYP50 es
bastante frecuente. Esta competicién resulta en una mutua inhibiciéon del metabolismo. El grado
de inhibicion depende de la relativa afinidad de xenobioticos por el sitio de union con drogas
que contienen nitrégeno, tales como imidazoles, piridinas y quinolonas, los cuales no sélo pue-
den unirse al grupo hemo de los CYP, sino a las regiones lipofilicas de la proteina. La quinidina
y la quinina son inhibidores reversibles de la hidroxilacion de la debrisoquina catalizada por la
subfamilia CYP2D. Varios agentes antimalaricos son inhibidores reversibles del CYP, pero no
actian a través de su anillo de quinolona sino por sus grupos amino sustituyentes. Muchas
drogas, incluyendo alquilaminas, antibiéticos macrélidos e hidrazinas, son metabolizados por
enzimas CYP para dar metabolitos que forman complejos estables con el grupo hemo de los
CYP, inactivandolos.

Diferentes formas P-450presentan diferentes sensibilidades a la accién inhibitoria de quimi-
cos. Algunos quimicos actuan como inhibidores suicidas del P-450. Luego que el xenobiotico
activa al CYP-450, el metabolito reactivo se une covalentemente al N pirrol del grupo hemo y
produce la destruccion del hemo y pérdida de la actividad CYP-450. Varios halégenos alcanos
(CCly), alquenos (cloruro de vinilo), el secobarbital inhiben reacciones catalizadas por CYP-450.

In vivo la evaluacion resulta mas complicada. Muchos quimicos producen multiples efectos, ta-
les como inhibicion de reacciones de fase | y Il. La inhibicién puede ser mas pronunciada en al-

gunas isoenzimas P-450 y variar en animales tratados con inductores respecto a los controles.
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CAPITULO 3
Toxicidad no-6rgano especifico
Autores: Leda Giannuzzi, Daniela Sedan y Cristian Oliver

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

En este capitulo se estudiara los diferentes mecanismos de toxicidad. Toxicidad y dafo ce-
lular y tisular. Apoptosis, y necrosis. Metabolitos reactivos. Interacciones con macromoléculas.

Estrés oxidativo. Formacién de radicales libres y Toxicologia del desarrollo.

Mecanismos de toxicidad

La Toxicologia ha dejado de ser descriptiva para convertirse en mecanicista; trata de encon-
trar los mecanismos bioquimicos que expliquen la reaccion entre un xenobidtico y las biomolé-
culas y el posterior proceso fisiopatoldgico. Luego de realizar los ensayos en animales es ne-
cesario interpretarlos. Existen gran cantidad de vias que pueden conducir al efecto toxico. La
interaccién entre el toxico y el lugar de accion produce como resultado una disfuncion que se
manifiesta en el efecto toxico. A veces el toxico no interactia con el blanco especifico sino que
influye de manera desfavorable en el medio biolégico produciendo la disfuncién molecular,
celular u organica celular que produce los efectos toxicos. El proceso de toxicidad mas comple-
jo consta de varios pasos. En el primero paso, el toxico se distribuye hasta el lugar de accién
(primer paso) donde interactia con la molécula blanco endégena (paso 2) la cual altera ya sea
la estructura o la funcién o ambas (paso 3). Esta alteracion dispara los mecanismos molecula-
res, celulares y tisulares de reparacion (cuarto paso). Cuando las alteraciones generadas por el

toxico superan los mecanismos de reparacion o cuando la reparacion es incorrecta (Figura 1).

Primer paso: el toxico final

La interaccion entre el toxico y la molécula diana provoca alteraciones estructurales o fun-
cionales que dan origen a la respuesta toxica. La absorcion, distribucion hasta el lugar de ac-
cion, la reabsorcién y la activaciéon metabdlica favorece la acumulaciéon del xenobidtico en el
lugar de accion. A estos procesos se contraponen la distribucion hacia otros lugares diferentes

del sitio de accion, la excrecién y la inactivacién los cuales dificultan la acumulacion en la molé-
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cula diana. El toxico final es el resultado de todos estos procesos. Si la inactivaciéon no ocurre
eficientemente y si el tdxico fue biotransformado en el tdxico final, ocurrira la interaccion entre
el toxico final y la molécula diana.

Atributos del
blanco:

* Reactividad

* Accesibilidad
* Funcion critica

4!

Resultados:

3 . Disfuncion
* Destruccién
* Formacion de
neoantigeno

2

Tipos de reacciones:
* Uniones no covalentes

* Uniones covalentes
* Extraccionde H

= Transferenciade e-
* Reaccion enzimatica

Figura 1: Posibles etapas del proceso de toxicidad luego de la expasicion a un xenobidtico

-Apsqrclé_n + Transformaciones
*Distribucion *Inactivos
*Excrecion *Activos
*Bioactivacion

/

Interacciones con los componentes celulares
Proteinas, lipidos, acidos nucleidos

ESTRUCTURA | .° FUNCION

DIVERSOS MECANISMOS

Figura 2: Proceso de administracién de un xenobiético en el primer paso del desarrollo de toxicidad
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Segundo paso: interaccion entre el toxico final y la molécula diana

Producto de la interaccidn, se generan una serie de procesos bioquimicos secundarios que
dan lugar a un dafio o disfuncién que se evidencia en la célula, las organelas, los tejidos, 6rga-
nos o en el organismo entero. Las moléculas blanco mas importantes toxicoldgica son los aci-
dos nucleidos (ADN, ARN), las proteinas y las membranas.

La interaccion entre el toxico y la molécula blanco puede ocurrir mediante diferentes tipos de
union. Estos pueden ser enlaces covalentes, no covalente, reacciones de sustraccion de hidré-
geno, transferencia de electrones y reacciones enzimaticas.

Las uniones covalentes son irreversibles y altera la molécula endégena de manera perma-
nente. Las sustancias electrofilicas suelen formar enlace covalente con las moléculas endége-
nas mediante la formacién de un aducto covalente. Se produce un ataque electrofilico por parte
del xenobidtico sobre los centros nucleofilicos de las macromoléculas como las proteinas, aci-
dos nucleidos. Los radicales libres neutros como el hidroxilo, el diéxido de nitrégeno vy el triclo-
roetileno también reaccionan con unién covalente con estas moléculas.

Las uniones no covalentes son reacciones de puente hidrogeno o i6nicas asi como o in-
teracciones apolares que ocurren sobre los receptores de membrana, o intramoleculares.
También en los canales iénicos y algunas enzimas. Estas uniones son reversibles con baja
energia de enlace.

Las reacciones de sustraccion de hidrogeno ocurre entre los radicales neutros que sus-
traen facilmente atomos de hidrogeno de compuestos endégenos y los convierten en radi-
cales. Los radicales también extraen atomos de hidrogeno de grupos etilo de residuos de
aminoacidos y de las proteinas convirtiéndolos en carboxilos que pueden formar puentes
con ADN y otras proteinas.

Transferencia de electrones: los xenobidticos pueden intercambiar electrones en los proce-
sos de oxidacion o reduccidon que pueden conducir a sustancias toxicas. La oxidacion de la
hemoglobina a metahemoblobina por el nitrito es un ejemplo de esto.

Reacciones enzimaticas: pocas toxinas actuan enzimaticamente sobre proteinas. La to-
xina diftérica bloquea el factor de elongacién en la sintesis proteica, la toxina del cdélera
activa la proteina G.

Los efectos de toxicos sobre las moléculas dianas pueden ser diversos nombraremos los
mas relevantes.

Disfuncion de la molécula blanco. Esto ocurre cuando el xenobidtico activa algunas proteinas
imitando al ligando enddgeno. También pueden actuar inhibiendo a la molécula diana por bloqueo
del receptor, del neurotransmisor, de canales i6nicos o enzimas. Algunas sustancias téxicas activan
la molécula objetivo, imitando ligandos endégenos. Por ejemplo, la morfina activa los receptores
opioides, el clofibrato es un agonista en el receptor activado por el proliferador de peroxisoma y los
ésteres de forbol y el plomo estimulan la proteina quinasa C. Mas comunmente, los productos qui-
micos inhiben la funcién del objetivo molecular. Varios xenobidticos, como atropina, curare blo-

quean el receptor de neurotransmisores. La estricnina se une a sitios de unién al ligando o interfi-
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riendo con la funcién de los canales idnicos. La tetrodotoxina y la saxitoxina, inhiben la apertura de
los canales de sodio activados por voltaje en la membrana neuronal, mientras. que el DDT vy los

insecticidas piretroides inhiben su cierre.

Tabla 1: Ejemplos de sustancias electrofilicas y nucleofilicas

Electrofilos Débiles Nucleofilos
Carbono en dobles enlaces A Azufre en tioles (por ejemplo,
(quinonas, cetonas «, - residuos de cisteinil en proteinas
insaturadas) y glutation)

Carbono en epoxidos, lactonas
de anillo tenso, Azufre en metionina
haluros de arilo

Nitrdgeno en grupos aming
lones de aril carbonium primarios y secundarios

de proteinas

iones nitronio Nitrdgeno en
lones carbonio de bencilicos grupos amino en bases de

purina en acidos nucleidos

2 Oxigeno de purinas y pirimidinas

lones de alquil carbonio en acidos nucleidos. Oxigeno

Fuertes
fosfato duro en acidos nucleidos

Algunos téxicos bloquean los transportadores de iones, otros inhiben el transporte de elec-
trones en las mitocondrias y otros inhiben enzimas. Otros xenobioticos se unen a la tubulina
(por ejemplo, vinblastina, colchicina, paclitaxel, el arsénico trivalente) o actina (p. ej., citocalasi-
na B, faloidina) y afectan al ensamblaje (polimerizacion) y/o desmontaje (despolimerizacion) de
estas proteinas del citoesqueleto. Por ello, la funcién de la proteina se deteriora cuando la con-
formacién o estructura se altera por la interaccién con el téxico.

Los xenobiodticos pueden modificar fracciones criticas (especialmente grupos tiol, que son
esenciales para la actividad catalitica o el ensamblaje a macromoléculas complejas) de algunas
proteinas que son esenciales para la actividad biolégica y dar lugar a una transduccién abe-
rrante de la sefial y deterioro de la homeostasis energética y metabdlica de la célula.

También pueden dafiar el DNA produciendo una replicacion errada. Los xenobibdticos
pueden alterar la estructura primaria de las moléculas endégenas mediante la formacién de
puentes y fragmentacion. Los puentes producen modificaciones que pueden afectar la es-
tructura y el funcionamiento de las moléculas que unen. Las moléculas blanco son suscep-
tibles al ataque de xenobidticos como los radicales peroxiclorometilo y el radical oxidrilo

que desencadena la peroxidacion de lipidos mediante la sustraccion de electrones de los
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dobles enlace de los acidos grasos destruyendo los lipidos de membranas celulares gene-
rando ademas radicales libres y compuestos electrofilicos que atacan al DNA.

Otra accion que puede ocurrir es la interaccion entre el xenobidtico y proteinas que puede
provocar la formacién de nuevos antigenos. El diclorobenceno, la penicilina, el niquel, se unen
a las proteinas de manera espontanea y adquieren reactividad, otras lo hacen luego del proce-
so de autoxidacién o biotransformacion enzimatica.

Algunos xenobidticos alteran el micro ambiente bioldgico y generan una respuesta toxica.
Entre estos encontramos sustancias quimicas que alteran la concentracién de hidrogeno, sol-
ventes y detergentes que alteran la composicion fisico quimica de la fase lipidica de las mem-

branas y destruyen los gradientes en las membranas.

Tercer paso, alteracion de la funcién celular

Las caracteristicas de la disfunciéon celular primaria causada por téxicos depende de la fun-
cion diana afectada. Si la molécula dafiada interviene en la regulacion celular (sefializacion),
podra ser alterada la funcion genética, la funcion celular o ambas funciones. Si la molécula
blanco forma parte de un proceso que involucra la conservacion del medio interno de la célula
la alteracion de la funcién puede ser letal para la célula. La reaccion de xenobiéticos con molé-
culas diana que desempenan funciones externas influird en el funcionamiento de otras células
y de los sistemas organicos que lo integra.

Los toxicos pueden causar un dafio en la regulacién celular. Las células estan reguladas por
moléculas de sefializacion que activan receptores celulares especificos unidos a transductores
de sefiales que las envian a las zonas reguladoras de los genes, proteinas funcionales o am-
bos. La activacion de los receptores puede alterar la expresion de los genes y modificar algu-
nas proteinas de la fosforolizacion o ambas.

Una desregulacion de la expresion génica puede ocurrir en elementos que son directamente
responsables de transcripcion o en la via de la transduccién de sefal intracelular, es decir, en

la sintesis, almacenamiento o liberacion de moléculas de senalizacion celular.

Desregulacion de transcripcion

La transcripcion de informacion genética desde el ADN al ARNm se controla por la interac-
cion entre factores de transcripcion (FT) y la regidn reguladora o promotora de genes. El xeno-
bidtico, al unirse a secuencias de nucleétidos en esta region, activa los FT que facilitan la for-
macién del complejo de preiniciacién, promoviendo la transcripcion del gen adyacente. Los
xenobidticos pueden interactuar con el FT (u otros componentes del complejo de preiniciacion)

y con la region promotora del gen.
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LA MOLECULA BLANCO
COMO DETERMINANTE
DEL EFECTO

EL EFECTO

Desregulacionde la
/’9 expresion de genes

Regulacidn
celular

(sefializacidn)

4

/9

Roldela
molécula
blanco

In

apropiado:
Division celular — neoplasia, teratogénesis
Apoptosis = involucion celular, teratogénesis
Sintesis de proteinas — ej. Proliferacion de peroxisomas

Desregulacionde la
funcion celular en curso

[

Mantenimientointerno

H

P
Ej. Inapropiada actividad neuromuscular

+  Temblor, espasmos, convulsiones, arritmia cardiaca
Narcosis, paralisis, parestesia

—

Dafio:

deteriorado

\s

; 7
/'9[ I Sintesis de ATP
: * Regulacion de Ca*?
Manteni- :
| miento celular| :

: . . Lesion/muerte
Sintesis de proteina /
Figura 3: Tercer paso en el proceso de toxicidad

celular

Funcion microtubular |

* Funcionamiento de membrana_s_)

N

Funcién deteriorada de todo el sistema
* Ej. Hemostasia = sangrado

Mantenimiento externo
deteriorado

Desregulacion de la transcripcion por productos quimicos que actua a través de factores
de transcripcion activados por ligando

Muchos xenobidticos, como las hormonas (por ejemplo esteroides, hormonas tiroideas) y vi-
taminas (retinoides y vitamina D), influyen en la expresion de genes al unirse a los FT y los
activan. Los xenobiéticos pueden también imitar a los ligandos naturales. Por ejemplo, los éste-
res de ftalatos sustituyen a los acidos grasos poliinsaturados como ligandos del receptor proli-
ferador de peroxisomas (PPAR ) y xenoestrogenos como el dietilestilbestrol, DDT, metoxicloro
sustituyen al estradiol.

Muchos compuestos naturales o xenobibticos al administrarse en dosis extremas o en pe-

riodos criticos durante la ontogénica influyen en la expresién génica.

Desregulacion de la traduccion de senales

Las moléculas extracelulares de sefializacion como los factores de crecimiento, las citocinas, las
hormonas y los neurotransmisores pueden también activar los FT a través de los receptores de
superficie celular y de los circuitos intracelulares de transduccion de sefales. Puede ocurrir que los
transductores de sefiales se activen mediante la fosforilacion catalizada por la proteina quinasa y se
inactivan mediante la desfosforilacion llevada a cabo por la proteina fosfatasa. Los xenobidticos
pueden causar una transduccion aberrante de la sefial mediante una alteracion de la fosforilacion
de las proteinas. Pueden interrumpir la interaccion normal proteina- proteina formando interaccio-
nes anormales o alterando la sintesis o la degradacion de las proteinas de degradacién de las pro-
teinas de sefalizacion. Estas interacciones influyen en la progresion del ciclo celular. Puede ocurrir
que los xenobidticos faciliten la fosforilacion de los tranductores de sefiales y promover la mitosis y
la formacién de tumores. Los esteres del forbol y la fumoricina activan la proteina quinasa C (PKC)

debido a su similitud con el diacilglicerol (DAG) que es activador fisioldgico de PKC. El plomo imita a
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otro activador fisiolégico de la PKC, el calcio, que pone en marcha una cascada de sefiales de qui-
nasas que estimulan la sefializacién mitégena y permite la uniéon de factores de transcripcion al
DNA. También la fosforilacién aberrante de proteina puede disminuir la desfosforilacion que llevan a
cabo las fosfatasas. La inhibicion de fosfatasas parece ser el mecanismo fundamental del efecto
mitégeno de varias sustancias quimicas involucradas en el stress oxidativo y la radiacion UV. La
protein fosfatasa A (PP2A) elimina un fosfato activador de una protein quinasa que desencadena la
mitosis. Existen otras fosfatasas de unién que son inhibidoras y mantienen bajo control la transmi-

sién de sefales y pueden ser alteradas.

Regulaciéon anémala de las células eléctricamente excitables

Las neuronas, los miocitos, las células del musculo esquelético, cardiaco y liso, son células
excitables y pueden ser afectadas por xenobidticos. La liberacién de neurotransmisores (NT) y
la contraccién muscular esté regulada por transmisores y moduladores que sintetizan y liberan
las neuronas. En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos de xenobioticos que interfieren en
estos mecanismos. La perturbacién de la actividad celular puede deberse a alteraciones en 1)
la concentracién del NT, 2) la funcion del receptor, 3) la transduccion de sefiales intracelular y
4) procesos de finalizacion de la sefal.

Alteracion de la concentracion del NT
Los xenobidticos pueden modificar la concentracién del NT en la sinapsis al interferir en su

sintesis, almacenamiento y liberacion.

Interaccién entre el xenobiético y el Receptor del NT

Muchos xenobidticos interactian con el receptor el los NT y actian como agonistas los que se
unen al receptor e imitan al ligando natural, 1) antagonistas, se unen al receptor en el sitio del ligando
natural sin activar al receptor, 2) activadores, 3) inhibidores se unen a la zona del receptor no involu-
crada en la union al ligando natural. Los agonistas y los activadores reproducen la respuesta mientras

que los antagonistas y los inhibidores bloquean las respuestas fisioldgicas de los ligandos naturales.

Interaccion entre el xenobiético y la transduccion de seiales

Muchos xenobidticos alteran la actividad neuronal o muscular mediante su accién sobre la
traduccion de las sefales. Los canales de Na dependiente del voltaje aumentan las sefales
excitatorias generadas por los canales catiénicos los que son activados o inhibidos segun di-

versos xenobidticos (Tabla 2).
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Tabla 2: Sustancias que actian sobre los neurotransmisores y alteraciéon

de la regulacion de las células

Receptor/iCanaliBomba A gonistas/activador Antagonistasfinhibidores
Nivel Localizacion Sustancia Efecto Sustancia Efecto
) o . Fibrilacion muscular o
Musculo esquelético Nicotina, anatoxina o Paralisis muscular
luego paralisis
Tubocurarina
Receptor a Bungarotoxina
Nicotinico « Cobrotoxina
Acetilcolina Ind. Toxina botulinica
Neuronas Activacion neuronal Ph. anestésicos Inhibicion muscular
Disrninucian de la
Receptor

muscarinico de

Musculo cardiaco

Ind: inhibidores de ChE

frecuenciay

Atropina, farmacos

Aumento de la

o contractibilidad pseudotropinicos frecuencia cardiaca
Acetilcolina _
cardiaca
Receptor Espasmos musculo
Muscarinico Musculo liso Ind: inhibidores de ChE liso, salivacion, Atropina, Relajacion musculo
Acetilcolina lagrimeo Farmacos pseudo liso=> paralisis
Atropinicos intestinal,
Rer.‘eptor —_— _ Activacion Anlidepresivus disminucion
otremonina e . .
Muscarinico Neuronas del SNC - neuronal= triciclicos salivacion
o Ind: Inhibidores de ChE B
Acetilcolina convulsion
. Vasoconstriccion Efectos antidotos
) Alcaloides ) ) ) o
Receptor SHT Musculo liso . isquemia=» ketanserina de intoxicacion por
ergotaminicos ) ) N
hipertension arterial ergotaminicos
Adrenalina, )
. . e Efectos antidotos
Moradrenalina, cocaina, | Vasoconstriccion ) o
Receptor « ) . i i . . X de intoxicacion por
: Musculo liso, muscular tiramina, anfetamina, isquermnia=> prozosina s
adrenérgico . ) ) - agonistas receptor
antidepresivos hipertension arterial
2 e o
triciclicos
Adrenalina, .
) ) Aumento de la Efectos antidotos
Noradrenalina, cocaina, % s s
Receptor B ) ) ) . excitabilidad yla de intoxicacion por
) Musculo cardiaco tiramina, anfetamina, o Atenolol, metropropol )
adrenérgico s : contractibilidad agonistas receptor
antidepresivos )
o cardiaca B
triciclicos

Receptor de
glutamato

Neuronas SNC

M metil aspartato
Cainato, donoato
Quisqualato
Ind: hipoxia, HCN

Liberacion Glutamato

Activacion neuronal
= convulsiones

excitotoxicidad

Fenciclidina
Ketamina
Anestésicos
generales

Inhibicién neuronal,
anestesia
Proteccion contra
la excitotoxidad
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Inhibicion

Sedantes, barbitdricos, ) Picrotoxina, Activacion
neuronal= sedacion
Benzodiacepinas, . insecticidas neuronal=
Receptor GABA | Neuronas del SNC o anestesia general, - i
Anestesicos, alcohol B ciclodienos, lindano. ternblores,
comna depresion de ¢ B s .
(etanol) ) Ind: isoniazida convulsiones
centros vitales
- o ) Desinhibicion de las
Receptor de Neuronal SNC, . Inhibicion de Estricnina Ind: toxina
Ty Anestésicos generales neuronas motoras—=>
Glicina moto neuronas neuronas motoras tetanica ) )
convulsion tetanica
Inhibicion
neuronal= .
Neuronas del SNC ; Efectos antidotos de
) ) anestesia, depresion o
Receptor opiaceo ¥ Neuronas Morfinay analogos _ ) MNaloxona la intoxicacidn por
: respiratoria, :
viscerales % = . opiaceos
retencion urinaria,
estrefiimiento
Aconitina, toxinas de
Tetradotoxinasaxitoxin Inhibicion

Canal d2 Na* escorpion, Activacion ) o
Neuronas, células ) a, anestesicos neuronal=> parélisis
dependiente del Batracotoxina, neuronal = - ; -
) musculares ) ) ) locales, fenitoina, anestésica, accion
voltaje Ciguatoxina, DDT, convulsion S ) )
; qguinidina anticonvulsiva
piretroides
Canal Ca*? : Activacion neuronal ;
Neuronas, células Atrotoxina ? ) Inhibicion
dependiente del y muscular, lesion Pb

musculares

Latrotoxina ?

neuronal=? paralisis

voltaje celular
Activacion neuronal
Canal de K*
Meuronas, celulas Ba, apanina (veneno y muscular=»
activado por Phb*2 Inhibicién neuronal _
musculares de abeja) Espasmos,

voltaje

convulsiones

Ind: accién indirecta, es decir alterando el neurotransmisor; ChE: colinesterasa

Deterioro del mantenimiento del medio celular interno:
mecanismos de muerte celular por toxicos

Para sobrevivir las células deben 1) sintetizar moléculas endégenas 2) agrupar complejos

macromoleculares 3) mantener el medio interno 4) producir energia para actual.

Las sustancias que alteran estas funciones ponen en peligro la vida de la célula. Se cono-

cen tres alteraciones bioquimicas criticas que provocan la muerte de la célula que son: la dis-

minucion de ATP, el aumento del ion calcio y la hiper- produccién de especies oxigeno reacti-

vas (ROS) y especies nitrogeno reactivas (NOS).

Disminucion de ATP

Son muchas e importantes las funciones que cumple el ATP en la célula. Es la fuente prin-

cipal de energia. Se utiliza ATP en numerosas reacciones bioquimicas y se incorpora a los

cofactores y a los acidos nucleidos. Es utilizado en la contraccidén muscular, para polimeriza-
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cion del cito esqueleto, el mantenimiento de la motilidad celular, la divisiéon celular, el transporte
vesicular y la morfologia de las células. También el ATP impulsa los trasportadores idnicos que
conservan las condiciones esenciales para las diversas funciones celulares.

El ATP se forma en la mitocondria mediante la fosforilacion oxidativa en un proceso de va-
rios pasos, cada uno de los cuales puede ser inhibido por la accion de diversos xenobiéticos

como se presenta a continuacion:

1. Inhibidores de la entrega de hidrégeno a la cadena de transporte de electrones que actua
sobre /como
1.1.Glicolisis (critica en neuronas): hipoglucemia; yodoacetato y NO* en GAPDH (gliceral-
dehido 3 fosfato deshidrogenasa)
1.2. Gluconeogenesis (critica en células tubulares renales): consumidores de coenzima
1.3. Oxidacion de acidos grasos (critica en el musculo cardiaco): hipoglicina, acido 4-pentenoico
1.4. Piruvato deshidrogenasa: arsenito, DCVC (diclorovinil cisteina), p-benzoquinona
1.5. Ciclo de citrato
1.5.1. Aconitasa: fluoroacetato, ONOO-
1.5.2. Isocitrato deshidrogenasa: DCVC
1.5.3. Succinato deshidrogenasa: malonato, DCVC, PCBD-cys, 2-bromohidroquinona,
acido 3-nitropropionico, cis-crotonalide, fungicidas
1.6. Agotadores de TPP (inhiben Piruvato Deshidrogenasay -cetoglutarato deshidrogena-
sa KGDH): etanol
1. 7. Consumidores de coenzima A: 4- (dimetilamino) fenol, p-benzoquinona
1. 8. Consumidores de NADH
1.8.1. Activadores de poli (ADP-ribosa) polimerasa: agentes que causan dafio en el ADN
(por ejemplo, metil nitroso guanidina, peroxido de hidrogeno, ONOO-)
2. Inhibidores del transporte de electrones que actian sobre / como
2.1. Inhibidores de complejos de transporte de electrones
2.1.1. NADH-coenzima Q reductasa (complejo I): rotenona, amital, paraquat
2.1.2. Citocrome Q-citocrome c reductasa (complejo Ill): antimicina-A, mixotiazol
2.1.3. Citocromo oxidasa (complejo IV): cianuro, sulfuro de hidréogeno, azida, formiato,
NO, fosfina (PH3).
2.1.4. Inhibidores multiples: dinitroanilina y herbicidas difeniléter, ONOO.
2.1.5. Aceptores de electrones: CCI4, doxorrubicina, menadiona.
3. Inhibidores del suministro de oxigeno a la cadena de transporte de electrones.
3.1. Productos quimicos que causan paralisis respiratoria: depresores del sistema nervioso
central (por ejemplo, opiaceos), convulsivos.
3.2. Productos quimicos que alteran el intercambio gaseoso pulmonar: CO,, "irritantes pul-
monares profundos" (NO,, fosgeno, perfluoroisobuteno).
3.3. Productos quimicos que inhiben la oxigenaciéon de Hb: monéxido de carbono, sustan-

cias quimicas que forman metahemoglobina.
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3. 4. Productos quimicos causantes de isquemia: alcaloides ergot, cocaina.
4. Inhibidores de la fosforilacién de ADP.
4.1. ATP sintasa: oligomicina, citoxina, DDT, clordecona
4.2. Translocador de nucledtidos de adenina: atractilésido, DDT, acidos grasos libres, liso-
fosfolipidos.
4.3. Transportador de fosfato: N-etilmaleimida, mersalil, p-benzoquinona.
4.4. Productos quimicos que disipan el potencial de la membrana mitocondrial (desacopladores).
4.4.1. Cationdforos: herbicidas de pentaclorofenol, dinitrofenol, benzonitrilo, tiadiazol, sa-
licilato, farmacos catiénicos, anfifilicos (amiodarona, perhexilina), valinomicina, grami-
cidina, calcimicina
4.1.2. Productos quimicos que permeabilizan la membrana interna mitocondrial: penta-
cloro butadieniel- cys, clordecona.
5. Productos quimicos que causan dafio en el ADN mitocondrial y/o alteracién de la transcrip-
cién de proteinas mitocondriales claves.
5.1. Medicamentos antivirales: zidovudina, zalcitabina, didanosina, fialuridina.
5.2. Cloranfenicol (cuando se sobredosifica).

5.3. Etanol (cuando se consume crénicamente).

Aumento del ion calcio dentro de la célula

Existe una diferencia de 10,000 veces entre la concentracion de Ca®* extracelular y la ci-
tosdlica la cual se mantiene por la impermeabilidad de la membrana plasmatica a ca” y por los
mecanismos de transporte que eliminan el Ca®" del citoplasma.

Resulta importante mantener la impermeabilidad de la membrana plasmatica a los iones
calcio asi como los mecanismos de transportes que extraen calcio a efectos de mantener la
regulacion y mantenimiento de los niveles del ion. El calcio es bombeado afuera del citoplasma
a través de la membrana plasmatica y ademas quedar retenido en el reticulo endoplasmatico y
en las mitocondrias (Figura 4).

Existen sustancias toxicas que aumentan los niveles de calcio porque facilitan la entrada
de calcio o inhiben la salida. La apertura de los canales de calcio y la alteracion de la
membrana plasmatica hace que el calcio se desplace hacia el exterior en contra de un gra-
diente desde el liquido extracelular al citoplasma. Otros téxicos pueden causar la fuga del
calcio del reticulo endoplasmatico o de la mitocondrias y aumentar la concentracién intra-
celular. También pueden ser inhibidos los transportadores o el consumo de fuerza impulso-
ra. Un aumento de calcio intracelular es nocivo para la célula porque puede dar lugar a 1)
agotamiento de las reservas energéticas secundario a la inhibicién de ATPasa que partici-
pa en la fosforilacion oxidativa 2) disfuncién de los microfilamentos 3) activacion de enzi-
mas hidroliticas 4) formaciéon de ROS NOS.

Hay al menos tres mecanismos por los cuales las concentraciones elevadas y sostenidas

en Ca®" intracelular influyen desfavorablemente equilibrio de la energia celular.
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e Primero, las altas concentraciones citoplasmicas de ca* provocan un aumento
de la captacion mitocondrial de ca?* por parte del transportador de difusion faci-
litada de Ca®* que utiliza como fuerza impulsora el potencial de membrana nega-
tivo del interior mitocondrial. En consecuencia, la captaciéon mitocondrial de ca®*
disipa el potencial de membrana y se inhibe la sintesis de ATP. Ademas, los
productos quimicos que oxidan el NADH mitocondrial activan un transportador
que extrae Ca?* desde la matriz. La consiguiente incorporacién y exportacion
continua de Ca* (Ca2+ ciclismo") por las mitocondrias compromete ain mas la
fosforilacion oxidativa.

e En segundo lugar, el Ca®* también puede alterar la sintesis de ATP causando dafio
oxidativo a la membrana interna por mecanismos.

e En tercer lugar, un aumento sostenido de Ca”" citoplasmico no solo perjudica la sin-
tesis de ATP, también aumenta el consumo de ATP por la Ca®- ATPasa que conti-
nua trabajando para eliminar el exceso de ca”.

Un segundo mecanismo por el cual un aumento descontrolado de Ca” en el citoplasma
causa lesion celular es la disociacion microfilamental. Los filamentos de actina mantienen la
morfologia celular mediante la unién de los filamentos a proteinas de unién de actina en la
membrana plasmatica.

Un aumento de Ca** citoplasmico provoca la disociacién de los filamentos de actina, -
actinina y fodrina, dos proteinas que promueven el anclaje del filamento a la membrana plas-
matica. Esto representa un mecanismo que conduce a la formacion de ampollas en la membra-
na plasmatica, una condicién que predispone la membrana a la ruptura.

Un tercer evento por el cual las altas concentraciones de Ca®* son perjudiciales para las cé-
lulas es la activacion de las enzimas hidroliticas que degradan las proteinas, fosfolipidos y aci-
dos nucleidos. Muchas proteinas de membrana son el objetivo de proteasas neutras activadas
con Ca** o calpainas. La hidrdlisis mediada por calpaina de las proteinas de unién a actina
también puede causar formacién de ampollas en la membrana. La activacién indiscriminada de
fosfolipasas por Ca®" causa la ruptura de la membrana en forma directa o por la formacion de
detergentes. La activacion de endonucleasa dependientes de ca® y Mg2+ causa la fragmenta-
cion de la cromatina.

Niveles elevados de Ca®* puede bloquear la topoisomerasa Il en una forma que escinde al
DNA. En resumen, la hipercalcemia intracelular se activa por varios procesos que interfieren

con la capacidad de las células para mantener su integridad estructural y funcional.
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3Na*

[Ca*?]=1000pM
[Ca*?]=0,1 uM

Figura 4: Mecanismos para la eliminacién de Ca®' del citoplasma: 1) El bombeo mediado por ca*-
ATPasa hacia el espacio extracelular, 2) incorporacion al reticulo endoplasmico (ER) impulsado por
un gradiente iénico, 3) expulsar al espacio extracelular por el intercambiador de Ca®'/Na" y 4) ingreso
a las mitocondrias (M, por un transportador de Caz+).

Sustancias que inducen la entrada de Ca®* en el citoplasma

1.

2.

A través de canales activados por ligando en neuronas:
1.1. Agonistas del receptor de glutamato ("excitotoxinas"): glutamato, kainato, domoato
1.2. Agonistas de receptores de capsaicina: resiniferatoxina

A través de canales de voltaje activado: maitotoxin (?), HO ¢

3. A través de "poros recién formados": maitotoxina, anfotericina B, clordecona, metilmercu-

rio, alquilatinas

. A través de la membrana celular alterada:

4.1. Detergentes: detergentes exdgenos, lisofosfolipidos, acidos grasos libres.

4.2. Enzimas hidroliticas: fosfolipasas en venenos de serpiente, fosfolipasa A2 enddgena.
4.3. Peroxidantes de lipidos: tetracloruro de carbono.

4.4. Toxinas citoesqueléticas (al inducir la formacién de ampollas en la membrana): cito-

calasinas, faloidina.

. Desde las mitocondrias:

5.1. Oxidantes de NADH mitocondrial: alloxan, t-BHP, NAPBQI, divicina, hidroperéxidos
de acidos grasos, menadiona,
5.2. Otros: 6xido de fenilarsina, gliotoxina, * NO, ONOO-

. Desde el reticulo endoplasmico:

6.1. Activadores del receptor IP3: y -HCH (lindan), IP3 formado durante la "excitotoxicidad"

6.2. Activadores del receptor de Ryanodine: -HCH

84



Sustancias quimicas que inhiben la exportacion de ca* del citoplasma

(inhibidores de Ca**-ATPasa en la membrana celular y/o reticulo endoplasmico)

1. Aglutinantes covalentes: acetaminofeno, bromobenceno, CCl,, cloroformo, 1,2 dicloroetileno

2. Oxidantes tiol: cistamina (formacion de disulfuro mixto), diamida, t-BHP, O «

2 y generadores HOOH (por ejemplo, menadiona, diquat)
3. Otros: vanadate, Cd**

4. Productos quimicos que alteran la sintesis de ATP mitocondrial

Hiperproducciéon de ROS y NOS

Muchos xenobioéticos como los metales de transicion pueden formar ROS y NOS. La hiper-

calemia intracelular puede causar la hiperproduccién de ROS y NOS debido a que el calcio

ayuda a generar una o0 ambas especies mediante la activacion de las deshidrogenasas del ciclo

del acido citrico y de la sintasa de NO.

La interaccion entre los trastornos metabdlicos anuncia un desastre celular. Los principales

procesos bioquimicos descriptos anteriormente pueden interactuar entre si y aumentarse de

diversas formas:

1.

Al agotarse las reservas de ATP priva de energia a las bombas de calcio de la mem-
brana plasmatica produciendo la elevacion de los niveles de calcio en el citoplasma. El
flujo de calcio hacia el citoplasma hace que el potencial de membrana de la mitocondria
disminuya e impide la accion de la ATP sintasa.

La hipercalcemia intracelular facilita la formacion de ROS y NOS, inactivan oxidativa-
mente la bomba Ca**, mediante oxidacion que a su vez, agrava la hipercalcemia.

Los ROS y NOS también pueden agotar las reservas de ATP. El radical NO-« es un inhibi-
dor reversible de la citocromo oxidasa, el catién NO™ (nitrosonio) inactiva gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, alterando la glucdlisis, mientras que el radical ONOQO irreversible-
mente la cadena respiratoria. Por lo tanto, NO» y ONOO' inhiben sintesis celular de ATP.
Ademas, ONOO™ puede inducir roturas monocatenarias de ADN, que activan la polime-
rasa (PARP). Como parte de la estrategia de reparacion, la PARP activada transfiere
numerosos fragmentos de ADP-ribosa desde el NAD+ a proteinas nucleares y a la pro-
pia PARP. El consumo de NAD" compromete severamente la sintesis de ATP mientras
que la re-sintesis de NAD" consume ATP, una de las consecuencias de la alteracién al

dano del ADN por ONOOQO  es el déficit de energia celular.

Transiciéon de permeabilidad mitocondrial (MPT)
y el peor resultado: Necrosis

La captacién mitocondrial de Ca”, la disminucion del potencial de membrana mitocondrial,

la formacion de ROS y NOS, el agotamiento del ATP y las consecuencias de los trastornos

metabdlicos primarios (p. €j., acumulacion de compuestos inorganicos fosfato, acidos grasos
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libres y lisofosfatidos) son factores que causan un aumento abrupto en la permeabilidad de la
membrana interna mitocondrial denominada MPT.

Esto se cree que es causado por proteinas mal plegadas de la membrana interna y externa,
que se agregan y abren un poro proteinaceo ("megacanal") que abarca ambas membranas
mitocondriales. Como este poro es permeable a solutos de tamafo 1500 Da, su apertura permi-
te la libre afluencia en el espacio de matriz de protones, causando la disipacién rapida y com-
pleta del potencial de membrana, detiene la sintesis de ATP, asi como la afluencia osmética de
agua, lo que resulta en la hinchazén mitocondrial. El ca* que se acumulé en el espacio de la
matriz fluye a través del poro, inundando el citoplasma.

Tales mitocondrias no solo son incapaces de sintetizar ATP sino que incluso perder los re-
cursos restantes porque la despolarizacién de la membrana interna fuerza a la ATP sintasa a
operar en el reverso, como una ATPasa, hidrolizando ATP a ADP. En este escenario, incluso la
glucdlisis puede verse comprometida por el suministro insuficiente de ATP a las enzimas gluco-
liticas (hexoquinasa, fosfofructoquinasa). Una completa catastrofe bioenergética se produce en
el metabolismo de la célula por los trastornos provocados por la sustancia téxica (Figura -7)
que es tan extenso que la mayoria o todas las mitocondrias en la célula se someten a MPT,
causando el agotamiento del ATP celular. Los procesos de degradacién ya delineados (p. Ej.,
Oxidativo y la degradacién hidrolitica de macromoléculas y membranas, asi como la desinte-
gracion del soluto intracelular y la homeostasis volumétrica) se completaran, causando una falla
completa en el mantenimiento de la estructura celular y funciones que culminan en la lisis celu-
lar o necrosis

El término oncosis (del griego onkos, hinchazén) se ha propuesto, en sustitucion al de ne-
crosis, para situaciones patologicas en que la principal caracteristica de la célula enferma es su
inflamacion o balonamiento, seguido de formacién de vesiculas y estallido.

La oncosis o0 necreosis es un fendmeno pasivo; no esta programado genéticamente.

Se inicia por la acciéon de un téxico que altera las estructuras o funciones celulares un
aumento de la permeabilidad de la membrana celular, que se traduce en entrada de agua e
iones acompafada de disminucién de la capacidad para bombear iones, lo que lleva a hin-
chazén y posibilidad de rotura. Ello lleva a un incremento de la concentracion citosdlica de
calcio, el cual activa las fosfolipasas que, a su vez, degradan a los fosfolipidos y se produ-
ce rotura de membranas y fragmentacion de organulos, con hinchazon y estallido celular,
cuyo contenido (enzimas lisosémicas) afecta a las células vecinas lo que induce una res-
puesta inflamatoria en el tejido.

La necrosis celular es un proceso desordenado e independiente de energia, presenta cam-
bios irreversibles en el nucleo celular (caridlisis) y pérdida de la estructura citoplasmatica, ade-
mas hay una clara disfuncion en la mitocondria y aumento en el volumen celular, desencade-
nando citélisis y posteriormente liberando todo el material citoplasmatico hacia el exterior de la

célula, produciendo procesos inflamatorios y necréticos en los tejidos afectados.
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Una consecuencia alternativa de la TMP: la apoptosis

Las sustancias quimicas que afectan desfavorablemente el metabolismo energético celular
a la homeostasis del calcio y el estado oxido reducciéon que finalmente producen la necrosis
también pueden provocar apoptosis.

El término apoptosis se aplica a la muerte que acontece en el recambio celular fisiolégico,
que elimina las células dafiadas, precancerosas 0 en numero excesivo (como un anténimo de
mitosis); pero se ha visto que la apoptosis también puede inducirse por xenobidticos. Es un
fendmeno bioldgico basico de cinética de la renovacion celular; aunque supone una forma de
muerte y eliminacion de células, se conserva la arquitectura del tejido. Participa ampliamente
en la organogénesis, en la resolucion de los procesos inflamatorios, en el control del crecimien-
to de los tumores, en los procesos inmunitarios, la defensa ante los virus, etc.

La forma de muerte celular reconocida como apoptosis fue intuida por el patélogo aleman
Virchow (1821-1902), y se confirmé posteriormente por los hallazgos ultra estructurales con
microscopia electrénica que indujeron a denominarla "necrosis por encogimiento o contrac-
cion". La célula afectada muere pero, a diferencia de la necrosis no se lesionan los tejidos veci-
nos y no hay respuesta inflamatoria.

La apoptosis es la muerte celular por un proceso activo, controlado genéticamente, que
elimina células no necesarias o dafadas. Se origina por lesion o modificaciéon del ADN nu-
clear, la cual lleva a cambios en la estructura que conducen a la fragmentacion celular sin
respuesta inflamatoria.

Apoptosis es un proceso coordinado, dependiente de energia, que involucra la activacion de
un grupo de cistein proteasas denominadas caspasas (en inglés: cysteinyl aspartate-specific
proteases) y una compleja cascada de eventos que unen el estimulo inicial con la desaparicion
definitiva de la célula.

La apoptosis es un mecanismo de respuesta biolégica cuando la célula percibe un conflicto
entre las sefiales que recibe, procedentes del interior o del exterior. Por ello, no es correcto
interpretar la apoptosis exclusivamente como "muerte celular programada”, ya que también es
inducida por agentes externos.

La apoptosis es un fendmeno activo que supone la activacion de determinados genes ("ge-
nes de muerte") cuya expresion da lugar a la sintesis de varias proteinas que pueden actuar
bien como reguladores de la transcripcién y frenando la proliferacion celular o bien como acti-
vadores de enzimas proteoliticas (endonucleasas, caspasas, topoisomerasas, transglutamina-
sas, etc.), que alteran o fragmentan proteinas y ADN. Se han descubierto también genes que
frenan la apoptosis actuando sobre aquellos, pero que, a su vez, pueden ser inhibidos, con lo
que quedan libres de actuar los apoptésicos.

El primer cambio bioquimico en la apoptosis es la modificacion del potencial de membrana
mitocondrial, con liberacién de citocromo c. La presencia de éste en el citosol activa a distintas

enzimas proteasas como las caspasas Yy las endonucleasas.
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Las caspasas son proteasas, enzimas que participan en la apoptosis; otras proteasas dife-
rentes que también participan en la apoptosis son las calpainas (que fueron las primeras enzi-
mas reconocidas como implicadas), catepsinas, granzimas, serina-proteasas, proteasosomas,
etc. Las caspasas son aspartasas C-cisteina; es decir, cortan a las proteinas por el acido as-
partico, y tienen cisteina en el centro activo de la enzima. Se sintetizan en forma inactiva, como
procaspasas que han de ser activadas por las caspasas inductoras, para iniciar lo que se cono-
ce como cascada proteolitica, en la que participan también otras proteinas como la p-53, las
Apf (factor activador de proteasa apoptdsica), las FAS, las Bax, etc., que son proapoptoésicas, y
las Bcl (expresadas por protooncogenes del cromosoma 18), que son antiapoptésicas. Se co-
nocen actualmente casi 15 caspasas que se dividen, segun su intervencion en la cascada pro-
teolitica, en tres grupos: inductoras, ejecutoras e inductoras-ejecutoras. Una vez activadas, las
caspasas ejecutoras fragmentan el citoesqueleto y el nicleo; en esto ultimo colabora una en-
donucleasa (ADNasa) activada.

Otra enzima que participa en estos procesos es la topoisomerasa, capaz de cortar una o
dos hebras del ADN, lo que permite un giro o relajacion transitoria de la doble hélice que favo-
rece el acceso a la informacion genética; ello da lugar a una sobreexpresion de las caspasas y
otras proteinas con induccion de la apoptosis.

Se ha clasificado los métodos de deteccion de apoptosis en: 1) alteraciones citomorfoldgi-
cas; 2) fragmentacién de ADN; 3) deteccion de caspasas, fragmentacion de sustratos, regula-
dores e inhibidores; 4) alteraciones de membrana; y 5) ensayos mitocondriales. Todos y cada
uno de ellos tienen ventajas y desventajas tanto técnico-cientifica

La deteccion de la aparicion de apoptosis en un érgano por estudio histoldgico es dificil,
porque no se produce inflamacién y los cuerpos apoptdsicos son rapidamente fagocitados.
Puede realizarse mediante citometria de flujo para el recuento de células apoptdsicas y por
cuantificacion inmunoquimica de fragmentos nucleosémicos.

Una técnica de cuantificacion histoquimica denominada T.U.N.E.L. (en inglés: Terminal
dUTP Nick End-Labeling) consistente en marcar células que han sufrido dafio al DNA por ac-
cion de endonucleasas. Estas células se pueden marcar y visualizandolas en microscopio de
luz, de fluorescencia o citometro de flujo.

La apoptosis también puede ser revelada a partir de una cuantificacién de la actividad enzi-
matica de caspasas, informada como un marcador eficiente, por ejemplo, si se aplica el sustra-
to de reconocimiento a la caspasa-3 (efectora) siendo esta actividad determinada por varias
técnicas como Western blot, Inmunoprecipitacion e Inmunohistoquimica

Puede decirse que en situacion de normalidad existe un equilibrio entre distintos factores
que favorecen la apoptosis y los que se oponen a ella, equilibrio que puede ser alterado por

intervencion de un toxico:
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Factores antiapoptosicos Factores apoptésicos

-~
Toxicos Apoptosis
Células cancerosas Células
renovables

En las células perecederas o renovables prevalecen los genes proapoptdsicos, mientras
que en las células cancerosas los antiapoptdsicos. Cuando los genes de uno u otro signo expe-
rimentan mutaciones o cambios cuantitativos en su expresion, tienen lugar distintas patologias
como canceres, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades degenerativas, etc.

Cuando se inicia la apoptosis se observa al microscopio éptico y al electronico una conden-
sacion de la cromatina, adoptando el nucleo forma de media luna creciente, lo que presagia la
aparicion de vesiculas y fragmentacion; el citoplasma se retrae, el agua pasa al reticulo endo-
plasmico, cuyas cisternas se dilatan y se abren poros en la membrana que sirven de canales
para la salida del agua. Los organulos se aproximan, pero las mitocondrias no presentan las
alteraciones propias de la oncosis. Finalmente, la célula lesionada es fagocitada por macréfa-
gos o por las células vecinas.

Toxicos como el metilmercurio incrementa la fragmentacion del ADN en regiones del siste-
ma nervioso.

Aunque por su trascendencia fisiopatoldgica son importantes las afectaciones de las cé-
lulas nobles o parenquimatosas de los principales érganos (hepatocito, neumocito, neuro-
na, nefrona), también presenta especial interés la alteracion de las células que forman las
paredes de los vasos sanguineos, concretamente, del endotelio, por el extenso territorio

anatomico que abarca.

Tabla 3. Diferencias entre apoptosis y oncosis

Variables Apoptosis Oncosis
Qrigen Programacion genetica Accidental
Especificidad celular Si No
Proceso Activo, consumo de energia Pasivo
Tamano celular Disminuye, condensacian del Aumento
nucleo
Membrana plasmatica Se conservan Se desintegran
Organulos Se conservan Se desintegran
Cromatina Se agregan ala membrana Flocula
ADN Fragmentacion a nucleosomas Roturas al azar

Cuerpos apoptosicos

Se forman

No, lisis total
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¢ Qué determina la forma de muerte celular? Muchos xenobidticos pueden causar tanto
apoptosis como necrosis. Xenobidticos, como el hepatotdxico 1,1-dicloroetileno, tioacetamida y

el cadmio y la ocratoxina nefrotdxica pueden causar tanto apoptosis como necrosis.

La disponibilidad de ATP determina la forma de la muerte celular

Hay algunas caracteristicas comunes en el proceso de apoptosis y necrosis. Sin embargo,
los toxicos tienden a inducir apoptosis a niveles de exposicion bajos o a niveles altos de xeno-
biéticos pero a cortos tiempos de exposicién, mientras que causan necrosis mas tardios a nive-
les de exposicion altos. Esto indica que la gravedad de la agresién determina el modo de muer-
te celular. Con base en la evidencia experimental, parece que los dafios toxicos mas grandes
causan la muerte celular necrética en lugar de la apoptosis porque incapacita a la célula para
sufrir apoptosis. Esta incapacitacion puede ser el resultado de tres eventos celulares relaciona-
dos causativamente, es decir, un nimero creciente de mitocondrias sometidas a TPM, agota-
miento de ATP y activacion fallida o inactivacion de caspasas. Se propuso un modelo en el que
el numero de mitocondrias sometidas a TPM (que probablemente depende del grado de expo-
siciébn quimica) determina el destino de la célula. Segun este modelo, cuando solo unas pocas
mitocondrias desarrollan TPM, se eliminan mediante autofagia lisosomica y la célula sobrevive.
Cuando mas mitocondrias sufren TMP, el mecanismo autofagico se abruma, y los factores
proapoptoticos liberados (por ejemplo, cyt ¢, Smac, AlF) inician la activacion de la caspasa y

apoptosis (Fig. 5). Cuando TMP involucra practicamente a todos mitocondrias, ocurre necrosis.

AGRESION A LA MITOCONDRIA
v
ATP = Ca** — RO(N)
N
TPM
En pocas Enmds En todas las
mitocondrias mitocondrias mitocondrias
l v \J
Autofagia de Activacién de la Agotamiento del
mitocondrias caspasa ATP
l |
SUPERVIVENCIADE LA
[ CELULA ] APOPTOSIS

Figura 5: Arbol de decisiones sobre el destino de la célula lesionada. TPM transicion de permeabilidad mitocondrial
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Cuarto paso, reparacién o reparaciéon anémala

El cuarto paso en el desarrollo de la toxicidad es una reparacion inadecuada. Los xenobidti-
cos al alterar una macromolécula pueden no ser reparadas y producir dafos en el organismo

que influye en la progresion de la toxicidad.

Reparacién molecular

La molécula dafada puede ser reparada por diferentes vias. La reparaciéon como la oxida-
cion de grupos tioles de las proteinas o de los metilos del DNA puede revertir el dafio original.
En el caso de DNA alterado quimicamente o los lipidos peroxidados es posible eliminar las
unidades dafiadas de las moléculas mediante una hidrdlisis y se introducen unidades neosinte-
tizadas. En esas situaciones se procede a la degradacion completa de la molécula alterada que

se sintetiza de nuevo.

Reparacion
1 I . 1
Molecular Celular .
1 1 1 1
Proteinas Lipidos DNA Apoptosis Proliferacion

Figura 6: Mecanismo de reparacion

Reparacién de proteinas

Los grupos tioles son esenciales para las proteinas. La oxidacion de estos grupos se revier-
te mediante una reduccién enzimatica catalizada por la tioredoxina. Una vez oxidados los gru-
pos cataliticos de las tiol proteinas se reciclan nuevamente empleando NADPH.

La reparacion de la hemoglobina oxidada (metahemoglobina) se logra mediante una transfe-
rencia de electrones desde el citocromo b5 el cual se regenera a continuacién a través de cito-
cromo b5 reductasa dependiente de NADH.

Las chaperonas moleculares como las proteinas de choque térmico pueden rescatar protei-
nas desnaturalizadas por desagregacion y replegamiento dependiente de ATP, o mediante la
participacion de la ubiquitina ligasa dependiente de chaperonas que ayudan en su degradacion
por los proteasomas. Los proteasomas son grandes complejos de proteasa que consumen ATP

en el citosol que no solo controla el nivel de proteinas reguladoras (por ejemplo, p53, IkB, Nrf2,
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ciclinas), sino también tienen un papel predominante eliminando proteinas intracelulares oxida-

das y mal plegada o danadas de otro modo.

Reparacion de lipidos

Los lipidos peroxidados se reparan mediante un complejo proceso que opera en conjunto
con una serie de reductores, glutation peroxidasa y glutatién reductasa. Los fosfolipidos que
contienen hidroperéxidos de acidos grasos se hidrolizan preferencialmente por fosfolipasa A2, y
son reemplazados por acidos grasos normales. Nuevamente, NADPH es necesario para "repa-

rar" los reductores que se oxidan en el proceso.

Reparacion de ADN

A pesar de su alta reactividad con electrdfilos y radicales libres, el ADN nuclear es notable-
mente estable, en parte porque esta empaquetado en cromatina y debido a varios mecanismos
de reparacion disponibles para corregir alteraciones. El ADN mitocondrial, sin embargo, carece
de histonas y mecanismos de reparacion eficientes y por lo tanto es mas propenso al dafio. Se
corrigen diferentes tipos de dafios por mecanismos especializados, cada uno empleando un

conjunto diferente de proteinas de reparacion.

Reparacion directa

Ciertas modificaciones de ADN covalente son directamente revertidas por enzimas como la
ADN fotoliasa, que escinde pirimidinas adyacentes dimerizadas por luz UV. Esta enzima esta
equipada con cromdforos y funciona solamente en las células expuestas a la luz. Los aductos
menores, como grupos metilo, unidos a bases de ADN por agentes alquilantes (por ejemplo,
sulfonato de metilmetano) pueden eliminarse por enzimas especiales. Tales grupos unido a la
posicion O6 de la guanina son eliminados por O6-metilguanine-DNA-metiltransferasa (MGMT).
Mientras repara el ADN, esta alquiltransferasa se sacrifica a si misma, transfiriendo el aducto
en uno de sus residuos de cisteina. Esto resulta en su inactivacién, ubiquitinacién y degrada-
cion proteosomal. Por lo tanto, como el glutatién, que se agota durante la desintoxicacion de
electréfilos, MGMT se consume durante la reparacién del ADN. Los grupos de metilo adjuntos a
N1 de adenina y guanina, y N3 de timina y citosina se eliminan por desmetilaciéon oxidativa
catalizada por ADN dioxigenasas (ABH2 y ABH3).

Escision de reparacion de escision de base y escision de nucleétidos

Son dos mecanismos para eliminar las bases dafiadas del ADN. Lesiones que no causan
una gran distorsidon de la hélice se eliminan mediante escision de base, en la cual la base alte-
rada es reconocida por una DNA-glicosilasa relativamente especifica de sustrato que hidroliza
el enlace N-glicosidico, liberando la base modificada y la creacién de un sitio apurinico o apiri-
midinico (AP) en el ADN. El sitio AP es reconocido por la AP endonucleasa, que hidroliza el
enlace fosfodiéster adyacente al sitio abasico Después de su eliminacion, el azucar abésico es

reemplazado con el nucleétido correcto por una ADN polimerasa y estéd sellado en lugar por
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una ligasa de ADN. Curiosamente, AP endonucleasa es una proteina bifuncional y también se
llama factor-1 redox. Lesiones mas importantes como los aductos producidos por aflatoxinas o

los derivados de aminofluoreno y los dimeros causados por la radiacion UV son elimina-
dos por reparacion de escision de nucledtidos, que emplea aproximadamente 30 proteinas.
Involucra proteinas que reconocen la doble hélice distorsionada en la lesion, desenrollan el
ADN, extirpan una cantidad de nucledtidos intactos en ambos lados de la lesién junto con
el que contiene el aducto. La seccidn extirpada de la cadena se restaura mediante la inser-
cién de nucledtidos en la cadena de la ADN polimerasa y la ligasa, usando la cadena com-
plementaria como modelo.

La poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) parece ser importante en la reparaciéon de la repa-
racién por escision.

Cuando se produce una alteraciéon de una base o una rotura monocatenaria la PARP se une
al ADN lesionado y se activa. El PARP activo escinde NAD" y utiliza el fragmento ADP-ribosa
de este cofactor para insertar cadenas largas de ADP-ribosa polimérica a las proteinas nuclea-
res, tales como histonas. Una unidad ADP-ribosa contiene dos cargas negativas, las proteinas
poli (ADPribosil) acumulan negatividad y la fuerza electro repulsiva resultante entre las protei-
nas cargadas negativamente y el ADN provocan la descondensacion de la estructura de la
cromatina. Se ha presentado la hipoétesis que la fluidez de la cromatina terciada por PARP per-

mite el acceso de las enzimas reparadoras del DNA.

Reparacion celular

Una estrategia de reparacion de células dafiadas es ampliamente utilizada en las neuronas
periféricas para superar las lesiones celulares. En la mayoria de los tejidos, las células lesiona-
das mueren y los sobrevivientes se dividen para reemplazar las células perdidas. Una excep-
cion notable es el tejido nervioso, porque las neuronas maduras han perdido su capacidad de
multiplicarse. En las neuronas periféricas con dafio axonal, la reparaciéon se produce y requiere
macréfagos y células de Schwann. Los macréfagos eliminan los desechos por fagocitosis y
producen citocinas y factores de crecimiento, que activan las células de Schwann para que
proliferen y se diferencien del modo de operaciéon de mielinizacién en un modo de crecimiento-
soporte. Las células de Schwann juegan un papel indispensable en la promocion de regenera-
cién axonal al aumentar la sintesis de moléculas de adhesién celular, elaborando proteinas de
matriz extracelular para la construccion de la membrana, y mediante la produccién de una ma-
triz (por ejemplo, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de la linea de
células gliales).

En el sistema nervioso central de los mamiferos, la regeneraciéon axonal es prevenida por
glucoproteinas inhibidoras del crecimiento y proteoglicanos sulfato de condroitina producidos
por los oligodendrocitos y por la cicatriz producida por los astrocitos. Por lo tanto, el dafio a las
neuronas centrales es irreversible, pero se compensa en parte por el gran numero de células

nerviosas de reserva que pueden asumir las funciones de neuronas perdidas Por ejemplo, en
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la enfermedad de Parkinson, los sintomas no se observan hasta que haya al menos una pérdi-

da del 80% de las neuronas de la zona nigroestriatal.

Reparacion de tejidos

En los tejidos cuyas células son capaces de multiplicarse, el dafio se invierte mediante la
eliminacion de las células lesionadas y la regeneracion del tejido por proliferacion. Las celdas
dafadas son eliminadas por apoptosis 0 necrosis.

Apoptosis: una eliminacion activa de células dafiadas iniciada por la apoptosis por lesion ce-
lular se puede considerar como reparacion de tejido por dos razones, el primero de ellos es que
puede interceptar el proceso que conduce a la necrosis.

La necrosis es mas daiina que la apoptosis para el tejido en el que reside la célula lesionada.

Con la apoptosis, se eliminan las células muertas sin inflamacion En segundo lugar, la apop-
tosis puede interceptar el proceso que conduce a la neoplasia mediante la eliminacion de las
células con potencial mutagénico con dario en el ADN.

Debe enfatizarse, sin embargo, que la apoptosis de dafio las células tienen un valor total
como proceso de reparacion de tejidos solo para los tejidos que se componen de células que
se renuevan constantemente (por ejemplo, la médula dsea, el epitelio respiratorio y gastrointes-
tinal, y la epidermis de la piel), o de células que se dividen de manera condicional (por ejemplo,
hepatica y renal células parenquimatosas), porque en estos tejidos las células apoptoticas son
reemplazados facilmente El valor de la apoptosis como estrategia de reparacion tisular dismi-
nuye notablemente en 6rganos que contienen células no reemplazables, como las neuronas,
las células del musculo cardiaco y células germinales femeninas, porque la eliminacion de tales
células, si es extensa, puede causar un déficit en la funcién del érgano

La proliferacion es la regeneracion de los tejidos que se compone de varias células y la ma-
triz extracelular. La reparacion de los tejidos lesionados abarca tanto la regeneracién de las
células perdidas y de la matiz extracelular como la reintegracion de los elementos recién for-

mados en los tejidos y 6rganos.

Cuando la reparacién y la adaptacion fallan

Cuando la reparacion falla aunque los mecanismos de reparacion operan a nivel molecular,
niveles celular, y de tejido, por varias razones a menudo fallan para proporcionar proteccién
contra las lesiones. Primero, la fidelidad de los mecanismos de reparacién no son absolutos, lo
cual hace posible que algunas lesiones sean pasadas por alto. Sin embargo, la reparacién falla
generalmente cuando el dafio supera los mecanismos de reparacion. En otros casos, la capa-
cidad de reparacién puede agotarse cuando las enzimas necesarias o cofactores son consumi-
dos. Por ejemplo, la alquilacion de ADN puede conducir al consumo de O6-metiguanina-DNA-
metiltransferasa, y la peroxidacion lipidica puede agotar alfa-tocoferol. A veces la lesion induci-
da por el toéxico afecta adversamente el proceso de reparacion.

Por ejemplo, el etanol genera ROS via CYP2E1 que deteriora la eliminacién proteosomal de

proteinas dafiadas. Después de la exposicidon a sustancias quimicas necrogénicas, la mitosis
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de las células supervivientes puede bloquearse y resulta imposible la restauracién del tejido.
Finalmente, algunos tipos de lesiones toxicas no se pueden reparar de manera efectiva. Esto
ocurre cuando los xenobidticos se unen covalentemente a las proteinas. Por lo tanto, la toxici-
dad se manifiesta cuando falla la reparacion de la lesién inicial porque los mecanismos de repa-
racion se ven abrumados, agotados o deteriorados o son genuinamente ineficientes.

También es posible que la reparacion contribuya a la toxicidad. Esto puede ocurrir de mane-
ra pasiva, por ejemplo, si cantidades excesivas de NAD" son generados por PARP durante la
participacion de esta enzima en la reparacion de las cadenas de ADN dafiados, o cuando se
consume demasiado NAD(P)H en la reparacion de proteinas oxidadas y reductoras enddge-
nas. Cualquiera de estas dos situaciones puede comprometer la fosforilacion oxidativa, que
también es dependiente en el suministro de cofactores reducidos, por lo tanto causar o agravar
la deplecion de ATP que contribuye a la lesion celular.

Ademas, la reparacién puede participar de manera activa en la toxicidad. Esto sucede des-
pués de un dano tisular crénico cuando el proceso de reparacién se desvia y desencadena una
proliferacion incontrolada en lugar de la remodelacién del tejido. La consecuencia de dicha
proliferacion celular puede ser la neoplasia, mientras que la sobreproducciéon de matriz celular
da origen a la fibrosis. Estos cambios celulares se veran detalladamente en la fibrosis respirato-

ria y hepatica en el capitulo 5.

Metabolitos reactivos

Caracteristicas y produccién de metabolitos reactivos

Como hemos comentado en el Capitulo 2, una vez que un xenobidtico ingresa en el orga-
nismo sufre frecuentemente una serie de reacciones enzimaticas que hemos definido como
procesos de biotransformacién o metabolizacion. En general estas reacciones, dirigidas a
aumentar la hidrofilicidad de la sustancia que ingresa al organismo para poder ser eliminada
con mayor facilidad, dan como resultado metabolitos que no tienen actividad toxica en el
organismo. Sin embargo, esto no siempre es asi y en muchas ocasiones se generan metabo-
litos reactivos, es decir compuestos nuevos que derivan del xenobidtico que ingresé al orga-
nismo producto de las reacciones de biotransformacion y que ademas presentan toxicidad,
en algunos casos incluso mayor que el toxico del cual derivan. En general las vias involucra-
das en la activacion de un téxico (aquellas que generan metabolitos reactivos) se dan en
menor proporcion respecto a aquellas que conducen a metabolitos no tdxicos y facilmente
eliminables en orina (detoxificacidn); sin embargo existen ciertas situaciones donde las vias
de activacion pueden adquirir relevancia y derivar en procesos téxicos debidos a la exposi-
cion a una sustancia en particular.

Los procesos por los cuales los metabolitos reactivos pueden generar efectos téxicos o da-

fio en el organismo son variados y dependen fundamentalmente de las caracteristicas fisico-
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quimicas del metabolito reactivo que indicara que procesos o estructuras afecta. Asi, en algu-
nos casos, la activacion metabdlica le confiere al metabolito resultante ciertas caracteristicas
que alteran procesos o estructuras ya que perturban el microambiente en el cual se desarrollan.
Tal es el caso del etilenglicol que genera en el organismo acido oxalico quien es el responsable
de acidosis, hipocalcemia y obstruccion renal debido a la formacion de calculos de oxalato de
calcio que afectan la funcién renal. En otras situaciones los cambios generados durante los
procesos de activacién generan grupos quimicos que le confieren al metabolito mayor reactivi-
dad debido a que presentan una selectividad mayor por ciertas enzimas o receptores celulares.
Como ejemplo de esto podemos citar el caso del paration, un pesticida organofosforado, quien
sufre una modificaciéon metabdlica del enlace P=S a P=0 generando paraoxoén. El paration es
un pobre inhibidor de la acetilcolinesterasa, mientras que el paraoxén inhibe esa enzima mucho
mas fuertemente y es el principal responsable de los efectos toxicos vinculados a intoxicacio-
nes con este pesticida. Una posibilidad, mucho mas frecuente que las anteriores, es que los
metabolitos resultantes de la activacion presenten en su molécula ciertas caracteristicas que
los hagan particularmente reactivos, de manera que reaccionen rapidamente con macromolé-
culas que contengan grupos funcionales susceptibles. Dentro de esta situacion encontramos
sustancias electrofilicas, nucleofilicas, radicales libres o activadores de procesos redox. A con-
tinuacion describiremos los mecanismos involucrados en la formacion de cada uno de estos
metabolitos con actividad incrementada.

Metabolitos electrofilicos:

Las sustancias electrofilicas son aquellas que presentan un atomo deficiente en electro-
nes, por lo tanto reaccionara rapidamente con aquellas moléculas que tengan en su estructu-
ra un centro rico en electrones, es decir, un compuesto nucleofilico. Estos pueden ser no
i6nicos o cationicos.

Ejemplos de este tipo de metabolitos son aldehidos, cetonas, epoxidos, sulfoxidos, nitroso
compuestos y fosfonatos entre otros. Las caracteristicas electrofilicas de estos compuestos
surgen durante la formacion de los mismos, donde usualmente el atomo de oxigeno insertado
retira los electrones del atomo al cual se esta uniendo, convirtiéndolo en un centro electrofilico.
Otros compuestos de estas caracteristicas son aldehidos y cetonas a-f insaturados, quinonas
y quinonimidas. En este tipo de compuestos se forman dobles enlaces conjugados donde un
oxigeno presente atrae con mayor fuerza los electrones y polariza la unién, haciendo a uno de
los carbonos del doble enlace conjugado deficiente en electrones y por lo tanto electrofilico. La
mayoria de estos metabolitos electrofilicos no i6nicos son generados por reacciones cataliza-
das por citocromo P450.

Los compuestos electrofilicos catidnicos se generan por ruptura de enlaces heterolitica. Un
ejemplo de este tipo de reacciones es la que sufre el carcinbgeno mas potente presente en el
humo del tabaco, la nitrosamina cetona derivada de nicotina (NNK) quien origina el cation
metil carbonio ("CHs) o el cation piridiloxobutil carbonio dependiendo del sitio de C-hidroxilacion

donde se inicia la reaccion.
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Metabolitos radicalarios:

Los radicales libres son moléculas que presentan un electron desapareado. Este tipo de
compuestos pueden surgir de reacciones donde el compuesto acepta un electrén, pierde un
electrén o donde se producen rupturas homoliticas de un enlace.

Para que un compuesto pueda aceptar un electron debe tener caracteristicas electrofilicas.
En estos procesos juegan un papel importante las reductasas, quienes transfieren un electrén a
la molécula generando un radical libre. Luego ese electrén extra es transferido a una molécula
de oxigeno dando el radical superoxido (O,7) y regenerando el compuesto xenobidtico original.
Uno de los téxicos que sufren este tipo de procesos es el paraquat.

Este conjunto de reacciones constituyen lo que se conoce como “ciclo redox” ya que a la
vez que se genera un potente compuesto radicalario como el radical superéxido el téxico esta
nuevamente en condiciones de aceptar un nuevo electrén y generar mas especies radicalarias.

La importancia del radical superédxido radica en que es el compuesto involucrado en reac-
ciones que dan origen a otros radicales libres. Tanto el radical superéxido generado en el pro-
ceso descripto anteriormente como el proveniente de fuentes enddgenas (estallido respiratorio
de macrofagos y granulocitos activados, cadena respiratoria mitocondrial principalmente a nivel
del complejo | y lll) interviene en dos vias fundamentales. En una de ellas se genera peroxido
de hidrogeno (HOOH) como compuesto intermediario que luego da origen al radical hidroxilo
(HO) mediante una reaccién catalizada por metales (Fe(ll), Cu(l), Cr(V), Ni(ll), Mn(ll)) conocida
como la reaccién de Fenton. La otra via dara peroxinitrito (ONOQO") por reaccion del superoxido
con el 6xido nitrico (NO) generado por la éxido nitrico sintasa (NOS) que se expresa constituti-
vamente en ciertas células (por ejemplo neuronas y endotelio) y puede inducirse en otras. Este
compuesto se combina con CO; para producir nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO,’) que final-
mente origina espontaneamente 6xido nitrico (NO,), un compuesto con gran capacidad oxidan-
te y de nitracion, y radical carbonato (CO3"). Por lo tanto, una vez generado el radical superéxi-
do se producen concomitantemente diversos radicales libres.

Esta no es la unica via de produccion de radicales libres ante la presencia de un téxico.
Cuando la sustancia tdxica tiene caracteristicas nucleofilicas es capaz de perder un electron
generando una especie radicalaria. Estas reacciones son catalizadas frecuentemente por per-
oxidasas o por el citocromo P450. Una de las sustancias que sufren este tipo de procesos es el
benzol[a]pireno generando radicales catiénicos que podrian ser los responsables de la carcino-
genicidad de este compuesto.

Una tercera via de generacion de radicales libres es por ruptura homolitica de enlaces, en la
cual se transfiere un electréon a la molécula. El toxico modelo de este tipo de reacciones es el
CCly, quien por transferencia de un electron mediada por el citocromo P450 genera el radical
triclorometilo (CCly). A partir de éste, por reaccion con O, se forma el radical triclorometilperé-

xido (Cl3COOQO) quien es mucho mas reactivo que el anterior.
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Interacciones de los metabolitos reactivos con componentes celulares

Los metabolitos reactivos seran los responsables de la toxicidad en ultima instancia debida
a un determinado xenobidtico. Los efectos toxicos seran el resultado de interacciones que ocu-
rren entre las especies reactivas y las moléculas o estructuras blanco presentes en las células,
y la intensidad de los mismos dependerd, entre otras cosas, de las caracteristicas de las molé-
culas blanco, de las reacciones que se producen y de los efectos que generan estas interac-
ciones sobre las moléculas o estructuras. Cuanto mas importantes sean las funciones que esas
moléculas blanco desempefian en la fisiologia celular y mayores sean las alteraciones genera-
das sobre ellas mayores seran los efectos toxicos. Por ello las moléculas blanco mas interesan-
tes desde el punto de vista toxicoldgico son las macromoléculas (ADN y proteinas) y los lipidos
de membrana.

Para que estas moléculas sean susceptibles de ser afectadas por los metabolitos reactivos
deben tener ciertas caracteristicas como presentar centros con adecuada reactividad y configu-

racion estérica asi como estar accesibles a concentraciones altas de los metabolitos reactivos.

Unién a macromoléculas

Este importante mecanismo por el cual ciertos toxicos generan sus efectos puede darse ba-
sicamente por dos tipos de unidn: no covalente o covalente.

Las interacciones no covalentes se encuentran gobernadas por interacciones de tipo hidro-
fébico, puentes de hidrogeno y uniones idnicas. Este tipo de uniones se dan usualmente en los
casos de interacciones de toxicos con canales celulares y receptores intracelulares o de mem-
brana. Un ejemplo de este tipo de interacciones es la que ocurre entre saxitoxina y los canales
de sodio voltaje operado o la interaccién entre el ADN y el amarillo de acridina quien se interca-
la en la estructura de doble hélice.

Las interacciones no covalentes son comparativamente débiles, por lo cual usualmente son
reversibles. Para que puedan darse es necesario que exista un arreglo estérico en la molécula
del téxico que sea complementario con algun sito de la macromolécula, de modo que encastren
como una llave en una cerradura.

Las uniones covalentes son mucho mas fuertes que las no covalentes, por lo tanto en
general este tipo de interacciones entre el téxico y las macromoléculas resultan irreversi-
bles. Este tipo de reacciones pueden darse entre metabolitos reactivos de caracteristicas
radicalarias o electrofilicas y centros nucleofilicos de las macromoléculas. Tal es el caso de
las reacciones que se producen sobre el grupo tiol de ciertas proteinas o la oxidacién de

hemoglobina a metahemoglobina.

Toxicologia del Desarrollo

Esta rama de la toxicologia se encarga del estudio de las sustancias que alteran las distin-

tas etapas del desarrollo de un organismo vivo en crecimiento. Las alteraciones observadas
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incluyen malformaciones, alteraciones en la funcién, crecimiento y/o muerte del organismo.
Esta variante de la toxicologia se encuentra precedida histéricamente por la teratologia, la rama
de la medicina que estudia los defectos en el momento del nacimiento.

En épocas tempranas de la teratologia los primeros estudios de causa y efecto, muchos de
ellos llevados a cabo en embriones de aves y huevos de anfibios por su sencillez lograron es-
tablecer una relacion entre la exposicion a agentes fisicos (como el calor) o sustancias quimi-
cas y la aparicion de defectos en el desarrollo de los embriones. La conclusion mas importante
fue que el tiempo en que se aplicd el dafo era mas importante que el tipo e intensidad del
mismo, sugiriéndose que la afectacion de la secuencia del desarrollo era responsable de los
defectos observados.

Las condiciones ambientales tales como la presencia de toxinas microbianas, cambios en la
temperatura de incubacion y drogas también son capaces de alterar el desarrollo de peces,
reptiles, anfibios y aves. Debido a que estos géneros animales presentaban embriones dentro
de huevos muy expuestos al ambiente, se crey6 que los mamiferos con su reproduccion interno
eran resistentes a la induccién de malformaciones. Entre las influencias externas halladas
figuran las deficiencias nutricionales e infecciones uterinas. La atencion a estos problemas
alcanzd a los medios de comunicacion cuando se presentd evidencia concluyente entre la

asociacion entre la talidomida (1961) y las malformaciones en recién nacidos.

Alteraciones del desarrollo en humanos

Si bien no son datos manejados por el gran publico la gestacion exitosa en la especie hu-
mana es un evento relativamente raro. Las estimaciones de resultados adversos en la gesta-
ciones establecen un 30 % de pérdidas del embarazo post implantacion, defectos mayores 2 al
3 % al nacimiento alcanzando un 6 — 7 % al llegar al afno de nacimiento, defectos menores 14
%, bajo peso inicial 7 %, mortalidad antes del afio 1,4 % y funcién neuroldgica anormal 16 a 17
%. Con estos guarismos en consideracion aproximadamente un 50 % de las concepciones
humanas resultan en el nacimiento de un nifio completamente normal.

Las razones atribuibles segun los diversos autores varian entre un 15 al 25% de defectos
de origen genético, 4 % por condiciones maternales, 3 % por infecciones maternales, 1 —2 %
por deformaciones (amputaciones de miembros por problemas mecanicos en el cordéon umbi-
lical) y aproximadamente un 1 % por quimicos e influencias ambientales y un 65 % con etio-

logia desconocida.

Principios basicos de la teratologia

La susceptibilidad al desarrollo anormal depende del genotipo y de la manera en que este

interactia con el ambiente.
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Se ha observado desde los primeros estudios experimentales que el background genético
de los animales de experimentacién influenciaba el grado de respuesta ante la exposiciéon a
varios agentes quimicos.

No se sabe exactamente como la genética y la exposicion a un agente fisico o quimico in-
teractuan entre si, pero es claro que sélo una porcion de individuos animales o humanos mues-
tran un resultado adverso en el desarrollo ante una exposicion comparable.

Los agentes que causan desarrollo anormal causan diferente efecto segun la etapa del
desarrollo y el tiempo de exposicién.

El desarrollo de un embrion implica un cambio constante en el tamafio, niUmero y posicion
de células asi como su grado de diferenciacion. Existen eventos criticos requeridos para una
maduracion correcta. El balance de esta cascada de eventos que conduce al crecimiento de un
organismo normal puede ser sumamente susceptible a alteraciones mediadas por agentes
quimicos y fisicos.

Por cuestiones de facilidad en su observacion directa, la mayoria de los datos experimenta-
les proviene de las alteraciones producidas durante la etapa de la organogénesis macroscépi-
ca, por ejemplo en el caso de la rata o ratones entre los 6 y 15 dias mientras que en los huma-
nos es entre los 7 y 58 dias.

En el caso de algunos sistemas que son sensibles en periodos fetales y postnatales, como
el nervioso, rifidn, huesos y sistema reproductivo también se ha podido obtener informacion. En
la actualidad, se cree que el embrién en desarrollo es mas sensible a la induccién de malfor-
maciones, retardos en el crecimiento y muerte durante el periodo de mayor organogénesis
teniendo en cuenta que requieren dosis menores para producir efecto.

La exposicion de cualquiera de los padres antes de la concepcion también puede ayudar a
producir alteraciones. Existen varios estudios mostrando la induccién de alteraciones cuando el
padre ha sido expuesto a quimioterapia o mutagenos, ya que estos producen dafios en el ADN
de las células germinales. Los cambios observados en el embrién abarcan muerte, malforma-
ciones, retardo en el crecimiento, déficit funcional y cancer en la descendencia.

En la embriogénesis temprana, antes de que se implante el embridn (cigoto a blastocisto)
las células se estan multiplicando rapidamente y son poco diferenciadas. En esta etapa, cuan-
do son expuestas a agentes fisicos o quimicos se puede producir la muerte o bien la produc-
cion de nuevas células compensa las que mueren y el desarrollo continda con normalidad,
obteniéndose como resultado final retardo en el crecimiento o malformaciones.

La formacion de 6rganos requiere de células y estructuras mas diferenciadas, aunque debe
recordarse que no todos los 6rganos se desarrollan al mismo tiempo. La exposicion durante
esta etapa produce defectos estructurales significativos, retardos en la maduracion, muerte y
cambios funcionales después del nacimiento.

Una vez que la estructura macroscoépica de un érgano se completa, continta a nivel histolé-
gico y bioquimico. En la mayoria de los mamiferos esto ocurre en grados diversos durante el
crecimiento pre y post natal. La exposicidon durante este periodo produce alteraciones histopa-

tolégicas, retardo en el crecimiento y/o cambios funcionales. Por ejemplo, la exposicién a agen-
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tes quimioterapicos en etapas tardias de la gestacion induce defectos morfologicos en el desa-
rrollo del cerebro. Estos cambios se traducen en alteraciones del comportamiento bien diferen-
ciadas segun el momento de la exposicion.

Un agente tipico que produce alteraciones en el desarrollo son las radiaciones ionizantes.
Una exposicion hasta 100 rads en la rata durante la etapa de pre implantacion produce efectos
letales sobre el embrién, pero no otros efectos. La exposicién durante la organogénesis tem-
prana (es decir dias 8 a 10 en la rata) produce letalidad, retardo en el crecimiento persistente,
malformaciones groseras, cataratas, neuropatologia y desérdenes en el comportamiento. Si la
exposicion es durante el periodo fetal (dias 13 a 22 en la rata) se produce una menor letalidad,
esterilidad, cataratas, neuropatologias y anormalidades citogenéticas.

Cuando se evaluan desdrdenes funcionales el momento de la evaluacion resulta fundamen-
tal debido a que un desorden motor en un animal joven no sera aparente hasta que este co-
mience a moverse solo. Los efectos cognitivos son observados mas facilmente en nifios cuan-
do alcanzan la edad escolar y pueden leer, escribir y ser capaces de razonamiento complejo.

Los agentes teratogénicos actian con mecanismos especificos sobre células y tejidos en
desarrollo para iniciar embriogénesis anormales.

Con el objeto de alterar el desarrollo existen dos tipos generales de mecanismos a consi-
derar en el caso de drogas y otros agentes. Existen mecanismos bioquimicos por los cuales
se altera un sitio blanco y se altera el desarrollo, asi como hay mecanismos por los cuales las
células, tejidos o moléculas blanco reaccionan a la interaccion inicial produciendo finalmente
la patogénesis.

La lista de agentes especificos en su receptor se incrementa cada dia mas. Por ejemplo, el
caso del dietilestilbestrol (DEB) el cual actia como un potente agonista sintético para el recep-
tor del estrogeno. Se demostré que afecta el desarrollo del sistema reproductivo de los hijos e
hijas de mujeres tratadas con DEB para evitar partos prematuros en los 1950. En algunos ca-
sos se produce una forma rara de adenocarcinoma vaginal que se observa en las hijas de mu-
jeres tratadas con DEB en la adolescencia tardia o al comienzo de la segunda década de vida.

Las manifestaciones finales del desarrollo anormal son la muerte, malformacién, retardo
madurativo y los desérdenes funcionales.

Estas cuatro manifestaciones mayores son consideradas efectos adversos mayores.

El acceso de influencias ambientales nocivas a los tejidos en desarrollo depende de la natu-
raleza de las influencias.

La naturaleza fisicoquimica de un agente condiciona fundamentalmente el acceso a un teji-
do en desarrollo. Complementariamente, el organismo de la madre con sus mecanismos ho-
meostaticos, fisicos, bioquimicos y fisiolégicos determina también como y cuanto del téxico
alcanza al embrioén.

Los agentes fisicos tales como la radiacién ionizante o el stress térmico pueden alterar di-
rectamente al embridn y modificar el desarrollo. Cuando la madre es expuesta en forma exter-
na, la cantidad que puede alcanzar el embrién o el feto depende de los tejidos de la madre

sirviendo de escudo, pero el efecto dafino sobre el feto no se ve alterado, sélo su intensidad.
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El metabolismo materno puede aumentar o reducir la cantidad de los agentes quimicos que
alcanzan al feto. Los cambios fisiolégicos de la madre durante la prefiez también pueden in-
fluenciar el acceso de un quimico a través de la placenta. Si bien las diferentes estructuras de
las placentas existentes harian suponer que juegan un rol significativo en las diferencias de
toxicidad esto no se ha visto corroborado experimentalmente. Durante la evolucién de la prefiez
la placenta cambia su flujo de sangre y su permeabilidad a muchas sustancias. El grado de
ionizacién, solubilidad, unién a proteinas y peso molecular de una sustancia son determinantes
para cruzar la placenta.

Cualquier compuesto administrado a la madre en forma externa atravesara la placenta, con-
virtiendo al concepto de “barrera placentaria” en algo sin bases reales. La capacidad del feto o
del embridon de metabolizar una sustancia también influye significativamente en su acumula-
cion / excrecion. Por ejemplo, si el feto es capaz de glucuronizar una sustancia esta tendra
menos tendencia a cruzar la barrera placentaria hacia la circulacién materna acumulandose en
el compartimento fetal.

Las manifestaciones de la alteracién en el desarrollo se incrementan cuando la dosis se in-
crementa hasta la letalidad.

Uno de los principios basicos de la toxicologia es determinar si para una sustancia existe
una curva dosis-respuesta. Wilson (1973) describi6 las relaciones dosis-respuesta entre mal-
formaciones, muerte embrionaria y toxicidad maternal. Asi, en el caso de una sustancia que
causa malformaciones, cuando la dosis se incrementa se espera que la severidad de las mis-

mas aumente hasta alcanzar la letalidad.

Extrapolacion de hallazgos en animales a humanos

Se ha asumido que el hallazgo de efectos adversos en animales implica un riesgo potencial
inaceptable en humanos. Los autores que han realizado una revisién sobre el tema han con-
cluido que aunque los datos son en realidad limitados, esta suposicidon es generalmente correc-
ta. También resulta claro que un efecto determinado sobre un blanco especifico no se observa
entre diferentes especies. La conclusién es la misma aun si se observa efecto sobre una es-

tructura anatémica que no existe en los humanos.

Sustancias Tipo

Talidomida

En 1960 se comenzd a registrar un aumento anormal y continuo en la aparicion de malfor-
maciones de los miembros en Alemania del Oeste. El defecto consistia en amelia (ausencia de
miembros) o focomelia (alteraciones en la longitud de los miembros, especialmente los brazos).

También se registraron casos de enfermedad cardiaca, intestinal y renal. En 1961, Lenz y
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McBride, trabajando en forma independiente lograron identificar al sedante talidomida como
sustancia responsable.

La talidomida se introdujo en 1956 como un sedante suave y un anti nauseoso durante el
embarazo. Una vez establecido su rol en las malformaciones se retiré del mercado en 1961 y
los casos dejaron de aparecer a fines de 1962.

La catastrofe de la talidomida provocd que las agencias regulatorias de muchos paises co-
menzaran a desarrollar pruebas en animales como requisito previo para aprobar productos de
uso humano. Las pruebas realizadas en diversos laboratorios demostraron como una sustancia
puede ser totalmente inocua en algunos animales de experimentacién como el hamster o la ma-
yoria de las especies de ratones. La sensibilidad humana fue estimada en el orden de 1 mg/kg.

Los estudios establecieron que la talidomida induce malformaciones cuando la mujer ingiere
la sustancia entre los 20 y 36 dias después de la fertilizacién. Cuando se estudian los defectos
segun el tiempo de ingestion en ese periodo se observa que con la ingestion mas temprana el
defecto mas comun fue la anotia (sin oidos), seguido por la falta de pulgares, extremidades
superiores, inferiores y pulgar con tres falanges (en vez de dos).

Se dedicaron intensos esfuerzos a comprender la relacion estructura — especie, y si bien se
encontré que la presencia de un grupo ftalimida o ftalimidina era un requisito absoluto no se
logré consensuar ningun mecanismo particular para un especie. Las hipotesis mas recientes
involucran a una alteraciéon en la angiogénesis, es decir en el desarrollo de los vasos sangui-
neos de la extremidad del miembro en crecimiento.

La diferencia inter especies mejor comprendida es aquella observada entre conejo (sensi-
ble) y rata (insensible). EI mecanismo propuesto es que la talidomida produce generacion de
radicales libre en la especie sensible, como puede observarse en la disminucién de glutation en
la madre y el embridn.

Se demostré que el cambio en el potencial redox reduce la unién a un factor de transcrip-
cion NF-kB a sus sitios de union en el ADN. Esta union es necesaria para activar la expresion
de los genes twist y FGF-10 en el mesénquima del miembro en desarrollo. La implicacion del
dafio oxidativo al ADN se refuerza por el hecho de que la administracion de PBN (alfa — fenil —
N — t -butilnitrona), un conocido scavenger de radicales libres practicamente evita la aparicion

de efectos toxicos y teratogénicos.

Etano

La historia del etanol en la toxicologia es tan antigua como la descripcion de sus efectos en
las obras escritas de las antiguas civilizaciones. En lo que respecta a su influencia en el desa-
rrollo fetal se aceptd oficialmente su importancia en 1973 cuando el Sindrome Fetal Alcohdlico
(S.F.A) fue reconocido como una entidad. ElI S.F.A produce dimorfismo craneo-facial, retardo
en el crecimiento intrauterino y post natal y otras anormalidades inespecificas. Se ha observado
una notoria disminucién en el C.I (alrededor de 68) sin cambios a lo largo de su vida.

Las alteraciones craneofaciales pueden ser en parte debido a interferencias con el metabo-

lismo del retinol en el embrién temprano. La oxidacién del retinol a acido retinoico lo transforma
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en una molécula sefaladora el cual es esencial para el desarrollo del embrién. La estimacién
de la cantidad de etanol consumido por la madre para que se observen las principales caracte-
risticas del S.F.A es de 100 a 120 cm®, siendo mas significativa la cantidad de veces que la

madre ingiere en una sesién de bebida que la cantidad total en si.

Humo del Tabaco

A pesar de los programas de difusion sobre los efectos de fumar durante el embarazo un
numero importante de mujeres persiste en el habito. Las consecuencias estan bien demostra-
das e incluyen muerte fetal, bajo peso al nacer, riesgo alto de muerte subita, desérdenes de
atencion y comportamiento.

El habito de fumar durante el embarazo se ha correlacionado con la aparicién de labio lepo-
rino. Las madres fumadoras portadoras de los alelos NO53, ICAM1 y/o NPPA pueden tener un
alto riesgo de tener descendencia con gastroquisis (defecto de la pared abdominal en el cual
los intestinos y otros 6rganos se desarrollan fuera del abdomen del feto a través de una apertu-
ra de la pared abdominal, casi siempre a la derecha del cordén umbilical).

Un componente del humo del tabaco, la nicotina, es un neuroteratégeno en animales de
laboratorio y puede producir por si misma muchos de los efectos adversos del humo del
tabaco. La inhalacion pasiva es equivalente en dosis a un fumador leve y la madre no fu-

madora debe evitarlo.

Uso de sistemas in vitro en Teratologia

El término “in vitro” se utiliza a cualquier sistema de estudio que no sea el animal gravido.
Un ejemplo lo constituyen los embriones enteros de mamiferos o no-mamiferos en cultivo, in-
cluyendo células, tejidos y érganos en cultivo. Estos sistemas permiten aislar al embriéon de la
influencia materna, seguir érganos o grupos de células especificas o bien alterarlas.

Los sistemas in vitro se han utilizado para dos grandes grupos de aplicaciones en teratolo-
gia y toxicologia del desarrollo: 1) el screening de compuestos toxicos y 2) el estudio de los
mecanismos de las alteraciones.

Aunque el uso de sistemas in vitro para estudios mecanisticos es ventajoso su uso en el
screening de agentes teratogénicos es extremadamente limitado. Esto se debe a deficiencias
en el sistema de prueba: el aislamiento del embrion sélo es viable durante algunos pocos dias
y aislarlo de la madre implica que los efectos protectores o de toxicidad sobre la madre no es-
tan presentes. Esto implica que deben testearse las sustancias investigadas sobre embriones
en cada etapa de diferenciacién. Un ensayo tipico es el ensayo sobre huevos de pollo fértiles.

El ensayo del embrién de pocos dias es un bioensayo de corto tiempo (menos de 5 dias)
utilizado para el analisis de efectos teratogénicos. El ensayo consiste en exponer los huevos al
contaminante desde el inicio de la incubacién, ya sea via exposicién maternal o por inyeccion

dentro de la clara o el saco de aire.
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Luego de un plazo estandarizado de incubacion, los embriones son evaluados para anorma-
lidades sobre el crecimiento como anormalidades groseras (falta de miembros). Los tiempos
de recoleccién estan basados en la experiencia que muestra que los efectos son mas notables
en el crecimiento en etapas incipientes.

Para el 2, 3, 7, 8-tetreclorodibenzo-p-dioxina y bifenilos policlorados los tiempos éptimos de
incubacion son 48, 72 y 96 hs. Al interrumpirse la incubacién, el embrién es sacrificado por
fijacion con formalina al 10 %. El embrién es evaluado mediante el sistema de scoring de Ham-

burger y Hamilton y comparandolo con los controles.
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CAPITULO 4
Toxicidad 6rgano especifico
Autores: Dario Andrinolo, Daniela Sedan y Cristian Oliver

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

En este capitulo se estudiara la respuesta téxica de diferentes sistemas como ser el sis-
tema hematopoyético, del higado, del rifidn, del sistema respiratorio, del corazén y el sis-
tema cardiovascular, de la piel, del sistema reproductor, del sistema endocrino. En cada
caso se estudiaran los agentes reconocidos como téxicos de ese 6rgano o sistema, lesio-
nes y mecanismos implicados en la toxicidad organo especifica, los efectos toxicos y /o

alteraciones encontradas.

Respuesta toxica del Sistema Hematopoyético

La Hematotoxicologia es el estudio de los efectos adversos de drogas, sustancias qui-
micas no terapéuticas u otros agentes del ambiente sobre la sangre y los tejidos involucra-
dos en la generacion de las células sanguineas. El sistema hematopoyético es uno de los
principales 6rganos blanco debido a las funciones vitales que desarrollan las células san-
guineas junto con la alta susceptibilidad a intoxicaciones de este tejido altamente prolifera-
tivo. Por ello, junto con el higado y el riidn, es uno de los mas importantes sistemas a tener
en cuenta durante la evaluacién de riesgos de poblaciones expuestas a toxicos en el am-
biente y lugares de trabajo.

La entrega de O, a los tejidos, la mantencion de la integridad vascular y la provision de los
efectores de la inmunidad requieren una gran capacidad proliferativa y regenerativa.

Las células sanguineas se producen a una velocidad aproximada de 1 a 3 millones/seg en
un adulto sano y pueden incluso aumentar en ciertas condiciones donde la demanda es mayor.

Por ello este tejido es particularmente sensible a los efectos de ciertas sustancias que inter-
vienen en la divisién celular (como las utilizadas en el tratamiento del cancer) y a efectos se-
cundarios como aquellos que generan una deficiencia en nutrientes necesarios para una co-
rrecta maduracion de estas células (por ej. el Fe), o en factores estimulantes de estos procesos
(como eritropoyetina y CSF-G factor estimulante de colonia granulocitica).

Las alteraciones generadas por téxicos en sangre pueden afectar el numero y/o funcion

de las células sanguineas. Los estudios hematoldgicos son utiles para detectar, monito-
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rear y comprender los procesos toxicos. Ademas estos estudios permiten algunas ventajas
sobre los clasicos estudios histopatolégicos, como la posibilidad de detectar los efectos
especificos sobre el sistema hematopoyético, aportar a la identificacién de los mecanis-
mos toéxicos o alteraciones metabdlicas generadas y la capacidad de tomar muestras se-

riadas entre otras.

Generalidades del tejido Hematopoyético

La principal funcién del tejido hematopoyético es la produccién de células sanguineas ma-
duras y funcionales, mediante un proceso denominado hematopoyesis.

Varios érganos intervienen en el proceso de hematopoyesis, algunos con funciones mas
centrales que otros:

La médula 6sea produce las células sanguineas (gldbulos blancos, rojos y plaquetas) y par-
ticipa en el almacenamiento de hierro.

El Timo interviene en el manejo de Linfocitos T.

Los nddulos linfaticos se especializan en respuestas donde intervienen los Linfocitos B y la
sintesis de anticuerpos.

El Bazo comparte las funciones de los nédulos linfaticos e interviene en el recambio de eri-
trocitos senescentes y hemoglobina; y en el almacenamiento de hierro. Ademas tiene capaci-
dad de retomar funciones hematopoyéticas de ser necesario.

El Higado almacena hierro, folato y vitamina B, produce la mayor cantidad de proteinas
plasmaticas y algunos factores como eritropoyetina. También tiene la capacidad de retomar
funciones hematopoyéticas en ciertas condiciones.

El Rifién es el principal productor de eritropoyetina y trombopoyetina, y también interviene
en la degradacién de hemoglobina.

La hematopoyesis es una secuencia de eventos altamente regulados en la cual una se-
rie de precursores proliferan y se diferencian para dar origen a células capaces de satisfa-
cer las necesidades de transporte de oxigeno, defensa del huésped y hemostasia entre
otras funciones vitales.

La médula ésea es el principal sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis en huma-
nos y animales.

El bazo tiene una pequena participacion en la produccién de células sanguineas, siendo su
rol critico la eliminacion de las células defectuosas o senescentes y su intervencion en las de-
fensas del huésped.

En el feto la hematopoyesis se lleva a cabo en el higado, bazo, médula ésea, timo y n6-
dulos linfaticos. La médula 6sea es el 6rgano donde predominantemente se produce la
hematopoyesis durante la segunda mitad de la gestacion y el unico productor de células
sanguineas al momento del nacimiento. En este momento toda la médula es activa conoci-

da como médula roja.
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Durante la primera infancia la hematopoyesis se lleva a cabo en la médula ésea de todos
los huesos y luego en los adultos queda confinada a huesos planos como esternoén, costillas,
huesos de la pelvis y vértebras.

La médula 6sea de los huesos largos se convierte en una médula inactiva, denominada mé-
dula “amarilla” o “grasa”.

Bajo condiciones de una demanda extrema en la hematopoyesis, como en algunas enfer-
medades, es posible que ciertas zonas de la médula grasa se reactiven como sitios de hema-
topoyesis en respuesta a ese estrés hematopoyético.

Si bien la funcién central de la médula ésea es la hemato y linfopoyesis, también es uno de
los sitios donde se encuentra el Sistema Mononuclear Fagocitico (MPS) y contribuye a la dife-
renciacion de monocitos en distintas variedades de células del MPS localizadas en higado (cé-
lulas de Kupffer), bazo, nddulos linfaticos y otros tejidos.

Un corte histologico convencional de una médula 6sea revela una compleja combinacién de
distintos tipos de células como son los precursores eritroides, granulociticos, megacariociticos,
del MPS vy linfoides en diferentes estadios de maduracion; junto con células estromales y vas-
culares rodeadas por hueso.

La hematopoyesis es un proceso continuo, pero puede separarse en dos fases. En la
primera una célula pluripotente (stemcell o hemocitoblasto) presenta dos funciones princi-
pales: 1) mantener su numero mediante procesos de auto-perpetuacion y 2) dar origen a
los distintos elementos formes de la sangre (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos
y plaquetas)

De acuerdo a los requerimientos, el microambiente en la médula y los factores de cre-
cimiento influencian a la stemcell para diferenciarse a células comprometidas hacia la
serie mieloide o linfoide, que inician la segunda etapa del proceso. La serie linfoide dara
como resultado Linfocitos pre-B y pre-T, mientras que las células comprometidas hacia la
serie mieloide son multipotentes y pueden originar precursores de granulocitos, eritrocitos
y megacariocitos.

A partir de estos precursores por accion de factores humorales (ej. eritropoyetina, interleu-
quinas, factores estimulantes de colonia, etc) se produce la diferenciacion y maduracién de las

células sanguineas.

Células Sanguineas

Eritrocitos

Estas células constituyen el 40 al 45% del volumen de sangre circulante. Su principal fun-
cion es el transporte de O, de los pulmones al resto de los tejidos y de CO, de los tejidos peri-

féricos a los pulmones para su eliminacion.
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La produccion de eritrocitos se da extravascularmente en el parénquima de la médula
O6sea. La concentracién de Hemoglobina (Hb) determina el grado de oxigenacion de los
tejidos. Los principales estimulos para la eritropoyesis son la hipoxia en los tejidos y aque-
llos factores que afecten a la oxigenacién de los tejidos como funciéon pulmonar, presién de
oxigeno en el aire inspirado (PO,), alteraciones en la curva de saturacion de la Hb, perfu-
sién de los tejidos y potencia cardiaca.

Bajo la influencia de la eritropoyetina los precursores de la serie eritroide comienzan a dife-
renciarse y madurar. A medida que estos precursores maduran y se dividen se van haciendo
mas pequenos, los nucleos se contraen y condensan, cesa la division celular y se presenta una
adecuada cantidad de Hb en el citoplasma. Finalmente el nlcleo se expulsa de la célula gene-
rando el Reticulocito, el estadio previo al eritrocito maduro, el cual contiene agregados de ARN
en el citoplasma. El proceso desde la estimulacién de la stemcell hasta la generacion de reticu-
locitos lleva aproximadamente 5 dias.

Los eritrocitos maduros y reticulocitos migran a los senos venosos de la médula 6sea e in-
gresan en circulacion. Los reticulocitos que alcanzan circulacion periférica maduran en el bazo
para convertirse en eritrocitos maduros, proceso que demanda 2 a 3 dias.

La vida media de los eritrocitos en el hombre es de 120 dias, y esto puede variar en las dis-
tintas especies.

En los mamiferos los eritrocitos son células anucleadas (Figura 1) con forma de disco
bicéncavo, lo cual les permite obtener la mayor relacién area/volumen para maximizar el
intercambio gaseoso y les da la capacidad de deformarse para cumplir con los requerimien-
tos de la circulacion.

Los eritrocitos estan altamente especializados en producir, transportar y proteger a la Hb
encargada del transporte de oxigeno entre los pulmones y los tejidos. La Hb constituye aproxi-
madamente el 95% de las proteinas del eritrocito.

Esto reporta importantes beneficios como una disminucién en el recambio de Hb, ya que
su vida media libre es de unas pocas horas, mantener a la Hb en un ambiente metabdlico
adecuado para mantener su funcionalidad (Fe+2) y elimina el efecto osmaético que generaria

la Hb en el plasma.

Leucocitos

Cinco tipos de células integran este grupo de células: neutrdfilos, eosindfilos, basoéfilos, mo-
nocitos y linfocitos; que pueden agruparse en dos grandes grupos, los granulocitos integrados

por los tres primeros, y los agranulocitos (Figura 1).
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Los granulocitos comparten un origen comun y se diferencian y maduran a partir de esa cé-
lula comun desarrollando caracteristicas en su nucleo y granulos especificos de cada tipo de
granulocito. Una vez maduros son volcados a circulacion. Asi mismo existe en médula un re-
servorio de neutrdfilos listos para volcarse a circulacién cuando sea necesario. Una vez que los
neutréfilos abandonan la circulacién para ingresar en un tejido ya no retornan.

Los granulocitos son células que presentan nucleos segmentados y granulos citoplas-
maticos. La clasificacion de éstos en neutrofilos, baséfilos y eosindfilos obedece al aspecto
que toman los granulos primarios de estas células en determinadas tinciones.

Estos granulos son importantes porque les confieren actividades especificas a las células en
los procesos inflamatorios y respuestas alérgicas:

Basodfilos: intervienen en la respuesta inflamatoria y en las respuestas alérgicas de hiper-
sensibilidad inmediata. En sus granulos contienen varios efectores de estas respuestas como
heparina e histamina, entre otros.

Eosindfilos: atacan fundamentalmente las parasitosis e intervienen regulando las reacciones
de hipersensibilidad. Para ello contienen enzimas como proteina basica mayor, proteina catio-
nica del eosindfilo, peroxidasa del eosinofilo, histaminasa, etc.

Neutrofilos: se especializan en la busqueda, fagocitosis y destruccion de patégenos bacte-
rianos, ademas de participar en procesos inflamatorios. En sus granulos especificos contienen
lisozimas, activadores de complemento, colagenasas, etc.

Dentro de los agranulocitos encontramos a los monocitos y los linfocitos que presentan ca-
racteristicas y funciones particulares.

Monocitos: son células mas grandes que las otras, con un nucleo grande e irregular. Los
monocitos circulan en sangre aproximadamente 3 dias y luego migran a los tejidos, donde se
convierten en macréfagos y tienen una vida media de unos 3 meses.

Tienen dos funciones principales, fagocitosis y presentacion de antigenos. Presentan
una respuesta quimiotactica mas débil que los neutrdéfilos, pero son importantes en el
ataque contra distintos microorganismos y en la remocion de restos de tejidos. Como
presentadoras de antigenos son importantes en la activacion de la respuesta de linfocitos
T, los cuales a su vez activan a los linfocitos B para producir anticuerpos contra ese anti-
geno particular.

Ademas producen factores como interferén (INF), factor de necrosis tumoral (TNF), interleu-

quina 1 (IL-1) que tienen importancia en gran cantidad de procesos.
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PLAQUETAS GLOBULOS ROJOS GLOBULOS BLANCOS
Granulocito Agranulocito
M A/Iv\ /\

Basififo Fosindfifo Neuwtrdfio Linfocite MonocRo

o " 8800

Figura. 1: Representacién de las células sanguineas. Glébulos rojos, blancos y plaquetas

Linfocitos: los linfocitos B completan su maduracion en los 6rganos linfoides (nédulos
linfaticos y bazo), mientras que los linfocitos T lo hacen en el timo (educacién timica). Los
linfocitos T y B son morfolégicamente indistinguibles en sangre periférica. Estas células
tienen un nucleo redondo y denso y un escaso anillo de citoplasma. Los linfocitos tienen la
habilidad de recircular entre los tejidos. Aproximadamente el 70% de los linfocitos circulan-
tes son células T. Estas, se diferencian en diversos tipos celulares como células T citotoxi-
cas (CD8) que actuan contra patégenos intracelulares como los virus y células T helper
(CD 4) que median las reacciones de hipersensibilidad retardada. Cuando se activan los
linfocitos B se transforman en células plasmaticas encargadas de la produccion de anti-

cuerpos importantes en la inmunidad humoral.
Plaquetas

La sintesis de plaquetas difiere de la de eritrocitos y granulocitos en que se lleva a cabo

por endocitosis (divisidn nuclear sin divisién citoplasmatica). En el megacariocito maduro
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se generan divisiones con membrana en el citoplasma que daran origen a las plaquetas
cuando estos megacariocitos emitan pseuddpodos hacia el sistema venoso de la médula
6sea. En ese momento se produce la fragmentacion del citoplasma de estas células por las
lineas de demarcacion generadas por las membranas, dando origen asi a las plaquetas.
Por esto, las plaquetas son células anucleadas y son las mas pequefas entre los elementos
formes de la sangre (Figura 1). Su principal funcién es mantener la homeostasis, formando el
tapén plaquetario en un sitio donde haya una herida e interviniendo en la coagulacion (factor
plaquetario 3, factores de coagulacion y retraccion del coagulo). También producen mediadores
de inflamacion (quimoquinas, sustancias vasoactivas y proteinas catiénicas) e intervienen en la

fagocitosis de pequefas particulas y bacterias.

Hematotoxicologia

Los dafios producidos por un toxico sobre el tejido hematopoyético pueden producirse sobre

los eritrocitos o leucocitos generando distintas patologias como anemias o leucemias.

Toxicologia del eritrocito

Hace tiempo se han comenzado a estudiar los efectos toxicos que pueden tener diversos
xenobidticos sobre los eritrocitos y el rol de los mismos como transportadores y reservorio de
estas sustancias; teniendo en cuenta que constituyen un tejido de facil acceso y que tiene im-
portantes funciones como la oxigenacion de los tejidos.

Los eritrocitos pueden verse afectados por téxicos en su produccion, funcion y/o supervi-
vencia. Como resultado de estas alteraciones se produciran cambios en la cantidad de células,
dando lugar frecuentemente a anemias (disminucion de eritrocitos) o menos comunmente eri-
trocitosis (aumento de eritrocitos).

Las anemias pueden resultar de dos procesos fundamentales: una disminucién en la pro-
duccién de eritrocitos o un aumento en la eliminacion de los mismos.

Estas alteraciones se evalian mediante andlisis de sangre donde se incluyen parametros
como estudio de morfologia eritrocitaria, recuento de eritrocitos, Hemoglobina (Hb), Hematocri-
to (Hto), Volumen corpuscular medio (VCM) y recuento de reticulocitos entre otros.

Frecuentemente cuando la anemia se produce por una destruccién aumentada de eritrocitos
se observa un aumento de reticulocitos en circulacion. Esto resulta de un mecanismo compen-
satorio que hace que la médula libere reticulocitos, es decir eritrocitos inmaduros que contienen

ARN residual, a circulacién para suplir el faltante de eritrocitos.
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Alteracion en la produccién de glébulos rojos

La produccion de eritrocitos es un proceso continuo que involucra divisién celular y una alta
sintesis de hemoglobina. En el adulto el componente mayoritario del citoplasma del eritrocito es
la hemoglobina A, formada por dos cadenas de -globina y dos de B-globina conteniendo cada
una un grupo hemo.

El primer paso en la biosintesis del hemo (Figura 2) se da en la mitocondria e involucra
la condensacion de 1 glicina y 1 succinilCoA a través de la enzima acido -
aminolevulinicosintasa (ALAS), que utiliza piridoxal fosfato como cofactor, para producir el
acido -aminolevulinico (ALA). Esta reaccion limita la velocidad de la biosintesis del hemo
y por ello es la reaccién mas regulada.

Luego el ALA es transportado al citosol donde la ALA dehidratasa (también conocida como
porfobilindgenosintasa) dimeriza a 2 moléculas de ALA para producir un compuesto pirrolico, el
porfobilindgeno. El siguiente paso en la via involucra una condensacion cabeza-cola de cuatro
moléculas de porfobilindgeno dando el tetrapirrolhidroximetilbilano, a través de la porfobiliné-
genodeaminasa (PBG deaminasa).

El hidroximetilbilano puede convertirse enzimaticamente, por la acciéon de la uroporfirin-
genosintasa y la uroporfirindgeno Il co-sintasa, en uroporfirindgeno Il o puede transformarse
en el uroporfirinégeno | a través de una reacciéon no enzimatica.

En el citosol, el uroporfirinégeno Il o uroporfirinégeno | son descarboxilados por uropor-
firindbgenodecarboxilasa. Los coproporfirinégenos resultantes tienen grupos metilo en lugar
de acetato. El coproporfirindégeno Il es el intermediario mas importante del ciclo.

El coproporfirinégeno Il es transportado al interior de la mitocondria donde 2 residuos de
propionato son descarboxilados, produciendo 2 anillos pirrolicos con sustituyentes

vinilo, el protoporfirinégeno IX. Este es luego transformado en protoporfirina IX por la proto-
porfirinégeno IX oxidasa. La reaccion llevada a cabo por la oxidasa requiere oxigeno molecular
y resulta en la pérdida de 6 protones y 6 electrones, lo cual produce un sistema de anillo com-
pletamente conjugado y es responsable del color rojo tan caracteristico de los hemos. Final-
mente en la mitocondria a través de la ferroquelatasa se inserta un atomo de hierro en el anillo
para generar el grupo hemo. Luego el grupo hemo es transportado al citoplasma y se acopla
con las cadenas de globina para formar la hemoglobina.

Como vimos la sintesis de hemoglobina requiere la incorporacién de Fe* en el anillo porfiri-
nico, por lo tanto una deficiencia de hierro, usualmente de origen dietario o por pérdidas impor-
tantes de sangre, generan importantes anemias.

Por ello, cualquier droga que contribuya o genere pérdidas de sangre, como los antiin-
flamatorios no esteroideos debido al alto riesgo de ulceracién gastrointestinal y sangrado
que presentan, pueden potenciar el riesgo de desarrollar una anemia del tipo ferropénica.

Por otro lado, defectos en la sintesis del grupo hemo pueden generar una anemia side-
roblastica, con la caracteristica acumulacion de hierro en los eritroblastos en médula 6sea,

en los cuales se produce la precipitacion de hierro en un complejo con la ferritina mitocon-
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drial generando los sideroblastos en anillo. Varias sustancias pueden interferir con uno o
varios pasos de la sintesis del hemo y generar este tipo de anemias.

El ejemplo mas caracteristico de las sustancias que afectan la sintesis del hemo es la into-
xicacién con plomo, ya que este metal se fija en médula ésea alcanzando concentraciones
superiores a las circulantes. En esta situacion inhibe tres enzimas de la sintesis del hemo:

-ALA-deshidratasa (citosolica):La consecuencia es un aumento de su sustrato, el ALA,
primero en suero y después en orina.

coproporfirindgeno llI-descarboxilasa (mitocondrial) o coproporfirinégeno Il oxidasa (co-
progenasa): la inhibicién de esta enzima genera un aumento de coproporfirinégeno en san-
gre y de coproporfirina Ill en orina y heces. También pueden aumentar uroporfirina y porfo-
bilinébgeno en orina.

hemosintetasa o ferroquelatasa (mitocondrial):La consecuencia es que se produce una
acumulacion de protoporfirina IX en el eritroblasto, el Fe no utilizado se acumula en el he-
matie y aumenta en suero (ligera hipersideremia), y la protoporfirina IX quela al Zn, for-
mando una nueva molécula Zn-protoporfirina (Zn-PP) que, por su tamafo, no puede salir
del hematie.

Esto genera las alteraciones hematolégicas vistas en la intoxicacion por plomo, llegando en
casos de alta exposicién al plomo a la anemia saturnina.

Otra alteraciéon que podemos encontrar es la denominada anemia aplasica. Este trastorno
se caracteriza por pancitopenia (disminucién de todos los tipos celulares) en sangre periférica,
con celularidad hematopoyética disminuida o ausente en la MO, que es reemplazada por célu-
las grasas. Uno de los téxicos que caracteristicamente estan relacionados al desarrollo de la

anemia aplasica es el benceno

Alteracion en el recambio de glébulos rojos

Normalmente se produce un recambio de eritrocitos en el cual interviene el bazo elimi-
nando los glébulos rojos senescentes. Ante ciertas circunstancias se produce un aumento
de la eliminacion o lisis de eritrocitos que generan las llamadas anemias hemoliticas. Esta
situacion puede producirse por lisis intravascular de eritrocitos, reacciones de tipo autoin-
mune o derivadas de procesos infecciosos.Ademas de estas situaciones existen ciertos
xenobidticos que generan un estrés oxidativo que supera los mecanismos antioxidantes
que tiene el eritrocito. Entre estos téxicos encontramos a la hidroxilamina, sulfanilamida,

acetanilida, naftaleno, nitrobenceno, acido aminosalicilico y fenol entre otros.
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Figura 2. Biosintesis del grupo Hemo. Notar que algunas de las reacciones se llevan a cabo en la mitocondria y

otras en el citoplasma
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La accion de estos compuestos sobre la hemoglobina genera radicales libres que finalmente
afectan no solo a la hemoglobina sino también a otras macromoléculas y estructuras del eritro-
cito como enzimas y la membrana celular.

Las alteraciones producidas en la hemoglobina, que incluyen la generacion de un deri-
vado de la hemoglobina de naturaleza radicalaria, derivan en la desnaturalizacion de esta
molécula y una consecuente disminucion de la solubilidad de la misma. La hemoglobina
desnaturalizada forma agregados con la membrana celular conocidos como cuerpos de
Heinze, los cuales son indicativos de eritrocitos sometidos a un estrés oxidativo. El bazo es
muy eficiente en eliminar los eritrocitos que contienen estos cuerpos de Heinze, por lo cual
dificilmente se observen en circulacion.

Por otro lado la desnaturalizacion oxidativa a la que esta sometida la hemoglobina en
estas situaciones, genera una disminucion de la afinidad de las cadenas de globina por el
grupo hemo. Los grupos hemos libres a su vez generan mas radicales libres y también
puede derivar en un compuesto hidrofébico llamado hemina que se intercala en la mem-
brana plasmatica del eritrocito.

Si bien, la hemina puede removerse de la membrana por medio de la albumina, cuando la
produccion de hemina supera la tasa de eliminacion mediante albumina, la acumulacion de
hemina en la membrana altera la estructura de la misma y favorece la lisis de los eritrocitos.

Ademas, el estrés oxidativo generado puede peroxidar los lipidos de membrana afectando
la capacidad de deformarse del eritrocito. El estrés oxidativo también altera la permeabilidad al

potasio y el metabolismo energético de la célula causando una deplecién de ATP en la misma.

Alteracion en la funcion respiratoria de la Hemoglobina

La hemoglobina es necesaria para un efectivo transporte de O, y CO, entre pulmones vy teji-
dos, para lo cual se da un delicado balance entre las formas oxigenadas y desoxigenadas de la
hemoglobina.

La cadena de globina cuando no esta unida a O, se mantiene en una conformaciéon deno-
minada “tensa” (T), caracterizada por una relativa baja afinidad por el O,. La unién del O, pro-
duce un cambio conformacional llevandola a un estado “relajado” (R) asociado con un aumento
de afinidad por el O, de unas 500 veces. Asi se genera un efecto cooperativo entre las cadenas
de globina que aumentan la afinidad de la molécula por el O, cada vez que une O,, generando
las conocidas curvas sigmoideas de saturacion de la hemoglobina.

La capacidad de la hemoglobina para realizar correctamente su papel en el transporte de
oxigeno depende de factores intrinsecos (homotrépicos) y extrinsecos (heterotrépicos) que

pueden afectar este balance.

Efectos Homotrépicos
Una de las propiedades homotrépicas de la oxihemoglobina es la lenta pero consistente
oxidacion del Fe**heminico al Fe™ de la metahemoglobina, la cual no es capaz de unir ni trans-

portar O,. Ademas la presencia de metahemoglobina tiene efectos alostéricos sobre el tetra-
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mero de hemoglobina aumentando la afinidad por el O, de la oxihemoglobina, lo cual resulta en
un desplazamiento hacia la izquierda de la curva de saturacion de hemoglobina.

La combinacion de estos dos efectos dificulta el transporte de O, a los tejidos cuando la
cantidad de metahemoglobina supera un cierto valor critico.

Como es de esperar el eritrocito cuenta con vias metabdlicas, mediadas por la NADH-
diaforasa y la NADPH-diaforasa, para reducir el Fe*® con las cuales mantiene la concentracion
de Metahemoglobina (MetHb) en menos del 1% de la Hb total.

La principal causa de metahemoglobinemia es la exposicion a xenobibticos oxidantes que
superan la capacidad del sistema de diaforasas, como lidocaina, benzocaina, éxido nitrico,
nitrato de plata, nitritos, nitratos, nitrobenceno, aditivos de naftas, orto- y para- toluidina.

Estas sustancias pueden dividirse en:

Oxidantes directos: pueden generar MetHb cuando se exponen a los eritrocitos in vivo e in
vitro (ej. Nitritos, nitratos)

Oxidantes indirectos: no inducen MetHb en exposicién in vitro, pero si in vivo luego de la
metabolizacion (nitrobenceno, o- y p-toluidina).

La mayoria de los pacientes toleran sin sintomatologia niveles relativamente bajos de
MetHb (menores al 10%), aunque en ciertos casos puede presentarse cianosis cuando la con-
centracion de MetHb supera el 5-10%.

Generalmente cuando los niveles de MetHb superan el 20% se experimentan sintomas re-
lacionados a hipoxemia tisular. La severidad de estos sintomas se incrementa cuando se al-
canzan niveles del 30% de MetHb y niveles del 70% o mayores suelen ser mortales.

Para revertir los efectos de estas drogas metahemoglobinizantes puede utilizarse administracion
intravenosa de 1-2 mg/Kg de azul de metileno el cual activa el sistema NADPH-diaforasa, teniendo

en cuenta que también se debe contar con un adecuado suministro de NADPH.

Efectos heterotrépicos

Existen tres efectores heterotropicos principales: ph, 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) y
temperatura.

La disminucion de pH (ej, acido lactico, CO,) disminuye la afinidad de la Hb por el O, con lo
cual se produce un desplazamiento hacia la derecha de la curva de saturacion de la Hb, lo cual
facilita la liberacion de O, en los tejidos. Debido al equilibrio entre bicarbonato y CO, que se da
en el pulmén, se produce una disminucién de los niveles de H", con lo cual se incrementa la
afinidad de la Hb por el O, y se facilita su captacion a nivel pulmonar; asi la capacidad buffer de
la Hb hace 6ptima la captacién y transporte de O,

La unién de 2,3-DPG en un sitio especial de la Hb estabiliza su conformacién “T” y reduce
su afinidad por el O,, desplazando la curva hacia la derecha. Existen ciertas condiciones que
pueden aumentar o disminuir las concentraciones de 2,3 DPG y también sustancias que pue-
den actuar como analogos del mismo, generando efectos similares.

Cuando la temperatura corporal aumenta, la afinidad de la Hb por el O, disminuye; esto faci-
lita la entrega de O, a los tejidos. Este efecto debe tenerse en cuenta durante las cirugias en

las cuales se induce una hipotermia importante.
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La funcién respiratoria de la Hb se afecta seriamente con ciertas sustancias que se unen a
los sitios de union especificos, siendo la mas caracteristica el CO.

El CO tiene una tasa de union relativamente baja a la Hb, pero una vez que se ha unido su
afinidad es muy grande, siendo unas 200 veces mayor que la del O,. Esa unién estabiliza la
conformacion de alta afinidad “R”, con lo cual la curva se desplaza a la izquierda y se compro-
mete la liberacion de O, en los tejidos.

A modo de resumen de esta seccidn se presenta un cuadro comparativo de las diversas al-

teraciones que pueden ocasionar los xenobidticos a los gldbulos rojos (Figura 3).

EFECTO TOXICO

J PATOLOGIA
~
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Figura. 3: Toxicologia del eritron: ejemplos de alteraciones y patologias ocasionadas por la accion de téxicos sobre

los glébulos rojos

Toxicologia de leucocitos

Las leucemias son desordenes proliferativos del tejido hematopoyético. Se clasifican como
mieloides o linfoides segun cudl sea la serie que prolifera descontroladamente. De acuerdo a si
las células que se observan en estos procesos son poco diferenciadas o bien diferenciadas se
clasifican en agudas o crénicas. Asi dependiendo de estas caracteristicas y otras morfolégicas

pueden presentarse distintos tipos de leucemias como leucemia linfocitica cronica (LLC), leu-
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cemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda
(LMA), sindrome mielodisplasicos (SMD) cada una con varios subtipos.

Existe importante evidencia de que el origen de estas patologias es multifactorial, donde los
mismos factores que regulan la hematopoyesis estan involucrados en las transformaciones neopla-
sicas que tienen lugar, entre ellos se pueden contar a los factores de crecimiento (citoquinas), pro-
tooncogenes y otros genes promotores de crecimiento, junto con factores ambientales.

La leucemia mieloide aguda (LMA) es la principal leucemia asociada a exposicion a téxicos
o sustancias quimicas seguida por los sindromes mielodisplasicos (SMD).

Los estudios realizados sobre la hematotoxicidad del benceno indicaron que se produce
bioactivacion de metabolitos reactivos, formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
activacion del receptor de aril-hidrocarburos y del oncogen C-Myb, aneuploidias frecuentes en
el cromosoma 7.

Otros agentes inductores de LMA o SMD son los agentes alquilantes utilizados en el trata-
miento del cancer, como ciclofosfamida, busulfuram, nitrosourea entre otros. La incidencia de
SMD/LMA en estos pacientes es de 0,6 al 17% con un aumento del riesgo en unas 100 veces
respecto de un paciente no expuesto a estas sustancias.

Lo mismo ocurre con los inhibidores de la topoisomerasa Il. En este caso se presentan caracteris-
ticas distintivas en el desarrollo de la LMA: ausencia de una fase preleucémica, un corto periodo de
latencia, ciertas aberraciones cromosémicas producidas principalmente en los cromosomas 11y 21.

También pueden desarrollarse distintos tipos de leucemias por exposicion a altos niveles de
radiaciones ionizantes como rayos x y y, mientras que aun no han sido debidamente probados
los efectos de radiaciones no ionizantes (electromagnéticas, microondas

A modo de resumen de esta seccidn se presenta un cuadro comparativo de las diversas al-

teraciones que pueden ocasionar los xenobidticos a los glébulos blancos (Figura 4).
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Figura 4: Toxicologia de leucocitos: ejemplos de patologias ocasionadas por la accién de tdxicos sobrre los glébulos blancos
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Respuesta toxica del higado

El higado es el segundo 6rgano mas grande del cuerpo humano después de la piel, y es el ma-
yor érgano interno En los adultos pesa alrededor de 2 kg. Se encuentra en el borde inferior derecho,
bajo la caja toracica. De consistencia esponjosa cuando esta sano. El higado, localizado bajo el
diafragma y las costillas, se extiende a través del lado izquierdo del cuerpo por encima del borde
superior del estbmago. La verdosa vesicula biliar y sus vias estan debajo del lado derecho del hi-
gado. El suministro de sangre del higado es exclusivo, proviene tanto del corazén (25%) como del
tracto digestivo (75%) en forma directa a través de un gran vaso sanguineo llamado la vena porta.

Cada uno de los dos Iébulos principales contiene unidades mas pequefias llamadas lobuli-
llos. La mayoria de los higados tienen de 50.000 a 100.000 lobulillos que constan de una vena
rodeada por minusculas células hepaticas llamadas hepatocitos. Estas células purifican la san-
gre, eliminan los desechos y toxinas y almacenan nutrientes saludables para que el cuerpo los
utilice cuando sea necesario.

Las tareas del higado son numerosas: Convierte el aztcar glucosa en glicogeno y la alma-
cena hasta que el organismo la necesita. También almacena vitaminas, hierro y minerales,
hasta que el cuerpo los necesite.

Las células hepaticas producen proteinas y lipidos o sustancias grasas que son los triglicé-
ridos, el colesterol y las lipoproteinas.

El higado produce acidos biliares que descomponen la grasa de los alimentos. Estos acidos
biliares se necesitan para que el organismo absorba las vitaminas A, D y E, todas las cuales se
encuentran en la grasa.

Elimina quimicos, alcohol, toxinas y medicamentos del torrente sanguineo y los envia a
los rifiones como urea para ser excretados como orina o a los intestinos para ser eliminados

como defecacion.

Aclaramiento hepatico

El aclaramiento hepatico cuantifica la pérdida de farmaco durante su paso a través del hi-
gado. Resulta del accionar del metabolismo hepatico y la excrecién biliar. También esta con-
dicionalidad por el flujo sanguineo hepatico, la unién de farmaco en plasma de proteina y la
actividad de las enzimas hepaticas y transportadores. Variacion de uno o varios de estos
parametros puede ser mas o menos influir en el aclaramiento hepatico de un xenobibtico.

El Aclaramiento o “Clearance” Hepaticolntrinseco (Clint) se ve afectado por la actividad en-
zimatica fundamentalmente de las enzimas de fase 1 y 2. Esta es una de las causas de la va-
riabilidad de la respuesta hepatica a toxicos.

La biodisponibilidad de drogas entonces esta profundamente relacionada con el Clint. Especial-
mente la biodisponibilidad de aquellas drogas o toxicos que ingresan via oral ya que tienen que

antes de alcanzar el torrente sanguineo deben pasar la barrera del epitelio intestinal y luego pasar
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por el higado. Al resultado de este camino que deben sortear las drogas ingresadas por via oral se
denomina efecto del primer paso del inglés First pass effect
Metabolismo

El higado es, por excelencia, el principal lugar de depuracion de sustancias quimicas endé-
genas (como el colesterol, esteroides, acidos grasos y proteinas) asi como exégenas como los
farmacos y téxicos. El papel central del higado en la depuracion y transformacion de sustan-
cias quimicas hace que sea un 6rgano muy susceptible a intoxicaciones.

El metabolismo de los farmacos suele ser dividida en dos fases. La fase 1 incluye un con-
junto de reacciones quimicas que preparan a la droga para entrar a la fase 2. Estas reacciones
incluyen reduccion-oxidacion, hidrdlisis, hidratacion y muchas otras menos frecuentes. Estos
procesos aumentan la solubilidad de la droga en el agua y puede generar metabolitos que son
quimicamente activos y potencialmente toxicos. La mayoria de las reacciones quimicas de la
fase 2 ocurren en el citoplasma e incluyen principalmente la conjugacién con compuestos en-
dogenos por medio de enzimas transferasas. (ver capitulo 2)

El término hepatopatia se aplica a muchas enfermedades y trastornos que provocan que el
higado funcione inadecuadamente o que deje de funcionar. El dolor abdominal, el color amarillo
de la piel o los ojos (ictericia) o los resultados anormales de las pruebas de la funcién hepati-
ca sugieren una hepatopatia. Entre las enfermedades hepaticas mas corrientes encontramos:
Hepatitis autoinmunitaria, Calculos biliares, Cirrosis, Hepatitis A, B y C, Carcinoma hepatocelu-
lar, Hepatotoxicidad, Colestasis inducida por medicamentos, Hepatotoxicosiscianobacteriana,

Hepatopatia alcohdlica, otras.

Hepatotoxicidad

La hepatotoxicidad, llamada enfermedad hepatica toxica inducida por drogas implica dafio —
sea funcional o anatémico— del higado inducido por ingestiéon de compuestos quimicos u organi-
cos. El higado esta especialmente expuesto a toxicidad por razén de su funcién en la biotransfor-
macién, metabolismo y eliminacion de agentes potencialmente téxicos. Ciertos productos medicina-
les, al tomarse en dosis elevadas o por un largo periodo de tiempo causan dafios celulares, aunque
la hepatotoxicidad es por lo general independiente de la concentracién del farmaco, es decir, algu-
nas drogas pueden causar dafio hepatico aun en dosis terapéuticas. La hepatotoxicidad puede ser
causada por elementos naturales, remedios caseros o industriales, entre otros. Todo producto cau-
sante de dafo al higado se conoce como hepatotoxina o hepatotdxico.

Existen mas de 900 drogas que se han implicado en el dafio hepatico y es la razén mas frecuen-
te para retirar un medicamento del mercado. Muchos elementos quimicos causan dafio subclinico,
es decir, que no se manifiesta con alguna sintomatologia y que se presentan solo con resultados
anormales de las enzimas hepaticas. La hepatotoxicidad es responsable de un 5% de todos los

ingresos hospitalarios y un 50% de todas las causas de insuficiencia hepatica aguda.
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Mecanismo de dafo hepatico

Debido a su metabolismo peculiar y a su cercana relacion con el tracto gastrointestinal,
el higado es tremendamente susceptible a las injurias toxicas. Cerca de un 75% de la san-
gre que llega al higado viene directamente de los 6rganos gastrointestinales y el bazo por
medio de la vena porta, el cual trae drogas y xenobidticos de forma concentrada. Son va-
rios los mecanismos responsables bien sea de la induccion del dafio hepatico o de empeo-
rar un proceso dafiino.

Muchos compuestos dafian a la mitocondria, un organulo intracelular que produce energia.
Su disfuncién libera una excesiva cantidad de oxidantes que, a su vez, causan dafo a
la célula hepatica. La activacion de algunas enzimas en el sistema citocromo P450, tales como
el CYP2E1 también conllevan a estrés oxidativo. Las lesiones a los hepatocitos y a las células
del conducto biliar producen acumulacion de bilis dentro del higado. Ello promueve la aparicion
de dafio adicional hepatico.

Las células que no pertenecen al parénquima hepatico, como las células de Kupffer, células
almacenadoras de grasa o células de Ito y leucocitos pueden tener un papel en estos meca-
nismos toxicos.

Injuria Colestasica: (funcién de proteinas transportadoras alteradas)

Injuria Citotdxica: necrosis, apoptosis Stress oxidativo disfuncion mitocondrial, Esteatosis,
Fosfolipiddsis.

Modificacién de las funciones hepatica (Modulacioncit P450)

Dafo en distintas partes del higado dependiendo de la tensidn de oxigeno o efecto directo
de drogas o de los metabolitos de estas.

Por ejemplo el Alcohol Alilico (AA) causa necrosis periportal dado que ahi se hallan las en-
zimas que lo metabolizan.

El tetracloruro de carbono causa necrosis centrolobulillar, endotelial debido a la activacion
de cit-P450 en zona 3.

Figura 5. Cortes histolégicos de higado de rata que muestra el efecto del acetaminofeno, a = grado 1 necrosis centrilo-
bular minima, b = grado 2 necrosis extensiva confinada al espacio centrolobulillar y 3 = necrosis extendida a la zona

intermedia. Tomado de MalineeWongnawa y cols 2006
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Patrones de lesiones y marcadores de daio hepatico

Existe una amplia variedad de dafio hepatico clinico y patolégico producido por com-
puestos quimicos. Los marcadores bioquimicos como la alaninatransferasa, fosfatasa alca-
lina y la bilirrubina, se usan con frecuencia para detectar dafio hepatico, definido como un
aumento en la concentracion de ALT mas de tres veces por encima del limite normal ma-
ximo, un aumento del ALP mas del doble del nivel maximo o la concentraciéon de bilirrubina
aumentado al doble por encima del nivel normal maximo asociado a niveles de ALT o ALP
aumentados. El dafio hepatico se caracteriza también en hepatocelular (elevacién inicial
predominantemente de ALT) y colestasico, que es un aumento inicial de ALP. Sin embargo,
éstos dos tipos no son mutuamente exclusivos, de modo que se pueden encontrar momen-
tos en los que hay dafios por tipos mixtos.

Las siguientes son algunas de las enzimas hepdticas, componentes de coagulacion y deri-

vados de la bilis, que los médicos evaluan para conocer el estado del higado de una persona.

Alanina-Aminotransferasa (ALT)

Las células hepaticas producen la enzima ALT. Las concentraciones de ALT aumentan
cuando las células hepaticas estan dafiadas o se estan muriendo. A concentraciones de ALT
mas elevadas, mayor muerte celular o inflamacién del higado esta ocurriendo.

Las concentraciones de ALT pueden permanecer bajas aun si el higado esta inflamado o se

esta formando tejido cicatricial.

Aspartato-Aminotransferasa (AST)

Tal como la enzima ALT, la AST es una enzima producida por las células hepaticas, pero
los musculos también producen AST y puede estar elevada por enfermedades diferentes a la
enfermedad hepatica. Por ejemplo, a menudo la AST es alta durante un infarto del miocardio
(ataque al corazén).

En muchos casos de inflamacion del higado, las ALT y AST también estan altas. En algunas
enfermedades, como la hepatitis alcohdlica, las concentraciones de AST pueden ser mas altas
que las de ALT. Las concentraciones de AST pueden ser normales, y de todas maneras se
puede estar presentando dafio hepético. Esta prueba agrega tan sélo otro punto de vista mas
sobre la enfermedad hepatica.

Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima producida en las vias biliares, intestinos, rifiones, pla-
centa y huesos. Esta enzima se mide para ayudar a los médicos a determinar si una enferme-
dad esta concentrada en las vias biliares o en el higado. Cuando la concentracion de esta en-
zima esta alta y las concentraciones de ALT y AST bastante normales, puede haber un proble-
ma en las vias biliares, como una obstruccion. Algunos trastornos 6seos también pueden ser

causa de un alza en la concentracion de la fosfatasa alcalina.
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Gammaglutamiltranspeptidasa (GGT)

Esta enzima, como la fosfatasa alcalina, es producida en las vias biliares y se puede subir
cuando hay un trastorno de las vias biliares. Las alzas en GGT y fosfatasa alcalina, por lo ge-
neral sugieren enfermedad de las vias biliares. La medicion de GGT es una prueba muy sensi-
ble, puede aparecer alta con cualquier otra enfermedad hepatica. Las concentraciones altas de
GGT también son causadas por medicamentos (aun cuando se hayan tomado segun la pres-
cripcién médica), y a menudo son elevadas en personas que beben demasiado, aun cuando no

haya enfermedad hepatica.

Bilirrubina

Los médicos también miden la bilirrubina, el pigmento amarillo rojizo formado por la des-
composicion de la hemoglobina de los globulos rojos viejos. Normalmente, el higado conjuga la
bilirrubina, que es excretada en la bilis y pasa por el duodeno para ser eliminada.

Las concentraciones de bilirrubina en la sangre pueden subir debido a sobreproduccion,
disminucién de la absorcion por parte del higado, disminucién de la conjugacién, disminucion
de la secrecion del higado o bloqueo de las vias biliares.

En caso de aumento de produccion, disminucion de absorcion del higado o disminucion de
la conjugacion, la bilirrubina no conjugada, denominada bilirrubina indirecta, estara basicamen-
te elevada. En casos de disminucion de secrecion del higado u obstruccién de las vias biliares,
la bilirrubina conjugada o bilirrubina indirecta, estara basicamente elevada. Muchas enfermeda-
des hepaticas diferentes pueden causar altas concentraciones de bilirrubina.

En caso de enfermedad hepatica cronica, por lo general las concentraciones de bilirrubina
son estables hasta que haya ocurrido dafio hepatico considerable y la cirrosis esté presente.
En la enfermedad hepatica aguda, por lo general la bilirrubina aumenta en relacién con la gra-
vedad del proceso agudo.

En la obstruccion o enfermedad de las vias biliares, las concentraciones de fosfatasa alcali-

na y GGT a menudo aumentan con la de bilirrubina.

Albumina

La albumina es la principal proteina sintetizada por el higado y que este luego libera en la
sangre. La baja concentracién de albumina indica deficiencia de la funciéon hepatica. Las con-
centraciones de albumina por lo general son normales en las enfermedades hepaticas cronicas
hasta que se presenta la cirrosis y dafio hepatico considerable. Las concentraciones de albu-
mina son bajas cuando hay desnutricion y van acompafnadas por gran adelgazamiento con

enfermedad gastrointestinal y renal.

Tiempo de protrombina (PT)
La protrombina es una proteina que participa en la coagulacion de la sangre. En una hemo-
rragia, la protrombina se convierte trombina que es insoluble. Cuando la funcién hepatica tiene

anomalias graves, disminuyen la sintesis y secrecion de las proteinas de coagulacion en la
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sangre. El tiempo de protrombina es una prueba del tipo de coagulacion de la sangre, que se
realiza en laboratorios y es "prolongado” cuando la concentracion de alguno de los factores de
coagulacioén producidos por el higado, esta baja en la sangre.

En las enfermedades hepaticas crénicas no colestasicas, por lo general el tiempo de pro-
trombina no es alto hasta que se presentan cirrosis y dafio hepatico considerable. En la enfer-
medad hepatica colestasica los pacientes tienen una capacidad reducida de absorcion de la
vitamina K. Esta deficiencia de vitamina K puede llevar a un tiempo de protrombina prolongado.

Las concentraciones mas altas de AST y ALT se encuentran cuando mueren numerosas ceé-
lulas hepaticas. En la hepatitis B virica, el pronunciado dafo hepatico infligido por las toxinas,
en una sobredosis de paracetamol (acetaminofeno) o en un prolongado sincope del sistema
circulatorio con la consecuente deprivacién de oxigeno y nutrientes las concentraciones plas-

maticas de AST y ALT superan de 10 a 100 veces los limites normales

Muchos medicamentos también pueden causar concentraciones anémalas de enzimas he-
paticas, como:

Los medicamentos anticonvulsivantes como fenitoina, acido valproico, carbamacepina y
fenobarbital.

El paracetamol, también denominado acetaminofeno

Antibiéticos como tetraciclinas, sulfonamidas, isoniacida (INH), sulfametoxazol, trimetopri-
ma, nitrofurantoina, etc.

Los medicamentos para reducir el colesterol como las "estatinas" y la niacina.

Medicamentos cardiovasculares como la amiodarona.

Medicamentos antidepresivos de tipo triciclico.

Tabla 1 Patrones de lesiones hepaticas

Tipo de dafio Hepatocelular Colestasico Mixtos
ALT = Doble incremento Normal = Doble incremento
ALP Normal z Doble incremento z Doble incremento
Relacién
Alto, 25 Bajo, =2 25

ALT:ALP

Acetaminofeno

. Andrégenos anabdlicos Amitriptilina

Alopurinol ) .

. Clorpromazina Enalapril

. Amiodarona
Ejemplos . . . Clopidogrel Carbamazepina
Terapia antirretroviral altamente )
) Eritromicina Sulfonamida
supresiva B .
Contracepcién hormonal Fenitoina

AINES

Necrosis celular

Lo mas comun es encontrar necrosis de células hepaticas confinadas a una zona en particu-

lar del I6bulo hepatico. Se manifiesta con altos niveles sanguineos de ALT y disfunciones hepa-
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ticas severas que con el tiempo conlleva a insuficiencia hepatica aguda. Las causas mas fre-
cuentes son las intoxicaciones por acetaminofeno y tetracloruro de carbono.

La mecrosis hepatocelular puede ser
1.- Centrolobulillar, que es una regién con baja tension de oxigeno y altos niveles de producida
por intoxicaciones con tetracloruro de carbono.
2.- Periportal, producida por aflatoxinas y alcohol alilico en una zona caracterizada por alta
tensién de Oxigeno y mayor concentracion del toxico
3.- Midzonal, producida por berilio e inhibidores de las MAO
4.- Al azar,

5.- Masiva

Hepatitis

Esta es otra forma de necrosis hepatocelular, pero esta asociada a infiltracion de célu-
las inflamatorias. Se conocen tres tipos de hepatitis inducida por drogas:
1) Hepatitis tipo viral, la mas frecuente, en el que los elementos histoldgicos se parecen a
la hepatitis viral aguda. Es el caso de la hepatotoxicidad por Halotano, Isoniazida y Fenitoina.
2) Hepatitis focal o no-especifica, se presencia hepatitis en focos esparcidos que acompanan al
infiltrado linfocitico. Un ejemplo de este tipo de injuria es la intoxicacién por aspirina.
3) Hepatitis crénica, un cuadro clinico, seroldgico e histolégico muy similar a la hepatitis auto-

inmune. Actian de este modo las intoxicaciones por Metildopa, Diclofenac.

Colestasis

El dafio hepatico produce un trastorno en el flujo biliar, en el que el cuadro clinico predomi-
nan la picazon e ictericia. Histologicamente se puede presenciar inflamacion (hepatitis colesta-
sica) o puede aparecer sin inflamacion parenquimatosa. En pocos casos se producen caracte-
risticas similares a la cirrosis biliar primaria debido a la destruccién progresiva de los pequefios
conductos biliares (sindrome del ducto desaparecido). Lo causan:

Simple: los anticonceptivos, los anabolizantes los androgénicos esteroideos y andrégenos.
Inflamatorio: Alopurinol, Co-amoxiclav, Carbamazepina

Ductal: Clorpromazina, Flucloxacilina

Esteatosis
La esteatosis hepatica, también conocida como higado graso (o FLD en inglés), es la forma

mas frecuente de esteatosis, no siempre se acompafa de lesion hepatica debido a la gran ca-

pacidad funcional del higado.
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Se produce hepatomegalia y el higado adopta un aspecto moteado y blando. Al microscopio 6p-
tico se observa como los hepatocitos muestran gotas lipidicas que pueden ser de gran tamafio y
existir pocas (célula en anillo de sello, mas caracteristico de situaciones cronicas) o ser pequefas y
abundantes (célula espumosa, mas tipico de situaciones agudas). La acumulacién de triacilglicéri-
dos en unas u otras zonas del lobulillo hepatico dependera de la causa: en la congestion hepatica
(que genera isquemia) los triglicéridos se acumulan preferentemente en el centro del lobulillo (es-
teatosis centrolobulillar) tal como ocurre en la insuficiencia cardiaca, alcoholismo, etc. La esteatosis
perilobulillar es producida tras periodos prolongados de ayuno. Si estos procesos se acompafan de
hepatitis (esteatohepatitis) se acaba produciendo necrosis que desembocara en fibrosis hepatica. El
higado graso suele aparecer a causa de la toma de grandes cantidades de alcohol, aztcares o
grasas que generan la esteatosis alcohdlica.

La hepatotoxicidad puede manifestarse como una acumulacion de triglicéridos lo que con-

lleva a un higado graso micro o macrovesicular.

Otro tipo de esteatosis se produce por acumulacién de fosfolipidos y produce un patrén si-
milar a las enfermedades con defectos congénitos del metabolismo lipidico, como

la enfermedad de Tay-Sachs.

Higado graso no alcohdlico

El higado graso puede tener causas distintas al alcohol y cuando esto sucede se denomina
sindrome metabdlico (diabetes, hipertension, obesidad y dislipidemia), ademas puede deberse
a drogas y toxinas.

Metabolico: Abetalipoproteinemia, enfermedad por almacenamiento de glucégeno, en-
fermedad de Weber-Christian, higado graso agudo del embarazo, lipodistrofia nutricional,
desnutricion, nutricion parenteral total, pérdida de peso grave, sindrome de realimenta-
cién, bypass yeyuno-ileal, bypass gastrico, diverticuldsis yeyunal con sobre crecimiento
bacteriano.

Drogas y toxinas: la amiodarona, metotrexato, diltiazem, tetraciclina expirada, terapia anti-
rretroviral altamente activa, glucocorticoides, tamoxifeno, hepatotoxinas medioambientales (por
ejemplo, fésforo, toxinas de hongos)

Presenta diferentes causas:

Microvesicular: Aspirina (sindrome de Reye), Ketoprofen, Tetraciclina.

Macrovesicular: Acetamienofeno, metotrexato. Microcistina

Fosfolipidosis: Amiodarona, nutricion parenteral absoluta. Lesiones vasculares

Son lesiones que resultan en dafio al endotelio vascular, por agentes quimioterpéuticos o
esteroides anabolizantes.

Trombosis venosa hepatica, por agentes quimioterapéuticos.
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Neoplasmas

Los neoplasmas se han descrito por exposicion prolongada a ciertas drogas y toxinas, cau-
santes de carcinoma hepatocelular, angiosarcoma y adenomas hepaticos. Algunas de las dro-
gas implicadas en estos tumores son el cloruro de vinilo, las pastillas anticonceptivas, esteroi-

des anabdlicos, arsénico y otros.

Toxico

Intermediarios Reactivos Estado 1
Lipoperoxidacidn Lipidica
Blogueo de vias metabdlicas

Daino Hepatico

Citoguinas
Factores de crecimiento
Proto oncogenes
Reparacion tisular
Regresion del dafio Progresion del dafio
Nuevas células resistentes Estado 2
Sobrevida Muerte

Figura 5 Esquema basico de la respuesta de un tejido a un toxico

En la mayoria de los casos, la funcion hepatica regresara a sus valores normales si se sus-
pende con tiempo la administracion del medicamento. Sin embargo ciertas hepatotoxicidades,
como la intoxicacion por acetaminofeno pueden resultar fatales. En casi todos los casos se re-
querira terapia de soporte al individuo como medida basica. En los casos de insuficiencia hepati-
ca fulminante por una hepatotoxicidad inducida por drogas, se hara necesario un trasplante de
higado. Una elevacién de los niveles de bilirrubina en sangre mayor al doble de su valor normal
asociada con un incremento en la concentracién de transaminasas es un signo de hepatotoxici-
dad severa y tiende a causar la muerte en un 10-15% de los pacientes, en especial si no se de-
tiene la administracion de la droga en cuestion. La razdn es que se requiere un daino significativo
al higado para causar trastornos en la excrecién de bilirrubina. Otros predictores de un mal pro-
noéstico incluyen la edad del paciente, el sexo femenino y valores elevados de la AST.

La reparacion del dano hepético puede darse por dos caminos, la cicatrizacion y la regene-

racion (Figura 6).
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Fibrosis hepatica

La fibrosis es el resultado de la respuesta biolégica hepatica a una agresién cronica con el con-
siguiente remodelado de la estructura del higado. Asi, en los pacientes con infeccion crénica por el
virus de la hepatitis C (VHC) el higado responde al dafio producido por este agente externo, desa-
rrollando una respuesta inflamatoria con aparicion de fibrogénesis. Inicialmente, la fibrogénesis es
un proceso dinamico que trata de reparar el dafio originado por una agresion externa y que se ca-
racteriza por la sintesis de moléculas de la matriz extracelular, proteinas (colageno y elastina), gli-
coproteinas (fibronectina y laminina) y proteoglicanos organizados e interconectados. Esta sintesis

estd compensada por los mecanismos de fibrindlisis que destruyen esta matriz.

Figura 6: Cortes representativos H&E- 400 x de higado de ratones tratados con una hepatotoxina (microcistinas) A)

Control normal, B) animales tratados con una hepatotoxina (microcistina) cada dos dias durante un mes, C) uno

mes después de finalizada la administracion del toxicoy D) dos meses después de finalizada la administracion del
téxico mostrando un importante recuperacion de las estructuras hepaticas. Tomado de Andrinolo y col. 2008

Estos mecanismos no érgano-especificos, tienen como objetivo detener el dafio producido por
las agresiones externas, sin embargo, cuando se perpetdan en el tiempo, tienen como resultado un
desbalance entre la fibrogénesis y la fibrindlisis a favor de la fibrogénesis, y en consecuencia una
acumulacién de matriz extracelular que origina una destruccion de la arquitectura hepatica.

En resumen, la fibrogénesis, inicialmente desarrollada por el organismo como un proceso
beneficioso, puede llegar a ser perjudicial para éste, si persiste la agresion externa. La fibrogé-
nesis esta directamente relacionada con la activacion de las células estrelladas hepaticas. Va-
rios factores se han implicado en la fibrogénesis hepatica: citoquinas, quimioquinas, receptores
de matriz extracelular, moléculas de adhesién, endotelina, norepinefrina, inhibidores de meta-
loproteinas y factores de crecimiento. El TGF-B (transforming growth factor) y citoquinas como
la Interleuquina (IL) 10, la IL-13 y la angiotensina I, juegan un papel relevante en la activacion

de las células estrelladas.
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Figura 7: Cirrosis. En la figura se aprecia un corte histoldgico con la estructura del I6bulo hepatico totalmente alterada.

Se observan nédulos regenerativos (*) caracteristicos. Las venas centrales son desplazadas del centro o desaparecen

por completo. El tejido conectivo se incrementa alrededor de los nédulos regenerativos. HE-staining 40 X. Tomado de
http://www.solunetti.fi/en/patologia/maksakirroosi_40x

Cirrosis

La cirrosis es el conjunto de cicatrices en el higado. El tejido cicatricial se forma por lesiones
o enfermedades prolongadas. El tejido escamoso no puede hacer lo que hace el tejido hepatico
sano: producir proteinas, ayudar a combatir las infecciones, limpiar la sangre, ayudar a digerir
los alimentos y almacenar energia. La cirrosis puede conducir a diversos procesos como son
ocurrencia de hematomas o hemorragias con facilidad o sangrado nasal, hinchazén del abdo-
men o las piernas, sensibilidad adicional a los medicamentos, aumento de la presion en la vena
que penetra en el higado, venas dilatadas en el eséfago y el estémago. La cirrosis puede tener
muchas causas siendo las mas comunes el alcoholismo crénico y la hepatitis. Nada hara desa-

parecer el tejido escamoso, pero tratar la causa puede evitar que empeore la enfermedad.

~

Respuestas toxicas del rindn

Insuficiencia Renal Aguda (FRA)

Una de las manifestaciones mas comunes de dano nefrotdxico es la falla renal aguda,
caracterizada por una abrupta declinacion de la velocidad de filtracion glomerular (VFG)
con la resultante azoemia (aumento del nitrégeno plasmatico). Si una sustancia quimica
causa dano tubular directamente, entonces los restos celulares pueden causar obstruccion
tubular, presién tubular aumentada y una VFG disminuida. El dafio tubular puede resultar
en pérdida o muerte de las células epiteliales, provocando un flujo invertido del filtrado
glomerular y disminucion del VFG. Si una sustancia quimica causa alteraciones hemodi-
namicas intrarenales que conduce a vasoconstriccidon, la hipoxia medular resultante puede
causar dafio tubular y/o disminucion de la presion de perfusion, presion hidrostatica glome-
rular y VFG. Finalmente, una sustancia quimica puede actuar como disruptor de la funcién
glomerular, resultando en una ultrafiltracién glomerular disminuida. La tabla siguiente

muestra sustancias que se sabe producen falla renal aguda. En la mayoria de las sustan-
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cias la FRA es consecuencia de dafio tubular y/o resistencia vascular aumentada. El man-
tenimiento de la integridad tubular es dependiente de la adhesion célula a matriz y célula a
célula, estas interacciones son mediadas por integrinas y moléculas de adhesién celular.
Se ha hipotetizado que después de una lesién quimica o hipodxica, la adhesion de las célu-
las a la membrana basal estd comprometida produciendo su liberacion al espacio del lu-
men. Morfolégicamente, tales eventos conducirian a discontinuidades (“gaps”) en el recu-
brimiento celular epitelial, potencialmente produciendo oclusién y edematizacion. Estas
células desprendidas pueden agregarse dentro del lumen tubular (adhesién célula a célula)
y/o re adherirse a las células epiteliales corriente abajo, resultando en obstruccion tubular.

Después de la exposicion a los nefrotdxicos, uno 0 mas mecanismos pueden contribuir a la
reduccién en el VFG. Estas incluyen vasoconstriccion renal resultan en azoemia pre-renal y
obstruccion debido a la precipitacion de drogas o compuestos enddégenos dentro del rifidn. Los
factores intrarenales incluyen obstruccion tubular directa y disfuncién resultando en infiltracion
de liquido por presion tubular aumentada.

Ademas, la pérdida de expresion de integrinas de la membrana basolateral puede ser res-
ponsable por la exfoliacion de las células tubulares, y la redistribucion de integrinas desde la
membrana basolateral hacia la membrana apical facilita la adhesion de células desprendidas in
situ. Otros estudios han indicado que las moléculas de adhesion leucocitaria juegan a un rol
critica en la falla renal aguda, posiblemente debido a la habilidad de los leucocitos activados de
liberar citoquinas y especies reactivas de oxigeno (ROS), resultando en dafio o fugas en los
capilares, los cuales pueden conducir a la congestidon vascular a menudo observada en la FRA.
Estos cambios resultan en la pérdida de la polaridad celular, integridad de las uniones estre-
chas y adhesion celular a su sustrato fisico. Las células dafiadas en forma letal sufren oncosis
o apoptosis, y ambas células muertas y viables pueden liberarse hacia el lumen tubular. La
adhesion de las células liberadas a otras células liberadas o a la membrana basal puede resul-

tar en obstruccion tubular.

Adaptacioén del riidn a las lesiones por sustancias toéxicas

Afortunadamente, el rifion posee una notable habilidad para compensar la pérdida de masa
renal funcional. El balance glomerular se mantiene incrementando el VFG y la reabsorcion de
agua y solutos. Consecuentemente, los cambios inducidos quimicamente pueden no ser detec-
tados por pruebas clinicas estandar hasta que el dafio sea significativo.

Existe un namero de respuestas celulares y moleculares a un dafio nefrotdoxico. Des-
pués de que una poblacién de células renales son expuestas a un téxico, una fraccion de
estas sera severamente dafiada o sufrira muerte celular por apoptosis u oncosis. Aquellas
células que son lesionadas en forma no letal sufrirdn reparacién celular y/o adaptacion, las

cuales contribuiran a la recuperacién estructural o funcional de la nefrona. En adicion, hay
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una poblacién de células sin dafio que pueden sufrir hipertrofia compensatoria, adaptacion
celular y proliferacion.

La proliferacion celular y la hipertrofia contribuyen a la recuperacion estructural y funcio-
nal de la nefrona. Dos de las mas notables adaptaciones celulares son la induccién de
metalotioneinas (ver: Cadmio) y la induccion de proteinas de stress. Las proteinas de
stress térmico (Heat Shock Proteins, HSPs) y las proteinas reguladas por glucosa (Grps)
son dos ejemplos de proteinas de stress que son inducidas por una serie de estados fisio-
patoldogicos tales como el shock térmico, stress oxidativo, toxicos, exposicion a metales
pesados y trauma fisico a los tejidos.

La distribucidon de las proteinas de stress individuales varia entre diferentes tipos de cé-
lulas en el rifidn y dentro de los compartimentos subcelulares. Estas proteinas se creen que
juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura espacial normal de las
proteinas y en la degradacién de proteinas danadas, proveyendo asi de un mecanismo de
defensa contra la toxicidad facilitando la reparacion y recuperacion. La induccion en el teji-
do renal de HSPs ha sido demostrada luego de la isquemia renal y el tratamiento con ne-
frotdxicos como la gentamicina, conjugados de cisteina y alquil-halogenados y cloruro mer-
curico. Las HSPs del tubulo proximal han sido identificadas como los blancos moleculares
de los metabolitos reactivos de los conjugados de cisteina y tetrafluoroetilo (TFEC), un
efecto que provocaria la disrupcion de los efectos protectores de las HSPs y contribuir a
exacerbar la toxicidad del TFEC. Grp78 es una proteina de stress del reticulo endoplasmi-
co, y reciente evidencia muestra que es inducida luego de un stress celular. Si Grp78 es
inducida antes de la exposicion a TFEC, la célula se hace tolerante a esta sustancia. Estos
hallazgos sugieren que la adaptacion celular es una respuesta de importancia a la muerte y

al dafio celular renal.

Falla renal crénica

El deterioro progresivo de la funciéon renal puede ocurrir con una exposicion de largo término
a una variedad de quimicos (ej: analgésicos, litio, ciclosporina). Se cree que generalmente la
progresion a la etapa final de falla renal no es funcién de la lesion inicial per se sino mas bien
esta relacionada con procesos fisiopatolégicos disparados por el dafio inicial.

La progresion de la enfermedad renal crénica, por ejemplo, ha sido postulada por Brenner
(1982) como una consecuencia de la respuesta hemodinamica glomerular a la lesiéon renal.
Esto quiere decir que después de la pérdida de la nefrona, se produce una respuesta adaptati-
va en la presién glomerular con el consecuente aumento de la VFG de cada nefrona o de las
nefronas viables remanentes. Aunque estos mecanismos compensatorios sirven para mantener
el VFG del rindn entero, se sugiere que, con el tiempo, estas alteraciones son dafinas y ayu-

dan a la progresién de la falla renal.
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Mecanismos bioquimicos y mediadores de daio celular renal

En muchos casos, el dafo celular renal puede culminar en la muerte celular. En general la
muerte celular se cree que ocurre a través de oncosis 0 apoptosis. Las caracteristicas morfol6-
gicas y bioquimicas de la necrosis y la apoptosis son muy diferentes. La apoptosis es un proce-
so estrechamente controlado y organizado que afecta usualmente células individuales. Las

organelas retienen su integridad mientras que el volumen celular disminuye.

Mediadores de Toxicidad

Una sustancia quimica puede iniciar el dafio celular por una variedad de mecanismos. En algu-
nos casos la sustancia quimica resulta téxica debido a su reactividad especifica con las macromo-
léculas especificas. Por ejemplo, anfotericina B reacciona con los esteroles de la membrana plas-
matica, incrementando la permeabilidad; la fumonisina B1 inhibe a la esfingonina N-aciltransferasa
(esfingosina) y el Hg(ll) se une a los grupos sulfihidrilos de las proteinas celulares. En contraste,
algunos quimicos no son téxicos hasta que son biotransformados a un intermediario reactivo. Por
ejemplo, el cloroformo y el acetaminofeno son metabolizados en el rifién del ratdn por el citocromo
P450 a sus intermediarios reactivos, N-acetil-p-benzoquinonimina y fosgeno. La unién covalente de
los intermediarios reactivos a macromoléculas criticas se cree que interfiere con la actividad biolégi-
ca normal de la macromolécula iniciando el dafio celular. En otras instancias, la biotransformacion
extra renal puede ser requerida antes de la llegada de la penultima especie nefrotdxica al tubulo
proximal, donde se metaboliza al intermediario reactivo. Se cree que el stress oxidativo podria con-
tribuir al menos en parte a la nefrotoxicidad asociada a las lesiones por isquemia, gentamicina, ci-

closporina, cisplatino y los conjugados de cisteina y alcanos halogenados.

Sustancias Tipo

Gentamicina

Los antibiéticos aminoglucésidos son responsables de falla renal en humanos. La estructura
quimica de los aminoglucésidos consiste en un carbohidrato con enlaces glicosidicos a cade-

nas laterales conteniendo varios tipos de grupos aminos.

Figura 8: Aminoglucésidos: estructura de la gentamicina (R1 y R2 son H).
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La gentamicina por ejemplo posee cinco grupos aminos, siendo a pH celular sustancias ca-
tidnicas. Su toxicidad esta relacionada al nUmero de grupos ionizables. Los aminoglucosidos se
excretan por filtracion via glomerular, aunque se produce la reabsorcién a través de un sistema
de recaptura via un sistema transportador de alta capacidad y baja afinidad. Estas sustancias
permanecen en el riidn mas tiempo que en otros tejidos tal como el higado. En el caso particu-
lar de la gentamicina se acumula en los tejidos después de varias dosis repetidas y alcanza
una concentracion en la corteza renal de dos a cinco veces de la sangre.

Se cree que los aminoglicdsidos cationicos se unen a fosfolipidos aniénicos, especialmente
los fosfoinositidos localizados en el borde en cepillo del tibulo proximal. Los aminoglicésidos
también inducen disfuncién lisosomal siguiendo a la tubular reabsorciéon de los aminoglicésidos
y acumulacion en lisosomas. El tamafio y numero de lisosomas se incrementan y estructuras
multilamelares (densas a los electrones) denominados cuerpos mieloides empiezan a ser ob-
servables. Los cuerpos mieloides contienen fosfolipidos sin degradar y se cree que producen
por la inhibicion de las hidrolasas lisosomales y las fosfolipasas.

La unién depende del numero y posicién de los grupos cargados en la molécula del amino-
glucoésidos. El resultado es la alteracion de la composicion de los fosfolipidos de membrana y la
alteracion del transporte de como la ATPasaNa/K, adenilatociclasa y de los iones Na, Ky Ca.
La alteracion fosforilacion oxidativa también disminuye, con la consecuente disminucién en la
actividad de los sistemas de transporte vitales para el rifndn.

Algunos aminoglucésidos como la gentamicina causan dafio al oido, en especial el apa-

rato coclear.

Compuestos Halogenados

Varios alcanos y alquenos halogenados como el hexaclorobutadieno (HCBD), clorotrifluoeti-
leno vy tricloroetileno son nefrotdxicos. Todos ellos requieren activacion metabdlica para ser
téxicos, aunque no requieren del citocromo P-450. EI HCBD es una potente nefrotoxina en una
amplia variedad de especies de mamiferos, dafiando la parte del asa recta del tabulo proximal
con pérdida del borde en cepillo. El resultado es la falla renal con glucosuria, proteinuria y pér-
dida de la capacidad de concentrar y diluir la orina.

El mecanismo parece involucrar primero en la formacion de un conjugado de glutatién en el
higado a través de una glutation S- transferasa microsomal. El metabolito hepatico se secreta
en la bilis y toma contacto con la flora intestinal. En este lugar la porcién glutamilo es escindida
mediante una y-glutamiltransferasa seguido por el clivaje del conjugado de cisteinil glicina por
una dipeptidasa. El conjugado con cisteina puede ser absorbido desde el tracto gastrointestinal
y transportado a la circulaciéon sanguinea donde alcanza al rifidn, donde puede sufrir acetilacion
y ser excretado como acido mercapturico. También puede ser metabolizado por la enzima cis-

teina-conjugado B-liasa (C-S liasa) a un tiol reactivo. Los otros productos secundarios son un

134



cetoacido y amoniaco. La B-liasa esta presente en el higado y en el riidn. En este ultimo 6r-
gano existe en el citosol, en la mitocondria y en los bordes en cepillo en el asa recta.

El fragmento reactivo es alquilante y se une a proteinas, ADN vy al glutation. La sensibilidad del
rindn puede deberse a su capacidad para concentrar esta sustancia. El tricloroetileno se meta-

boliza en forma similar y se produce diclorodivinil cisteina.
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Figura 9: Metabolismo del Hexacloro-1,3 butadieno: activacion metabdlica en higado.

Etilen Glicol (EG)

Esta sustancia se utiliza como anticongelante, en pinturas y cosméticos. Su sabor dulce y su
facil obtencién ha sido utilizado como el alcohol de los pobres, pero también puede utilizarse
con fines suicidas y homicidas. Fue utilizado alguna vez como disolvente de medicamentos
como la sulfanilamida provocando 76 muertes. La dosis letal minima es aproximadamente de
100 ml y la muerte ocurre dentro de las 24 hs por dafio al SNC o en forma mas lenta (8 a 12
dias) debido a falla renal.

Existen tres etapas clinicas reconocibles:

135



1) dentro de los 30 minutos y durante unas 12 hs se produce una intoxicacion similar a la al-
cohdlica con vomitos, nauseas, coma, convulsiones, papiloedema, reflejos deprimidos, convul-
siones mioclonicas y contracciones tetanicas. Puede producirse atrofia optica.

2) Entre las 12 y 24 hs se observa taquipnea, taquicardia, hipertension, edema pulmonar y
falla cardiaca congestiva.

3) Entre las 24 y 72 hs los rifiones se lesionan con dolor costal y necrosis tubular aguda.

Los hallazgos bioquimicos reflejan los efectos fisiolégicos. Se observa una reduccién en el
calcio y el bicarbonato plasméatico. En la orina pueden observarse sangre, proteina y cristales
de oxalato de calcio y baja densidad. El mecanismo de toxicidad del EG depende de su meta-
bolismo pero no involucra bioactivacion.

El EG se metaboliza mediante varias etapas de oxidacion que producen finalmente acido
oxalico. La primera enzima de esta serie de reacciones es la alcohol deshidrogenasa y es clave
en el tratamiento de la intoxicacién. La secuencia produce gran cantidad de NADPH, requirien-
do de oxidacion de NAD y formando lactato. El resultado es un incremento del nivel de lactato y
acidosis metabdlica. Los intermediarios metabdlicos del EG producen ademas la inhibicion de
la fosforilacion oxidativa, glucdlisis, ciclo del Krebs, sintesis del ARN y ADN.

Los hallazgos patoldgicos incluyen edema cerebral, hemorragia y depdsito de oxalato de
calcio en pulmones vy rifién. El tratamiento es similar al de la intoxicacion con metanol: adminis-
tracion de bicarbonato de sodio para combatir la acidosis metabdlica y de etanol para saturar la
alcohol deshidrogenasa. También se administra gluconato de calcio y la dialisis es efectiva para

remover el EG.

Respuesta Toxica del pulmén

Esta rama de la toxicologia tiene sus antecedentes histéricos bajo la forma de una en-
fermedad ocupacional en mineros en 1713. El médico italiano Bernardino Ramazzini (1633
— 1714) dejo una descripcion detallada de los sintomas de los afectados, tales como alte-
raciones de los pulmones y el cerebro, sefialando que los pulmones estaban expuestos a
los minerales que explotaban. Una cita de sus observaciones ilustra su comprensiéon del
origen del problema: “los trabajadores (fundidores, forjadores) estan menos expuestos
pues realizan su trabajo a cielo abierto”. Estas simples observaciones muestran que la in-
halacion de toxicos respiratorios puede tener dos efectos: en los pulmones y en érganos
alejados de ellos. Asi podemos definir a la toxicologia inhalatoria como aquella que se ocu-
pa de las vias de exposicion, mientras que la toxicologia del tracto respiratorio se refiere a
la toxicidad sobre los 6rganos. En este capitulo se relacionara la anatomia vy fisiologia del
pulmén con los mecanismos mas usuales de toxicidad pulmonar, resultante de la exposi-

cion a las toxinas industriales y ambientales mas usuales.
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Anatomia y Fisiologia del pulmén

El pulmén y el resto del sistema respiratorio proveen a todas las células del organismo la
capacidad de intercambiar oxigeno y diéxido de carbono. El mismo sistema también provee a
muchas sustancias nocivas industriales de una via de entrada (o de salida) del cuerpo. Esen-
cialmente, el sistema respiratorio es una bomba de aire, tal como el corazén lo es de sangre.
Los cambios en la anatomia vy fisiologia del pulmén debido a exposicion a sustancias toxicas
puede resultar a menudo en serias consecuencias para el individuo expuesto. La comprensién
de la estructura y funcion del tracto respiratorio es esencial para comprender por qué tantos

individuos sufren los efectos de la exposicidn a téxicos en ambientes laborales.

Mecanismos de defensa del pulmoén

Las diferentes clases de quimicos con capacidad reconocida de dafar el pulmén. Existen
mecanismos basicos por los cuales los quimicos industriales ejercen su accion téxica sobre el
pulmén. Cuando se considera la toxicologia y el pulmén, es importante observar que el pulmén
es tanto un 6rgano blanco para muchas toxinas y un punto mayor de entrada al cuerpo, brin-

dando a las toxinas la oportunidad de ejercer su efecto toxico sobre otros drganos.

Vias aéreas superiores

El pulmén y la porcion del sistema respiratorio debajo de la via aérea superior es un sistema
muy himedo y muy sensible a la humedad o a la falta de ella. El aire inhalado es, por lo tanto,
altamente humidificado durante su pasaje desde las narinas hacia el pulmén, y lavado de las
particulas mas grandes. La cubierta de la pared nasal se conoce como mucosa y se halla muy
capilarizada. Por lo tanto, el aire inhalado a través de la nariz entra en contacto inmediatamente
con las superficies con mucosas, las cuales son la Unica separacién entre el aire y los capilares
sanguineos. El depésito de quimicos téxicos en el sistema respiratorio superior puede resultar
tanto en toxicidad al tejido de la mucosa como en la absorcion del agente hacia la circulacion

sistémica mediante estos capilares.

Senos Nasales

Dado que los senos estan conectados a las vias nasofaringeas a través de un numero de
pequefas aberturas, el aire inhalado también entra a los senos nasales. La sinusitis aguda

puede producirse cuando toxinas transportadas por la via aérea irritan la mucosa de la superfi-
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cie de los senos nasales. Al igual que ocurre con otras partes del sistema respiratorio, la irrita-
cion de la cobertura mucosa conduce a una respuesta inflamatoria en estos tejidos.

Como resultado de la inflamacion, se produce una acumulacién de moco, y el pobre drenaje
de los senos conduce al crecimiento de bacterias. Algunos individuos los cuales sufren sinusitis
padecen un severo dolor de cabeza mientras que otros padecen solo un continuo drenaje de
liquido o moco. Muchos factores pueden contribuir a la sinusitis en adiciéon o en conjuncién con
téxicos inhalados tales como hipersensibilidad alérgica, caracteristicas individuales de cada

persona y condiciones climéaticas.

Sistema Pulmonar e Intercambio Gaseoso

Las estructuras pulmonares, en alveolos y bronquiolos terminales facilitan el intercambio
gaseoso. El dioxido de carbono y el oxigeno facilmente atraviesan estas membranas por difu-
sion simple. Muchas sustancias quimicas de origen industrial también cruzan facilmente esta
membrana y pasan al torrente sanguineo (hexano). Estas potenciales sustancias toxicas entran
de esta manera al sistema circulatorio en forma analoga a recibir una inyeccién.

El dafio mediado por téxicos al pulmén asi como varias enfermedades pueden resultar en
una alteracion funcional de este sistema de membranas. La exposicion a algunos quimicos
pueden resultar en un incremento en la cantidad de fluido en el espacio intersticial. Si se acu-
mula suficiente fluido, una condicién conocida como edema pulmonar, el intercambio gaseoso
puede ser alterado lo suficiente como para dificultar severamente la respiracién y producir,
como consecuencia final, la muerte por asfixia (paraquat). El dafio a la membrana en si misma
puede resultar en lesiones, las cuales al repararse por depdsito de colageno puede aumentar el
espesor de la membrana o disminuir la elasticidad del pulmén, o ambas. Un incremento en el
espesor puede alterar significativamente el intercambio gaseoso. Las alteraciones en la elasti-
cidad conducen a una mayor dificultad en el trabajo respiratorio, lo cual puede disminuir el vo-
lumen de aire respirado, con lo cual el individuo se cansa facilmente.

Asimismo, cuando el intercambio gaseoso disminuye, la presion parcial de oxigeno tam-
bién disminuye, lo cual puede comprometer el funcionamiento de érganos vitales. La inha-
lacion de un quimico también resulta en una mayor toxicidad si se compara con la ingestion
del mismo. Esto se debe a que un quimico ingerido primero va al higado, el cual es el prin-
cipal 6rgano metabolizante del cuerpo. El higado tiene la oportunidad de eliminar o dismi-
nuir la toxicidad del compuesto. Esto se denomina efecto de primer paso. Cuando el quimi-
co es inhalado esta via se evita y la toxina puede alcanzar su 6rgano blanco directamente
sin pasar por el higado.

Las sustancias que se diseminan por la via aérea entran en contacto con las células que
recubren el tracto respiratorio desde las narinas hasta los bronquiolos. Los sitios de inter-
accion, su tamafo e importancia segun la especie determinaran el riesgo final. Por ejem-

plo, las ratas tienen una gran superficie nasal con respecto a los humanos. La medicién de

138



proteinas unidas a ADN en la region nasal de la rata expuesta a vapores de formaldehido
ha demostrado un aumento de las mismas si se compara por ejemplo, con los monos. El
metabolismo también modifica la exposicion ya que animales con metabolismo mas alto,
con mayor frecuencia respiratoria seran mas afectados por téxicos presentes en el aire. De
la misma forma la hora del dia en que se desarrolla la actividad trae aparejado cambios en
la exposicién a sustancias nocivas. Durante las horas del dia la atmésfera de una zona
urbana tiene una composicién gaseosa y de material particulado muy diferente (mas con-
taminada con particulados carbonosos vy siliceos, mondxido de carbono y 6xidos nitrosos)
que en horas de madrugada.

Algunos gases o vapores estimulan el nervio trigémino en la nariz, produciendo una altera-
cion en los ritmos respiratorios con el objeto de evitar o reducir la exposicién. Si no se puede
evitar la exposicion, muchos agentes corrosivos comienzan a necrosar la pared alveolar. El
dafio no es necesariamente inmediato y los efectos se pueden ver horas después, tales como
HCI, NO, y el NHa.

La insuficiencia respiratoria aguda

La insuficiencia respiratoria aguda (IRA) es un cuadro funcional que puede ser conse-
cuencia de diversos procesos patolégicos. La evaluacion clinica se basa en el analisis de
los gases arteriales. La IRA puede ser aguda o crénica, ventilatoria primaria o insuficiencia
primaria de la oxigenacién. La forma mas comun es la insuficiencia mixta, ventilatoria y de
oxigenacion. La insuficiencia ventilatoria puede aparecer en individuos con pulmones nor-
males (mala funcién muscular o anomalias del sistema de control respiratorio) o en pacien-
tes con obstruccion de la via aérea. En la insuficiencia de la oxigenacidn existen cuatro
mecanismos basicos: alteracion de la ventilacion/perfusion (V/Q), corto circuito, anomalias
de la perfusion e hipoventilacion. Los gases arteriales pueden revelar hipoxemia (p0,<80
mm Hg) e hipo o hiperventilacion. Administracion de oxigeno al 100 por ciento ayuda a
definir el mecanismo de la insuficiencia de oxigenacion. Las pruebas de funcién pulmonar,
el electrocardiograma y la radiografia de térax completaran la evaluacion del paciente y
ayudaran a sugerir la causa primaria de la IRA. El pronéstico depende del diagnéstico y

tratamiento de la causa precipitante. Se debe de ofrecer apoyo cardiopulmonar

Principios generales en la patogénesis del daino pulmonar causado

por sustancias quimicas

El pulmén es un 6rgano particularmente expuesto a téxicos debido a su permanente
contacto con el medio ambiente, aunque no debe olvidarse que cualquier sustancia disuelta

en la sangre también puede alcanzarlo a través de su extensa irrigacion. Debe recordarse
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que el pulmén es irrigado por la totalidad del corazén derecho y la totalidad de la sangre lo
alcanzara eventualmente.

Considerando que el area superficial del pulmén es aproximadamente de 70 m? en los
humanos y que la distancia del espacio intersticial entre el capilar pulmonar y la pared del
bronquiolo es 0,2 a 0,7 ym el pasaje es sumamente rapido para cualquier molécula pe-
quena. Las particulas requieren de un proceso de captura por parte de los macréfagos
alveolares.

La unidad anatémica del pulmoén es el acino, consistente de un bronquiolo respiratorio,
los conductos alveolares, alvéolos y vasos sanguineos. El sistema respiratorio posee varios
mecanismos defensivos como capas de moco, células ciliadas, trampas de calentamiento y
humectacién del aire inspirado en los senos nasales. Si las sustancias ingresaron al tejido
pulmonar via aérea o por los capilares alveolares, debe considerarse la posibilidad de que
ocurra activacién metabdlica de un xenobidtico (caso paraquat).

En el aire pueden encontrarse muchas sustancias irritantes tales como gases y vapores
(formaldehido, amoniaco, 6xidos de nitrogeno y del azufre), material particulado conteniendo
nucleos minerales (silicatos, 6xidos metalicos) o de carbono (grafitos, hidrocarburos aromaticos
polinucleares — en inglés se los conoce como PAH), solventes y radicales libres.

Los gases irritantes como el ozono, el diéxido de azufre y de nitrégeno producen dafio agu-
do y directo al tejido pulmonar, mientras que otros como carbonilo de niquel producen tumores

pulmonares. Las secciones siguientes trataran de los distintos tipos de respuesta téxica.

Stress Oxidativo

Un importante tipo de dafio al pulmén es el causado por la accién oxidativa, como la
mediada por radicales libres, tales como aquellos generados por ozono, NO,, humo del
tabaco y las células de defensa del pulmén. La evidencia del rol de los radicales libres en el
pulmoén incluye una amplia variedad de observaciones. Numerosas estudios han reportado
un incremento en la actividad de los enzimas que inactivan radicales libres en los pulmones
de animales expuestos a ozono, didxido de nitrégeno y otros téxicos, los cuales apoyan
indirectamente esta hipotesis. El tratamiento con varios agentes de captura de radicales
libres pueden proteger a las ratas del edema pulmonar inducido por altas dosis de tiourea o
dosis elevadas de radiacion gama.

Las teorias de la toxicidad oxidativa en el pulmén se relaciona a la formacién de radica-
les libres reactivos e inestables, con las subsecuentes reacciones en cadena que conducen
a una oxidacion destructiva sin control. Trabajos recientes han enfatizado el rol central del
superoxido, 6xido nitrico, peroxinitrato, radicales hidroxilo, y quizas especies de oxigeno
singlete en la destruccion del tejido. La reduccion del oxigeno a metabolitos activos ocurre
normalmente como un subproducto del metabolismo celular durante las reacciones de

transferencia de electrones microsomales y mitocondriales: cantidades considerables de
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anion superoxido son generadas por las reacciones de la reductasa NADPH cit-P450. De-
bido a que estas especies son potencialmente citotdxicas, pueden mediar o promover la
acciones de varios neumotoéxicos. Tales mecanismos han sido propuestos para explicar el
dafo pulmonar inducido por el paraquat y la nitrofurantoina. Cuando el dafio celular de
cualquier tipo ocurre, la liberacién de constituyentes intracelulares tales como microsomas
y flavoproteinas al espacio extracelular pueden conducir a la generacién de especies reac-
tivas de oxigeno.

Entre las células de mamiferos, los neutréfilos, monocitos y macréfagos parecen particular-
mente adeptos a convertir oxigeno molecular en metabolitos de oxigeno reactivo debido a su
rol en la fagocitosis y actividades antimicrobianas.

Estas especies téxicas son liberadas (posiblemente por el plasmalema) a los tejidos ad-
yacentes. La mayoria de las formas toxicas de los edemas pulmonares se acompafnan de
acumulacion de fagocitos en la microcirculacion pulmonar (leucostasis pulmonar) y en el
parénquima, por lo que el dafio oxidativo puede representar un componente significativo en
todos los tipos de lesidn neumotéxica acompafada por un componente inflamatorio media-
do por los fagocitos.

Los procesos de activacion quimiotactica o fagocitica resultan en un sustancial incremento
en la liberacion de potentes oxidantes por los fagocitos: estos radicales causan dafio oxidativo
a los tejidos circundantes. El perdxido de hidrogeno posee un rol clave como mediador del
mecanismo citotoxico extracelular mediado por fagocitos activados. Los fendmenos existentes
en la superficie del fagocito, tales como aquellos que pueden ocurrir en los fagocitos endége-
nos del pulmén después de una exposicidn a polvos o gases téxicos, o en fagocitos circulantes
antes de su acumulacion en el pulmoén o después de su unién al endotelio pulmonar intacto o
dafiado parecen ser claves en determinar el grado de actividad oxidativa. Los fagocitos también
pueden liberar enzimas lisosomales y dafiar el tejido.

El hecho que los procesos oxidativos son complejos esta sugerido por el hallazgo de la pro-
duccion fagocitica de especies de oxigeno activo causan inactivacion de los inhibidores de las
proteinasas con desgranulacion de los mastocitos. La produccién de radicales de oxigeno au-
menta no soélo por interacciones de las superficies de las membranas celulares con los estimu-
los apropiados sino por la hiperoxia. Las plaquetas (y los microtrombos de plaquetas) también
tienen la habilidad de generar especies reactivas de oxigeno.

El pulmén puede responder con mecanismos especificos de defensa que pueden ser
adquiridos con el paso del tiempo y ser estimulada por la exposicion constante a numero-
sas especies de microorganismos diseminados por via aérea asi como por una variedad de
materiales antigénicos de bajo y alto peso molecular. El sistema inmune puede montar res-
puestas humorales o celulares a estos antigenos inhalados. Los efectos inmunolégicos
directos se producen cuando el material extrafio inhalado sensibiliza el sistema respiratorio
a una nueva exposicion al mismo material. EI pulmén del mamifero tiene un bien desarro-
llado sistema inmune. Los linfocitos residen el nddulos linfaticos o como células aisladas en

las vias aéreas. La enfermedad pulmonar crénica y la broncoconstriccion pueden resultar
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de la inhalacion de materiales que parecen actuar total o parcialmente a través de una
respuesta alérgica. En algunas instancias, estas reacciones son causadas por esporas de
mohos o contaminantes bacterianas.

Frecuentemente, los componentes quimicos de los polvos o gases sensibilizantes son
responsables por la respuesta alérgica. Los efectos indirectos ocurren cuando la exposi-
cion a los contaminantes aéreos suprime o aumenta la respuesta inmune a estos materia-
les. El diéxido de azufre y el ozono pueden potenciar la respuesta del sistema respiratorio
al material extrafio, al menos en animales de experimentacion (cobayos). No se conoce si
estos efectos ocurren en humanos, pero ellos forman las bases de la preocupacion por la
creciente susceptibilidad de los individuos asmaticos a contaminantes como el ozono o el
dioxido de azufre.

El pulmén contiene la mayoria de las enzimas responsables de las reacciones de fase | y Il.
Estas enzimas estan muy concentradas en lineas celulares especificas del tracto respiratorio y
algunas isoenzimas del citocromo P-450 pueden estar muy elevadas respecto al higado. Por
ejemplo, el P-450 1A1 esta presente en bajas proporciones en el pulmén de la rata y el conejo,
pero es altamente inducible por Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (PAH) y Bifelinos Policlo-
rados (PCBs).

El pulmén humano contiene ademas citocromos P-4502F1, 4B1 Y 3A4, asi como NADPH ci-
tocromo P-450 reductasa, epodxido-hidrolasa y flavin-monoxigenasas. Otras dos importantes
enzimas involucradas en el metabolismo de xenobidticos son la glutation-S-transferasa y la
glutation peroxidasa. Trabajos recientes sefalan la importancia de la produccion del superoéxi-
do, oxido nitrico, peroxinitrato, radicales hidroxilo, peréxido de nitrégeno e incluso oxigeno sin-
glete derivados de la actividad de estas enzimas.

Se sabe que estas moléculas son particularmente citotoxicas y algunas como los metaboli-
tos de oxigeno son producidos por macréfagos, neutréfilos y monocitos como parte de su rol

antibacteriano se las suele involucrar como mediadores importantes de toxicidad.

Material Particulado

Muchos quimicos y radionuclidos se depositan en el tracto respiratorio en la forma de parti-
culas solidas o gotas, también referidas como aerosoles, los cuales estan formados por una
poblacién de particulas que permanecen suspendidas en el aire sin depositarse.

Otros términos utilizados para describir los particulados de la atmésfera son los humos,
polvos, nieblas y el smog. Los polvos resultan usualmente de procesos industriales tales como
moliendas y acarreo de materiales solidos, y son considerados idénticos a los compuestos de
los cuales se originan en sus propiedades.

Los humos usualmente resultan de un cambio quimico tales como soldaduras, en la cual
se produce sublimacién o combustiéon. También se denomina humo al producto de la com-

bustién de material organico. Las nieblas son aerosoles compuestos formados por agua
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condensada sobre otras particulas, mientras que el smog es un conglomerado de particu-
las y gases que prevalecen en ciertos ambientes tales como valles encerrados por monta-
fias, con clima muy soleado (smog fotoquimico tipo Los Angeles) y con inversiones de tem-
peratura perioddicas (Figura 10).

La toxicidad de los particulados inhalados ha sido conocida desde hace un largo tiempo, es-
pecialmente en relacién a la exposicion ocupacional. Tan temprano como 1493-1541 el famoso
toxicologo Paracelsus describe la relacién entre la toxicidad pulmonar y el trabajo en las minas
en el siglo XVI.

La materia particulada presente en la atmosfera, varia ampliamente en su composicién qui-
mica y fisica en funcién de la fuente emisora y del tamafo de la particula emitida. EI material
particulado presente en la atmédsfera se clasifica en fracciones que tienen que ver con el tama-
fio de cada una de las particulas que lo constituyen.

Tres son los grupos de clasificacidn mas habituales. Material con tamafio de particula
superior a 10 micras, material con tamafo inferior o igual a 10 micras conocido como
PM10, y material con tamafio de particula inferior a 2,5 micras conocido como PM 2,5; es-
tas ultimas son las que mas importancia tienen en la contaminacion urbana ya que pueden
penetrar profundamente en los pulmones y poseen riesgos potencialmente significativos
para la salud. Las particulas de tamano comprendido entre las 2,5 y las 10 micras, no son
realmente inhaladas hasta las vias profundas y se expulsan de manera relativamente efi-
caz a través de las mucosidades o de la tos, o sedimentan directamente sin llegar a pene-
trar en el arbol respiratorio.

El material particulado, se clasifica como primario si es emitido directamente a la atmésfera
0 secundario si se forma a partir de reacciones entre contaminantes dentro de la atmésfera, o
se modifica por condensacion y crecimiento.

La principal fuente de particulas primarias son los procesos de combustién, en particular de
la combustion del carbdn. Estas particulas son transportadas por gases calientes a lo largo de
un tubo o chimenea donde pueden aparecer nucleaciones espontaneas de particulas de car-

bon con posterioridad a la emision.

Importancia del Tamafo de las Particulas Inhaladas

El tamafio de las particulas inspiradas es el factor determinante de donde se impacta-
ran, depositaran y ejerceran el dano. El tipo de material particulado también esta en de-
pendencia de su tamafio: polvos hasta 100 um, humos de 10 A a 0,1 ym, humos de com-
bustion menos de 0,5 uym. El perfil del flujo de aire dentro del sistema respiratorio y las ca-
racteristicas anatdomicas del individuo expuesto también son importantes. La mayoria de las
particulas inhaladas no son esféricas, sino de formas altamente irregulares. Obviamente, el
tamafo de las particulas puede cambiar durante el curso de su viaje a través del tracto

respiratorio.
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Figura 10: Fendmeno de smog fotoquimico en Londres durante 1952. Modificado de ET Wilkins - Journal of the Royal
Sanitary Institute, 1954 - journals.sagepub.com

Debido a que el tracto respiratorio esta sumamente humedecido, las particulas tienden a
absorber agua lo cual puede producir reacciones quimicas, unirse entre si e incrementar su
tamafio al descender. La colisiéon contra las bifurcaciones del tracto respiratorio también ayuda
a eliminar particulas. Este mecanismo de impacto resulta de la tendencia aerodinamica de las
particulas de viajar en una direccion lineal, aun cuando el sistema respiratorio cambie de direc-
cion y ramificarse. Un mecanismo relacionado es la intercepcion, el cual es factor prevalente en
la deposicidon de particulados en forma de fibras.

En la region traqueobronquiolar, el flujo aéreo es menor, lo que permite ademas una sedi-
mentacion gravitacional de particulas grandes entre 1-5 pm. Este mecanismo es prevalente en
la zona baja del arbol bronquiolar. La zona alveolar también puede tener sedimentacion, fun-

damentalmente de particulas en el rango de 1um.

Agentes aéreos que producen daino pulmonar en humanos

Asbestos

El término asbestos describe minerales de silicato en forma fibrosa. La exposicién a las fi-
bras de asbestos se produce en operaciones de mineria de las industrias de la construccion y
navieras, donde los asbestos fueron ampliamente utilizados por sus caracteristicas de aislante

térmico y a prueba de fuegos.
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Los asbestos causan tres formas de enfermedad pulmonar en humanos: asbestosis, cancer
pulmonar y mesotelioma maligno. La asbestosis se caracteriza por un incremento difuso del
colageno en las paredes alveolares (fibrosis) y la presencia de fibras de asbestos, libres o
cubiertas con material proteinaceo (cuerpos de asbestos). Los mesoteliomas malignos (un tu-
mor de las células que cubren la superficie de la pleura visceral y parietal) son tumores extre-
madamente raros en la poblaciéon en general, pero estan inequivocamente relacionados con la
exposicion a los asbestos.

Los peligros asociados con la exposicion a los asbestos dependen de la longitud de la fibra. Las
fibras de 2 mm de longitud pueden producir asbestosis, el mesotelioma esta asociado con fibras de
5 mm y el cancer de pulmon con fibras mayores de 10 mm. El diametro de la fibra es otra caracte-
ristica fundamental. Las fibras con diametro mayor a aproximadamente 3 mm no penetran facilmen-
te en la periferia del parénquima pulmonar. Para el desarrollo del mesotelioma, el diametro de la
fibra debe ser menor a 0,5 mm, dado que las fibras mas finas pueden translocarse desde el sitio de
deposicion via los linfaticos a otros érganos, incluyendo la superficie pleural.

Una vez que las fibras de asbestos se han depositado en el pulmon, ellas pueden ser fago-
citados por los macréfagos alveolares. Las fibras mas cortas son completamente ingeridas y
subsecuentemente removidas a través del sistema de remocidon mucociliar. Las fibras mas
largas son ingeridas en forma incompleta, y los macréfagos son incapaces de dejar el alvéolo.
Activados por las fibras, los macréfagos liberan mediadores tales como linfoquinas y factores
de crecimiento, los cuales a su vez atraen células inmunocompetentes o estimulan la produc-
cion de colageno. La enfermedad pulmonar relacionada a asbestos asi puede mediar el disparo
de una secuencia inflamatoria que eventualmente, puede conducir a la liberaciéon de metaboli-
tos reactivos de oxigeno y danar al ADN.

Las propiedades de superficie de la fibra de asbestos parecen ser un elemento meca-
nistico importante. La proteccion provista por la superdxido dismutasa o por capturadores
de radicales libres en células libres de dafio por asbestos sugiere que la generacién de
especies activa de oxigeno y la concomitante peroxidacion lipidica son mecanismos impor-

tantes en la toxicidad del asbesto.

Silicosis

La silicosis en humanos puede ser aguda o crénica, la distinciéon es importante conceptual-
mente debido a que las consecuencias patoldgicas se manifiestan en forma muy diferente. La
silicosis humana se produce sdélo en sujetos expuestos a un nivel muy elevado de aerosoles
con particulas lo suficientemente pequefas para ser respirables (usualmente menores de 5
mm) sobre un periodo de tiempo relativamente largo, generalmente unos pocos meses o afios.
Estos pacientes tienen una disnea que va empeorando progresivamente, fiebre, tos y pérdida
de peso. Se observa una rapida progresion de la falla respiratoria, usualmente ocasionando la

muerte al cabo de un afio o dos. No existe tratamiento que cambie el curso de las silicosis.
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La silicosis cronica tiene un largo periodo de latencia, usualmente de mas de 10 afos. La si-
licosis sin complicaciones es casi enteramente asintomatica, se observa pocas alteraciones en
los test de rutina de la mecanica pulmonar aun después de que la enfermedad sea demostrable
por rayos X.

Los nodos linfaticos hiliares presentan calcificaciones periféricas conocidas como calcifica-
ciones de cascara de huevo. Una silicosis simple puede progresar en una forma complicada, la
cual se define por la presencia de nédulos conglomerados mayores de 1 cm de diametro. Estos
nddulos usualmente existen en las zonas superiores y media del pulmén. En una etapa avan-
zada se encuentran rodeadas por zonas enfisematosas. Asimismo, la silicosis crénica se aso-
cia con una mayor incidencia de tuberculosis.

La silica cristalina es un componente mayoritario de la corteza de la Tierra. Como mine-
ral puro, el silicio existe primariamente como didxido de silicio, con tres formas cristalinas
principales: cuarzo, trimidita y cristobalita. La estructura tetraédrica esta ligada a su poten-
cial fibrogénico. La estishovita, una variante cristalina sin la conformacién tetraédrica es
biolégicamente inerte.

La silica amorfa como el kieselghur y los vidrios tienen un bajo potencial fibrogénico. La pre-
sencia ubicua de la silica la convierte en un peligro ocupacional desde que los humanos hicie-
ron herramientas con piedra y la silicosis sigue siendo un problema en ocupaciones como mi-
neria y construccion. Los factores principales que afectan la patogenicidad de la silice tanto in
vivo e in vitro, en adicién a su estructura, es el tamafo de la particula y la concentracion. En
estudios con humanos, el tamarno de particula minimo que produce fibrosis es cerca de 1 mm
(rango 0,5 a 3 mm).

Las bases fisiopatoldgicas de la fibrosis pulmonar en la silicosis crénica es probablemente
mejor comprendida que su etiologia. El rol de los macréfagos pulmonares en la ingestion de la
silice como evento iniciador es un hecho comprobado. Aparentemente, como parte de la res-
puesta citotdxica de un macréfago a la ingestiéon de la silice, el macréfago libera citoquinas y
otros sustancias que causan que los fibroblastos aumentan la biosintesis de colageno. El rol de

otras células inflamatorias aparte de las alveolares es desconocido.

Gases y Vapores

Ciertos danos al pulmén y a érganos distantes son provocados luego de la exposicién a ga-
ses y vapores, especialmente en el lugar de trabajo. En un sentido farmacocinético, los gases y
vapores inhalados son inyectados dentro de la sangre de la misma forma que un paciente reci-
be una droga mediante una inyeccién intravenosa. Una vez que los quimicos gaseosos entran
a los espacios alveolares dentro del pulmén, pueden cruzar el conjunto relativamente permea-
ble de las membranas alvéolo-capilares y alcanzar la circulacién pulmonar.

La activaciéon post incorporacion es tipica de moléculas altamente reactivas como el

ozono. Debido a su elevada reactividad, es poco probable que el ozono alcance una distan-
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cia mayor al espesor de la capa de fluido que cubre las células alveolares. En lugar de un
dafio directo a las células, se produce una cascada de reacciones quimicas e intermediarios
reactivos como radicales libres de oxigeno, aldehidos e hidroperoxidos producto del ataque
del ozono sobre los acidos grasos del fluido pulmonar. Otras sustancias tienen un efecto
retrasado — ej: fosgeno, fosfina — al principio producen poco dafo aparente hasta que se
alcanza un dafio critico, es alli cuando las células del epitelio pulmonar empiezan a eliminar

liquido y se produce un edema mortal.

Respuestas agudas del sistema pulmonar a la injuria

El sistema respiratorio cuenta en cada una de sus partes con sistemas de respuesta a la in-
juria producida por distintos agentes como téxicos, particulas, gases irritantes y calor.

Podemos ver entonces respuestas tipicas del sistema respiratorio como la reactividad y el
edema pulmonar.

La reactividad, que no es mas que responder a la injuria con contracciones espasmodi-
cas de la capa muscular circular denominada comunmente tos, asi como variaciones en el
tono muscular que impiden el ingreso de aire en los pulmones evitando o disminuyendo la
exposicion a téxicos presentes en el aire inspirado. En estas respuestas tiene un rol fun-
damental los receptores de acetilcolina y es muy clara en casos de inspiracion de gases

irritantes como H,S.

Edema Pulmonar

El edema pulmonar de origen téxico constituye un episodio agudo que produce un engro-
samiento del espesor normal de la barrera alveolar/capilar a costa del liquido inflamatorio. El
fluido del edema altera la difusibilidad del CO, y O, aun si la estructura del acino es normal.
Debe destacarse que un edema pulmonar téxico suele dejar secuelas permanentes. En el caso
de exposicion a sustancias (gj: alloxan) que erosionan la superficie alvéolo/capilar la recupera-
cion es improbable, mientras que tras episodios leves (produccién de histamina) la recupera-
cion es completa.

Entre estos dos extremos existen edemas acompafiados de respuesta inflamatoria o de ci-
catrizacién exageradas. En estas formas severas la inflamaciéon culmina en la produccion de

colageno, lo cual aumenta el espesor de la barrera alvéolo capilar.

Respuesta crénica a la injuria

Las respuestas fundamentales del sistema respiratorio a la exposicidon cronica a toxicos y/o

particulas injuriantes son Fibrosis, Enfisema, Asma y Cancer.
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Fibrosis pulmonar

Clinicamente, la fibrosis pulmonar se refiere al tipo de fibrosis intersticial que se observa en
las ultimas etapas de la fibrosis pulmonar idiopatica. Los pulmones fibréticos de humanos con
fibrosis pulmonar crénica contienen cantidades aumentadas de colageno desde el punto de
vista bioquimico e histoldgico.

En los pulmones dafiados por toxicos, la respuesta es una fibrosis crénica intersticial. El ex-
ceso de colageno pulmonar se observa no sélo en el intersticio del alvéolo sino también en la
region centroacinar, incluyendo los ductos alveolares y bronquiolos respiratorios.

Existen al menos 19 tipos distintos de colagenos presentes en todos los mamiferos. Dos ti-
pos predominan en el pulmén, representando el 90% del total del colageno pulmonar. Los co-
lagenos de tipo | y lll son componentes intersticiales mayoritarios y se encuentran en los pul-
mones normales de todos los mamiferos en una relaciéon de 2:1 aproximadamente. El colageno
tipo | es el material que histolégicamente se tifie como “colageno”, mientras que el colageno
tipo 11l se aprecia histolégicamente como “reticulina”. Algunos tipos de fibrosis pulmonar induci-
da, incluyendo aquellas inducidas por el ozono, involucra anormalidades en el tipo de colageno
sintetizado. Por ejemplo, existe un incremento del colageno tipo I relativo al colageno tipo Il en
pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica. Se han demostrado cambios similares en los pul-
mones de adultos o infantes con sindrome de distrés respiratorio agudo.

El colageno tipo Ill es mucho mas flexible que el tipo I, asi un aumento en la proporcion de
tipo I relativo al tipo Il puede resultar en un pulmoén rigido, tal como se observa en la fibrosis
pulmonar. Los cambios en el entrecruzamiento del colageno en pulmones fibréticos también
pueden contribuir a un incremento de la rigidez.

Se ha observado un aumento en las relaciones de colageno tipo | a lll en el colageno recién
sintetizado en varios modelos animales con fibrosis pulmonar aguda. Aunque el mecanismo
para este cambio en los tipos de colageno es desconocido, existen varias explicaciones posi-
bles. Por ejemplo, las alteraciones en la matriz extracelular resultantes de mediadores de infla-
macioén secretados por varias células efectoras podrian causar un cambio del tipo de colageno
sintetizado. El colageno asociado con fibrosis también puede ser anormal con respecto al en-
trecruzamiento. Se han descripto alteraciones del entrecruzamiento en la silicosis experimental

y en la fibrosis inducida por bleomicina.

Enfisema

En muchas maneras el enfisema puede ser descripta como el opuesto a la fibrosis en térmi-
nos de la respuesta de los pulmones al dafio: los pulmones se hacen grandes y demasiado
laxos en vez de volverse mas pequenos y rigidos. La destrucciéon de las superficies que inter-
cambian gases en un pulmoén resultan en un érgano de volumen aumentado y distendido que
no intercambian efectivamente oxigeno y diéxido de carbono debido a la pérdida de tejido y al

estancamiento del aire (Figura 11).
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Figura 11: Representacién anatémica de un pulmén normal (izquierda) y un pulmén con enfisema avanzado (derecha).
Las lupas muestran en su interior una representacion de la histologia de dichos pulmones

La definicién corrientemente aceptada del enfisema es “una condicion del pulmoén caracte-
rizada por el aumento anormal de los espacios aéreos distales del bronquiolo terminal,
acompanada por la destruccion de las paredes sin fibrosis”. La causa mayor del enfisema
humano es por lejos el humo del cigarrillo, aunque otros téxicos también pueden producir
esta respuesta. Una caracteristica del enfisema inducida por toxicos es una inflamacion recu-
rrente y severa, especialmente una alveolitis con liberacion de enzimas proteoliticas por los
leucocitos que intervienen.

Las investigaciones clinicas tempranas sobre fenotipos de proteinas sanguineas identifica-
ron una mutacion rara que produce una deficiencia hereditaria en la globulina-1 antritripsina
sérica. De esta forma, la alfa 1 antritripsina (ahora denominada alfa-1-antiproteasa) es una de
las principales defensas contra una digestion proteolitica incontrolable por esta clase de enzi-
mas, las cuales incluyen a la elastasa.

Existe una asociacién clinica entre la carencia genética de este importante inhibidor de la
elastasa y el desarrollo del enfisema a una edad extraordinariamente temprana. Los estudios
tardios en fumadores conducen a la hipdtesis que la elastasa de los neutrdfilos (y quizas los
macrofagos pulmonares) puede degradar la elastina pulmonar y causar enfisema; estas elasta-
sas usualmente son mantenidas inactivadas por la antiproteasa que difunde hacia el pulmén
desde la sangre.

Mientras el individuo crece, la acumulaciéon de eventos elastoliticos aleatorios pueden
causar los cambios enfisematosos en los pulmones asociados normalmente con el enveje-
cimiento. Los téxicos que pueden causar un influjo de células inflamatorias y asi incremen-
tar la cantidad de elastasa sintetizada por ellos puede acelerar este proceso. En acuerdo a
esta hipoétesis existe un gran niumero de estudios experimentales en animales que fueron
instilados a través de la nariz con elastasa pancreatica o de neutrofilo (u otras enzimas

proteoliticas capaces de degradar elastina) en donde se observo algunas de las caracteris-
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ticas del enfisema, incluyendo la destruccion de las paredes alveolares y aumento en los

espacios aéreos del parénquima pulmonar.

Asma

El asma se esta convirtiendo progresivamente en una enfermedad ampliamente diseminada
en el mundo, especialmente en areas urbanas densamente pobladas. Esta enfermedad esta
caracterizada clinicamente por ataques con disminucion del aire expirado, los cuales pueden
ser leves o severos. Esta causado por el estrechamiento de las vias aéreas mayores (bron-
quios) ya sea por la inhalacién de agentes provocadores o causas idopaticas. Existen relacio-
nes bien establecidas entre la exposicion ocupacional y ambiental a antigenos o a quimicos
que pueden actuar como haptenos en la patogénesis del asma. También existen componentes
histopatolégicos que son comunes entre el asma vy la fibrosis pulmonar, pero en este caso la
enfermedad esta centrada en y alrededor de las vias aéreas mayores mas que en la region
centroacinar del parénquima pulmonar.

Pueden existir mecanismos comunes, especialmente con respecto al rol de las células in-
flamatorias y a las citoquinas y factores de crecimiento que estas secretan. La clinica del asma
depende de una reactividad exacerbada en las vias aéreas: esto causa que el musculo liso se

contraiga en respuesta a los irritantes.

Cancer de Pulmén

El cancer de pulmdn, una enfermedad extremadamente rara en el inicio del siglo XX, es
ahora la principal causa de muerte entre hombres y mujeres. En forma retrospectiva, y en for-
ma mas concluyente segun la epidemiologia, se observa una asociacion entre fumar tabaco y
cancer de pulmon. Se ha estimado que aproximadamente de un 80 a 90 % de los canceres de
pulmén (asi como otros tales como el de vejiga, esofago, boca y pancreas) son causados por el
cigarrillo. Los fumadores promedio tienen de un 10 a 20 % de riesgo de desarrollar cancer pul-
monar comparado con no fumadores. Dejar de fumar reduce dicho riesgo.

La inhalacion de fibra de asbestos y humos o polvo de residuos metalicos — como arsénico,
berilio, cadmio, cromo y niquel utilizados en fundiciones y siderurgicas — se han asociado con
cancer del tracto respiratorio. Los trabajadores que manufacturan cloro metil éter o gas mosta-
za también tienen un riesgo aumentado de desarrollar cancer de pulmén, asi como los trabaja-
dores expuestos a los efluentes gaseosos de hornos de coque. El gas radén y el formaldehido
son carcindbgenos humanos conocidos.

La silice, las fibras hechas por humanos, los humos de fundiciéon son carcindgenos proba-
bles. Los fumadores que inhalan radén o fibras de asbesto incrementan su riesgo de desarro-
llar cancer de pulmén varias veces, sugiriendo una interaccion sinergistica entre carcinégenos.
En que extension los contaminantes comunes del aire como ozono, diéxido de nitrégeno y azu-
fre, humos de plantas de energia, petroquimicas y camiones o autos con motor diésel contribu-
yen al desarrollo del cancer de pulmén es una pregunta abierta. Alguna evidencia sugiere que

el material particulado es un factor de riesgo. La contaminacion del aire puertas adentro de las
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casas y edificios, incluyendo el humo de tabaco ambiental, incrementa el riesgo de cancer pul-
monar en no fumadores.

Los canceres humanos pueden tener un periodo de latencia de 20 a 40 afos, haciendo
dificil de establecer la relacion a exposiciones especificas. Muchos canceres de pulmén en
humanos se originan en las células que rodean a las vias aéreas (cancer de pulmén que se
origina en tales sitios se denominan a menudo como carcinoma broncogénico), pero duran-
te las ultimas dos décadas se ha observado un significativo aumento en los adenocarcino-
mas periféricos. Comparado con el cancer en el pulmoén, el cancer en el tracto respiratorio
superior es menos comun. Las lesiones malignas de los conductos nasales, los cuales son
vistos cominmente en animales de experimentacion, son comparativamente raros en hu-
manos. Suelen estar asociados con ciertas ocupaciones tales como trabajo con cromato,
niquel, gas mostaza, alcohol isopropilico, manufactura de muebles de madera, botas y ar-
tefactos de cuero. Entre los posibles carcindgenos se incluyen los compuestos de cromo
hexavalente, niquel metalico y subsulfuro de niquel, oxido de niquel, formaldehido y ciertos
polvos de madera y cuero.

Los mecanismos potenciales de la carcinogénesis han sido estudiados extensamente me-
diante el analisis de material de tumores y en estudios de células humanas bronquiolares man-
tenidas en cultivo. El dafio al ADN se cree que es el mecanismo clave. Un carcindbgeno activa-
do o su producto metabdlico, tal como iones alquildiazonio derivados de N-nitrosaminas, pue-
den interactuar con el ADN. La persistencia de O-alquil-deoxiguanosina parece correlacionarse
con la carcinogenicidad. Sin embargo, los tumores no siempre se desarrollan cuando estan
presentes los aductos, y la formacién del aducto puede ser una condicién necesaria pero no
suficiente para la carcinogénesis.

El dafio al ADN causado por especies reactivas de oxigeno es otro mecanismo poten-
cialmente importante. La radiacion ionizante conduce a la formacién de superoxidos, el cual
es convertido por la accién del la enzima superéxido dismutasa en peréxido de hidrogeno.
En presencia de hierro y otros metales de transicién, los radicales hidroxilo pueden formar-
se los cuales causan la ruptura de las hebras del ADN. ElI humo del cigarrillo contiene ele-
vadas cantidades de especies de oxigeno reactivo y otros radicales libres. El estrés oxida-
tivo adicional puede existir en el tejido pulmonar de los fumadores mediante la liberacién de
aniones superoxido y peroxido de hidrégeno de macréfagos activados, metabolismo de

carcindgenos, y peroxidacién lipidica causada por aldehidos reactivos. Las nitrosaminas
metilantes producen mutaciones consistentes con la formacién de OG-metiIguanina y las

nitrosaminas etilantes mutaciones consistentes con la formacion de O4-etil-timidina.

Respuesta toxica del sistema cardiovascular

La toxicologia cardiovascular es el resultado de los efectos adversos generados sobre
el corazén y/o el sistema vascular por diversos compuestos. Estas exposiciones resultan

en alteraciones de vias bioquimicas, defectos en la estructura y funcién celular; siendo
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estas las bases de la patogénesis de la afeccion del sistema cardiovascular. Las principa-
les manifestaciones de la afeccidn toxica del corazéon son arritmias cardiacas, hipertrofia y
fallo cardiaco; en tanto que las respuestas del sistema vascular incluyen principalmente
alteraciones en la presidén sanguinea y lesiones en los vasos como aterosclerosis, hemo-

rragia y edemas.

Sistema Cardiovascular: aspectos basicos

El sistema cardiovascular estd compuesto por el corazén y los vasos sanguineos: arte-

rias y venas.

Corazén

El corazén es un 6rgano que presenta 4 cavidades: 2 auriculas (izquierda y derecha) y 2
ventriculos (izquierdo y derecho). Las cavidades de un mismo lado se comunican entre si por
medio de valvulas, que se cierran y se abren de manera coordinada para permitir que la sangre
pase de las auriculas a los ventriculos.

El corazén se encarga de bombear la sangre a través del sistema circulatorio compuesto
por una circulacion mayor, que lleva sangre oxigenada desde el corazén a los tejidos, y una
circulacién pulmonar o menor que lleva la sangre desoxigenada a los pulmones para realizar el
intercambio gaseoso. Por ello el corazén funciona como dos bombas acopladas que trabajan
de manera sincronizada por contraccion (sistole) y relajacion (diastole) alternadas.

A la auricula derecha llegan las venas cavas superior € inferior que traen la sangre desoxi-
genada del organismo. Luego, la sangre pasa a través de la valvula tricuspide al ventriculo
derecho. Esta sangre desoxigenada es bombeada a la arteria pulmonar, ubicada en el ventricu-
lo derecho, que la llevara a los pulmones para oxigenarse.

La sangre oxigenada llega por la vena pulmonar a la auricula izquierda, atraviesa la valvula
mitral y fluye al ventriculo izquierdo desde donde es bombeada a la arteria aorta, atravesando
la valvula adrtica, para ser distribuida por todo el organismo.

La irrigacion del corazén en si mismo esta dada por la circulaciéon coronaria, en la cual las
arterias coronarias salen de la aorta y abastecen al musculo cardiaco.

Las paredes del corazon estan formadas por musculo cardiaco, cuya unidad es el mio-
cito. Estas células presentan uniones especiales denominadas uniones intercalares que
aseguran una buena conduccion entre una y otra célula. Estas células tienen sarcémeros,
unidades contractiles especializadas, formadas por filamentos. En el tejido miocardico
también encontramos otro tipo de células especializadas en la conduccién del impulso
eléctrico, fundamental para un correcto funcionamiento del corazén. Estas células consti-

tuyen el sistema de conduccién de corazén y se agrupan en el nodo sinusal, también lla-
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mado marcapasos natural del corazoén, el nodo auriculo-ventricular, el Haz de Hiz y las
fibras de Purkinje.

El nodo sinusal esta ubicado en la auricula derecha, cerca de la vena cava superior, y es el
responsable del automatismo del corazén generando los impulsos coordinados que llevan a la
contraccion adecuada del corazén.

Estos impulsos se transmiten hasta el nodo auriculo-ventricular y luego al Haz de Hiz y las
fibras de Purkinje que llevan el impulso a las paredes de los ventriculos.

La frecuencia cardiaca deriva de estos impulsos coordinados, siendo un valor normal
para un adulto en reposo unos 70 latidos por minuto. Esta frecuencia puede variar debido
a ciertas situaciones como la administracién de sustancias, la actividad fisica o algunas
patologias.

El estimulo de estas células genera un cambio de potencial en funcién del tiempo, de-
nominado potencial de accién. Los cambios que llevan al potencial de accion se deben a
variaciones en la difusién de iones Na, K, Ca y Cl a través de la membrana. La células del
corazon se pueden dividir en dos grupos dependiendo de si presentan potenciales de ac-
cion rapidos (células miocardicas, Haz de Hiz y fibras de Purkinje) o lentos (nodo sinusal y
nodo auriculo-ventricular).

El electrocardiograma es una representacion grafica de la actividad eléctrica del corazén
que precede inmediatamente a la contraccion del mismo. Por lo tanto, este estudio nos permite

obtener informacién sobre el estado del miocardio y la funcién del mismo.

Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos, arterias y venas, presentan en la constitucion de su pared tres capas
distinguibles: la mas interna denominada tunica intima constituida por el endotelio y una lamina
basal, una tunica media compuesta principalmente por fibras musculares lisas y una capa mas
externa de tejido conectivo conocida como funica adventicia.

Dependiendo del espesor de las paredes del vaso, dado fundamentalmente por la tdnica
media podemos encontrar vasos denominados arterias, arteriolas y capilares arteriales a medi-
da que disminuyen su espesor. Lo mismo ocurre para las venas, vénulas y capilares venosos.

Asi mismo, dependiendo de la composicion de la tunica media podemos clasificar a las arte-
rias en arterias musculares cuya tunica media esta compuesta fundamental mente por fibras
musculares lisas y arterias elasticas, como la aorta, quienes presentan en esta capa células
musculares lisas, tejido conectivo y gran cantidad de material elastico.

Las paredes de las venas, si bien tienen una constitucion similar, son menos elasticas, mas
delgadas y flexibles. Las venas ubicadas en las extremidades inferiores presentan valvulas

cuya funcion es impedir o disminuir el reflujo de sangre.
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Respuesta cardiaca a los toxicos

Los téxicos pueden generar alteraciones en distintas vias bioquimicas, en el metabolismo
energético, estructura y fisiologia del corazén que deriva en una disminucién de la potencia
cardiaca, dando como resultado la hipoperfusién de los tejidos. Estos fendmenos se conocen
como cardiomiopatia toxica, la cual estd mediada fundamentalmente por la muerte de los mioci-
tos y la remodelacion de la matriz extracelular.

Los procesos que se llevan a cabo en este contexto, en los cuales tiene un papel importante
la apoptosis, derivan frecuentemente en la hipertrofia y el fallo cardiaco.

Las patologias cardiacas son reconocidas como enfermedades de etiologia multifactorial.
Es decir que pueden resultar de la interaccion de factores ambientales, susceptibilidad genéti-
ca, estrés intrinseco y extrinseco.

Algunos autores proponen para la toxicidad cardiaca un modelo triangular que involucra una
compleja relacion entre el estrés ambiental sobre el corazén y el balance entre los efectos pro-
tectores del miocardio y los efectos deletéreos dependientes de la dosis y el tiempo.

Usualmente los efectos toxicos a largo plazo resultan en hipertrofias cardiacas, debidas
a procesos adaptativos defectuosos, que derivan en arritmias, muerte subita o falla cardia-
ca. Sin embargo, algunas sustancias pueden generar fallo cardiaco sin hipertrofia del mio-
cardio. Ademas pueden inducir la activacion de respuestas tanto protectivas como destruc-
tivas en el miocardio.

Estos cambios reflejan, por un lado alteraciones funcionales del miocardio generadas por el
téxico, que resultan en la toxicidad cardiaca aguda y cronica.; y por otro respuestas compensa-
torias que hoy se reconocen como una mala adaptacién en respuesta al toxico. Por esto es

importante distinguir entre las respuestas compensatorias fisioldégicas y la mal adaptacion.

Respuestas adaptativas, regeneracion y degeneracién miocardica

Los procesos adaptativos del miocardio se refieren en general a cambios estructurales y
funcionales de los ventriculos, proceso conocido también como remodelacién. Durante el cre-
cimiento, la remodelacion del miocardio es una respuesta adaptativa frente a la creciente de-
manda. La caracteristica principal de la remodelacion cardiaca es el incremento de la masa
miocardica asociada a menudo con cambios en la forma del ventriculo. A nivel celular el au-
mento en la masa miocardica se debe a una hipertrofia de los miocitos caracterizada por au-
mento de sintesis de proteinas, una mayor organizacién del sarcomero y un eventual aumento
de tamafo. Funcionalmente, el aumento de masa esta asociado con un aumento de contractili-
dad y de potencia cardiaca.

La mayoria de las medicinas y terapias cardiacas se han centrado en el concepto de

que el corazén era un 6rgano formado por células completamente diferenciadas y que eran
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incapaces de proliferar, con lo cual la muerte celular dejaria al corazén con una pérdida
permanente de miocitos.

Sin embargo, recientemente se ha cuestionado esta visiéon ya que se han identificado célu-
las progenitoras cardiacas que serian las responsables de generar nuevos miocitos y estructu-
ras vasculares. Estas células tienen las caracteristicas de las stemcell, es decir células capaces
de diferenciarse en otras especificas dependiendo de los estimulos que reciben de su entorno.

La vascularizacién miocardica, conocida también como angiogénesis, es requerida para la
regeneracion del miocardio.

Durante la regeneracion, se forman arteriolas coronarias y estructuras capilares con el fin de
puentear el tejido muerto y llevar nutrientes para la supervivencia de los miocitos regenerados.
Existe una relacién entre los miocitos y la red capilar para que la regeneraciéon sea lo mas efi-
ciente posible.

Las principales respuestas degenerativas del corazén son la muerte de miocitos, la fibrosis
(formacién de tejido cicatricial) y la disfuncién contractil que pueden resultar en arritmias, hiper-
trofia y fallo cardiaco.

La muerte celular es la forma mas comun de degeneracion miocardica, mediada por proce-
sos de apoptosis y necrosis. La muerte de las células miocardicas se acompana de una hiper-
trofia de los cardiomiocitos remanentes lo cual genera una hipertrofia del corazén, ya que aun-
que el numero de células es menor el tamafo de cada una de ellas es mayor. La remodelacién
que se lleva a cabo luego de la muerte celular no sélo ocurre por un aumento del tamafio de los
miocitos, sino que también ocurre fibrosis cardiaca, la cual resulta de un exceso de acumula-
cion de matriz extracelular compuesta principalmente de fibras colagenas. La fibrosis ocurre
debido a un aumento en la sintesis de matriz extracelular o a una disminucién en la degrada-

cioén de la misma o a ambos procesos.

Efectos toxicos sobre la regeneracion miocardica

Los efectos de los xenobioticos sobre las células progenitoras cardiacas no han sido estu-
diados aun. Una hipétesis es que cuando el dafo cardiaco afecta severamente a estas células
la capacidad de recuperacion se ve limitada.

Por otro lado, varios toxicos afectan la capacidad de angiogénesis en el miocardio, dejando
al tejido mas susceptible a la isquemia. La combinacién de isquemia cardiaca y del dafio toxico
directo sobre el miocito actian de forma sinérgica sobre el corazon.

Ademas, la proporcién entre miocitos y la red capilar puede alterarse bajo condiciones toxi-
cas, ya sea por una hipertrofia téxica o una disminucién de la formacién de capilares, lo cual
llevara a hipoprfusién de los miocitos en el miocardio.

Frente a una exposicion a toxicos ambientales la remodelacion se presenta como un proce-
so adaptativo a corto plazo, sin embargo a largo plazo esta misma respuesta resulta perjudicial

ya que puede derivar en un mal funcionamiento cardiaco.
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Aunque la hipertrofia inducida por téxicos puede normalizar la fuerza en la pared del cora-
zon, es un factor de riesgo de muerte subita y tiene una gran probabilidad de progresar hacia la
insuficiencia cardiaca.

Un claro ejemplo de este tipo de casos es la Cardiomiopatia alcohdlica (ACM), que afec-
ta a mas del 40% de los pacientes que padecen de cardiomiopatia dilatada no isquémica.
La ACM se caracteriza por un aumento en la masa miocardica, dilatacion del ventriculo,
adelgazamiento de las paredes, disfuncidn ventricular y fallo cardiaco. Esta patologia esta
muy relacionada con un consumo fuerte de alcohol (al menos 80 g/dia) durante mucho
tiempo como un factor critico de su desarrollo. En general, los pacientes con ACM asinto-
maticos, con cambios estructurales y funcionales en el corazén tienen un historial de con-
sumo de mas de 90 g/dia de alcohol por mas de 5 afios, mientras que para aquellos que
presentan sintomatologia los datos muestran mas de 10 afos de consumo abusivo de al-
cohol lo cual produce una insuficiencia cardiaca congestiva.

La patogénesis de la insuficiencia cardiaca comienza con un evento inicial de dafio en el
musculo cardiaco inducido por el alcohol que conlleva una disminucion inicial de la capacidad
de bombeo del corazén. Luego de este evento inicial se activan una serie de mecanismos
compensatorios que incluyen al sistema adrenérgico, al sistema renina-angiotensina y al siste-
ma de citoquinas.

La activacién de estos sistemas pueden generar un dafio secundario en el érgano generan-
do una remodelacion acelerada del ventriculo izquierdo y la consecuente descompensacion
cardiaca que lleva de un estado asintomatico a uno sintomatico y a la insuficiencia cardiaca.

Se ha propuesto que un metabolito del alcohol, el acetaldehido, es el responsable de varios
de los danos cardiacos producidos por el etanol. La enzima encargada de metabolizar al etanol
hacia el acetaldehido es la alcohol deshidrogenasa, la cual estd ausente en los miocitos. Va-
rios estudios han determinado que la funciéon hepatica dafiada de los alcohdlicos puede gene-
rar cantidades de acetaldehido que alcanzan el corazén via circulacion. Los efectos directos
del acetaldehido sobre el corazon incluyen inhibicion de la sintesis proteica, inhibicion del se-
cuestro de Ca2+ por el reticulo sarcoplasmico, alteraciones en la respiracion mitocondrial y
disturbios en la asociacion de actina y miosina.

También se ha sugerido que en la patogenia de ACM se combinan multiples factores como
malnutricion, habito de fumar, hipertensién en asociacion con el consumo de alcohol.

Ademas la generacion de ROS durante la biotransformacién del etanol ha sido sugerida
como una gran contribucion a la ACM, ya que estos metabolitos generan peroxidacion lipidica

en los miocitos y la oxidacion de tioles de proteinas del citosol y la membrana de los miocitos.

Toxicos cardiovasculares

La toxicidad cardiovascular aguda esta dada por la respuesta cardiaca a una sola exposi-

cién a altas dosis de téxicos. Generalmente se manifiesta como arritmias cardiacas, fallo car-
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diaco y muerte subita. La toxicidad crénica es la respuesta cardiaca a la exposicion a largo
plazo a ciertas sustancias y se manifiesta frecuentemente como hipertrofia cardiaca, fallo car-
diaco y procesos ateroscleréticos. Es importante notar que un toxico puede generar fallo car-
diaco directamente (en una intoxicaciéon aguda) o indirectamente, derivado de un proceso hi-

pertrofico (en una intoxicacion cronica).

Toéxicos que afectan al corazén

Muchas sustancias pueden causar toxicidad sobre el corazén ya sea directa o indirectamen-
te. Consideraremos toxicos cardiacos a aquellas sustancias que actian directamente sobre el
corazon. Clinicamente la cardiomiopatia téxica mas reconocida es la cardiomiopatia alcohdlica,
aunque también existen otras sustancias de tratamiento terapéutico o presentes en el ambiente
que son considerados toxicos cardiacos.

Durante los ultimos afos se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos y experimentales
que asocian la polucion ambiental, mas especificamente el material particulado en suspensién
en el aire, con la toxicidad cardiaca.

Los solventes industriales pueden generar efectos directos o indirectos sobre el corazén en
ambos casos relacionados con su lipofilicidad. Los solventes pueden afectar la funcién cardia-
ca en cuanto a contraccion y produccidon de energia a través de su dispersién en la membrana
lipidica. Sin embrago los efectos de los solventes sobre el corazén pueden derivar de sus ac-
ciones sobre el sistema de regulacién neuro-hormonal de la funcion cardiaca, ya que estas
sustancias pueden alterar el control simpatico y parasimpatico del corazén asi como la libera-

cion de catecolaminas, vasopresina y serotonina afectando la funcion cardiaca.

Metales y metaloides

Los metales pesados mas comunmente relacionados con cardiotoxicidad son cadmio, plo-
mo y cobalto. Estos metales generan disminucion en la fuerza de contraccion (efecto inotrépico
negativo) y en la velocidad de conduccion (efecto dromotrépico negativo) del corazén, asi como
también producen cambios estructurales en el corazon.

Se ha reportado casos de hipertrofia cardiaca en exposiciones crénicas al cadmio, mientras
que el plomo genera importantes arritmias y cambios degenerativos en el corazon.

Se han registrado epidemias de miocardiopatia en bebedores de cerveza en 1990 en Man-
chester (Inglaterra) contabilizandose mas de 6.000 casos que se atribuyeron a contaminacion
de la cerveza con arsénico; y en la década de los sesenta en Omaha y Minneapolis (EE.UU.),
en Quebec (Canada) y Leuven (Bélgica) donde se habia utilizado cobalto como antiespumante
de esta bebida alcohdlica.

Estos efectos toxicos de los metales pesados son atribuibles a la habilidad de formar com-

plejos con macromoléculas intracelulares y a su habilidad de antagonizar el Ca2+ intracelular.
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Otros metales como el manganeso, niquel y lantano se han relacionado con alteraciones en
la funcion cardiaca. EI mecanismo de accion parece ser un bloqueo de los canales de Ca2+,
sin embargo se requieren concentraciones altas, del orden del mg, para que esto se produzca.

El arsénico es un metaloide que ha sido relacionado con cardiotoxicidad directa. El As tiene
una alta afinidad por los sulfhidrilos de las proteinas que estan involucradas en mudltiples fun-
ciones celulares y metabdlicas.

Ademas de la exposicion ambiental a As, otra via de exposicion es la administracion de tri-
oxido de As en el tratamiento de leucemias promielociticas agudas (ALP). Reportes clinicos
indican que a dosis terapéuticas de trioxido de As, pacientes con ALP desarrollan una seria

taquicardia ventricular.

Polucién ambiental

Las particulas inhaladas en el aire ambiental, dependiendo de su tamafo, pueden alcanzar
distintos puntos del arbol respiratorio e incluso la circulacion general y el corazén.

Las particulas de mayor tamafio inducen la formaciéon de ROS en las vias aéreas y en los
alvéolos pulmonares lo cual estimula las reacciones inflamatorias locales. Los ROS vy los facto-
res pro-inflamatorios liberados en el torrente sanguineo pueden afectar el control autonémico
cardiaco (ritmo y contractilidad cardiaca), la presion arterial, el tono vascular y la reactividad y
coagulabilidad de la sangre asi como la progresion a aterosclerosis.

Las particulas ultrafinas pueden traslocarse y acceder a circulacion e inducir estrés oxidativo
y cambios pro-inflamatorios directamente en el musculo cardiaco y en la vasculatura, generan-
do disminucién del flujo sanguineo coronario, hipertensién, inflamacién del miocardio y altera-
cion en la contractilidad.

Los efectos fisiopatolégicos directos o indirectos (via inflamacion pulmonar) exacerban la is-

quemia miocardica y aumentan la mortalidad por causas cardiovasculares.

Toéxicos que afectan a los vasos sanguineos

Los téxicos pueden afectar a los vasos sanguineos actuando sobre la presién sanguinea,
sobre la estructura de los vasos o sobre ambos. Esto generara fundamentalmente dificultades
en la provisién de sangre a los tejidos ya que se veran alterados la presion arterial media y el

volumen minuto.

Cambios en la presion sanguinea
Existen sustancias cuyos efectos pueden generar una disminucién de la presion (hipotension)
o un aumento de la presion (hipertension). Tanto uno como otro efecto genera alteraciones.
Intoxicaciones agudas con agentes antihipertensivos o con sedantes (que actian sobre el

sistema nervioso central) puede conducir a hipotension.
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En ciertos casos de envenenamiento se producen vomitos y diarreas frecuentes que llevan
a una disminucién de la volemia, por una gran pérdida de liquidos, y por lo tanto a un descenso
del volumen minuto. Si esta situacion se profundiza puede sobrevenir el shock por insuficiencia
circulatoria. En este escenario se produce una deficiencia en el llenado del lecho capilar, hipo-
xia tisular, acidosis y finalmente muerte celular.

Esta misma situacién puede ocurrir derivada de cardiomiopatias y arritmias graves.

Entre las sustancias que pueden provocar hipertension podemos encontrar a los mineralo-
corticoides, anticonceptivos orales, estrégenos y cocaina entre otros. Los principales mecanis-
mos involucrados en estos casos son los efectos favorecedores de retencién de sodio, estimu-
lantes de sintesis de angiotensindgeno, efectos simpatico-miméticos y anticolinérgicos que
pueden presentar las sustancias antes mencionadas.

Ademas ciertas sustancias pueden provocar cambios en la contraccion de arterias (ej: ergo-
tamina alcaloide del cornezuelo del centeno) o venas que incluso pueden llevar al bloqueo

completo del vaso.

Cambios estructurales

La ergotamina se emplea en el tratamiento de migrafas severas y que no responden a
analgésicos no opiaceos. Cuando se produce una intoxicacion con ergotamina la constriccion
arterial se prolonga en el tiempo generando danos en las paredes de los vasos. Por lo tanto en
esta intoxicacion se produce una alteracién de la pared del vaso de manera indirecta.

Otros téxicos, como la alilamina principalmente a través del metabolito acroleina, provo-
can dafo directo sobre el endotelio de los vasos. Al lesionarse el endotelio queda expuesto
el tejido subyacente y se dispara el fenomeno de coagulacién para intentar reparar el dafio.
Esto puede llevar a una oclusion parcial del vaso (trombosis) por la generacién de un trom-
bo o0 a la oclusion completa (embolia) si se desprenden fragmentos de ese trombo y obstru-
yen vasos mas pequefios.

Otra alteracion que puede producirse a nivel vascular es la formacion de placas atero-
matosas, una coleccion de lipidos oxidados, carbohidratos complejos, sangre, fibras cola-
genas y depdsitos de calsio debajo de la tunica intima. Este proceso denominado ateros-
clerosis puede generar también oclusion y pérdida de elasticdad de las arterias. Estos fe-
némenos resultan particularmente importantes cuando se producen en las coronarias y en
las arterias del cerebro debido a que pueden reducir sensiblemente el riego sanguineo de
estos érganos. Entre otros los toxicos que pueden producir estas lesiones encontramos al
monoxido de carbono, disulfuro de carbono, cadmio y ciertos agentes psicotropicos como
clorprimazina. En este sentido, el ejemplo mas contundente, lo constituye el arsénico ya
que se asocia una ingesta prolongada de altos niveles de arsénico en agua con la enfer-
medad del pie negro, una forma severa de arteriosclerosis. Esta es una enfermedad vascu-
lar periférica oclusiva, en la cual los vasos de las extremidades inferiores particularmente
de los pies se tapan, se produce la isquemia y necrosis del tejido. Esto se atribuye a un

dafio directo generado por el arsénico sobre el endotelio.
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Toxicidad de digitalicos

Los digitalicos o glicésidos cardiacos tiene una estructura comun esteroidal, unida a una lac-
tona y a un azucar. Se han aislado muchos glicésidos cardiacos, todos ellos con propiedades
farmacolégicas similares. Se administran a pacientes con insuficiencia cardiaca o que padecen
de fibrilacion o flutter auricular. Los mas utilizados son la digitoxina (obtenida de la Digitalis

purpurea) y la digoxina (de la DigitalisLanata).

Mecanismo de accién de los digitalicos

Desde las primeras publicaciones quedo establecido que los digitalicos producian dos efec-
tos principales: eran indtropos positivos y se acompafiaban de una disminucion de la frecuencia
cardiaca, en particular en los pacientes con fibrilacion auricular.

Estos efectos se han podido demostrar en diferentes situaciones experimentales, en donde
se observa un aumento de la relacion fuerza velocidad, tanto en corazones normales como
hipertréficos y con insuficiencia cardiaca. Desde el punto de vista electrofisiolégico produce
prolongacion del periodo refractario del nédulo A-V, especialmente por aumento del tono vagal.

A nivel celular, el efecto principal de los digitalicos es la inhibicion de la "bomba de Na+"
(Na+-K+ ATPasa), lo que produce una menor salida activa de Na+ durante el diastole y un au-
mento de su concentracion intracelular. Esto produce un mayor intercambio Na+-Ca++, lo que
se acompana de un aumento de la disponibilidad de Ca++ en la unién actino-miosina y secun-
dariamente, de la fuerza contractil.

Adicionalmente, el aumento del Na+ intracelular puede producir cambios en el potencial de
reposo, en la excitabilidad y en la velocidad de conduccion de las fibras cardiacas, fendmenos

que explican los efectos benéficos y tdxicos de estas drogas.

Farmacocinética

La mayoria de los digitalicos se absorbe bien por via oral, con una biodisponibilidad que va-
ria entre el 65% y 100%. La mayor parte de la droga se une a los tejidos, en concentraciones
muy superiores a las del plasma (relacion tejido: plasma para la digoxina = 30:1 y para la digi-
toxina = 7:1).

La Digoxina tiene una vida media de 1,6 dias, es filtrada por los glomérulos y eliminada por
los tubulos renales. En condiciones de funcién renal normal, el 85% es excretada por la orina y
un 15% por la via biliar. Alcanza una concentracion estable después de 5 dias de administrar la
misma dosis. En presencia de una filtracion glomerular disminuida se reduce la eliminacion de

la digoxina y se puede alcanzar niveles toxicos con dosis habituales.
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La Digitoxina tiene una vida media de aproximadamente 5 dias; se metaboliza de preferen-
cia en el higado y solo un 15% se elimina por el rifidon. Para alcanzar un nivel estable, se re-
quieren de tres a cuatro semanas de dosis de mantencion.

El Cedilanid es un digitalico de accién rapida, de pobre absorcidn intestinal, por lo que
solo se utiliza por via endo-venosa. Su efecto se inicia a los pocos minutos de su adminis-
tracion y alcanza su maximo a los 20-30 minutos. En otros aspectos es muy similar a la

Digoxina.

Intoxicacién digitalica

Uno de los problemas en el uso de los digitalicos es la cercania entre las dosis clinicamente
utiles y las dosis toxicas y los numerosos factores que acentuan sus efectos indeseables, como
por ejemplo: hipopotasemia, isquemia miocardica, edad avanzada, hipotiroidismo, etc. El uso
combinado con otras drogas antiarritmicas, tales como Quinidina, Amiodarona o Verapamil,
también facilitan la intoxicacién digitalica.

Lo anterior explica que cerca del 20% de los pacientes que reciben digitalicos tengan alguna
manifestacion de toxicidad.

Los efectos toxicos de los digitalicos resultan de una sobrecarga de Ca2+, una potencial re-
duccion en el potencial de membrana de reposo (menos negativo), un retraso en la post des-
polarizacion y una contraccion prematura ventricular o latidos ectopicos.

Los sintomas de intoxicacion digitalica incluyen manifestaciones generales, (decaimien-
to, anorexia, nauseas y vomitos, etc.) y una gran variedad de arritmias. Los sintomas gene-
rales son secundarios a efectos neurolégicos centrales y las arritmias debidas a los cam-
bios sobre el potencial de accion. La arritmia mas frecuente es la extrasistélia ventricular,
simple o compleja. También se pueden observar bloqueos A-V y bloqueos sino-auriculares.
La arritmia mas caracteristica de intoxicacion digitalica es la taquicardia paroxistica auricu-
lar con bloqueo A-V.

Los niveles plasmaticos de digitalicos sirven para confirmar o descartar una intoxicacion
cuando estan definitivamente bajos o altos, pero no resuelven el problema en los casos
intermedios, porque se puede presentar intoxicacidon en presencia de niveles clinicamente
aceptables.

El tratamiento de la intoxicacion digitalica consiste principalmente en suspender la droga y
normalizar los niveles de potasio plasmatico.

Los digitalicos habitualmente producen un ligero desnivel negativo del segmento ST en el
ECG, lo que se ha llamado signo de "accion digitalica” o “cubeta digitalica”. Este hallazgo no
corresponde a intoxicacion digitalica y debe diferenciarse de fendmenos isquémicos o de so-

brecarga del ventriculo izquierdo.
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Efectos de los téxicos sobre el sistema reproductor y endocrino

Existe una lista de agentes toxicos que se saben afectan al hombre, a los seres vivos y a
sus ecosistemas, haciendo blanco en especial en el sistema reproductor y endocrino.

La evidencia que surge a través de diferentes estudios epidemioldgicos realizados en aé-
reas laborales donde los trabajadores corren riesgo potencial de exposicién a toxicos, es una
serie de alteraciones del desarrollo fetal y de la fertilidad.

Las mujeres nacen con todos sus 6vulos y los hombres producen células espermaticas en
forma continua, pero la exposicion continua a toxicos durante la formacién de 6vulos, ovarios
fetales y la espermatogenesis, repercuten en las generaciones posteriores.

Los efectos observados por accién tdxica en seres vivos sobre el sistema reproductor y en-
docrino van desde:

-Alteracién del comportamiento sexual y del inicio sexual, disminucion del deseo e impotencia.

-Ciclos menstruales alterados

-Fertilidad disminuida hasta infertilidad

-Alteracién de la cantidad y calidad del esperma por alteraciones genéticas(mutaciones 6
anomalias cromosomicas) en gametas

-Abortos espontaneos

-Malformaciones congénitas

-Bajo peso al nacer

-Partos pretermino por alteracion del tiempo de gestacién

-Mortalidad perinalal e infantil

-Alteraciones funcionales y desorden del comportamiento en nifios de padres expuestos

-Cancer y tumores malignos

Sélo una pequeina parte de los agentes quimicos han sido valorados adecuadamente en
cuanto a su toxicidad sobre el sistema reproductor, hormonal y desarrollo fetal. En este sentido,
los estudios realizados de los cuales surgen las hipétesis y se intentan establecer las relacio-
nes causa efecto son la experimentacion con modelos animales, estudios in vitro y estudios
epidemioldgicos descriptivos y estudios epidemioldgicos de tipo analitico en funcién de ciertos
casos testigos y posteriores a determinados desastres 6 catastrofes que involucran determina-
dos agentes toxicos sobre los sistemas anteriormente mencionados.

El problema con los estudios epidemiolégicos es que si bien muestran asociaciones entre
los agentes téxicos involucrados, como los disruptores endocrinos, y los efectos adversos ob-
servados a nivel reproductivo y hormonal para la salud humana, hacen falta muchos mas estu-
dios epidemiolégicos y mecanicistas que permitan finalmente afirmar que existe una relacion
causa y efecto.

Las sustancias toxicas involucradas pueden tener diferentes mecanismos de accion, pode-
mos mencionar sustancias mutagénicas, que ocasionan cambios permanentes en el material
genético heredado, sustancias cancerigenas generadoras de cancer en el sistema reproductor

y/o en el sistema hormonal, sustancias toxicas con mecanismo de acciéon no hereditario que
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afectan directamente la fertilidad y por ende la reproduccion, el embrion, el feto después del
nacimiento la lactancia, y las sustancias denominadas disruptores endocrinos con accién sobre
el equilibrio hormonal y la maduracién sexual.

Los disruptores endocrinos, mencionados anteriormente son un grupo de sustancias con
accion estrogenica capaces de alterar al ser humano por su exposicién intrautero y luego por
Su exposicion ambiental como consecuencia de la alteracion endocrina.

En este sentido podemos mencionar sustancias tales como el 2,3,7,8-TCDD, los PCB y bi-
fenilospolicloradosdibenzofuranos (PCDF), el metilmercurio, alquilfenoles, esteroles vegetales,
hongos estrégenos, andrdgenos, etc.

Se estima a través de estudios epidemioldgicos que la exposicion intrauterina a un medio
ambiente con presencia de disruptores endocrinos o productos quimicos como los ftalatos o
2,3,7,8-TCDD podrian disminuir el recuento de esperma y el aumento de casos de criptorqui-
dea, cancer testicular e hipospadias.

Los disrruptores endocrinos pueden alterar el desarrollo humano a través de diferentes me-
canismos como: interaccion con el receptor de estrogeno (ER) union al receptor AR, recepto
de acido retinoico (RAR, RXR), e inhibicidon de las enzimas esteroidogénicas o la sintesis de
hormonas tiroideas.

Ademas de estos xenobidticos, se conocen una serie de farmacos que tomados durante el
embarazo pueden alterar el desarrollo humano y producir efectos sobre la diferenciacion sexual
humana, un ejemplo es el pseudohermafroditismo debido a la exposicién a tales productos
quimicos hormonalmente activos.

Esta documentado en el caso del dietilestilbestrol que la exposicion del feto femenino a este
agente ha causado a la mujer, adenocarcinoma de células claras de la vagina, asi como anor-
malidades estructurales del tubo de cuello uterino, Utero y trompas de Falopio. También se
conoce que la exposicion al dietilestilbestrol del feto masculino ha causado en el hombre por
inhibiciéon hormonal, subdesarrollo o ausencia del conducto deferente, epididimo y vesiculas
seminales, quistes de epididimo, testiculos, hipotréficos e infertilidad.

La exposicion en lugares de trabajo a sustancias toxicas como ciertos pesticidas con accion
disruptora también pueden producir infertilidad en el hombre.

Sustancias tales como dinitrotolueno, plomo y carbaryl alteran la cantidad y calidad del se-
men: volumen, concentraciéon, nimero, motilidad y morfologia.

El plomo también esta involucrado en casos de abortos espontaneos y retraso mental infantil.

Otro metal pesado con accion sobre el sistema reproductor y el desarrollo fetal es el mercu-
rio con accion sobre el sistema nervioso del feto en desarrollo por acciéon mimética del calcio y
efectos sobre el sistema reproductor masculino donde se observo en modelos animales muer-
te celular por induccidon de respuesta autoinmune en el testiculo, cadmio y manganeso han
demostrado en animales jovenes expuestos durante la prefiez alteraciones en el sistema ner-

vioso y problemas de comportamiento y aprendizaje y alteraciones en el desarrollo éseo.
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Efectos de los téxicos sobre la piel

La piel humana constituye una importante puerta de entrada ante potenciales exposiciones.
En un individuo adulto, posee un area promedio de aproximadamente 2 metros cuadrados y
cumple la funcién de ser la primer defensa contra las agresiones ambientales, actua como ba-
rrera fisica y a través de de mecanismos de defensa presentes en la misma, ademas cumple la
funcion de regular la perdida corporal de agua a través de la transpiracion. Por cuestiones
estructurales, la piel no posee la misma sensibilidad y permeabilidad en toda su extension,
existen aéreas donde el estrato corneo resulta mas permeable que en otras.

Diferentes tipos de sustancias toxicas, desde compuestos quimicos hasta radiaciones de di-
ferentes longitudes de ondas pueden impactar sobre la piel humana y provocar una variedad
de efectos toxicos (enfermedades y alteraciones cutaneas) de los cuales se describe desde un
leve enrojecimiento de la epidermis hasta la muerte del individuo expuesto.

La exposicion a agentes toxicos de la poblaciéon en general suele ocurrir en forma accidental
o domestica, por desconocimiento de los riesgos que conlleva la exposicion a determinados
agentes toxicos al realizar actividades al aire libre o bafio en aguas contaminadas, actividades
de trabajadores en toda clase de ambientes laborales debido al incumplimiento de normas es-
tablecidas y vigentes sobre el uso de equipos de proteccion personal, la falta de limpieza y el
mantenimiento de las areas de trabajo.

El nivel de peligro, el tipo de lesiones, las alteraciones y los efectos que pueden provo-
car los téxicos a nivel de la piel dependen de muchos factores tales como: su concentra-
cion ambiental, sus caracteristicas fisicoquimicas (caracter hidrofobico, acidez, basicidad,
peso, volumen molecular, velocidad de difusidn y coeficiente de particiéon), sus mecanis-
mos de accion y de la presencia de vehiculos que faciliten la penetracion de estas sustan-
cias a través de los estratos de la piel.

El dafio producido por el agente puede ser de tipo agudo o crénico, ello dependera de la du-
racion de la exposicion, la capacidad de absorcién y penetracion. La injuria podra manifestarse
de diferentes formas segun el area corporal afectada, edad, estado de salud, la condicién inicial
de la piel (intacta 6 con algun grado de lesion) y los factores ambientales involucrados.

A nivel topico, diferentes xenobioticos (medicamentos, productos de limpieza, pesticidas y
polutantes) pueden actuar como irritantes y alérgenos. Las moléculas de pequefio tamafio me-
diante el mecanismo de absorcion percutanea y una elevada hidrofobicidad pueden atravesar
el estrato corneo, hasta llegar a circulacion sanguinea, evitando el pasaje hepatico, por ende su
metabolizacion y biotransformacion, para luego alcanzar diferentes érganos y producir intoxica-
ciones agudas o cronicas segun el grado y tiempo de exposicion; un ejemplo de ello son los
compuestos organofosforados (pesticidas) que en contacto con la piel del hombre y animales
resultan neurotoxicos.

La piel a nivel de la epidermis y glandulas pilosebaceas, cuenta con un sistema de biotrans-
formacién minimo, en comparacién con el higado, los sistemas enzimaticos involucrados son el

sistema Citocromo P450 y actividades enzimaticas de tipo metabdlico y catabdlico (sulfatasas,
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B-glucuronidasas, N-acetil transferasas, esterasas, reductasas, proteasas, lipasas, glicosidasas
y fosfatasas) presentes en los keratinocitos de la piel.
A continuacién se describen lesiones y enfermedades que mas frecuentemente afectan la

piel, producidas por los agentes toxicos mas importantes:

Dermatitis de contacto

Es una de las enfermedades mas frecuentes en el ambito laboral en industrias quimicas y
su gravedad dependera de la concentracion del agente, del tiempo de exposicion asi como de
las propiedades fisicoquimicas del mismo.

La dermatitis se caracteriza por la aparicion de una erupcion inicial irritativa denominada ec-
cema. La irritacion local, se produce por la aplicaciéon directa sobre la piel. El proceso inflamato-
rio que se genera a continuacion afecta la epidermis y la dermis superior con apariciéon segun el
grado de compromiso de enrojecimiento, endurecimiento, descamacién y ampollas en las zo-
nas de contacto. En los casos de exposicion aguda puede ocurrir desde una simple irritacion
hasta una quemadura quimica. Los casos de exposicion cronica son mas frecuentes en el am-
bito laboral y pueden ser producidas por sustancias irritantes leves, pero la exposicion prolon-
gada puede generar abrasiones en la piel y si las sustancias logran una mayor penetracion
pueden provocar en el tiempo una respuesta alérgica.

Los toxicos que con mayor frecuencia pueden producir dermatitis de contacto son: Cromo,
niquel, formaldehido, caucho, aceites de corte, jabones, detergentes tensioactivos, solventes
organicos, el roce con ciertas plantas con tricomasé pelos con sustancias irritantes y el con-
tacto con la savia de ciertas especies vegetales. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos
presentes en el ambiente 6 en el ambito laboral como el alquitran de hulla y el hollin, provo-
can procesos irritativos pudiendo desencadenar cancer de piel. La dermatitis de contacto de
origen alérgico puede ser producida por cientos de sustancias quimicas como medicamentos
como antibioticos, antisépticos, conservantes presentes en productos para la higiene perso-
nal, pegamentos, metales, cemento, etc.; se produce gracias a la capacidad de ciertas sus-
tancias quimicas denominadas haptenos de atravesar la barrera de la piel y llegar a circula-
cién o por la existencia de una puerta de entrada provocada por abrasion o herida de la piel,
iniciar un proceso inmunolégico (una reaccion de hipersensibilidad tipo 4 mediada por célu-
las) y sensibilizacion del organismo. Una vez establecida dicha sensibilizacion una segunda
exposicién a pequenas cantidades de la sustancia puede producir una reaccion severa de

dermatitis alérgica de contacto.
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Quemaduras quimicas

Son pocos frecuentes pero cuando suceden pueden ser muy graves. Pueden ocurrir en
la industria y en el hogar debido al manejo de sustancias quimicas téxicas irritantes, corrosi-
vas, inflamables y explosivas.

En general la quemadura quimica produce primero una coagulacién celular seguida de
necrosis, luego ulceracion y desprendimiento de la piel sin fase inflamatoria previa. La gra-
vedad del dafio producido y posible acceso a nivel sistémico, depende de varios factores
tales como el mecanismo de accion del xenobiotico, su concentracién, la duracion de la
exposicion y la resistencia del tejido a la penetracion.

Las sustancias capaces de producir quemaduras quimicas son acidos organicos e inor-
ganicos, alcalis, sustancias inorganicas y solventes organicos. Algunos ejemplos que pode-
mos citar son: el amoniaco que produce lesiones corrosivas, el oxido de calcio que produce
una reaccion fuertemente exotérmica al contacto con el agua ocasionando quemaduras en
la piel expuesta, cloro fumante que ocasiona quemaduras y ulceraciones, el acido clorhidri-
co que produce quemaduras y formacion de escaras, el acido fluorhidrico que causa heridas
en forma tardia a baja concentracién y quemaduras graves a elevada concentracién, si al-
canza a penetrar a nivel sistémico puede causar la muerte, el peréxido de hidrogeno con-
centrado produce quemaduras importantes, acido acético fumante, acido formico, hidréxido
de sodio que provocan quemaduras profundas por desnaturalizacién rapida de la queratina,
fosforo, fenol muy corrosivos aun en bajas concentraciones, si penetran a nivel sistémico
dan lugar a arritmias cardiacas, fallo renal y muerte, etc..

Otras sustancias que no tienen uso industrial ni domestico y se han utilizado como ar-
mas de guerra quimica son las sustancias vesicantes denominadas gas mostaza (bis(2-
cloroetil)sulfano), fosgeno (COCI2), lewisita (2-cloroetenildicloroarsina), son productoras
de ampollas y quemaduras graves de lenta curacién, que pueden alcanzar el nivel sisté-
mico por su volatilidad y capacidad de penetracion a través de la piel pues una vez absor-
bidas se transforman en sustancias altamente reactivas al unirse rapidamente a moléculas
como ADN, enzimas y proteinas involucradas en la division celular de los queratinocitos y

su muerte.

Enfermedad granulomatosa de la piel

Puede producirse por el ingreso de material extrafio o microorganismos al interior de la
piel por laceracion, abrasion o inyeccion. Aparece la zona inflamada con induraciénes de-
nominadas granulomas. Los agentes etioldgicos productores no infecciosos pueden ser
particulas de talco, silice, astillas de madera, polvo de almidén y elementos como el berilio.
En cuanto a los agentes etioldgicos infecciosos esta descripto en la bibliografia la produc-

cion de granulomas por bacterias, hongos, virus o parasitos en ambitos laborales.
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Fototoxicidad

La piel cuenta con una serie de cromoforos que la protegen del dafio que pueden provocar
las radiaciones electromagnéticas, el cromo6foro mas importante es el pigmento melanina sinte-
tizada en los melanocitos que absorbe la luz UV en el rango de espectro visible. Otros croméfo-
ros presentes en piel son aminoacidos como triptéfano y tirosina. EI ADN de las células blanco
susceptibles a las radiaciones electromagnéticas, también es una molécula croméfoba y puede
sufrir dafios permanentes en su estructura.-

Los agentes causales de fototoxicidad (lesiones en la piel) pueden ser externos o internos.
Como factores externos podemos mencionar a la radiacion ultravioleta (Luz UV) y los rayos
ionizantes (rayos x).

La poblacién humana que trabaja especialmente al aire libre esta expuesta a la radiacion ul-
travioleta y sus efectos seran mas graves cuanto mayor sea la exposicion; la radiacion ionizan-
te puede estar presente en ciertos ambitos laborales y afectar al trabajador, por ejemplo a los
radidlogos quedan expuestos a los rayos x si no toman las precauciones y no utilizan el corres-
pondiente equipo de proteccién personal.

La exposicion aguda a la luz UV (UVB mas que las UVA) producen un eritema con enroje-
cimiento de la piel 6 quemadura solar, de gravedad variable entre personas, debida a la vasodi-
latacion y liberacion de mediadores de la inflamacién por parte de los queratinocitos dafados,
acompafiados de fiebre, malestar general y escalofrios.

La exposicion cronica a la luz UV genera el bronceado de la piel por inducir incremento de la
sintesis de melanina, pero puede provocar dafios al ADN y pérdidas de células de Langerhans
(inmunitariamente importantes para evitar malignizaciones) y en consecuencia se desarrollan
carcinomas y melanomas malignos especialmente en pieles de raza blanca. Esta es la razon
por la cual se desaconseja el bronceado en camas solares.-

Las radiaciones ionizantes pueden producir una gama de enfermedades en la piel depen-
diendo de la cantidad de radiacién y el tiempo de exposicion.

En el caso de una exposicion aguda, se observa enrojecimiento de la piel hasta quemadu-
ras con hinchazén y ulceracion dolorosa.

En caso de una exposicion subcrénica, se observa adelgazamiento de la epidermis con apa-
ricion de pecas y telangiectasias.

La exposicion a rayos X puede derivar en carcinomas de células escamosas.

Fotosensibilizacion de la piel

Puede producirse por la presencia de sustancias sobre la piel o presentes a nivel sistémico
que ocasionan lesiones de diferente grado ante la exposicién a la luz ultravioleta, generando

segun el mecanismo de accién del agente involucrado fototoxicidad 6 fotoalergia.
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Existen sustancias fototdxicas cuyo mecanismo de accién se inicia al absorben la luz ul-
travioleta en el intervalo de 320-400 nm (UVA), llevando a la molécula del agente toxico a un
estado de mayor excitacion triplete o bien transferir un electrén a otra molécula y reducirla
para formar radicales libres altamente reactivos. En presencia de oxigeno, la molécula exci-
tada le transfiere su energia volviendo a su estado fundamental convirtiendo al oxigeno en
singlete altamente reactivo. La interaccion de estas sustancias reactivas con macromolécu-
las presentes en las células provocan dafios severos e incluso hasta la muerte celular con
liberacion de una serie de mediadores de inflamacion en los queratinocitos que producen
enrojecimiento y aparicion de ampollas al poco tiempo luego de la exposicion a la luz UV.
Como ejemplos de sustancias fototdxicas podemos mencionar a los hidrocarburos aromati-
cos policiclicos como antracenos y fenantreno, medicamentos como los antibiéticos tetraci-
clinas y sulfonamidas y colorantes como la eosina.

Existen sustancias fototoxicas como los psoralenos presentes en plantas comestibles
como limén y apio, en cuyo mecanismo de accién no intervienen los radicales libres de oxi-
geno, sino que, una vez que ingresan en las células y son activadas por la luz UV, se inter-
calan con el ADN formando aductos covalentes y enlaces cruzados que inhiben la sintesis
y reparacién del ADN, produciendo las lesiones, en especial en personas que manipulan
constantemente este tipo de alimentos.

Las sustancias fotoalergicas producen una dermatitis similar a la dermatitis de contacto
alérgica con eccemas, eritema y prurito, que persiste mientras la sustancia se retenga en la
epidermis produciendo una reaccion de hipersensibilizaciéon retardada tipo 1V, la diferencia
con las radica en que para facilitar la formacion del alérgeno (unién del agente a proteina
para su presentacion antigénica) es necesaria la activacion previa del agente con luz UV.

Algunos ejemplos son ciertas fragancias y conservantes presentes en cosméticos y pro-

ductos relacionados con la higiene personal.

Acné

El acné normalmente se produce por estimulacién androgénica durante la pubertad por
la obstruccién del conducto ya ampliacion de la glandula sebacea en el tramo que va desde
la glandula al foliculo del pelo, por el sebo producido en exceso y cornificacion de las células
del ducto, favoreciendo la proliferaciéon bacteriana y la inflamacién tipica, dando lugar al
tipico grano denominado comedon.

Pero existen formas de acné generadas a partir de sustancias que pueden favorecer la
obstruccion de los conductos en forma mecanica como algunos cosméticos, la estratifica-
cion excesiva de las células ductales 6 por estimulacion de la produccién de sebo.

Una forma muy agresiva de acné denominado cloracné, se produce como manifestacion
cutanea secundaria a la intoxicacién sistémica producida por la exposicidn ambiental 6labo-

ral a hidrocarburos aromaticos halogenados tales como bifenilospoliclorados, naftalenos,
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dibenzofuranospoliclorados y dioxinas, estos ultimos formados durante la sintesis de plaguici-
das clorados o fendlicos 6 en accidentes por combustidén de precursores en incendios y explo-
siones en desastres industriales.

Las lesiones se localizan frecuentemente en rostro en la zona de las mejillas, detras de la
orejas, las axilas y en la ingle. La piel puede volverse mas gruesa, escamarse y pelar, apare-
cen granos, espinillas, nédulos y quistes no inflamados (los queratinocitos se conservan y se
acumulan debido a su mayor cohesion, dando esto lugar a un tapén de queratina y la formacion
de un comedodn no inflamatorio).

Exposiciones frecuentes 6 agudas producen degeneracion progresiva de unidades seba-
ceas con queratinizacion de las células de las glandulas sebaceas e hiperqueratosis folicular en
el canal folicular.

Hidroarsenicismo crénico regional endémico (HACRE)

El cancer de piel producido por la exposicién crénica a arsénico a través del consumo de
aguas con alto contenido de este agente, se caracteriza por afectar zonas expuestas como
palmas de la mano, pies, y tronco. El cancer de piel se subdivide en distintos tipos de padeci-
mientos como lo son: carcinoma intraepidérmico, carcinomas de las células basales y carcino-
ma de las células escamosas. Todas empiezan de la misma forma pero su desarrollo da lugar a
diferentes niveles de gravedad.

Inicia con cambios caracteristicos en la piel a nivel del epitelio, produciendo desde hiper-
pigmientacion a hiperqueratosis. Los primeros efectos de hiperpigmentacion cutanea pueden
aparecer dentro de los seis meses a tres afios de ingestion crénica de concentraciones de
aproximadamente 0.4 mg/kg/dia. A la hiperpigmientacion, le sigue la hiperqueratosis palmar-
plantar. Actualmente se conocen dos tipos celulares que inducen cancer a nivel de piel por
arsénico, las células basales y las células escamosas, las basales son localmente invasivas
pero las escamosas pueden provocar metastasis.

El mecanismo de accion de cancer de piel por exposicion a arsénico no ha sido establecido,
sin embargo se sabe que los compuestos inorganicos del arsénico y sus metabolitos pueden
inducir a nivel ADN delesiones, mutaciones y aberraciones cromosémicas pero no mutaciones
puntuales; esta capacidad de ejercer su genotoxicidad causando mutaciones cromosémicas,

ha sugerido que actia mas como un progresor que como un promotor o un iniciador.
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CAPITULO 5
Agentes téxicos particulares
Autores: Dario Andrinolo, Daniela Sedan

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

Toxicos gaseosos

Se considera un gas no irritante a aquel que actua sin provocar lesiones a nivel local, difun-
diendo hacia la sangre y ejerciendo su efecto a nivel sistémico. Los representantes mas impor-
tantes de este grupo son los cianuros y el mondxido de carbono. Los gases irritantes, son
aquellos que se caracterizan por ejercer su efecto lesionando la via aérea. Su accion irritante
no solo la efectuan a nivel del arbol respiratorio sino que también actian sobre el resto de mu-
cosas con las que entran en contacto provocando de esta manera: ojo rojo, lagrimeo, estornu-

dos, entre otros sintomas.

Monéxido de Carbono

El mondxido de carbono, (CO), es un gas que no emite olor, no presenta sabor y no es irri-
tante, por lo que su exposiciéon puede pasar completamente desapercibida. Se origina en la
combustion incompleta de los combustibles organicos. Debido a que presenta una escasa dife-
rencia de densidad (0.97) con respecto a la del aire (1), difunde con gran facilidad en la atmds-
fera de los ambientes cerrados, y por este motivo es causal de un gran nimero de intoxicacio-
nes accidentales, ya que la victima no da cuenta del peligro que la amenaza. Asimismo, por su
pequena diferencia de densidad con el aire es que se acumula en las zonas altas, y de ahi la
conveniencia de circular agachados cuando se produce un incendio.

Denominaciones: N°CAS: 630-08-0.

Nombre registrado: monoxido de carbono.

Nombre quimico: mondxido de carbono.

Sinénimos, nombres comerciales: 6xido de carbono, mondxido de carbono, 6xido de car-
bono (ll) carbénico.

Aspecto general: gas incoloro e inodoro.

Datos fisicos-quimicos basicos:

Férmula empirica: CO.
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Masa molecular relativa: 28.01 g.

Densidad: 1.25 g/l a 0°C.

Densidad relativa del gas respecto al aire (=1): 0.97.

Umbral de olor: ninguno.

Solvdlisis: en agua, 33 ml/l (a 0°C) y 23 ml/l (a 20°C); soluble en acetato de etilo, cloroformo,
acido aceético glacial y otros solventes organicos.

Factores de conversién: 1 ppm = 1.164 mg/m3 -1 mg/m3 = 0.859 ppm.

Desde el punto de vista toxicologico interesan tres fuentes de produccion de mondxido
de carbono:
e  Combustién incompleta: a partir de la combustidon de la materia organica se produce la

formacion de anhidrido carbdnico, gracias a la oxidacion del carbono:

C+ 0y —»CO;

En algunos casos, el aporte de oxigeno es insuficiente para oxidar por completo el carbono

(combustidn incompleta), con lo que se forma mondxido de carbono:

2C+0, — 20

e Reduccién de CO,: se produce la reduccién del anhidrido carbdnico procedente de la
combustién completa del carbono, perdiendo un atomo de oxigeno. Esto ocurre cuando los
gases de la combustién inciden sobre una superficie amplia y fria, o cuando entra en com-
bustion una gruesa capa de combustible, de modo que los gases desprendidos en la capa
inferior pasan a las capas superiores calientes, pero no entran en combustion.

Los principales materiales carbonosos, que dan origen al monéxido de carbono cuando ar-
den con un aporte insuficiente de oxigeno, son los siguientes:

1)  Combustion solidos: carbén mineral y vegetal, madera, lefia, aserrin, etc.

2) Combustibles liquidos: hidrocarburos derivados del petréleo como, gasolina, fuel-oil, gas
natural, gases licuados (propano o butano), etc.

3) Explosivos.

4) Tabaco: aunque la combustién del tabaco no contribuye de forma apreciable a aumentar la
concentracion de CO en la atmdsfera, los grandes fumadores estan gravemente expues-
tos a los efectos téxicos de dicho gas. Se calcula que quien fuma dos paquetes de cigarri-
llos por dia, tiene un nivel promedio de carboxihemoglobina (COHb) de 5.9%. Un cigarrillo
produce entre 40-100 ml de mondxido de carbono, por lo que varios paquetes pueden ele-
var esta cifra hasta 1-2 litros.

El cuerpo humano produce de forma continua pequefas cantidades de CO como uno de los
productos finales del catabolismo de la hemoglobina y otros grupos hemo. De esta manera, es
normal que en un individuo sano exista una saturacion de COHb del 0.4-0.7%, o que en situa-
cién de anemia hemolitica aumente la producciéon endégena de CO, llegando a una saturacién
de COHb del 4- 6%. Sin embargo, es raro que esta produccion endégena pueda provocar sin-

tomas de intoxicacion en un sujeto normal.
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De forma exégena, el CO se produce por la combustion de materiales con carbono en
ambientes pobres en oxigeno. El fuego continta siendo una de las causas mas frecuente
de muerte por intoxicacion con monoéxido de carbono. Durante un incendio se produce gran
cantidad de sustancias toxicas debido a la combustion de los materiales de construccién,
por ello, las causas de morbimortalidad en este caso se ven incrementadas, sin olvidar que,
ademas, se produce una falta de oxigeno por el consumo de éste para la combustidn.

La exposicion humana incluye la inhalacién de humo en los incendios, humo de los automé-
viles, escasa ventilacion al contacto con carbono, kerosene o gas de estufas, hornos o calderas

y el habito del cigarrillo.

¢Quiénes se ven mas afectados ante una intoxicacion por CO?

El grupo de mayor riesgo frente a una exposicion a mondxido de carbono se encuentra con-
formado por pacientes con afecciones cardiacas y respiratorias, pacientes anémicos, de edad
avanzada, recién operados o que sufren arteriosclerosis cerebrovascular, el feto y los nifios.

Una especial consideracion merece la intoxicacion por CO en mujeres embarazadas. El
monoxido de carbono en la sangre materna atraviesa la placenta hacia el feto por un me-
canismo de difusion simple, tardando mas tiempo en alcanzar el pico maximo de COHb en
el feto, y lo mismo ocurre para su eliminacion. La hemoglobina fetal tiene mayor afinidad
por el CO que la hemoglobina materna, por lo que los niveles de COHb pueden ser mayo-
res en el feto que en la madre. Asimismo, en condiciones normales la hemoglobina fetal
tiene una curva de disociacion desviada hacia la izquierda con respecto a la de un adulto,
por lo que la liberacién de oxigeno a los tejidos se produce a niveles mas bajos de presién
parcial de oxigeno que en el adulto. Si a ello se suma la presencia de CO, la curva de diso-
ciacién de la hemoglobina se desvia mas hacia la izquierda, lo que hace que se produzca
una hipoxia importante al disminuir la liberaciéon de oxigeno de la madre al feto y de la he-
moglobina fetal a los tejidos. Todo ello hace que la intoxicacion por monéxido de carbono

sea muy grave en una mujer embarazada, sobre todo para el feto.

Exposicion

La incidencia de las intoxicaciones por monéxido de carbono de caracter voluntario, con fi-
nes suicidas, ha disminuido considerablemente. En la década de los afios 50 era la principal
causa de intoxicacién con caracter voluntario, sobre todo por uso del gas ciudad que contenia
hasta un 20% de mondxido de carbono. Este gas ha sido sustituido por gas natural, el cual no
contiene CO, por lo que no existe riesgo de intoxicacion por exposicion a este compuesto. Di-
cho cambio y la modificaciéon de las fuentes de calor en el medio urbano (braseros), han sido
determinantes en el descenso de intoxicados por CO, aunque esporadicamente suele aparecer
algun caso debido al mal funcionamiento de calentadores y/o calefactores. A partir de la déca-
da de los 60 se comprueba un descenso significativo en tentativas suicidas con gas, el cual es

sustituido por el uso de analgésicos y psicofarmacos.
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Los envenenamientos criminales por monoéxido de carbono son muy poco frecuentes, tan
solo se conocen algunos casos bajo la forma de suicidios colectivos, en los que el criminal in-
duce a una o varias personas a provocar la muerte en grupo. Durante la Segunda Guerra Mun-
dial fue utilizado en algunos campos de concentracion nazis como medio de exterminio. Las
fuentes de produccién de CO a las cuales se recurre se enumeran a continuacion:

Suicida: |a intoxicacion suicida por este gas ha sido, y sigue siendo, muy frecuente. Se recu-
rre a cualquiera de las fuentes de produccién del 6xido de carbono:

1) Los braseros encendidos incompletamente y dejados dentro de la habitacion.

2) El gas del alumbrado cuya espita se deja abierta por la noche.

3) Los motores de explosion, lo mas habitual es poner en marcha el motor del automovil
dentro del recinto cerrado, en que suele guardarse (cabinas), aunque hay algun caso
en que se ha llevado a cabo al aire libre, acostandose bajo el coche y respirando di-
rectamente los gases del tubo de escape.

Accidental: muerte producidas por mal funcionamiento de calefones y de estufas. Caso

Cromanon.

Tipo de intoxicaciones

Podemos encontrar dos formas de intoxicacion dependiendo del tiempo de exposicion y de
las concentraciones de CO a las que estuvo expuesto el paciente; cada una de las cuales pre-
sentara caracteristicas distintivas.

Intoxicacion Aguda: en algunos casos, poco frecuentes, puede presentarse una forma so-
breaguda o fulminante. En general este tipo de cuadros se dan cuando ocurre una aspiracion
masiva del gas por ejemplo por rotura de depdsitos o en mecanicos que aspiran violentamente
del tubo de gas para eliminar obstrucciones. En estos casos el cuadro se desarrolla rapidamen-
te, la victima cae al suelo, sufre convulsiones y muere inmediatamente, sin que sea posible
asistirlo. Se cree que en este tipo de intoxicaciones se pone en marcha un mecanismo inhibito-
rio por estimulo de las terminales laringeas del vago. Mas comunmente se producen intoxica-
ciones de tipo agudo en las que se pueden distinguir tres periodos:

Periodo pre-comatoso: caracterizado por fendmenos irritativos corticales donde predomi-
nan cefaleas, nauseas, calor, malestar, vémitos. También suelen presentarse debilidad o para-
lisis en las extremidades inferiores que impiden al intoxicado salir de la habitacion, junto con
somnolencia e insensibilidad que se va acentuando como paso previo al coma.

Periodo comatoso: el paciente evoluciona a un estado de coma profundo con aboliciéon
de los reflejos, respiracion débil y pausada. Se pueden presentar convulsiones y midriasis
marcada. Es caracteristica la aparicion de manchas rosadas sobre la piel. Se observan
alteraciones en el electrocardiograma ECG como taquicardia sinusal, que se atribuye a
lesiones especificas del miocardio o a pequefas hemorragias y focos de necrosis en el
mismo debido a lesiones capilares. También se observa un electroencefalograma EEG
alterado, el cual refleja el sufrimiento al que es sometido el encéfalo. El coma dura entre 2

y 3 dias, si se extiende por mas tiempo el prondstico empeora produciendo la muerte, aun-
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que exista un periodo en el que el paciente recupera la conciencia. Son de pronéstico ad-
verso los comas hipertérmicos. La muerte se produce por el agotamiento gradual que se
genera, y debido a un aumento paulatino de los trastornos respiratorios y circulatorios,
siendo la paralisis respiratoria la primera en ocurrir.

Periodo post-comatoso: en dicho periodo el paciente se va recuperando poco a poco,
aunque aun quedan resabios de la intoxicacidn como cefaleas, confusién mental, amnesia,
debilidad muscular, fatiga, etc. Existen secuelas que pueden ser o no permanentes, depen-
diendo de la magnitud de la intoxicacion sufrida. Dentro de éstas se encuentran edemas de piel
duros y dolorosos de color rojo, alteraciones tréficas, congestion en la base de los pulmones,
neumonias, edema agudo, aparicion de hipertiroidismo, diabetes, neuritis periférica, paralisis de
las paredes craneales, hemiplejias, parkinson, alteraciones cerebelosas y secuelas psiquiatri-
cas como psicosis enddgena y delirios.

Intoxicacion crénica: no debemos confundir los sintomas remanentes luego de una into-
xicacién aguda con los de una verdadera intoxicacion crénica, ya que en este ultimo caso
los efectos téxicos se deben, ademas de la inhibicién ya mencionada de la Hb, a que el CO
interfiere con los procesos metabdlicos celulares normales al unirse a los citocromos celu-
lares como los presentes en las enzimas involucradas en la respiracion celular y la mioglo-
bina. Este tipo de intoxicacion se da cuando el paciente se somete a la inhalacién por un
tiempo prolongado de cantidades reducidas de CO, por lo cual siempre esta asociada a la
etiologia profesional. La intoxicacion crénica se caracteriza por la triada cefaleas, vértigo y
astenia (cansancio muscular, letargo), aunque también puede presentarse poliglobulia.

Pueden existir errores de diagnostico, dado que los sintomas iniciales son muy inespecificos
y confundiéndose con otros cuadros que presentan sintomas similares:

e Intoxicaciones Alimentarias

e  Gastroenteritis

e Sindromes Gripales

e  Trastornos Nerviosos

e Enfermedades Neurolégicas

e Hipertension Arterial

e Hipotensioén Arterial

e Infarto Agudo de Miocardio

No podemos hablar de dosis toxica absoluta, ya que cuando se inhala un gas que se en-
cuentra mezclado con el aire que se esta respirando, los efectos téxicos dependen fundamen-
talmente de dos factores:

e La concentraciéon de CO en la atmédsfera en la que se encuentra el paciente.

e Eltiempo en el que el paciente respira en dicha atmdsfera.

Ademas se debe tener en cuenta si la persona se encuentra realizando algun tipo de activi-
dad fisica o si esta en reposo, dado que en el primero de los casos aumentan las necesidades
de oxigeno, lo cual lleva a un aumento en el volumen de aire inspirado por minuto y en la fre-

cuencia respiratoria. Lo cual conlleva a un aumento en el CO inhalado y a un mayor grado de
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intoxicacion. Henderson propuso una expresion, mediante la cual se puede estimar la dosis

téxica o la peligrosidad de una atmosfera:

Donde: P: peligrosidad de la atmdsfera.
t: tiempo (hs).
C: concentracion de CO (partes CO/ 10000).

De acuerdo al valor obtenido con la ecuacién anterior se presentaran diferentes situaciones.
Asi si el resultado es inferior a 3, no se produciran efectos apreciables; cuando alcance un valor
de 6, se produciran efectos como la cefalea y laxitud; si llega a 9, generara vomitos; mientras
que resultados mayores o iguales a 15 indicaran peligro para la vida y en general la intoxica-
cion sera mortal.

Asimismo, existen ciertas condiciones del paciente que pueden ser factores predisponentes
para sufrir una intoxicacion con CO, entre ellos encontramos senilidad, estados de agotamien-
to, enfermedades de base como algunas patologias sanguineas, circulatorias o pulmonares,
abuso de drogas, embriaguez, etc.

Como valor limite umbral aceptado de concentracién de CO se considera el valor de 50 ppm.

Tabla 1. Concentracion de CO y sintomas asociados

Concentraciéon de CO Tiempo de exposicion % de saturacién de Hb  Signos y sintomas

0.01% Indefinido 10 Ausentes
Tensién en lafrente,
0.02% Indefinido Hasta 20 leve cefalea, dilatacion

de vasos cutaneos

Hasta 0.03% 5y6h Hasta 30 Cefaleay latidos enla

sien
Cefalea severa, vision
Hasta 0.06% 4y5h Hasta 40 borrosa, nauseas y
vomitos
Hasta 0.10% 3y4h Hasta 50 Se intensifica lo anterior
Frecuencia cardiaca y
Hasta 0.15% 15y 3h Hasta 60 respiratoria, tendencia al
colapso, convulsion
Hasta 0.30% 1y1.30h Hasta 70 Depresién de la funcion
cardiaca y respiratoria
Hasta 1% 1y 2 min Hasta 80 Fallo respiratorioy

muerte

La concentracion maxima permitida, en los sitios de trabajo, para el monoxido de carbono
debe ser de 25 ppm con un tiempo de trabajo promedio de 8 horas. Esto se encuentra basado
en la ventilacion alveolar de 6 I/min y en una capacidad de difusiéon del CO de 30 ml/min/Kg.
Con estos niveles se alcanza una concentraciéon de COHb de 5%. La concentracion maxima a
la que un trabajador puede estar momentaneamente expuesto es de 200 ppm.

Los niveles considerados como inmediatamente dafinos son de 1200 ppm en adelante.
Varios minutos de exposicion a 1.000 ppm (0.1%) pueden resultar en un 50% de saturacién
de la COHb.
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Analisis de sangre de un intoxicado con monéxido de carbono
Aparece leucocitosis y acidosis metabdlica.
PO, (presion de oxigeno) normal con saturacién disminuida de oxigeno.

Aparicién de niveles elevados de enzimas musculares.

Toxicidad y mecanismo de accién
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Figura 2. Presion parcial y difusién en la membrana respiratoria.
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El CO actia como un veneno sanguineo ya que se combina con la hemoglobina (Hb)
para generar un compuesto estable, la (COHb), que no es apta para la funcién respirato-
ria. La Hb en presencia de CO queda bloqueada por éste siendo incapaz de transportar O,
desde los alvéolos pulmonares a los distintos tejidos. El mondxido de carbono es absorbido
rapidamente por los alvéolos, pasando a la sangre donde se une a la hemoglobina (la afini-
dad del CO a la hemoglobina es 210-270 veces superior a la del oxigeno); siendo esta ul-
tima la que posee la funcién de trasladar el oxigeno desde el pulmén a los tejidos. La ab-
sorcion pulmonar es directamente proporcional a la concentracién de CO en el ambiente, al
tiempo de exposicion, y asi como también a la velocidad de ventilacion alveolar, que a su
vez depende del ejercicio realizado durante el tiempo de exposicion. Por ejemplo, en un
incendio un bombero, dada la alta concentracion de mondxido respirado y la frecuencia
respiratoria secundaria al ejercicio alcanza niveles téxicos de COHb, la cual no puede
transportar el oxigeno porque la COHb y el O, compiten por el mismo grupo funcional de la
hemoglobina. Esta afinidad viene definida por la “ecuacién de Haldane”, que fue aplicada

por primera vez al monoéxido de carbono en 1912 por Douglas:

M (PCO/PO,) = COHb/O,Hb

Donde M es la constante de afinidad, PCO y PO, son las presiones parciales de oxigeno y
monoxido a los que se expone la molécula de hemoglobina, COHb es la concentracion de
COHb y O;Hb es la concentracion de oxihemoglobina. Segun esta ecuacién los niveles de
COHb son directamente proporcionales a la concentracion de CO en el aire respirado e inver-
samente proporcional a la concentraciéon de oxigeno.

En 1965, el grupo de Coburn relaciona a través de un modelo matematico la “concentracion
de carboxihemoglobina con la tasa de producciéon endégena de CO; el volumen sanguineo; la
PO, arterial; la concentracion de oxihemoglobina; la afinidad del O, y CO por la hemoglobina; la
tasa de difusion de mondéxido de carbono a través de los pulmones; la frecuencia ventilatoria y
la concentracion de CO en el ambiente respirado”. Todo ello queda resumido en la siguiente

ecuacion, para individuos normales, que respiran en condiciones basales:

% COHb = 0.16 CO

el resultado de la union del CO a la hemoglobina es el desplazamiento de la unién del oxi-
geno con ésta. En condiciones normales la cantidad de oxigeno que transporta la sangre
es de 20 ml/100 ml de sangre completa, de los cuales 18 % va unido a hemoglobina vy el
resto va disuelto en el plasma.

El mondxido de carbono unido a la hemoglobina provoca una desviacion hacia la iz-
quierda de la curva de disociacién de la hemoglobina, con respecto al oxigeno que perma-
nece unido a esta molécula. Por lo tanto, para que este oxigeno sea cedido la cantidad de

éste en tejido ha de ser mucho menor que en condiciones normales. Asi, en una persona
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normal la PO, necesaria para liberar 5% de O, es de 40 mmHg, mientras que cuando exis-
ten niveles de carboxihemoglobina del 50%, para que se libere la misma cantidad de oxi-
geno es necesario una PO, de 14 mmHg.

En resumen, una vez en contacto con el CO, éste es absorbido hacia la sangre y se une con
la hemoglobina desplazando al oxigeno; y, ademas, el escaso oxigeno transportado es dificil-
mente cedido a los tejidos para su utilizaciéon provocando todo ello, hipoxia.

Debido a que el CO unido a la Hb hace que ésta pierda su funcionalidad en cuanto a la
capacidad de transportar O,, la situacion fisiolégica es semejante a la que ocurre cuando
hay una disminucién de Hb. De éste modo el tipo de hipoxia reinante es una hipoxia
anémica, ya que se instaura una situacién de falsa anemia, quedando los tejidos privados
de la cantidad de O, necesaria para satisfacer sus necesidades metabdlicas. Igualmente el
CO presente nunca llega a saturar completamente a la Hb, sino que una fraccién de la
misma se encuentra como Hb.Fe.CO mientras que el resto continia combinandose con O,

y lo transporta a los tejidos. La relacion entre Hb.Fe.O» y Hb.Fe.CO determinara la grave-

dad de la intoxicacion.

El primer sistema en el que impactan los efectos de la intoxicacion con CO es el sistema
nervioso, ya que presenta grandes requerimientos de O,; siendo ademas el que sufre las con-
secuencias de la misma, las cuales pueden ser reversibles o irreversibles dependiendo de la
gravedad de cada caso.

ElI CO no solo ejerce su accion a nivel de la hemoglobina, sino que también es capaz de
ligarse a otras hemoproteinas localizadas a nivel tisular como son la mioglobina, la cito-
cromo oxidasa, el citocromo P450 y la hidroperoxidasa. Entre un 15 - 20% del CO se une a
dichas proteinas.

Dado que la mioglobina constituye un depdésito de oxigeno, su unién con el CO provoca, al
igual que a nivel sanguineo, una disminucién del oxigeno acumulado a nivel muscular, asi co-
mo de su liberacién de la mioglobina.

El mondxido de carbono tiene una afinidad del 30 al 40 % por las mioglobinas, uniéndo-
se al musculo especificamente y solo se libera con la contraccion muscular. Por esta
razon los sujetos que presentan intoxicaciones crénicas, o multiples exposiciones, exhiben
rebotes de los niveles de COHb en su evolucién, al movilizar este gas unido al musculo, siendo
responsable de diversos sintomas vagos como cefalea, compromiso del estado general y sen-
sacion de fatigabilidad o decaimiento. Si se monitorizaran las concentraciones de CO se encon-
trarian niveles poco despreciables.

El CO tiene una afinidad especial por el musculo cardiaco. Asi, al producirse intoxicaciéon
por CO, cuando los niveles de oxigeno sanguineo vuelven a la normalidad, el mondxido de
carbono se libera del miocardio pasando nuevamente a la sangre. Esto explicaria la sintomato-

logia cardiaca como las arritmias, dilatacion ventricular, insuficiencia cardiaca.
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Las proteinas con grupos hemo, citocromo oxidasa y citocromo P450, también se unen
con el monodxido de carbono de forma competitiva frente al oxigeno, atribuyéndosele a esta
asociacion la mayor parte de la sintomatologia. Una vez en la sangre, el CO en parte se
ligaria a la hemoglobina y el resto permaneceria disuelto en el plasma, siendo esta fraccién
la que pasaria al interior de los tejidos y, por tanto, la responsable de los sintomas, a través
de su unién con estas enzimas pertenecientes al mecanismo de respiracion celular.
Goldbaum en sus estudios con perros comparo los efectos del mondxido de carbono inha-
lado y de la transfusién de hematies conteniendo CO, observando que los perros que inha-
laron el CO fallecieron, mientras que los que fueron transfundidos sobrevivieron y estuvie-
ron asintomaticos. Coburn y otros autores dudaron de la importancia de la asociacion de
los citocromos al CO en la fisiopatologia de esta intoxicacién, ya que la afinidad de los cito-
cromos por el monoéxido de carbono es similar a la del oxigeno, por lo que los niveles de
CO que llegan in vivo a los citocromos no son suficientes para afectar su funcién. Ademas,
los resultados de los experimentos de Goldbaum podrian explicarse por la unién del CO a
la mioglobina, y por otro lado no se puede ignorar el efecto sobre el transporte de oxigeno
por parte de la hemoglobina unida al CO.

La eliminacion del CO es respiratoria y tan solo el 1% se metaboliza a nivel hepatico a
diéxido de carbono. La vida media en personas sanas que respiran aire ambiente oscila
entre 3 - 5 horas, disminuyendo conforme aumenta la presion parcial de oxigeno en el aire
inspirado. Sin embargo, la vida media varia mucho de una persona a otra, asi como en
funcién de los niveles de carboxihemoglobina y el tiempo de exposicién al toxico. Nicloux,
quien ha estudiado el fendmeno exhaustivamente, ha elaborado tres leyes, fundamentales
para el conocimiento de los fendmenos que caracterizan a esta intoxicacidn, asi como para
su terapéutica:

1. El 6xido de carbono desplaza el oxigeno de la oxihemoglobina.

2. El oxigeno desplaza el 6xido de carbono de la carboxihemoglobina.
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3. Cuando la sangre esta en contacto con una mezcla de ambos gases, la concentracion
respectiva que alcanzan ambos derivados hemoglobinicos es funcion de las presiones

parciales que los dos gases tienen en la mezcla.

Anatomia patologica

En el examen externo del cadaver, llama la atencién la coloracién rosada de la piel dando un
aspecto “como de vida”. Las livideces, que son muy extensas, tienen igualmente una coloracion
mas viva, rojo cereza. En ciertas ocasiones, se comprueban livideces paraddjicas, que asientan en
partes no declives.

Las lesiones presentes en el examen interno de los cadaveres de sujetos fallecidos por una
intoxicacion aguda son las generales a todas las asfixias, a las que se afiaden algunos rasgos
mas peculiares:

e La sangre aparece con una fluidez, superior a la normal y, sobre todo, con una colora-
cion rojo carmin, muy viva. Dicha coloracién es debida a la carboxihemoglobina y, por
consiguiente, es tanto mas acusada cuanto mayor sea la proporcion de ésta.

e Debido a esta coloracién sanguinea, todos los érganos presentan un tinte rojizo acar-
minado, que le da al cadaver un aspecto muy caracteristico.

Dicho caracter cromatico se aprecia en las mucosas ocular y bucal, y en las mucosas diges-
tivas una vez abierto el cadaver, asi como en los mas diversos tejidos, y tanto mas cuanto mas
vascular sea el 6rgano. En tejido muscular suele ser muy llamativo y también en meninges,
higado, rifiones, etc.

En los pulmones puede observarse la expresion anatdmica de las complicaciones citadas
dentro de un cuadro clinico. Lacassagne llamo la atencién sobre un signo que denominé ede-
ma acarminado y que, en realidad, es un edema de pulmén por un fracaso circulatorio agudo,
ya que si se escinde un fragmento de tejido pulmonar y se exprime entre los dedos, o si se
secciona el parénquima y se comprime, se ve manar una espuma sanguinolenta, cuyo color es
rojo carmin por la sangre carboxihemoglobinica que contiene.

Por ultimo, en el sistema nervioso central se pueden observar hemorragias puntiformes,
unas veces visibles microscépicamente y otras de dimensiones macroscopicas. Su locali-
zacion es variable, a veces tienen forma anular rodeando un vaso. También se observa
focos de reblandecimiento. La localizacidén de estas lesiones explica, cuando la muerte es
tardia, y los sintomas neurolégicos. Si la muerte es rapida, el cuadro anatomopatolégico
queda reducido a una cogestion notable de meninges y encéfalo, y a un edema cerebral,

mas o menos acusado.

Diagnéstico de vida en el foco del incendio del individuo
Se basa en la posibilidad de la prueba de respiracién y circulacion; asi se encuentra:
e Envias respiratorias superiores; presencia de negro de humo de cenizas y quemaduras de

epligiotis y laringe,
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e Enboca y faringe: presencia de negro de humo, de cenizas y quemaduras, en especial en
base de lengua.
e COHb en la sangre de puncién cardiaca. En la muerte durante el incendio el CO en sangre

es del 15 % o mas, pero si murié antes no pasa el 5 %.

¢ Qué se encuentra en los anélisis de sangre?
Aparece leucocitosis y acidosis metabdlica.
PO2 (presidon de oxigeno) normal con saturaciéon disminuida de oxigeno.

Aparicion de niveles elevados de enzimas musculares.

¢, Como se valoran los niveles de COHb?

En individuos normales, la COHb es del 1.5% y puede alcanzar hasta el 2.5% en areas ur-
banas contaminadas, y estas cifras pueden elevarse hasta el 7-8%, encontrandose dentro del
rango de normalidad.

Una COHb alta establece el diagnéstico.

En cambio, una cifra normal de COHb no descarta la intoxicacion, ya que la vida media de
la COHb va disminuyendo conforme pasa el tiempo hasta que se toma la muestra de sangre.

Varones entre 13.5 a 17.5 g Hb/1000 ml de sangre.

Mujeres entre 11.5a 15 g Hb / 1000 ml de sangre.

Chicos entre 19.5 a 21.5 g Hb / 1000 ml de sangre.

El envenenamiento por CO continta siendo un problema muy serio, ya que se encuentra
asociado a una incidencia muy alta de morbimortalidad.

La historia de exposicion al CO, y la presencia de niveles de COHb deberan poner en alerta
al médico sobre su diagnéstico agudo. En ausencia de historia de exposicién, debe considerar-
se su diagnéstico cuando hay dos o mas pacientes enfermos simultaneamente.

El diagnédstico debera excluirse mediante historia y examen fisico directo. Si persisten las sospe-
chas deberan hallarse los niveles de COHb. Si se confirma el envenenamiento por CO, debe identi-

ficarse la fuente y hacer las recomendaciones pertinentes para evitar mayores dafios

Métodos para la determinacion de monéxido de carbono

Investigaciones toxicolégicas utilizadas en los laboratorios para determinar
la presencia de COHb en sangre

Toma de muestra: la recoleccion de la muestra de sangre debe ser obtenida por puncién
venosa con anticoagulante (heparina) evitando la formacién de burbujas o la entrada de aire a
la jeringa. Se recomienda obtener sangre del corazon o de las venas gruesas como la femoral.
El recipiente a utilizar para la conservacion de la muestra debe estar escrupulosamente limpio,

seco y cerrado en forma hermética.
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Ensayos cualitativos: son ensayos rapidos y practicos para la determinacion de COHD,
pero no arrojan valores de saturacidon o concentracion de CO en las muestras. Dentro de
éstos podemos citar:

Ensayo de dilucién: consiste en preparar soluciones sanguineas al 1% en agua destilada de
muestra a analizar y de sangre normal. Se observan simultdneamente ambos tubos de ensayo
con luz natural difusa. La sangre normal presenta color rojo amarillento, mientras la muestra, si
contiene COHb, presenta color carminado neto. Este ensayo es seguro y practico.

Ensayo alcalino: se basa en la mayor estabilidad de la COHb con respecto a la
hemoglobina en similares condiciones alcalinas. En un tubo de ensayo colocar de 3 a 4
gotas de la sangre a analizar y en otro tubo similar colocar igual niumero de gotas de
sangre normal, agregar 15 ml de agua destilada y mezclar bien. Agregar a cada tubo 5
gotas de solucion de hidroxido de sodio al 10% y mezclar. La sangre normal adquiere un
color castafo a castafo verdoso (hematina alcalina), mientras que la sangre oxicarbonada
permanece inalterada (color carminado durante cierto tiempo). El ensayo ofrece un claro
contraste y resulta positivo cuando la concentracion de COHb es superior al 10%. La
sangre fetal interfiere en este ensayo dado que Ultima produce una transformacion
retardada frente al hidroxido de sodio.

Ensayos cuantitativos: determinacion cuantitativa de COHb por el método espectrofotomé-
trico: algunos métodos espectrofotométricos emplean el sistema oxihemoglobina- carboxihe-
moglobina, El cual se basa en las diferentes formas de hemoglobina de la sangre, la reducida,
la forma oxidada, y pequefia cantidades de metahemoglobina. Cuando un agente reductor co-
mo el ditionito de sodio es agregado a la sangre, la forma oxigenada y la metahemoglobina son
cuantitativamente convertidas a la forma reducida que presenta un espectro como se presenta
en la Fig.4. Debe recordarse, que en caso de que la persona haya estado expuesta a sustan-
cias metahemoglobinizantes esta determinacién es poco recomendada.

El monéxido de carbono presenta mayor afinidad por la hemoglobina que el oxigeno,
mientras que la COHb no es reducida por el ditionito de sodio. Asi, la carboxihemoglobina
permanece sin modificarse como se muestra en la curva A del espectro (Fig.4) aun cuando
se ha realizado un tratamiento con ditionito de sodio. En la Fig. 4 también se puede
observar que la maxima diferencia de absorbancia para los espectros de COHb (A) y
hemoglobina reducida (B) se presenta a 540 nm, mientras que a 579 nm, la primera
presenta la misma absorbancia (punto isosbéstico). El porcentaje de saturacion de
monoxido de carbono en una muestra de sangre puede calcularse a partir de la medida de
la absorbancia a esa longitud de onda de la muestra saturada con mondxido de carbono
(A), la muestra libre de mondxido de carbono (B) y la muestra sin tratar (C), luego de la

reduccioén con ditionito de sodio.
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Figura 4. Espectros de absorcion de (A) carboxihemoglobina, (B) hemoglobina reducida y (C) muestra de sangre de
paciente intoxicado con monoxido de carbono. Modificado de The absorption spectra of hemoglobin and its derivatives in
the visible and near infra-red regions. Horecker Division of Industrial Hygiene, National Institute of Health, Bethesda,
Maryland.1942. http://www.jbc.org/

Reactivos: solucién 0.1% de hidroxido de amonio.

Equipo:espectrofotometro UV-visible.

Procedimiento: diluir 0.2 ml de la muestra de sangre homogenizada con 25 ml de solucién
0.1% de hidréxido de amonio y dividir la solucion resultante en tres parte iguales A, B, y C. Saturar
la solucion A con monoxido de carbono mediante el burbujeo de gas a una velocidad que minimice
la formacién de espuma. Unos pocos minutos de burbujeo resultan suficientes. Por otra parte, la
solucion B se trata con oxigeno puro durante 10 minutos a los efectos de desplazar
completamente el mondxido de carbono unido a la muestra.

Agregar una pequefa cantidad de ditionito a cada una de las soluciones A, B y C; y también a
10 ml de la solucion de amonio 0.1% y mezclar bien. Medir la absorbancia de cada solucion a
540 y a 579 nm para cada solucion A, B, y C. Se calcula la de relacidon de absorbancias a 540 a

579 para cada solucion.
El porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina se calcula a partir de la siguiente formula:

(A540/A579)c - (A540/A579)B 100
(A540 /A579)A _(A54o _A579)B

% Saturacion=

Los valores normales, aproximados, para la relacion de absorbancia son: carboxihemoglobina
saturada 1.5 y hemoglobina reducida 1.1%. Considerando que el contenido de hemoglobina en
sangre puede variar, el volumen de diluyente también debe ser madificado. La diluciéon que arroje

un valor maximo de absorbancia cercano a 1 es la ideal.
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Determinacion cuantitativa de COHb mediante su separacion fisica
de las otras hemoglobinas

El método se basa en la alta resistencia relativa de la COHb al calor, mientras que las otras
formas de hemoglobina sufren coagulacion. Esta técnica es simple de realizar y permite ser
aplicada con resultados reproducibles si se mantienen estrictamente las condiciones indicadas:
calentamiento a 55 £ 0.5°C durante 5 minutos y pH 5.05 £ 0.05.

Reactivos:

Buffer acetato: mezclar 1 volumen de soluciéon1, (300 ml de acido acético glacial en 1 litro de
agua destilada), con 3 volumenes de solucién 2 (408 gr de acetato de sodio trihidratado disuelto
en 1 litro de agua). El pH no debe variar de 5.05 + 0.05.

Antiespumante: mezclar el antiespumante con agua para lograr una solucion al 1% y agitar
vigorosamente con perlas de vidrio.

Equipos: bafo termostatico de agua a 55 + 0.05°C, centrifuga a 5000 rpm, 4 o mas tubos de
10-15 ml de capacidad y espectrofotometro UV- visible.

Procedimiento:

1) 5 ml de sangre a analizar, previamente homogenizada, se mezclan por inversién
con 15 ml de agua destilada y 1 ml de antiespumante. La mitad de esta solucién es
separada en un tubo, rotulada y guardada en oscuridad. La otra mitad es saturada
con CO durante 30 minutos asegurandose que el volumen de la solucién sanguinea
no cambie.

2) De las soluciones, sin tratar y la tratada con CO, se toman dos alicuotas de 1.0 ml y se
colocan en 4 tubos de centrifuga conteniendo 4.0 ml de buffer acetato.

3) Después de mezclar por inmersion dos veces cada tubo, éstos se ubican en un bafo
termostatico de agua a 55.0 + 0.5°C exactamente por 5 minutos.

4) Luego los tubos se enfrian en agua fria durante otros 5 minutos y son centrifugados a
5000 rpm durante 5 minutos.

5) 2,0 ml de cada uno de los cuatro sobrenadantes se diluyen con 10,0 ml de agua
destilada y se mezclan 2 6 3 veces por inmersion en el tubo.

6) Para la lectura se requieren tres cubetas: la cubeta 1 con agua destilada (blanco), la
cubeta 2 es llenada con la soluciéon de sangre sin tratar y la cubeta 3 con solucién de
sangre saturada con CO. La absorbancia de las dos soluciones se leen contra agua a
570 mn y 630 nm. Luego de la lectura, la cubeta 2 es vaciada y llenada con el
duplicado de la solucién de sangre sin tratar. También, la cubeta 3 luego de la lectura
es vaciada y llenada con el duplicado de la solucién de sangre saturada con CO. Se

repite la lectura a 570 y 630 nm. Los calculos se realizan mediante la siguiente relacion:

(A570 /A630)

solucionsin tratar 1 00

% COHb =

(A570 / A630 )solucio'n con CO
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7) Los valores duplicados no deben variar mas de un 2 a 3 % de saturacién de COHb.
Con valores de saturaciéon de COHb menores a 20% pueden presentarse dos tipos de
dificultades: primero, la lectura en el espectrofotébmetro de muestra sin tratar es baja e
incierta. Segundo, la coprecipitacion de COHb con el precipitado de los derivados de
hemoglobina puede ser un factor importante que tiende a disminuir la cantidad residual
de COHb en el sobrenadante. El método arroja resultados reproducibles cuando la sa-
turacion de COHb es superior al 20%. Asimismo, el método es moderadamente sensi-

ble a los cambios que ocurren en la sangre luego del proceso postmortem.

Determinacion cuantitativa de COHb por el método de cromatografia gaseosa (CG)

La cromatografia gaseosa (CG), se considera una metodologia universal para la determina-
cion de compuestos con una presion de vapor lo suficientemente alta, por lo cual, se considera
adecuada para téxicos volatiles y gaseosos. Sin embargo, la determinacién de mondxido de
carbono por CG presenta diversos inconvenientes que es necesario tener en cuenta al momen-
to de optar, o no, por la utilizaciéon de esta metodologia.

Por un lado, la elevada presion de vapor del monéxido de carbono requiere de columnas y/o
programas que sean capaces de separar al analito de los gases utilizados como carrier, gene-
ralmente helio o nitrégeno, de otros gases que pudiesen coexistir con el mondxido de carbono
como, el diéxido de carbono. Dicho inconveniente se subsana utilizando columnas capilares y
programas de corrida cromatografica que trabajan comenzando a temperaturas subambiente,
generalmente a -20°C. Los equipos requeridos para estas condiciones cromatograficas son
muy poco frecuentes en laboratorios de toxicologia. Por otro lado, la deteccion de la sefal del
monodxido de carbono a la salida de la columna CG se realiza mediante dos metodologias posi-
bles. Una forma, es la utilizacién de una post-columna con un catalizador y condiciones de
hidrogenacion adecuadas para transformar al mondxido de carbono cuantitativamente en me-
tano, luego de lo cual se mide con un detector comun iénico de llama (FID). El segundo método
consiste en la utilizacion de un detector de conductividad térmica. Ni el detector de conductivi-
dad térmica, ni el catalizador post-columna son elementos comunes en un laboratorio dedicado
a la toxicologia.

Finalmente, se ha informado que la cromatografia gaseosa de mondéxido de carbono tiene
una adecuada respuesta, sefial vs concentracion, solo para niveles de mondxido por encima
del 20% en sangre, de manera que no es adecuado para medidas en individuos con intoxica-

ciones subclinicas o para comparar individuos con niveles normales de CO en sangre.

Determinacién cuantitativa de COHb por el método de espectrofotometria infrarroja

En la determinacién de mondxido de carbono en sangre y aire espirado, la espectrofotometria
infrarroja confiere adecuada especificidad, condicion que no presentan otros recursos analiticos
depurados tales como cromatografia gaseosa. El procedimiento comienza con una extraccion de

los gases totales fisicamente disueltos o combinados con la hemoglobina. EI monéxido de carbono
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presenta al infrarrojo dos picos de absorcion, uno a 2120 y otro a 2170 cm’” (46 -4.7m) y no
presenta otra absorcién en el rango comprendido entre 700 - 4000 cm™.

Los gases que absorben en esta region del espectro y que por lo tanto interfieren, son el
diazometano, cloruro de nitrosilo y propano que muy dificiimente pueden hallarse en muestras de
sangre. El diéxido de carbono puede mostrar interferencias cuantitativas, por su elevada
concentracioén relativa, aun si su absorcién maxima difiere de la del mondxido de carbono. Estas
interferencias quedan excluidas con la adopcién de sistemas de compensacion o filtros
adecuados. Los equipos permiten determinar monoxido de carbono en un rango de 0 a 1000 ppm.

En el analisis de sangre, la espectrofotometria infrarroja utiliza un volumen total de 1 a 5
ml. El mismo se trata con ferricianuro acido y los gases liberados se analizan en el
espectrofotémetro infrarrojo.

Para establecer el porcentaje de saturacion, o el coeficiente de intoxicacion, debe saturarse
otra fraccion de la muestra con mondxido de carbono y analizarse en la misma forma, efectuando
la pertinente correccion por el mondxido de carbono fisicamente disuelto. Con adecuadas
modificaciones, la espectrofotometria infrarroja posibilita el registro continuo de monodxido de
carbono en aire (detectores o registradores continuos).

Por ofra parte, los ensayos en aire espirado permitieron revelar su presencia en forma
inmediata asi como después de 30 minutos de haber fumado un cigarrillo.

Determinacién de mondxido de carbono en sangre por métodos quimicos: los métodos qui-
micos emplean la propiedad que presenta el mondxido de carbono de reducir diversas sales meta-
licas. Uno de los elementos metalicos de mayor aceptacion es el paladio (Il). La capacidad reduc-

tora del mondxido de carbono se observa en la siguiente reaccion:
Pd*™ + CO + HO—————»Pd’ + CO,+ 2H"

este principio se emplea de diversas formas, una de ellas es el método de Gettler y Freimuth; y

mediante la microdifusiéon en camaras de Conway.

Método de Gettler y Freimuth:el mondxido de carbono liberado de la carboxihemoglobi-
na por el ferrocianuro de potasio, es arrastrado por aireacién y pasado a través de un disco
de papel embebido con CI,Pd. El CO produce una mancha oscura sobre el papel de filtro
debido a la reaccion del paladio que se reduce a Pd°. Por comparacion de la intensidad de la
mancha con muestras patrones, se puede obtener una concentracion aproximada a la canti-
dad de CO presente en la muestra.

Reactivos:

Soluciéon de cloruro de paladio (0,5 g de cloruro de paladio, 0.5 ml de acido clorhidrico
concentrado que se llevan a 50 ml con agua destilada).

Solucién de ferricianuro de potasio-saponina: ferricianuro de potasio 32 g, saponina 0,8 g ,
agua bidestilada c.s.p 100 ml.

Solucién de acido lactico (D:1.20) y llevar a 100 ml.

Solucién de acetato de plomo al 10%.
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Alcohol caprilico.

Solucién de cloruro cuproso amoniacal.

Equipo: el dispositivo empleado en la determinacién de monodxido de carboino en sangre (Fig.
6) consta de tres tubos de vidrio grueso con borde de 2 cm diametro y de 13 a 15 cm de largo,
flange (dos discos de vidrio enfrentados para retencion de papel de filtro), trampa de vacio, o

bomba de extraccién de V4 HP, pinzas de Hoffman y perlas de vidric.

x Clde
ire
=3 <P |

Flange

bomba

A B C

Figura 5. Equipo para la determinacién de CO

Procedimiento: el dispositivo se presenta en la Figura 5. El tubo A contiene 5 ml de solucion de
cloruro cuproso amoniacal para retener el monoéxido de carbono del aire e interferencias del medio
del laboratorio. El tubo B contiene 2,0 ml de sangre, se afiaden 4 ml de ferricianuro-saponina y 2
ml de solucion de acido lactico junto con 2 gotas de alcohol caprilico. El tubo C contiene perlas de
vidrio en cantidad que alcancen 4 cm de altura y 5 ml de acetato de plomo. Entre los discos del
flange se coloca un disco de papel de filtro Whatman N°3 cortado en forma circular humectado con
la solucion de cloruro de paladio y sujetado de forma segura mediante un pinza metalica para
lograr el cierre hermético.

Se hace burbujear aire a través del dispositivo A aflojando la llave del frasco de Mariotte. La
velocidad de flujo de aire debe ser de 26 ml/minuto. Después de 15 minutos, se detiene el
burbujeo y se retira el papel reactivo, se lava con agua destilada para eliminar el exceso de
solucién de cloruro de paladio y la mancha obtenida. Finalmente se compara con la escala
obteniéndose el grado de saturacion de la sangre con respecto al monéxido de carbono.

La preparacion de la escala se realiza saturando 10 ml de sangre oxalatada con un contenido
de COHb de 80% - 90% con monéxido de carbono puro, el cual se obtiene por descomposicion
del acido férmico por accion del acido sulfurico concentrado. Se hace burbujear el gas en la
muestra de sangre durante 15 minutos.

Mezclando volumenes iguales de la muestra saturada con sangre normal, se obtiene un
grado de saturacion equivalente al 50%, el cual se utiliza para la preparacion de la escala
mezclando diferentes volumenes de sangre normal y sangre saturada con monodxido de
carbono (Tabla 4.1) Cada muestra diluida en la forma expresada se somete al

procedimiento sefialado a fin de obtener las manchas testigo. La preparacion de manchas
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para grados de saturacion mayores al 50% no es necesaria en la practica debido a que
nunca se alcanzan valores superiores al 50% de saturacion.

Dado que la capacidad de saturacion de la sangre para el monéxido de carbono reside en el
contenido de hemoglobina, debe aplicarse el factor de correccién correspondiente para cada caso,
debiendo valorarse el contenido de hemoglobina total del mismo.

Tabla 2: Preparacion de la escala de saturacién de monéxido de carbono

Porcentaje de

Volumen de sangre con 50% Volumen de sangre + 2
e saturacion
saturacion CO (ml) normal (ml) -
obtenido
4 1 40%
3 2 30%
2 3 20%
1 4 10%
1 5 5%

Método de Microdifusion: se basa en el poder reductor del monéxido de carbono, que al ac-
tuar sobre una solucion de Cl,Pd lo transforma en Pd’. La reaccién se realiza en camaras de
Conway que posen en el compartimiento externo la muestra de sangre y el agente liberador (acido
sulfdrico) y en el interno el agente atrapante (Cl,Pd). En este caso, se produce la captacion y la
oxidacion del monoéxido de carbono forzandose la remocion completa del mismo al cabo de un
tiempo y temperatura determinada. El exceso de Cl,Pd se valora espectrofotométricamente con IK
en presencia de goma arabiga.

Reactivos:

Solucién de cloruro de paladio: disolver 0.222 g de cloruro de paladio en 25 ml de acido clorhi-
drico 0.01N y llevar a 250 ml con &cido clorhidrico. Se prepara en el momento.

Acido sulfurico 10% (p/v).

Goma arabiga al 0.1%.

Solucién de ioduro de potasio al 15% (p/v).

Equipos: centrifuga a 5000 rpm y especrofotometro UV-visible.

Procedimiento: en el centro de la camara de Conway colocar 0,5 ml de CI,Pd (0,01N), en la pe-
riferia y separados, se colocan 0.25 ml de H,SO,4 y 0.25 ml de la muestra (sangre entera). Cubrir
con la tapa sellando con grasa siliconada para evitar posibles pérdidas.

Mezclar la sangre con el &cido sulfdrico mediante un suave movimiento de balanceo. Dejar di-
fundir 1 hora a temperatura ambiente. La existencia de monoéxido de carbono se evidencia en for-
ma indirecta a través de la aparicion de una patina platina de paladio metalico en el compartimento
interno. Con una pipeta capilar se extrae la totalidad de la solucién del compartimento interno (Pd0
y exceso de cloruro de paladio).

Luego se centrifuga con el fin de separar el precipitado de Pd, y se transfiere 0.1 ml del sobre-
nadante a un matraz de 10ml. En otro matraz de 10 ml, se coloca 0.1 ml de solucién de Pd (blanco).
A cada matraz se agrega 1.0 ml de solucién de goma arabiga al 0.1% y 1.0 ml de IK al 15 %, se

mezcla bien y se lleva a volumen. Se realiza la determinacién de la densidad 6ptica a 500 nm lle-
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vando a cero con agua destilada. El exceso de sal de Pd origina con el ion ioduro, el complejo 1,Pd”
2 En forma paralela se trabaja con una solucién de Cl,Pd no difundida de manera de tener un punto
de referencia de absorbancia. Luego se lee la absorbancia a 500 nm.

Expresion de resultados: con el punto de referencia se calcula la concentracion de CO en la

muestra inicial.

DO, - DO

mg CO% = 20,05335*520

t

Donde DO, y DO representan la densidad optica del testigo y la muestra desconocida, respecti-
vamente. El valor 0.053 corresponde a 0.1 ml de la solucion de paladio 0.01N con peso equivalente
de 106.7/2 = 53.35. El factor 520 corresponde al factor de conversion (CO/Pd) provenientes de 0,1
ml soluciéon expresados en los 2.0 ml de muestra de sangre analizada y multiplicada por 100 para
expresar el resultado en porcentaje mg CO% (28/106.7). (2/0.1).100=520.

El resultado puede expresarse en ml% aplicando el factor 0,8. Para expresar el resultado en
porcentaje (saturacion de la hemoglobina), es necesario conocer la concentracién de la misma y
teniendo en cuenta que 1g de hemoglobina fija 1.34 ml de CO, se puede calcular el valor corres-
pondiente de saturacion.

Interpretacion de resultados: el mondxido de carbono es el producto endégeno del catabolis-
mo del hemo con un valor de saturacion de COHb entre 0.4 — 0.7%. El valor promedio de COHb
en sangre de individuos no fumadores que habitan zonas urbanas es del 1 - 2%. Dicho valor llega
a 5 - 6% en individuos fumadores.

El valor Limite Umbral (TWA) es de 25 y 30 ppm dado por American Conference of Go-
vernmental Industrial Hygienist (ACGIH) y Maximun Concentration in the Workplace (DFG,
1996) (MAK) con un valor maximo de 6% de HbCO para una persona que trabaja 8 h en con-
diciones de actividad fisica normal. EI Occupational Safety and Health Administration (OSHA)
recomienda un valor de 50 ppm y el National Institute of Occupational Safety and Health
(NIOSH) de 35 ppm con un valor de (Short exposicion) referido a 15 minutos de exposicion
(STEL) de 200 ppm. Estos valores deben ser menores para personas de mayor riesgo como
son mujeres embarazadas cuyo valor de COHb no debe exceder 2,7%.

Los casos de envenenamiento fatales representan valores superiores a 50% de saturacion.
En victimas de incendios se han registrado niveles de COHb entre 25 - 55% con un valor medio
de 40%. Sin embargo, también se ha informado que la COHb en victimas de incendio puede no
ser significativamente alta, en especial si el cuerpo estd parcialmente carbonizado y la hemo-

globina total es baja.

Acido cianhidrico
Denominaciones: N°CAS: 74-90-8.

Sinénimos, nombres comerciales: acido prusico, nitrilo férmico.
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Aspecto general: bajo la forma de gas es incoloro.

Datos fisicos-quimicos basicos:

Formas: HCN, sales del lon cianuro CN" (C = ), gas cianégeno C,N, ( N=C-C39N

Masa molecular relativa: 27,0253 g/mol.

Densidad: 0.687g/l.

Densidad relativa del gas respecto al aire (=1): 0.94.

Umbral de olor: caracteristico.

Solvdélisis: en agua,miscible.

Punto de ebullicion: 26°C.

Fuentes naturales: Vitamina B12, Alimentos y plantas (glucdsido cianogenéticos) como: sorgo,
almendras amargas, huesos de cerezas, durazno, ciruelas, hortensia, laurel, lino y yuca amarga.

Fuentes antropogénicas: humo, tabaco, productos industriales como: poliuretano, poliacrilo-
nitrilo, acetonitrilo, nitrocelulosa, espuma de poliuretano, y seda.

También se encuentra en ciertos medicamentos en su formula molecular:

Cocaina CuCN.9 (CHON.HCN).7HCN
Novocaina CuCN.9 (CHON.HCN).HCN
Codeina CuCN.4 (CHON.HCN).3HCN
Nicotina CuCN.2 (CHN.HCN).1.5HCN
Morfina CuCN.9 (CHON.HCN).7HCN
Cafeina 4CuCN. (CHON.HCN)
HO—CH; &
0 '
OH Q
-—
OH OH OH CN
OH
H
AMIGCDALINA

Figura 6. Estructura de la amigdalina.

Farmacos: Laetrile (amigdalina) y Nipride (nitrosil pentacianoferrato sédico).

Usos: rodenticidas, fungicidas, fertilizantes, metalurgia, procesos fotograficos, fabricacion de
caucho sintético.

La oxidacién moderada origina acido cianico, 75 g de HCN en un m?® de aire origina explo-
sion, y es retenido por el carbon activado.

El cianuro es un grupo quimico que consiste en un dtomo de carbono conectado a un dtomo
de nitrogeno por tres enlaces (C N). Los compuestos cianurados, que contienen el grupo cia-
nuro (tipicamente expresado como CN), pueden ser de origen natural o manufacturado; la ma-
yoria son venenos potentes y de accion rapida. El acido cianhidrico (HCN) es un liquido alta-

mente volatil, con una gran capacidad de difundir, ya que presenta una elevada tension de
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vapor. Es incoloro, limpido y presenta un olor caracteristico a almendras amargas. Tiene una
alta solubilidad en agua y alcohol. Existen varias fuentes que pueden generar intoxicaciones
con HCN o compuestos cianurados. Entre éstas encontramos:

Vaporesde HCN: la intoxicacion se produce por inhalacion del gas durante su obtencion.
Ejemplos de ésto son intoxicaciones de personas dedicadas a desinfecciones, desratizaciones,
obtencién en el laboratorio, camaras de gas, etc. Personas que han respirado HCN en concen-
traciones de 546 ppm han muerto después de 10 minutos de exposicién, mientras que 110 ppm
fueron un riesgo cierto de muerte después de una hora de exposicion.

Sales cianuradas: el CNK y el CNNa son sales blancas, solubles, de reaccién alcalina, que al ser
tratadas con acidos producen HCN. Son utilizadas en fotografia, procesos de dorado y a partir de
ellas se genera HCN utilizado para desinfecciones de locales y vehiculos. El PA del Na es de 22,98
y el del K es de 39,09, ésta diferencia de PA entre los dos cationes hace que a igual peso de la sal,
el CNNa desprenda una mayor cantidad de HCN; por lo cual es mas toxico que el CNK. La dosis
mortal es de 15 a 20 cg. de CNK puro. Dentro de éstas también se encuentran el cianuro de mercu-
rio y el oxicianuro de mercurio, que pueden actuar por dos mecanismos; ya sea como sal cianurada
que puede liberar HCN o como sal mercurial.

Algunas bacterias, hongos y algas pueden producir cianuro. El cianuro se encuentra también en
numerosos alimentos y plantas, existiendo en forma natural como parte de azlcares o de otros
compuestos naturales, por ejemplo almendras, brotes de mijos, algunos tipos de porotos, soja, es-
pinaca, vastagos de bambu y raices de mandioca (las cuales son una fuente importante de alimen-
tacion en paises tropicales). Sin embargo, la parte comestible de las plantas que se consumen en
los Estados Unidos, incluso tapioca, que es preparado a partir de raices de mandioca, contienen
cantidades relativamente bajas de cianuro. Los glucdsidos cianogenéticos, estan presentes en al-
mendras amargas, semillas de melocotdn, albaricoque, cereza, nisperos, ciruela, laurel cerezo, etc.
Cuando estos compuestos entran en contacto con ciertas enzimas liticas, contenidas a menudo en
el mismo vegetal, se hidrolizan dando como productos de la reaccién glucosa, HCN y aldehido
benzoico. En general éstos compuestos se hallan en compartimientos distintos y no entran en con-
tacto normalmente con las enzimas que los degradan, es por ello que la simple trituracion mecanica
de éstos vegetales puede desencadenar la reaccion. Ejemplos de éstos compuestos son prulaura-
sina (laurel cerezo) y la amigdalina (contenida en almendras amargas, carozos de duraznos, cere-
zas, nisperos) cuyo fermento especifico es la emulsina, quien la descompone liberando una molé-
cula de HCN. La dosis toxica en este caso depende de la cantidad de glucésido contenida en el
fruto, pero se calcula que 60 almendras amargas pueden matar a un adulto, mientras que para los
nifios solo 7 a 10 son suficientes para generar el mismo efecto.

Muchos de los cianuros en el suelo o el agua provienen de procesos industriales. Las fuen-
tes principales en el agua son las descargas de algunos procesos de minado de minerales,
industrias de sustancias quimicas organicas, plantas o manufactura de hierro o acero. Otras
fuentes de cianuro son el tubo de escape de vehiculos, la incineracién de basura municipal y el

uso de plaguicidas que contienen cianuro.

192



El cianuro de hidrégeno también se ha usado para ejecuciones en cdmara de gas y como arma
quimica en guerras. La cloracion de agua contaminada con cianuro produce el compuesto cloruro
de cianégeno. Se sabe de cuatro incidentes causados por disposicién de basura que contenia cia-
nuro en vertederos y el uso en las carreteras de sales que contenian cianuro.

Los tiocianatos son un grupo de compuestos formados por una combinacion de azufre, carbono
y nitrégeno (SCN'). Se encuentran en varios alimentos y plantas; son producidos principalmente por
la reaccién de cianuro libre con azufre. Esta reaccion ocurre en el ambiente (por ejemplo, en arro-
yos de desechos industriales que contienen cianuro) y en el cuerpo humano después de que el
cianuro es ingerido o absorbido. El tiocianato es el principal producto que el cuerpo forma con el
cianuro que ingresa al cuerpo, y es la manera en la que éste se deshace del cianuro. Aunque los
tiocianatos son menos dafinos que el cianuro en seres humanos, se sabe que afectan la glandula
tiroides, reduciendo la habilidad de la glandula para producir hormonas que son necesarias para el
funcionamiento normal del cuerpo.

El tiocianato de amonio se usa en preparaciones de antibidticos, plaguicidas, combustibles
liquidos para cohetes, pegamentos y cerillas. También se usa en procesos fotograficos, para
aumentar la resistencia de sedas y como herbicida.

Los tiocianatos también se encuentran en el agua principalmente, debido a descargas ge-
neradas por el procesamiento de carbon, la extraccion de oro y plata; y la mineria. En el sue-
lo provienen de la aplicacion directa de herbicidas, plaguicidas y rodenticidas y de la disposi-
cion de subproductos generados en procesos industriales. Fuentes de menor importancia
incluyen el tejido dafiado o en descomposicién de algunas plantas como por ejemplo mosta-

za, bretones y repollo.

Cianuro en el medio ambiente

El cianuro entra al aire, al agua y al suelo como consecuencia de procesos naturales y de activi-
dades industriales. En el aire, generalmente se encuentra en niveles mucho menores que los que
pueden ser peligrosos, estando presente principalmente como cianuro de hidrégeno gaseoso, y una
pequefia proporcion, como pequefias particulas de polvo que eventualmente se deposita sobre el
suelo y el agua. La lluvia y la nieve ayudan a remover las particulas de cianuro del aire, mientras
que el cianuro de hidrégeno gaseoso es dificil de remover. La vida media (el tiempo necesario para
remover la mitad del material) del cianuro de hidrégeno en la atmdésfera es alrededor de 1 a 3 afos.
La mayor parte del cianuro en el agua superficial formara cianuro de hidrégeno y se evaporara. Sin
embargo, la cantidad de cianuro de hidrégeno que se forma generalmente no es suficiente como
para afectar la salud de seres humanos. Una porcion del cianuro en el agua sera transformada por
microorganismos (plantas y animales de tamafio muy pequefio) a sustancias quimicas menos dafii-
nas, o formara complejos con metales, como por ejemplo con el hierro. La vida media del cianuro
en el agua no es conocida y no se acumula en el cuerpo de los peces. Los cianuros son relativa-
mente moviles en el suelo. Una vez alli, éste puede ser removido a través de varios procesos. Al-
gunos compuestos de cianuro en el suelo pueden formar cianuro de hidrégeno y evaporarse, mien-
tras que otros seran transformados a otras sustancias quimicas por los microorganismos del suelo.

Consecuentemente, los cianuros generalmente no se filtran hacia el agua subterranea, sin embar-
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go, se han detectado ciertos niveles en unos pocos vertederos y en sitios para disposicion de resi-
duos industriales, siendo toxicos para los microorganismos del suelo. Debido a que estos microor-
ganismos ya no pueden transformar el cianuro a otras formas quimicas, el cianuro puede pasar a
través del suelo hacia el agua subterranea.

Hay menos informacion acerca de lo que le sucede al tiocianato cuando entra al ambiente.
En el suelo y el agua, el tiocianato es transformado a otras formas quimicas por los microorga-
nismos. Esto ocurre en el suelo a temperaturas de hasta 86 °F (30 °C). A estas temperaturas,

el tiocianato en el suelo no se evapora ni se adhiere al suelo.

Exposicion al cianuro

Se puede estar expuesto a los cianuros al respirar aire y tomar agua, tocar tierra o agua
que contienen cianuro, o al ingerir alimentos que lo contienen. La concentracion de cianuro de
hidrégeno en aire sin contaminacién es menor a 0.2 partes de cianuro de hidrégeno por millén
(ppm; 1 ppm es equivalente a una unidad de volumen de cianuro de hidrégeno en un millén de
unidades de volumen de aire). La concentracién de cianuro en el agua potable varia entre
0.001 y 0.011 ppm (1 ppm es equivalente a una unidad de peso de cianuro en un millon de
unidades de peso de agua) en los Estados Unidos y en Canada. El cloruro de ciandégeno, se ha
encontrado en concentraciones que varian entre 0.00045 y 0.0008 ppm en el agua potable de
35 ciudades de los Estados Unidos. No se sabe cuanta gente de la poblacion general de los
Estados Unidos esta expuesta a cantidades significativas de cianuro a través del consumo de
alimentos. Fumar es probablemente una de las principales fuentes de exposicion al cianuro
para personas que no trabajan en industrias relacionadas con éste. La inhalacion de aire car-
gado con humo en incendios, puede constituir una fuente importante de exposicién al cianuro.
Las personas que viven cerca de sitios de desechos peligrosos que contienen cianuro pueden
estar expuestas a cantidades de cianuro mas altas que la poblacién general.

El Sondeo Nacional de Exposicion Ocupacional (NOES) ha estimado el nimero de trabajadores
potencialmente expuestos a los siguientes cianuros: 4.005 al cianuro de hidrégeno; 66.493 al cianu-
ro de sodio; 64.244 al cianuro de potasio; 3.215 al cianuro de potasio y plata; 3.606 al cianuro de
calcio; 22.339 al cianuro cuproso; y 1.393 al cloruro de cianégeno. No hay ninguna informacion
acerca de las concentraciones de tiocianato en aire o agua potable libre de contaminacion.

El Sondeo Nacional de Exposicion Ocupacional estima que 90.599 trabajadores estan po-

tencialmente expuestos a tiocianato de amonio.

Etiologias medico legales de la intoxicacién por CNH

Existen distintas etiologias para ésta intoxicacion, algunas mas frecuentes que otras. Entre
ellas encontramos:

Suicida: es la mas frecuente debido al facil acceso, y el conocimiento de sus rapidos efectos. En
general se recurre a cianuro de potasio o sodio ya que se consiguen relativamente faciles.

Accidental: también es muy frecuente, dentro de ésta podemos encontrar:
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Profesionales: son muy importantes. Las personas expuestas a éste tipo de intoxicacion son los
trabajadores de empresas de cianhidrizacion dedicadas a la desinfeccion de locales, transportes
publicos, etc. Asi mismo son susceptibles aquellas personas que se dedican a la sintesis de com-
puestos cianurados, industria del caucho, fotografia, extraccion de metales preciosos, dorado y
plateado galvanico. El tratamiento con acidos de aguas ricas en CN _puede liberar HCN.

Alimenticias: debido a consumo de vegetales que contienen glucdsidos cianogenéticos o li-
cores obtenidos por destilacion de los mismos, ej. Kisch, Pérsico, Marrasquino, etc.

Casuales: en general ocurren durante o luego de las desinfecciones de viviendas, ya que se
absorbe en grandes proporciones en ropas, colchones y elementos en las paredes aun cuando
exista ventilacion de la habitacion. Para evitar intoxicaciones posteriores se le adiciona al HCN
un compuesto lacrimégeno (bromato de bencilo) como indicador.

Ademas la combustién incompleta de compuestos que tienen N puede derivar en despren-
dimiento de HCN, como suele ocurrir en incendios donde se queman telas plasticas.

Bélica: se us6 como arma en la primera guerra mundial.

Suplicio: utilizado en la ejecucion en camara de gas en USA, ademas de campos de exter-

minio de la segunda guerra mundial.

Farmacocinética del Acido cianhidrico

De acuerdo al estado fisico en el que se presente el compuesto cianurado, la absorcion sera
diferente. En el caso de HCN en estado gaseoso, se absorbe por via respiratoria y es capaz de
pasar muy rapidamente a la circulaciéon. Una vez alli la distribucion en todo el organismo es
sumamente rapida.

Por otro lado, las sales cianuradas se absorben por via digestiva. Cuando las sales de cia-
nuro llegan al estomago son atacadas por el HCI que se encuentra en él y se desprende HCN
naciente, el cual es muy reactivo y se absorbe rapidamente a través de la mucosa gastrica,
llegando asi a todo el organismo via sanguinea en un lapso muy breve.

El caso de los glucésidos cianogenéticos es ligeramente distinto, ya que éstos generan HCN
por tratamiento enzimatico. Durante la masticacion y la digestion se libera el fermento enzimati-
co (emulsina) y asi entra en contacto con la amigdalina. De esta reaccion surge el HCN que
produce la intoxicacidon. Es importante tener en cuenta que esta reaccion soélo ocurre si ambos
compuestos entran directamente en contacto, ya que si por ejemplo se administra emulsina por
via digestiva y amigdalina por via parenteral, la reacciéon no tendra lugar debido a que el ph
gastrico inactiva a la emulsina.

Como vemos en el esquema anterior (Fig. 8), una porcion del HCN se elimina via respirato-
ria sin modificarse. El resto se metaboliza principalmente a SCN’, al combinarse con el hiposul-
fito endégeno en una reaccion catalizada por la rodanasa, una transferasa sulfurica de los teji-
dos. Los SCN' se distribuyen por los tejidos corporales sin modificarse y permanecen en el
compartimiento extracelular, para luego eliminarse mayoritariamente via renal. Esta transfor-
macion esta condicionada por las reservas endogenas de hiposulfito, lo cual explica las dife-

rencias que se observan en la forma en que reaccionan distintas personas ante el HCN.
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Ademas en presencia del aminoacido azufrado cisteina, el HCN genera un compuesto cicli-

co, el acido 2-imino tiazolidin-4-carboxilico que se elimina en orina y saliva.

Metabolismo y excrecion

El HCN actia como un tdxico anoxiante, su accion se ejerce directamente sobre las células
produciendo la muerte de éstas sin desorganizarlas, inhibiendo funcionalmente su metabolis-
mo, actuando especialmente sobre la respiracion celular.

El HCN se combina con los elementos metalicos de los fermentos catalizadores, fundamen-
talmente citocromos C (cit) y los inhibe, interfiriendo de esta forma con la respiracion celular. Asi
quedan privados de utilizar O, los distintos elementos celulares y las células mueren por anoxia,
aun cuando los tejidos estén correctamente irrigados y reciban cantidades suficientes de O.,.

Su accion es selectiva ya que no ataca a las enzimas y componentes que participan en la
respiracion anaerobica, pero anula completamente el metabolismo aerdbico debido a que inhi-
be el sistema de la citocromo oxidasa.

El bloqueo se da por la formaciéon de un complejo cianhidrico con el Fe® organico presente
en la enzima (hemina). De esta forma el sistema es capaz de activar y captar O,, pero no de
cederlo al citocromo reducido. Al ocurrir esto, los aportes siguientes de O, no pueden abando-
nar la sangre por estar inhibido el sistema de la citocromo oxidasa, lo cual produce la arteriali-
zacioén de la sangre venosa.

Esta inhibicion produce anoxia aguda en los tejidos con la consecuente disminucién del po-
tencial redox en la célula. Debido a esto se produce la muerte celular en todos los tejidos, pre-
sentandose este dafio en forma mas precoz en aquellos 6rganos que tienen un mayor requeri-
miento de O, como son érganos del SNC y corazoén.

Como la fase anaerobia de la respiracion no se encuentra afectada, los tejidos pueden con-
servar cierta actividad respiratoria. Esta respiracion residual esta relacionada con la cantidad de
Vit B, del individuo, lo cual explica la reversion de ciertos comas cianurados.

Asimismo, cuando esta via funciona en reemplazo de la via aerobia se generan grandes
cantidades de acido lactico, el cual se metaboliza hasta un cierto punto y luego comienza a

acumularse generando una acidosis metabdlica.

Sintomas Clinicos

Se pueden presentar varios tipos de lesiones y sintomas dependiendo del estado en que se
ingiere el téxico. Cuando se ponen en contacto compuestos cianurados con la piel se observan
lesiones irritativas en la zona de contacto. Asimismo, si se ingieren sales cianuradas se produ-
cen lesiones a nivel de la mucosa estomacal debido a la accidén caustica de los alcalis con los

que viene impurificada la sal.
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Figura 7. Esquema del metabolismo y excrecion del HCN.
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Figura 8. Mecanismo de accién propuesto para el HCN.

En el caso de la inhalacion de HCN el cuadro se da con mayor rapidez, presentando
sintomas similares a los que se producen por la ingesta de cianuros alcalinos o glucésidos
cianogenéticos. Se distinguen tres formas clinicas en los casos agudos de acuerdo a la
dosis absorbida:

Forma sobreaguda o fulminante: el paciente presenta un grave malestar, pierde el conoci-

miento y cae bruscamente. El intoxicado queda rigido, con respiracion dificultada, dilatacion
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pupilar y exoftalmia; pudiendo sufrir crisis convulsivas, pulso irregular y muerte por paro respira-
torio en 2 0 3 minutos desde la ingesta o inhalacion del toxico.

Forma aguda: en éste caso la evolucién de los sintomas es mas lenta. Comienza con cefa-
lea, pesadez, vomitos. Luego se produce la sensacion de constriccion de la garganta y palpita-
ciones; al final de éste primer periodo puede producirse pérdida de conocimiento. Seguidamen-
te se instaura una fase dominada por disnea, con ritmo respiratorio lento y pausas intercaladas,
espiraciones largas, profundas y convulsivas seguidas por pausas espasmaédicas. Si la pérdida
de conciencia no se dio antes, se produce en éste momento de manera similar a lo que ocurre
en la forma fulminante. A continuacién se producen convulsiones, que varian en intensidad de
un caso a otro, el paciente suele presentar espuma en la boca y midriasis intensa. Finalmente
se presenta una fase terminal caracterizada por un coma flacido, respiracion lenta y superficial,
enfriamiento progresivo del cuerpo, pulso lento que se acelera un poco antes de la muerte. El
deceso del paciente se produce por paro respiratorio entre 30 y 50 minutos después del co-
mienzo del cuadro clinico. Si el sujeto sobrevive puede presentar secuelas neurolégicas como
parkinson o pardlisis. El intoxicado presenta una coloracion rosada debida a la gran cantidad
de HbO; en sangre.

Forma leve: presenta los mismos sintomas que el caso anterior pero mas atenuados. Cefa-
leas, vértigo, sensacion de debilidad, respiracién dificultada, convulsiones. Pueden existir se-
cuelas neurolégicas. Un indicio para el diagndstico es el olor a almendras amargas en el aliento
del intoxicado.

También existe una infoxicacion crénica entre los trabajadores que manejan cianuro, domi-
nada por cefaleas, faringitis, salivaciéon abundante, vértigo, trastornos de la marcha, dafos en
la glandula tiroidea, alteraciones cutaneas como dermatitis, eccemas, acné. Asi mismo se pre-
sentan vomitos, pérdida del apetito y alteraciones digestivas que producen el descenso de pe-
so del intoxicado.

La exposicion a cantidades pequefias de cianuro puede ser fatal, la gravedad de los efectos
depende, en parte, de la forma de cianuro, por ejemplo cianuro de hidrégeno gaseoso, o sales
de cianuro. La exposicién a niveles altos durante un periodo breve, dana el cerebro y el cora-
z6n pudiendo producir coma y la muerte. El cianuro produce efectos téxicos a niveles de 0.05
miligramos de cianuro por decilitro de sangre (mg/dl) o mayores, y casos fatales han ocurrido a
niveles de 0.3 mg/dl o mayores. Algunas personas que respiraron 546 ppm de cianuro de hi-
drégeno murieron después de 10 minutos de exposicion y 110 ppm puso en peligro la vida
después de 1 hora de exposicion.

Individuos que ingieren pequefas cantidades de compuestos de cianuro en un tiempo breve
pueden morir, a menos que reciban tratamiento médico rapidamente.

Las primeras indicaciones de intoxicacion con cianuro son, la respiracion rapida y profunda
con falta de aliento, seguido de convulsiones y pérdida del conocimiento. Estos sintomas pue-
den manifestarse rapidamente, dependiendo de la cantidad de cianuro ingerida. Los efectos de
cantidades de cianuro mas altas son similares, ya sea que lo coma, beba o respire. La entrada

de cianuro al cuerpo a través de la piel es mas lenta produciendo irritacion y llagas. Algunos
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trabajadores que respiraron cantidades de cianuro de hidrogeno tan bajas como 6 a 10 ppm
durante afos sufrieron dificultades para respirar, dolor del pecho, vomitos, alteraciones de la
sangre, dolores de cabeza y dilatacion de la glandula tiroides.

El uso de raices de mandioca como alimento principal ha producido niveles altos de cianuro
en la sangre en algunas personas en paises tropicales, algunas de las cuales sufrieron efectos
en el sistema nervioso como: debilidad en los dedos de las manos y los pies, dificultad para
caminar, visién con penumbras y sordera, pero puede que otras sustancias quimicas también
hayan contribuido a estos efectos. La exposicion al cianuro a través del consumo de mandioca
se asocié a una disminucion de la funcion de la glandula tiroides y a dilatacion de la misma,
debido a que el tiocianato, que forma cuerpo a partir del cianuro, la ataca. No hay evidencia de
que el cianuro afecte directamente la reproduccion en seres humanos, pero en ratas y ratones
que tomaron agua con cianuro de sodio se observaron alteraciones del sistema reproductivo.
Otros efectos que se observaron en estudios en animales fueron similares a los observados en
seres humanos. No hay evidencia de que el cianuro produce cancer en seres humanos o en
animales. La EPA (Environmental Protection Agency) ha determinado que el cianuro no es
clasificable en cuanto a carcinogenicidad en seres humanos.

La vitamina B12, una sustancia quimica que contiene cianuro, es beneficiosa para el orga-
nismo porque previene la anemia (sangre deficiente en hierro). El cianuro al estar unido a la

vitamina no representa una fuente de exposiciéon y no puede hacer dafo.

Anatomia patologica

El cadaver presenta una coloracion rojo claro en la piel dandole aspecto como de vida. Se
observan livideces paraddjicas asi como rigidez precoz e intensa. Durante la autopsia, al reali-
zar la diseccion, se percibe un olor a almendras amargas. Las visceras, tejidos y sangre pre-
sentan un color rosado muy llamativo. Si la intoxicacién se produjo por ingesta de sales se ob-
servan lesiones causticas en estdmago y eséfago, las cuales pueden presentarse también en
la mucosa oral y vias respiratorias superiores producidas por aspiracién del vomito. También se

observa congestion visceral generalizada.

Tratamiento de la intoxicacion

Existen distintos tratamientos que pueden aplicarse dependiendo en qué etapa del cuadro
clinico se encuentre el paciente. Asi tendremos un:

Tratamiento profilactico: es aplicable sélo cuando la intoxicacidn se debe a la ingesta de
sales cianuradas o glucésidos cianogenéticos, y debe iniciarse inmediatamente después de
la ingestion. El objetivo de este tratamiento es impedir la liberacién de HCN. Si el paciente
ingiri6 sales cianuradas se le administraran soluciones alcalinas en cantidad suficiente co-
mo para neutralizar el HCN, mientras que si la intoxicacion se debe a la ingesta de glucési-
dos cianogenéticos se administraran limonadas acidas (clorhidrico, sulfurico, fosférico,
lactico, citrico y acético diluidos) con el fin de aumentar la inactivacion generada por el
jugo gastrico sobre la emulsina.
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Tratamiento evacuante: si el paciente inhalé vapores de HCN se debe extraer inmediata-
mente al individuo del ambiente contaminado. Si la intoxicacion se debe a la ingestién de com-
puestos cianurados se debe provocar el vomito utilizando por ejemplo tartrato emético, o reali-
zar lavado gastrico con sustancias oxidantes (MnO4K 1:2000). Si se retrasa la administracion
de este tratamiento, debido a la rapidez con que progresa el cuadro, se debe aplicar directa-
mente el tratamiento antidético.

Tratamiento neutralizante: se encuentran varias sustancias que neutralizan el HCN no
absorbido, pero debemos tener en cuenta la salvedad con respecto a la rapidez en la apli-
cacion hecha anteriormente; caso contrario se realizara tratamiento antidoético directamen-
te. Dentro de estas sustancias neutralizantes encontramos: hiposulfito y sangre (debido a
su contenido de catalasas y oxidasas) convertiran CN" en SCN’, pudiendo utilizarse para
lavado gastrico o por via oral; H,O, genera oxamida con el HCN; MnO4K y NaHCO; en
H,O dan cianatos, SO4Fe en solucion alcalina débil formara cianuro de Fe; hidrato de 6xido
de Fe coloidal generara azul de Prusia.

Tratamiento antidético: existen varios tratamientos a aplicar:

Glucosa o derivados: reaccionan con los CN™ en medio acido dando una heptosa y desapa-
reciendo la molécula cianica en la reaccion.

Azufre y sustancias azufradas: transforman CN" en SCN™ que es considerablemente me-
nos toéxico. Los principales compuestos utilizados con éste fin son hiposulfito sédico y tetra-
tionato saddico.

Metahemoglobinizantes: forman pequefias cantidades de metahemoglobina que presenta
una gran afinidad por el CN’, y al combinarse con éste genera cianmetahemoglobina que no
presenta toxicidad. Sin embargo, debe tenerse cuidado porque un exceso de CNMetHb puede

desencadenar un estado de shock.

HbO, h’ MetHb T CNMetHb

Nitrito de amilo (inhalacion)
Nitrito de Na ( intravenoso)

Asociacion de tratamiento con metahemoglobinizantes e hiposulfito: se producira fijacion del

HCN y descomposicion — eliminacion.

NO, N
HbO, NO: | MetHb \ CNMetHb
CNMetHb —  MetHb +CN' S0 geN+ s0;°

—_—

EDTA-Co: reacciona con el CN" y forma cobaltocianuro, que se excreta por orina en 24 horas.
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Tratamiento sintomético: se cuenta con una variedad de tratamientos que mejoraran el
estado general del paciente; entre ellos: infusidon de la Hormeona adrenocorticotropica
(ACTH) transfusiones sanguineas si hay signos de shock, estimulacién de la funcién circu-
latoria (ej. con cafeina), vitamina B, (lactoflavina) por su papel en la respiracion anaerobia
celular, respiracion artificial con el fin de estimular la funcidén circulatoria y mantenimiento

de la funcién respiratoria.

¢Coémo se evalua el grado de exposiciéon a compuestos cianurados?

Se puede medir el tiocianato potasico plasmatico, que es un marcador de la cantidad de
desintoxicacion endégena de cianuro; niveles superiores a 20 mg/dl se consideran peligro-
sos, y por encima de 100 mg/dl son letales. También se pueden medir los niveles de cianu-
ro y tiocianato en la sangre y orina, pero siempre se detectan cantidades pequefas de es-
tos compuestos como resultado de procesos naturales. Después de una intoxicacién con
cianuro, los niveles de éste y tiocianato en la sangre aumentan. Asimismo, si se sospecha
de una intoxicacion, se pueden medir los niveles de cianuro en los tejidos, pero, tanto el
cianuro como el tiocianato son eliminados del cuerpo rapidamente en la orina o el aliento.
Por lo tanto, los niveles en la sangre sélo indican exposicion reciente. Un olor amargo, simi-
lar a almendra, en el aliento puede alertar a un doctor de que una persona se expuso a
cianuro, pero éste no essiempre el caso. En general, si se sospecha exposicién a cianuro,
el tratamiento debe iniciarse inmediatamente sin esperar los resultados de las mediciones
de cianuro en la sangre. Si bien el tiocianato es siete veces menos toxico que el cianuro,
en concentraciones altas provenientes de una exposicion crénica al cianuro puede afectar

la glandula tiroides.

Tabla.3: Niveles de cianuro en sangre segun exposicion

Tiocianato en No expuestos

suero No fumadores 3 mg/L
No expuestos
Fumadores 7 mg/L
indice de exposicién bioldgica 20.0 mg/L

Tiocianato en No expuestos Hasta 5.0 mg/g creatinina

orina No fumadores
No expuestos —
Fumadores Hasta 17 mg/g creatinina
indice de exposicion biologica 20.0 mg/g de creatinina

Analisis toxicologico del acido cianhidrico

La investigaciéon de acido cianhidrico puede realizarse con diferentes tipos de muestra:
visceras (que necesitaran de una previa homogenizacion), liquidos biolégicos, sangre u ori-
na, alimentos (productos vegetales o animales) y medicamentos. Se debe prestar especial
cuidado en casos de suicidio con cianuro al realizar la autopsia, en especial al retirar o mani-

pular el contenido gastrico, dado que por su pH puede liberar cantidades peligrosas de cian-
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hidrico. Cualquier envase obtenido del lugar del hecho debe ser analizado bajo campana de
extraccion de gases.

El recipiente que contiene la muestra debe estar escrupulosamente limpio, seco y cerrado
herméticamente para evitar pérdidas. Si el material son visceras, no deben conservarse en
formol porque este reacciona con el acido cianhidrico formando cianhidrinas de las que no se
puede liberar HCN. Las muestras deben conservarse en frio para evitar la accién enzimatica y
bacteriana sin agregado de conservantes.

Existen tres tipos de determinaciones del &cido cianhidrico: los ensayos inmediatos o

preliminares, los ensayos mediatos y los ensayos cuantitativos.

Ensayos cualitativos o inmediatos
La identificacion directa del HCN en el recipiente que contiene el material es posible gracias a
su elevada presion de vapor a temperatura ambiente y procesos hidroliticos que ocurren con
cierta rapidez por las condiciones del medio, pH, temperatura, etc. En la atmdsfera del recipiente
se libera CNH que puede deberse a dos tipos de procesos: hidroliticos y putrefactivos.
Hidroliticos
CN' + H)O » HCN+ OH

El equilibrio se desplaza hacia la derecha. En visceras en estado putrefactivo se libera CNH

de acuerdo con:
CN + CO, + H,0O » HCN + HCOs5

Los ensayos inmediatos son técnicas que se realizan en la atmdsfera del recipiente que

contiene la muestra mediante el empleo de los llamados papeles sensibles. Se utilizan papeles
impregnados en diferentes reactivos:

Utilizacion de papel de guayaco:el ensayo se fundamenta en el aumento del potencial de
oxidacion de las sales cupricas al pasar a sales cuprosas insolubles o poco disociadas. El
sistema Cu(ll)-cianuro se acopla a un compuesto reductor (resina de guayaco) que por
oxidacion origina un derivado coloreado (de color castafo vira al azul). En el momento de su
uso, se embebe una franja de papel de filtro en una solucion de SO4Cu al 0,2 % dejando
escurrir el exceso. Luego se embebe en una solucion alcohdlica de resina de guayaco al 10%
de reciente preparacién. El reactivo del papel de guayaco colocado en la boca del recipiente
que contiene el material a analizar y el O, producido en la reaccion forman un compuesto de

color azul en forma inmediata.

8 HCN + 8 SO,Cu + 4 H,O —_—> 2 (CN CU)g(CN CU)2 +8 SOH, +2 0O,

Un ensayo negativo permite descartar la presencia de HCN dada su sensibilidad. Un ensayo
positivo no entrega mayores datos y requiere confirmaciéon con ensayos especificos. El ensayo
presenta interferencias de tipo oxidantes directos de la resina de guayaco y reductores que
actuan de la misma forma que el cianuro sobre las sales de cobre. Es un ensayo clasico,

sensible pero inespecifico, pudiendo detectarse hasta 0,25 ng de acido cianhidrico.
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Ensayo con o-toluidina: presenta igual fundamento que la reaccién anterior pero la
visualizacion se realiza con o-toluidina. También se puede usar bencidina, fenoftaleina o
cualquier sustancia que al oxidarse forme un complejo coloreado. Esta reaccion es altamente
sensible pero inespecifica. El ensayo es similar al anterior. En presencia de acido cianhidrico se
observa en forma inmediata color azul verdoso que rapidamente vira al azul neto. Presenta mayor
sensibilidad que el ensayo guayaco cuprico.

Ensayo de Grignard: el ensayo se fundamenta en que el 4cido picrico en presencia del HCN,
liberado de la muestra acida, forma isopurpurato alcalino, de color rojo al rojo naranja en el
transcurso de cinco minutos. Para realizar el ensayo, se embeben tiras de papel de filtro con
solucién acuosa de acido picrico y se escurre el exceso. Si el papel se prepara en el momento,
el ensayo presenta su maxima sensibilidad. El reactivo dura indefinidamente. El papel se colo-
ca en la boca del recipiente que contiene la muestra a analizar. Un color rojo naranja indica resul-
tado positivo.

Ensayo de Magnin: se basa en la formacién de azul de Prusia.

HCN+OH ———® CN +H,0
Luego
6CN +Fe? ———> [Fe(CN)¢ *
Fe?+20H —— > Fe (OH),
precipitado verde
2Fe (OH), + 1/20, + H,0 »oFe(OH),
en medio HCI
Fe(OH); + [Fe(CN)s] *+3H "+ Na* —— > Fe(CN)¢FeNa + 3H,0

Azul de prusia

Se impregna una tira de papel con hidroxido de sodio al 2% y se expone en el interior del
recipiente unos minutos. Se retira y se extiende sobre una capsula de porcelana. Se distribu-
yen sobre la superficie expuesta 4 gotas de solucién de sulfato ferroso 2%. Se observa un
precipitado verdoso que luego pasa a castafio (hidréxido férrico). Finalmente por agregado
de unas gotas de acido clorhidrico concentrado se observa color azul por formacion azul de
Prusia. Es una reaccion poco sensible pero muy especifica. Siempre se efectuan por lo me-
nos dos reacciones: una muy sensible y otra muy especifica. Si las dos reacciones arrojan

resultados positivos se realiza el aislamiento.

Ensayos mediatos

Para este tipo de determinaciones es muy importante realizar un correcto aislamiento del HCN
contenido en la muestra a procesar.

Aislamiento: cuando se sospecha la presencia de acido cianhidrico mediante los ensayos antes
especificados, se procede al aislamiento y posterior identificacion. Para la realizacion de los ensa-

yos mediatos, se requiere de una separacion previa del HCN de la muestra. Son adecuadas una
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destilacion simple o una microdifusion. En la destilacion simple se agrega al material acido tartari-
co. El destilado se recoge en hidréxido de sodio para evitar pérdidas del acido cianhidrico libera-
do. En el caso de muestras en estado de putrefaccion se debe agregar al material a destilar aceta-
to basico de plomo para retener el acido sulfhidrico.

Para realizar el aislamiento por destilacion se coloca una porcién del material biolégico en un
matraz de destilacién y se cubre con agua. Luego se agrega acido tartarico al 10% y destilar
recogiendo sobre NaOH 10%. Se calienta al principio suavemente para evitar la formacién de
espuma y una vez alcanzado el punto de ebullicion se eleva lentamente la temperatura. Es
importante que la extremidad del tubo de desprendimiento conectado al extremo del refrigerante
tome contacto con la solucion alcalina. Suspender la destilacion cuando hayan pasado alrededor
de 1/3 del volumen inicial. Medir el volumen destilado para realizar posteriormente
determinaciones cuantitativas.

Técnica del Azul de Prusia modificada o técnica de Chellen Klassen: el ensayo se fundamenta
en la formacion de un precipitado azul por formacion de azul de prusia (ferricianuro férrico) a partir
del destilado, efectuando un ajuste previo del pH a un valor de 8 para favorecer la precipitacion.

Las reacciones correspondientes son las siguientes:

2 CNK + Fe(OH), » Fe(CN), + KOH
Fe(CN), + CNK — > [Fe(CN)K]4

Se agrega HCl y se agita:

[Fe(CN)elK,4 + Fe(OH)3 — > [Fe(CN)g]JFeK + H,O

[Fe(CN)¢]FeK + FeCls; — > [Fe(CNglsFe, + KCI
(Azul de Prusia)
Se intensifica con H;PO, o Cl,Ba, ya que forman sales insolubles de SO,Ba que sedimentan

arrastrando el Azul de Prusia al fondo del tubo, donde se observara un botén blanco azulado. La
sensibilidad de la reaccion es de hasta 10 ug de ién cianuro. Con el agregado de cloruro de bario
se puede revelar hasta 5 ug de ién cianuro.

Reaccion sulfocianica o de Von Liebig: el método consiste en el agregado de un exceso de
polisulfuro al destilado y posterior calentamiento para formar sulfocianuro. Luego se acidifica la
solucién formandose acido sulfocianhidrico que con cloruro férrico aparece color rojo. Para
realizar la determinacion se colocan unos ml de destilado en una capsula de porcelana y se
agregan unas gotas de polisulfuro de amonio (amarillo).

Se procede calentando suavemente durante 5 minutos sobre tela metalica, agitando el
liquido con varilla y agregando sulfurente a medida que la soluciéon se decolora. Cuando el
contenido se haya concentrado y se observe persistencia de color amarillo se considera
practicamente realizada la transferencia en sulfocianuro. Se deja enfriar y se acidifica con
soluciéon concentrada de HCI hasta reaccion acida frente al rojo congo. EI compuesto puede
aislarse por tratamiento con éter etilico realizando tres extracciones con 20, 10 y 10 ml de éter

cada una. Los extractos etéreos se evaporan en capsula de porcelana y dejar evaporar el éter
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a temperatura ambiente. Luego se trata el residuo con 2 o 3 gotas de cloruro férrico al 0.5% y
aparece color rojo de intensidad variable (50 pg de HCN transformado en SCN- el color

aparece rapidamente).

CN'+(S)n®  ———  SCN +(S) 2

2SCN + Fe* > [Fe(SCN),J

(complejo color rojo)

El ensayo es altamente sensible y especifico. Algunos autores estiman que es posible revelar

i6n cianuro en la proporciéon de 100 pg/L.

Ensayos cuantitativos

Método de Denigés: constituye una valoracion en donde se forma una sal estable de
AgCN vy el exceso de Ag” en el punto final forma un compuesto de color amarillo con el i6n
ioduro de acuerdo con las siguientes reacciones. Este procedimiento es apto para
concentraciones elevadas.
CN + AgNO; —  » AgCN+NOy
AGCN+CN —» [Ag(CN)]
(complejo soluble)
[Ag(CN),] + Ag” ——> Ag(CN),Ag
(se forma antes del punto final)
Se corrige con NH3

Ag(CN); + NHs  ——>Ag(NHa)," + 2 Ag(CN);
Ag'(exceso)+I° ———p Agl Amarillo ¢

Se toman unos ml de destilado y se agrega amoniaco concentrado y KI al 10%. Luego se
titula con solucién de nitrato de plata 0.01N hasta aparicion de turbiedad permanente.
Calculos =1ml de NOsAg (0.01 N) = 5.4 10 gr HCN = 0.54 mgr de HCN.

Determinacién de cianuro en alimentos, sangre e higado

Método de formacién de manchas de azul de Prusia: el método se fundamenta en que el
cianuro de la muestra es liberado por accion del acido sulfurico o acido tricloroacético y
aspirado a través de un disco de papel impregnado en sulfato ferroso dentro de un flange y
se forma ion férrico visualizado como manchas de ferrocianuro férrico (azul de Prusia). El
disco es luego sumergido en acido clorhidrico hasta que toda la porcion sin reaccionar sea
eliminada. La intensidad de la mancha es proporcional a la cantidad de cianuro presente en
la muestra.

Método de microdifusion de Feldstein-Klendshoj: en la capsula de Conway el &acido
cianhidrico difunde del compartimiento externo al interno siendo fijjado como cianuro en la
solucion alcalina. Se toma una alicuota del compartimiento interno y se agrega cloramina T,

formandose cloruro de cianégeno. Luego por el agregado de piridina se forma cloruro de
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cianopiridina. La accién hidrolitica determina la apertura del anillo piridinico, para dar lugar a la
formacion del acido glutacénico. Si este derivado se hace reaccionar con acido barbitirico se

forma un complejo rojo que se lee a 580 nm.

Acido Sulfhidrico

Denominaciones: N°CAS: 7783-06-4.

Sinénimos, nombres comerciales: hidruro de azufre, hidrégeno sulfurado.

Datos fisicos-quimicos basicos:

Formula: H,S (gas).

Masa molecular relativa: 34.1 g/mol.

Densidad relativa del gas respecto al aire (=1): 1.19.

Umbral de olor: olor caracteristico a huevos podridos. Se puede oler a bajos niveles. Por
encima de 50 ppm en el aire respirado se produce una afeccion del nervio olfatorio que condu-
ce a perdida del olfato.

Solvdlisis: en agua, 0.5 g/100ml a 20°C.

Punto de ebullicion: -60°C.

Punto de inflamacién: gas inflamable.

Fuentes naturales: se produce en forma natural por la descomposicion y putrefaccion de
materia organica, en el petréleo crudo, gas natural, gases Volcanicos y termas.

Fuentes antropogénicas: se origina de actividades industriales como procesamiento de ali-
mentos, hornos de carbén, molinos que producen papel de alta resistencia, curtidurias y refine-
rias de petréleo.

Alta toxicidad (semejante al cianuro).

Fuentes de intoxicacion: Limpieza de pozos, cisternas y fosas sépticas, evacuacion de es-
tiércol animal, excavacién de zanjas y pozos, tratamiento de la lana y pieles de carnero, indus-
tria del papel (pasta de papel), refinerias de petroleo, minas, tineles y fumarolas volcanicas

El acido sulfhidrico es liberado principalmente en forma de gas y se dispersa en el aire.
Cuando se libera, forma anhidrido sulfurico y acido sulfdrico en la atmésfera. El anhidrido sulfu-
rico puede descomponerse aun mas y es uno de los principales componentes de la lluvia acida
permaneciendo en la atmésfera cerca de 18 horas. En ciertos casos, puede ser liberado en el

desecho liquido de una planta industrial.

Exposicion al acido sulfhidrico

Ocurre principalmente a través del petréleo crudo, gas natural, gases volcanicos y ter-
mas. La exposicion laboral se produce en refinerias de petréleo, industria petroquimica o
de gas natural; procesamiento de alimentos; tratamiento de aguas servidas; plantas de
hornos de coque; curtidurias; molinos de pulpa o papel; vertederos; o haciendas con tan-

ques de almacenaje manuales.
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Una pequefa cantidad de acido sulfhidrico es producida por bacterias en la boca y en el tu-
bo digestivo y por enzimas en el cerebro y los musculos.

Es un gas toxico responsable de mas muertes en explotaciones animales que ningun
otro gas. Este se forma constantemente durante la descomposicién anaerobia de los ex-
crementos, siendo mas denso que el aire y tiene olor a huevos podridos a bajas concentra-
ciones (< 50 ppm) y a concentraciones mas elevadas es inodoro. El sistema de ventilacién
podria no ser suficientemente eficiente para extraer el sulfuro de hidrégeno por el hecho de
que el gas es mas pesado que el aire ambiental. Cuando se agitan los desperdicios o se
extraen de los fosos, se libera rapidamente el sulfuro de hidrégeno que puede alcanzar
concentraciones de 50 ppm o mas. El mayor riesgo de concentracion elevada de gas esta
asociado con los fosos profundos y el reciclado de residuos. Puesto que no se puede oler a
concentraciones mas altas, el personal podria llegar a la conclusién de que ha pasado el
peligro. En el peor de los casos, tanto los animales como las personas llegan a perder el
conocimiento y mueren en un periodo de tiempo relativamente corto después de la exposi-

cion a concentraciones elevadas.

Tabla 4. Relacion entre la exposicion a acido sulfhidrico y sus efectos

Concentracion de acido sulfhidrico, Reaccién humana

ppPmM
0.025-0.1 Deteccion del olor
1 Olor débil
3-5 Olor repugnante
10 Concentracion higiénica maxima para un dia de trabajo
30 Olor repugnante muy fuerte
50-100 Pérdida de visién y dificultad para respirar
Tos y dificultad paratragar
100-200 Sensacion de olor inhibido después de 2-15 minutos
Mareos después de 15-30 minutos
350-450 Inconsciencia y muerte después de 1 hora de exposicion
500-600 Inconsciencia y muerte después de 0,5 horas de exposicion
600-700 Inconsciencia y muerte después de 2-15 minutos de exposicion
700-2000 Inconsciencia y muerte después de 1 minuto de exposicion

Mecanismo de accidén

Hipoxia histotoxica: bloquea la citocromo oxidasa celular bloqueando la cadena trans-
portadora de electrones (reduccién del oxigeno molecular del agua). También se une a Hb
de la sangre formando sulfometahemoglobina (para algunos autores es el principal meca-
nismo de accion)

Farmacocinética: absorcion por via inhaladoria

Metabolizacion: sulfatos y tiosulfatos

Transforma la MetaHb es SulfometaHb con una vida media de 2 horas a 24°C

Eliminacién: en parte como sulfhidrico por via respiratoria

El organismo posee gran capacidad de detoxificacion
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El acido sulfhidrico es considerado un veneno de amplio espectro, lo que significa que pue-
de afectar a varios sistemas diferentes en el cuerpo. Unos pocos minutos inhalando aire con
niveles muy altos de acido sulfhidrico pueden causar la muerte. Después varias inhalaciones se
pueden perder el conocimiento. La exposicion a concentraciones mas bajas puede producir
irritaciéon a los ojos, dolor de garganta y tos, falta de aliento y liquido en los pulmones. Estos
sintomas generalmente desaparecen dentro de unas semanas. La exposicion a bajos niveles
por largo tiempo puede producir fatiga, pérdida del apetito, dolores de cabeza, irritabilidad, pér-
dida de la memoria y mareo.

Este gas tiene un doble efecto téxico. A dosis bajas posee un efecto local, irritante sobre
mucosas. Tiene un efecto sistémico similar al del cianuro y el CO, ya que es capaz de unirse
con la citocromooxidasa, bloqueando la cadena de transporte de electrones para la respiracion
celular (de forma mas potente que el cianuro) y ademas se une a la hemoglobina formando el
complejo sulfohemoglobina no apta para el transporte de oxigeno.

Se le ha descrito accion directa sobre el cuerpo carotideo, lo cual conduce a una intensa ta-
quipnea, pero también es capaz de actuar sobre el tronco del encéfalo inhibiendo el centro
respiratorio lo cual se traduciria en apnea.

El SH, se absorbe muy rapido por via inhalatoria casi de forma exclusiva, produciendo un
efecto irritante, incluso a concentraciones bajas. La absorcion por via cutanea es minima, aun-
que se han publicado casos de intoxicacion por aplicacién de preparados dermatolégicos.

Su metabolizacion sigue varias vias en el organismo teniendo éste gran capacidad para ello,
por lo que su toxicidad no depende tanto del tiempo de exposicion como de la intensidad:

La oxidacion es la via de metabolizacion mas importante. Se produce tanto de forma espon-
tdnea como mediada por mecanismos enzimaticos, consumiendo O, por ambas vias. El tiosul-
fato y otros sulfatos son los productos finales y no son toxicos. Esta reaccion tiene lugar fun-
damentalmente en higado, pero también se produce en pulmones, rifiones y en el plasma.

La metilacion: es la via utilizada por el SH, producido de forma enddgena por bacterias anaero-
bias a nivel intestinal. Esta reaccion tiene lugar de forma secuencial en los propios enterocitos.

La unién con proteinas con grupos sulfhidrilo: constituye su mecanismo de acciéon mas im-
portante, pero en el caso de ciertas proteinas que contenido glutatiéon, también es una forma de
detoxificacion a tener en cuenta a la hora del tratamiento.

La excrecion se realiza en forma de metabolitos no téxicos oxidados por los rifiones. Tan so-
lo una minima parte del SH, es eliminado por los pulmones sin metabolizar.

No se ha demostrado que el acido sulthidrico produzca cancer en seres humanos, y su ha-
bilidad para producir cancer en animales no se ha estudiado completamente. El Departamento
de Salud y Servicios Humanos (DHHS), la Agencia Internacional para la Investigacion del Can-
cer (IARC) y la EPA no han clasificado al acido sulfhidrico en cuanto a su carcinogenicidad. Por
ser mas pesado que el aire, el acido sulfhidrico tiende a permanecer cerca del suelo, por lo que
los nifios, siendo de menos estatura que los adultos, pueden exponerse a mayores cantidades

que los adultos en la misma situacion. No se sabe si el acido sulfhidrico puede producir defec-
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tos de nacimiento en seres humanos. Algunos estudios en animales han observado problemas

de desarrollo a consecuencia de la exposicion al acido sulfhidrico.

¢, Como se demuestra la exposicion al acido sulfhidrico en personas y en ambiente?

En casos de peligro de muerte a raiz de envenenamiento con &cido sulfhidrico, la detec-
cién de sulfuro en sangre o de tiosulfato en orina pueden usarse para confirmar la exposi-
cién. Sin embargo, las muestras deben tomarse dentro de 2 horas de la exposicion para
que sean de utilidad.

Existen tiras de papel de acetato capaces de detectar el SH, en el aire. Embebidas en solu-
ciones que contienen sales de plomo, hierro o bismuto forman sulfuros de estos metales.

El monitoreo atmosférico puede realizarse mediante equipos analizadores que utilizan dis-
tintos principios de deteccién; por ejemplo, el que se basa en produccion de fluorescencia. El
aparato es un analizador controlado por un microprocesador que determina la concentracion de
acido sulfhidrico en una muestra de gas corrida a través del instrumento, estableciendo un flujo
constante de gas a través de la camara de muestra donde el SH, es convertido en SO, el cual
es expuesto a la luz ultravioleta haciendo que el SO, sea excitado. Cuando esas moléculas
excitadas de SO, dejan de estarlo, fluorescen. El instrumento mide, la cantidad de fluorescen-
cia para determinar la cantidad de SO, presente en la camara de muestra, y mediante inferen-

cia determinar la cantidad de S H, presente en la muestra de gas.

Valores guias que se recomiendan para proteger la salud publica

La EPA ha establecido que el &cido sulfhidrico es una sustancia toxica reglamentada y es
una sustancia peligrosa bajo la definicion de la Ley Federal de Control de Contaminacion del
Agua. La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido una con-
centraciéon maxima aceptable de 20 ppm en el trabajo con un nivel maximo de 50 ppm permiti-
do por 10 minutos, si no hay otras exposiciones detectables. El Instituto Nacional de Salud y

Seguridad Ocupacional (NIOSH) recomienda un nivel de exposicion maxima de 10 ppm.

Signos y sintomas caracteristicos de la intoxicacién con SH,

Dadas las caracteristicas del téxico la clinica es doble, por un lado irritativo local en exposi-
ciones a bajas concentraciones prolongadas y por otro, sistémica, con efectos muy graves que
aparecen rapidamente con dosis elevadas.

En funcién de la concentracién del SH, en el ambiente, la clinica presenta un abanico de
posibilidades: 0-25 ppm intenso olor nauseabundo; 100-150 ppm irritacion mucosa ocular y
nasal; 250-500 ppm tos, queratoconjuntivitis, dolor toracico, edema pulmonar; 500-100ppm
cefalea, desorientacion, cianosis, coma y convulsiones; la dosis letal es 1000 ppm.

Las manifestaciones neurolégicas mas frecuentes son sincope, coma, focalizacién, cefalea,
agitaciéon, somnolencia, convulsiones, opistétonos, mareo. El sintoma mas frecuente es la dis-

minucion transitoria del nivel de conciencia, que aparece en el 75 % de los casos, de forma
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brusca y que se suele acompanar de recuperacion espontanea, sobre todo si se retira rapida-
mente al intoxicado de la fuente de exposicion.

Por efecto directo sobre el centro respiratorio se puede producir apnea, la cual no se recu-
pera espontaneamente aunque sea apartado del foco de intoxicacién, por lo que hay riesgo de
paro cardiaco y muerte. La cianosis se produce por la insuficiencia respiratoria secundaria al
edema pulmonar, la hipoperfusion secundaria a la hipoxia y por la unién del SH, a la Hb lo que
forma sulfohemoglobina.

Por efecto irritativo sobre la mucosa respiratoria hay tos, disnea, hemoptisis, dolor toracico,
edema pulmonar. Secundariamente a la hipoxia pueden aparecer alteraciones cardiovascula-
res tales como arritmias, isquemia miocardica, hipotensién.

Otros sintomas son nauseas y vomitos por efecto irritativo sobre la mucosa gastrointestinal;
queratoconjuntivitis, fotofobia, alteraciones de la vision. A nivel cutaneo ademas de cianosis

pueden aparecer areas eritematosas.

RIO NEGRO | online*

Martes 26 de Agosto de 2008
SEIS PETROLEROS INTOXICADOS CON ACIDO
SULFHIDRICO

Fue en un yacimiento a 60 km de Rincén. Los ope-

rarios estan internados.

Rincon de los Sauces (ARS).Seis operarios petroleros de la empresa OPS que trabajaban
ayer tarde en el yacimiento Lomitas resultaron intoxicados por una concentrada nube de acido
sulfhidrico.

Cuatro de los trabajadores se hallaban fuera de peligro aunque con evidentes signos de
contaminacién, mientras que los dos restantes presentaban un cuadro mas fuerte por la inhala-
cion. Todos quedaron internados en la Clinica Rincén.

Segun delegados del Sindicato de Petroleros Privados, que participaron del plan de contin-
gencia, "el incidente fue aislado ya que se traté de una nube que transporté el viento desde
pozos cercanos hasta donde estaban los seis compafieros”, informaron.

Segun se supo, los monitores de acido sulfhidrico (SH,) detectaron inmediatamente el gas mor-
tal y comenzaron a dar la alarma sonora. El plan de contingencia indica que las personas rapida-
mente deben trasladarse en direccion contraria al viento lo mas lejos posible del lugar de deteccion.

La toxicidad del sulthidrico es tan letal, que solo unos segundos de inhalacién pueden matar
a una persona.

Los mismos operarios dieron la alarma y presentaban los signos evidentes de contamina-

cion como mareos, temblores y descompostura, por lo que fueron rapidamente trasladados
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hasta la clinica mencionada. Desde el centro de salud, informaron que los pacientes estaban
estables pero dos de los seis presentaban mayor exposicién al téxico.

Un companiero de las personas intoxicadas, dijo a "Rio Negro", que "cuando suena la alar-
ma si hay camionetas hay que alzar a los comparieros que no puedan caminar para subirse al
vehiculo y alejarse lo mas rapidamente posible y si las camionetas estan lejos hay que correr
para impedir que el organismo esté expuesto mayor tiempo al gas... se debe buscar rapida-
mente aire puro", sefalo.

A pesar del plan de contingencia de OPS y la productora responsable del area, YPF, ningun
organismo de emergencia de Rincon de los Sauces fue avisado de la situacion.

Se sabe que las nubes de gas sulfhidrico pueden viajar kilbmetros transportadas por el vien-
to sin que éste sea intenso. La nube puede disiparse al tratarse de emanaciones pequefas o
amplificarse al reunirse con otras bolsas de aire téxico.

Desde YPF se informd que no hubo ni hay peligro alguno para la poblacion de Rincén.

Los detectores de acido sulfhidrico suenan cuando este elemento natural, que emana de
pozos petroleros, supera las 10 partes por millén (10 ppm).

A proporciones menores de 10 ppm, el (H,S) tiene un caracteristico olor a huevo podrido.
Pero superando esa marca, el acido ataca el sistema nervioso inhibiendo el olfato, por lo que
es totalmente indetectable cuando se torna peligroso.

Es por ello que todos los operarios tienen la obligacién de portar detectores ademas de mo-
nitores sonoros colocados de manera fija en diferentes locaciones petroleras. No es la primera
vez que operarios son alcanzados por nubes del sulfhidrico en los yacimientos de Rincén. En
ocasiones es comun encontrar animales muertos sin motivo aparente en zonas de fuerte ema-

naciones de este mortal gas.

Etanol, Metanol, Glicoles

El alcohol etilico es un liquido aromatico, incoloro y combustible con un punto de ebullicién
de 79°C, punto de fusién de -117°C, una densidad de 0,8 g/cm3, su presion de vapor a 20°C es
de 5,8 KPa y es miscible en agua. Esta sustancia procede de la fermentacion de sustancias
azucaradas tales como el almidén y celulosa, constituyendo el principio activo de las bebidas
alcohdlicas. Su ingesta excesiva puede dar lugar a intoxicaciones, agudas o crénicas, de distin-
tas etiologias:

Ingesta abusiva: se ingieren bebidas alcohdlicas en cantidades variables. Si la ingesta es
esporadica dara lugar a una intoxicacion aguda, dentro de las que podemos encontrar formas
leves (de gran importancia médico-legal) y formas graves que pueden llegar al coma alcohdlico
y muerte. Si la ingesta se realiza en forma habitual generara una intoxicacion cronica que pre-

sentan sintomas diferentes a la intoxicacion aguda.
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Intoxicacion profesional: se debe a la inhalacién de vapores de alcohol en los ambientes de
trabajo, tal es el caso de trabajadores de refinerias, bodegas, fabricas de sombreros de fieltro,
de seda artificial, de polvora, etc.

El alcoholismo es un caso tipico de toxicomania, ya que registra las tres caracteristicas que
definen a la misma:

e Dependencia psiquica: la persona tiene el deseo de consumir cierta sustancia (en este
caso el alcohol) buscando obtener los efectos placenteros generados por la ingesta de es-
ta sustancia; pudiendo llegar a consumir compulsivamente esta sustancia.

e Dependencia fisica: se genera un cambio metabdlico en el organismo de la persona, que
ocasiona este tipo de dependencia.

e Tolerancia: luego de cierto tiempo de consumo, las cantidades ingeridas ya no generan el
mismo efecto, por lo tanto la persona tiende a aumentar la ingesta para poder alcanzar los
efectos buscados. Asimismo si se suspende la ingesta generalmente se presenta el sin-

drome de abstinencia.

Fuentes de intoxicacién alcohdlica

Las fuentes de esta intoxicacion estan representadas por las bebidas alcohdlicas, las que
pueden dividirse en tres grupos dependiendo de la cantidad de alcohol que presenten:

Las dosis téxicas son variables dependiendo de la tolerancia de cada individuo. En términos
generales la ingestion de 1,20 o 1,50 g/K de peso produce embriaguez, si la cantidad ingerida

es 5 a 6 g/K de peso la intoxicacion puede ser mortal.

Absorcién, distribucién y excrecion del alcohol

Absorcion por via Gastrica: ocurre en un 20 a 30% en el estémago y el resto en el duo-
deno. Todo el alcohol que se ingiere se absorbe y no se encuentra en heces. La absorcién se
realiza por difusion pasiva, pasa a sangre (via porta), luego llega a corazén derecho y se incor-
pora a la circulacién. Todo el alcohol ingerido llega a la sangre entre 30 y 60 min después de la
ingesta. Existen dos tipos de factores que condicionan la velocidad de absorcion:

Modificadores de la evacuacion gastrica

Los procesos que aceleran la evacuacién gastrica favorecen la absorcion, por ejemplo gas-
trectomias. Cuando el estbmago esta vacio, la absorciéon es mayor, ya que aumenta la superfi-
cie de la mucosa gastrica disponible; mientras que la presencia de alimentos, en especial de
proteinas, retrasa la absorcion. El grado alcohdlico favorece la absorcion, asi las bebidas fuer-
temente alcohdlicas se absorben mas rapidamente que las débiles, salvo en aquellos casos
donde el gran contenido alcohdlico genera espasmos piléricos y retrasan la evacuacién gastri-

ca. La maxima velocidad de difusion se da con bebidas con un 20% de alcohol.
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Tabla 5: Contenido de etanol en bebidas

Tipo de bebida % de alcohol Origen Ejemplo
Fermentacion de jugos
. . vegetales que tienen Cerveza
Débilmente alcohdlicas 1% - 8%
almidones o azucares Sidra

poco fermentables

Fermentacién de mostos

Vinode mesa

) de uva que contienen un Jerez
Medianamente ]
10% - 20% alto contenido de glucosa Oporto
alcohdlicas .
que los hace facilmente Vermuth
fermentables

Fermentacion de distintos Cognac

jugos vegetales, seguido Anis

Fuertemente alcohdlicas 40% - 50% de la destilacion del Whisky
producto obtenido Vodka

Ron

Modificadores de la velocidad de difusion

La velocidad de difusion es inversamente proporcional al grosor de la membrana, de este
modo una gastritis hipertréfica puede retrasar la absorcion y una atrofia de la mucosa la acele-
rara. La forma de ingerir la bebida también influye, ya que si se ingiere una cierta cantidad en
una sola vez generara una alcoholemia mayor que la originada si se ingiere la misma cantidad
pero en varias liberaciones separadas en el tiempo.

Mediante la via pulmonar, el alcohol penetra facilmente y atraviesa por difusion la membrana al-
véolo-capilar. La presente via de entrada es de interés en los casos de intoxicacion profesional.

La intoxicacién etilica por via cutanea puede darse por friegas con alcohol sobre grandes
superficies como pecho y espalda fundamentalmente en los nifios.

Distribucién: Una vez que el alcohol llega a la circulacién general y se distribuye por todo
el organismo se da un proceso de difusion histica, a través del cual, el alcohol se distribuye en
los distintos tejidos del cuerpo en funcién de la riqueza en agua que presenten los liquidos ex-
tra e intracelulares de cada tejido.

Excrecion:

Eliminacién urinaria: el alcohol se filtra en el glomérulo, pero no sufre reabsorcion tubu-
lar. La concentracién de alcohol en orina dependera de la alcoholemia, pero como la con-
centracion en sangre cambia en el tiempo y la de la orina no, la relaciéon alcohole-
mia/alcoholuria sera menor que 1.

Eliminacién pulmonar: el alcohol puede eliminarse por esta via gracias a su volatilidad y pa-
ra ello sigue el mecanismo inverso al de absorcion. Aunque no es la principal via de eliminacion
(s6lo el 2 a 3% del alcohol se elimina por este medio), es de interés desde el punto de vista
analitico y judicial, ya que los métodos incruentos de analisis se basan en la deteccion de al-

cohol en aire espirado.
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Concentracion de etanol
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Figura 9. Comparacion de las curvas de biodisponibilidad de etanol en distintos fluidos biolégicos

Otras vias de eliminacion
El alcohol se elimina en saliva, aunque en una cantidad mucho menor y también en leche

materna, por lo que debe ser tenido en cuenta en las mujeres que estan amamantando.

Metabolismo del alcohol

En el esquema siguiente presentamos las rutas del catabolismo oxidativo del etanol. Todas
ellas conducen al acetaldehido, el cual es transformado en una reaccién posterior en acetato, e
ingresa de esta forma en diversas vias metabdlicas.

Podemos dividir el metabolismo del etanol en varias etapas:
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Etanol
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Figura 10. Esquema de las vias de metabolizacion del etanol

Primera Etapa: Comprende la formacion de acetaldehido que puede llevarse a cabo por
tres vias diferentes:

Via de la Alcohol deshidrogenasa (ADH)

La ADH es una enzima que esta presente en varios tejidos, como pulmén y rifidén, pero su
ubicacién preponderante es en el higado; mas precisamente en el citoplasma de los hepatoci-
tos. Cataliza la oxidacion de etanol a acetaldehido, al mismo tiempo que genera poder reductor
en la célula pasando NAD" a NADH.

Existen tres tipos de estas enzimas y cada una de ellas presenta isoenzimas. La ADH' (tipo
1), es la mas abundante en las personas de raza blanca, mientras que la ADH? abunda en los
japoneses. Esta ultima es una enzima inespecifica que puede oxidar distintos alcoholes de
cadena corta € incluso vitamina A y esteroides.

En los orientales esta reacciéon es bastante rapida, lo que genera una acumulacion de ace-
taldehido en los tejidos que el organismo no es capaz de metabolizar con la misma rapidez. Por
esto, no es raro que se presente intolerancia al alcohol en personas de raza oriental, debido la
tipo de enzima (ADHZ) que presentan mayoritariamente. Esta via es la que actua fundamental-
mente en los bebedores ocasionales.

Ademas la ADH también metaboliza metanol que frecuentemente acompana al etanol en
las bebidas alcohdlicas, ya sea como producto de la misma fermentaciéon que da origen al

etanol o como adulterante. Esta enzima produce la oxidaciéon de metanol a acido férmico,
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que es el compuesto responsable del dafio al nervio Optico caracteristico de las intoxica-
ciones con metanol.

Como la afinidad de la ADH por el etanol es mayor que por el metanol, cuando ambos estan
presentes se metabolizara principalmente el etanol, mientras que el metanol no sera degrada-
do. Este principio se utiliza para el tratamiento de las intoxicaciones con metanol y etilénglicol,
ya que al realizar un tratamiento con etanol, se desvia esta ruta metabdlica hacia la formacion
de acetaldehido a partir del etanol y se impide que se generen los metabolitos fuertemente
téxicos que resultan de la oxidacion del metanol o etilénglicol.

Sistema Microsomal de Oxidacién del Etanol (MEOS)

Es un sistema que se pone en marcha cuando se produce un consumo reiterado de alcohol.
A diferencia del sistema anterior, tiene una Ky muy alta, de modo que solo funciona cuando
existen concentraciones muy elevadas de sustrato. Esta via actuara principalmente en alcohdli-
COS Cronicos.

Via de las Catalasas

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los tejidos, encontrandose sobre todo
en los microsomas hepaticos. El H,O, necesaria puede provenir de la Hipoxantina. No es una
via especifica, ya que como es sabido, las catalasas intervienen en muchas reacciones, por

esto tiene un papel poco importante en el metabolismo del etanol en la practica.

Etanol + H,O, acetaldehido + 2H,0O

Segunda Etapa: Desviaciones producidas por el exceso de NADH.

Comprende el destino del acetaldehido formado en la etapa anterior. A partir de éste se ge-
nera acido acético, que al pH fisioldgico se encuentra como acetato, mediante una reaccion de
oxidacioén catalizada por la aldehido deshidrogenas (ALDH). La ALDH se encuentra en el cito-
plasma y en las mitocondrias. Esta reaccién se produce rapidamente, de modo que el acetal-
dehido permanece muy poco tiempo en sangre; ademas no es una reacciéon especifica, pu-
diendo atacar a otros aldehidos.

La reaccién consume NAD" y genera H”, estos protones generados penetran en la mitocon-
dria y reemplazan a los que normalmente se producen en el ciclo de Krebs a partir de los aci-
dos grasos (AG), de modo que la mitocondria adquiere un estado redox mas reducido y se

inhibe la produccion de protones a partir de AG, con lo cual se favorecen los depodsitos grasos.

Tercera y Cuarta Etapa: Comprenden la sintesis de acetil CoA a partir de acetato y co-
enzima A (CoA); y la entrada de este intermediario fundamental del metabolismo generado a
partir de precursores provenientes de las primeras etapas del metabolismo del etanol en las
distintas rutas metabdlicas en las que toma parte como son el ciclo de Krebs, la sintesis de AG,
la sintesis de Colesterol y la sintesis de porfirinas. El exceso en la ingesta de etanol genera

alteraciones en el metabolismo normal principalmente de glucidos vy lipidos.
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En el caso del metabolismo de los glucidos se producen desajustes o alteraciones en la
gluconeogénesis debidas a la variacion que se produce en el cociente NADH/NAD" | la cual
acarrea variaciones en los cocientes Lactato/Piruvato y Malato/Oxalacetato. En las reac-
ciones se consume NAD®, el cual debe regenerarse a expensas del pasaje de piruvato a
lactato y de malato a oxalacetato; con el consecuente descenso de piruvato y lactato que
son los principales puntos de partida de la gluconeogénesis. Ademas se produce un exceso
de NADH que es inhibidor de ciertas reacciones involucradas en la gluconeogénesis. Estos
dos fendmenos generan en conjunto una cierta inhibicion de la gluconeogénesis que se
manifiesta con hipoglucemia.

La hipoglucemia puede ser precedida por una hiperglucemia transitoria, ya que en res-
puesta a la inhibicion de la gluconeogénesis se genera una activacién de la glucogenadlisis.
De esta forma las reservas de glucégeno del higado se degradaran a glucosa que pasara a
sangre e intentara elevar la glucemia, pero estas reservas no llegan a compensar comple-
tamente la hipoglucemia.

También se ve inhibido el ciclo de Krebs principalmente por la falta de un precursor funda-
mental del ciclo como el oxalacetato y a la inhibicion de ciertas enzimas del ciclo como la isoci-
trato-deshidrogenasa y la citrato sintetasa.

En cuanto a las alteraciones en el metabolismo lipidico, se observa principalmente un au-
mento en la sintesis de AG ya que el Acetil-CoA se desvia fundamentalmente a esa reaccion
debido a la inhibicién del ciclo de Krebs; un aumento en la sintesis de triglicéridos (TG) y dismi-
nucion de la oxidacién de AG libres. Como corolario de estas alteraciones se generan depdsi-

tos de grasa principalmente en higado y corazon.

Mecanismo de Accién
El alcohol actua por mecanismos mixtos. Entre ellos encontramos:

Alteracion de la composicion y fluidez de la membrana: En este aspecto tiene un efecto bi-
fasico, ya que en un primer momento aumenta la fluidez al, aumentar la concentracion de fosfo-
lipidos (FL), y luego la disminuye debido al aumento de la concentracién de colesterol. Ademas,
el alcohol produce una inhibicion en la ATPasa y altera los receptores de membrana.

Hipoxia: El metabolismo oxidativo que sufre el etanol requiere un mayor aporte de O,. Este
requerimiento acentua la hipoxia en la zona centrolobulillar del higado. Ademas, los depésitos
de grasa y proteina generan engrosamiento de los hepatocitos, que llevan a un estrangula-
miento progresivo de los sinusoides y a una vascularizaciéon cada vez mas dificultada, Estos
mecanismos que aumentan mas la hipoxia generan los dafos observados en los hepatocitos.

Déficit en metabolitos precursores e inhibicion de enzimas mencionadas previamente

Generacion de intermediarios reactivos: en los alcohdlicos los niveles de acetaldehido gene-
ralmente estan aumentados, debido presumiblemente a la inhibicién de la ALDH. Este se une
covalente-mente a distintas proteinas, entre ellas a la tubulina, y disminuye la formacién de

micritubulos y la excrecion de proteinas, que quedan almacenadas en el hepatocito, aumen-
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tando el poder osmotico con lo que se produce retencién de agua y el hepatocito se hincha
aumentando su volumen de 2 a 3 veces.

Afeccion del funcionamiento de receptores gabaergicos en el sustema Nervioso central.
El receptor gabaergico presenta sitios de unién para etanol y también para benzodiacepi-

nas y barbituricos.

Clinica del estado de embriaguez

El alcohol es un depresor descendente e inespecifico del SNC. Si se consume junto con
benzodiacepinas produce una potenciacion en los efectos (sinergismo). Los signos clinicos y
sintomas van apareciendo a medida que se van afectando los distintos centros nerviosos. Los
primeros que sufren el impacto del alcohol son los centros superiores, vinculados con la con-
ducta, el juicio y la autocritica. Le siguen los centros de origen evolutivo mas primitivo, luego los
centros motores medulares y finalmente los centros vitales ubicados en la protuberancia.

Podemos diferenciar cuatro fases o periodos en el desarrollo del estado de embriaguez:

Periodo | (50 — 150 mg/ 100 cm’ de sangre) : Alteraciones en la corteza cerebral, que se
manifiestan en un estado de excitacion y euforia que generalmente llevan al individuo a come-
ter imprudencias, indiferencia ante las consecuencias de las propias acciones, pérdida de con-
trol, enlentecimiento en la respuesta ante estimulos sensoriales, alteracion en la percepcion
correcta de distancias y velocidades, defecto en acomodar la visién ante cambios de luz (fené-
meno de deslumbramiento). Por esto, en este periodo aumenta mucho el riesgo de accidentes
y delitos de transito.

Periodo Il (150 —250 mg/ 100 cm’ de sangre): aparecen alteraciones a nivel del cerebelo.
Como los centros superiores se encuentran anulados, ya no pueden ejercer sus efectos inhibi-
torios y el individuo obedece a sus emociones y deseos inconscientes. Se liberan impulsos
primitivos, se producen trastornos de la afectividad, irritabilidad, excitabilidad y exaltacion del
erotismo. Segun la personalidad del individuo se volvera malhumorado, irritable, agresivo,
somnoliento, etc. El tiempo de reacciéon se encuentra alterado, también se observan alteracio-
nes en la motricidad fina y en la articulacion de palabras. En dicho periodo se cometen princi-
palmente delitos contra las personas, principalmente aquellos que atentan contra el pudor.

Periodo Il ( 250 — 350 mg/ 100 cm’ de sangre): Alteraciones en los centros espinales, mani-
festados por una gran afeccion en las funciones sensitivas y motoras. El individuo presenta sus
percepciones muy alteradas, asi como grandes trastornos en la marcha que lo hacen tambalear
y caerse. EL hablatambién se ve muy afectada, haciéndose farfullante o incomprensible. Tam-
bién da una gran somnolencia que deriva generalmente en un suefio profundo. En éste periodo
predominan los escandalos, la desobediencia y el abandono de obligaciones.

Periodo IV (350 — 400 mg/ 100 cm® de sangre): El alcohol afecta a todo el SNC y el indivi-
duo entra en coma con graves alteraciones en la respiracién, lo cual es fiel reflejo de la afec-
cion generada sobre el centro respiratorio bulbar. Si el paciente evoluciona favorablemente, del

coma pasa lentamente a un suefio profundo del que despierta luego de 8 a 10 h, presentando
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irritacion gastrointestinal, nauseas, vémitos y cefaleas. Si el coma prevalece por mas de 10 h,
el prondstico es muy adverso, pudiendo llegar a la muerte del individuo.

Entre los tratamientos de deshabituacion al consumo de etanol se encuentra el tratamiento
con Disulfiran. Cuando se inicia el tratamiento ante una nueva ingesta de alcohol se produciran
nauseas, vomitos, taquicardia, palpitaciones, de modo que el individuo no obtiene efectos pla-
centeros con la ingesta de alcohol sino que por el contrario le provoca malestar, con lo cual

interrumpe la ingesta.

4 648 o
Tiempo (horas)

Figura 11. Curva de alcoholemia

En la curva se puede ver una fase inicial (recta de pendiente positiva) que corresponde a la
etapa de absorcidon, aumentando el alcohol en sangre a medida que pasa el tiempo. La forma
de esta parte de la curva dependera de varios factores que afectan la velocidad de difusion,
principalmente el nimero de liberaciones y el contenido estomacal al momento de la ingesta.
Asi, si la absorcién es rapida (como ocurre con las bebidas de alta graduacién alcohdlica o con
las liberaciones con el estdmago vacio) ésta porcion de la curva es mas vertical (curva 1),
mientras que en casos de absorcién mas lenta presenta menor pendiente (curva 2) (Figura 11)

Luego se observa una zona de meseta en la curva, la cual se atribuye a que se alcanza un
equilibrio en la difusiéon. De esta forma el alcohol pasa de la sangre a los tejidos y es inmedia-
tamente metabolizado en los mismos. La difusién del alcohol hacia los tejidos hace que baje la
concentracion de etanol en sangre. Asimismo, la disminucién del etanol en los tejidos, luego del
catabolismo del mismo, se repone mediante una nueva situacién de equilibrio de difusion san-
gre-tejidos, que trae aparejado un nuevo descenso de los niveles de alcohol en sangre. Por
ultimo encontramos una zona de pendiente negativa que representa la eliminacion del etanol y
refleja los sucesivos descensos de la concentracion de etanol en sangre (Fig11).

La curva de alcoholemia tiene un gran interés médico-legal, ya que proporciona una repre-
sentacion grafica de la evolucion de la concentracion sanguinea de alcohol en un periodo de

tiempo que abarca desde la ingestién hasta su metabolizacion completa.
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El valor legal de alcoholemia en Argentina para la conduccion de vehiculos es de 0,5 g/L.

Esta curva es de gran importancia y utilidad ya que en base a ella se pueden realizar calcu-
los retrospectivos y estimaciones de la concentracion de alcohol en sangre a tiempos anteriores
a la toma de muestra, lo cual es fundamental en el ambito legal para determinar el estado de
un individuo, por ejemplo, en el momento en que cometié un ilicito; obviamente anterior a la
toma de muestra.

Para realizar estos calculos contamos con las siguientes ecuaciones:
C=A/(r.P)

donde C: concentracion de alcohol en sangre (g/Kg), A: dosis de alcohol ingerido (g),
P: peso del individuo (Kg), r: coeficiente de reparto que relaciona el alcohol en los tejidos y la

alcoholemia. Toma los valores de 0,68 para el hombre y 0,55 para la mujer.

Co = Ct+ Bt

donde: C, =: concentracion de alcohol en sangre al momento de la comision de los hechos Ct =
alcoholemia al momento de la extraccién, t = tiempo en min. transcurrido entre la comision
del hecho y la toma de muestra, B = coeficiente de etiloxidacion (g/Kg min), expresa la canti-
dad de alcohol oxidado por minuto y Kg de peso. Este coeficiente es individual y puede variar
de una persona a otra, pero se toma regla general el valor de 0,0025 para el hombre y
0,0026 para la mujer.

Combinando estas dos ecuaciones se realizar el calculo retrospectivo de la alcoholemia, asi
como determinar la cantidad de alcohol presente en el organismo al momento de la toma de
muestra o en un momento anterior.

Se debe tener en cuenta ciertos aspectos al momento de determinar y analizar los datos de
alcoholemia para un individuo, de modo que las conclusiones obtenidas sean aplicables.

Los aspectos mas importantes a considerar son: sexo, contextura fisica, variaciones en el
coeficiente de etiloxidacion, la clinica que presenta el individuo, una alcoholemia de partida
mayor de 0,5 (lo cual indica una ingesta real de bebidas alcohdlicas), obtencion de la muestra
cuando ya se ha concluido la etapa absortiva, (3h. después de la ultima liberacién con el esto-

mago lleno o 1h. si el estdbmago estaba vacio) para evitar errores por defecto.

Métodos de determinaciéon de etanol en fluidos biolégicos

Los principales métodos utilizados para la determinacion de alcohol se dividen en métodos
de screening, a ser utilizados en la via publica, o en laboratorio y requiere que sean ensayos
simples, rapidos y de bajo costo.

Sin embargo, estos métodos deben ser confirmados con metodologias mas robustas que en

el caso de volatiles es la Cromatografia Gaseosa.

Microdifusién en Camaras de Conway: este método es ampliamente utilizado. La técnica

de microdifusidon en camaras de Conway, presenta un compartimento externo y uno interno
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unidos a través del compartimento gaseoso que se sella a través de una tapa comun. Este
disefio saca provecho de la volatilidad del etanol en presencia de un reactivo liberador, el car-
bonato de potasio. El alcohol liberado reacciona con el dicromato de potasio del compartimento
central, generando cromo trivalente (Cr+3). Finalmente, la concentraciéon de alcohol en la
muestra se lee por medio de un espectrofotometro utilizando una curva de calibracién.

La muestra puede ser sangre, orina, humor vitreo e incluso homogenato de tejido. Es un
método sencillo, requiere relativamente poca inversidon y posee una sensibilidad adecuada
para un screening. La principal desventaja de este método son las interferencias, las cua-
les se magnifican con el tiempo de almacenamiento de la muestra. Entre éstas se encuen-
tran el metanol, la acetona y el isopropanol, que son determinados conjuntamente con el
etanol si éste se haya o no presente. En general, todo compuesto volatil en medio alcalino
y susceptible de ser oxidado es medido como etanol, por tal motivo, se informa usualmente

como “sustancias volatiles reductoras”.

Métodos enzimaticos, alcohol deshidrogenasa: los métodos enzimaticos se basan en la
oxidacién del etanol en presencia de una enzima, la alcohol deshidrogenasa. Esta enzima brin-
da mayor especificidad cuando se la compara con el método de Conway, aunque requiere
equipamiento mas costoso para su aplicacién, como por ejemplo termostatizaciéon de la mues-
tra y control de las condiciones de reaccion.

Este método puede aplicarse a muestras de sangre, orina y saliva. En el caso del test
Q.E.D, la determinacion se basa en la oxidacién enzimatica del etanol (alcohol etilico) a acetal-
dehido y nicotinamida-adenina-dinucledtido reducido, posteriormente, este ultimo reacciona en
presencia de una segunda enzima para formar un producto coloreado. La intensidad del color
es proporcional a la concentracion de etanol en la muestra. También basados en esta enzima
se encuentran equipos para la medicidon de etanol en saliva. Es un método sencillo, que se
correlaciona bien con los métodos tradicionales, no requiere equipamiento debido a que el kit

contiene todos los elementos necesarios y no es invasivo.

Medicion de alcohol en aliento y saliva

Los métodos no invasivos como la medicion del alcohol en saliva y aliento son ampliamente utili-
zados como método de screening no cruento lo que produce menos resistencia en el individuo.

Saliva: la deteccion de etanol en saliva se basa en que dicho fluido es formado a partir de la
sangre, por lo que contiene también etanol. El kit Q.E.D utiliza un hisopo para barrer la mucosa
bucal, utilizandose la saliva recolectada para embeber un taco de reactivos quimicos necesa-
rios para la actividad enzimatica situado en un dispositivo tipo termdmetro donde el contenido
de alcohol se lee en una escala graduada.

Aliento: la mayoria de los equipos disponibles utilizan la absorcion infrarroja para medir el
contenido de alcohol en aliento. Los equipos mas avanzados miden la absorcion a 3 longitudes

de onda para eliminar interferencias comunes como la acetona, el metanol o el isopropanol.
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Los equipos basados en la oxidacién electroquimica son considerados como los mejores. El
funcionamiento de estos se basa en una pequefia celda de combustible, donde la oxidacién del
etanol con el oxigeno del aire sobre la superficie de un catalizador de platino produce una co-
rriente eléctrica proporcional a la concentracion de etanol en el aliento expirado. Los detectores
quimicos so6lo producen resultados orientativos con respecto al limite maximo admisible, obte-
niéndose equipos para 0,5y 0,8 g/L (segun el pais). Resultan bastante econémicos por unidad,

son sumamente higiénicos (el cartucho contiene su propia boquilla) pero son descartables.

El laboratorio de toxicologia

Una vez que la muestra ha ingresado en el laboratorio toxicolégico, puede utilizarse el mé-
todo de microdifusion o el enzimatico como método de screening. Si el resultado es positivo, es
aconsejable utilizar un segundo método basado en un principio quimico o fisico distinto, como
la cromatografia gaseosa, a los fines de validar el resultado.

La separacion del etanol en una muestra de sangre, orina u otro fluido biolégico por croma-
tografia gaseosa requiere de una metodologia conocida como “head-space”. Esta técnica per-
mite separar un componente gaseoso a partir de una muestra liquida, e inyectar la fase gaseo-
sa en el cromatografo. De esta forma se pueden separar y cuantificar, ademas del alcohol etili-
co, la acetona, el isopropanol y el metanol. El método es cuantitativo adicionando un estandar

interno como un alcohol que no se halla presente en la muestra como el n-butanol.

Metanol

El metanol (CH3OH) también se denomina como alcohol metilico o alcohol de madera es
ampliamente utilizado en productos industriales o comerciales. Este se encuentra como com-
ponente en varios removedores de pintura, barnices, lavacristales y anticongelantesy se obtie-
ne como producto secundario de la destilacion de la madera. El envenenamiento se produce
con la ingestién de bebidas destiladas contaminadas, ingestion accidental por alcoholismo e
intento de suicidio. La toxicidad del metanol se debe a la formacion de los metabolitos téxicos:
formaldehido y acido férmico.

Toxicidad

El metanol es un liquido incoloro, volatil y con olor distintivo. Es completamente absorbido
dentro del gastrointestinal y alcanza su maxima concentracion plasmatica en el rango de 30 a
90 minutos. La vida media en suero alcanza de 14 a 20 horas. El volumen de distribucion al-
canza valores de 0,6 a 0,7 L/kg. La principal via de eliminaciéon del metanol es la hepatica,

aunque un pequeno porcentaje lo hace por la via renal.
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Metabolismo

En mamiferos el metanol es metabolizado a formaldehido en el higado por la ADH, y por pasos
oxidativos subsecuentes, a través de una via dependiente del tetrahidrofolato (THF) se forman aci-
do férmico y diéxido de carbono, el cual inhibe la citocromo oxidasa, interfiriendo directamente con
el transporte de electrones en la cadena respiratoria. Existe evidencia de que el acido férmico inhibe
la funcidon mitocondrial en la retina y aumenta el estrés oxidativo.

El envenenamiento por metanol y su asociacién con toxicidad severa sobre el sistema nervioso
central y ocular, constituyen un problema de salud en todo el mundo. Las caracteristicas clinicas de
la intoxicacion aguda por metanol han sido minuciosamente detalladas, e incluyen acidemia férmi-
ca, acidosis metabdlica, toxicidad visual, coma y, en casos extremos, la muerte. No obstante, el
efecto de la exposicion crénica a bajas dosis de metanol ha sido poco estudiado

La sintesis de formaldehido y acido férmico mediante la accion de la enzima alcohol deshi-
drogenasa, son los responsables de la toxicidad del metanol, mientras que la aparicion de los
sintomas se debe a la formacién de formaldehido. Este puede afectar la retina produciendo
papilitis y edema. Por otro lado, el formiato inhibe la respiracion mitocondrial provocando la
formacion de lactato e hipoxia.

Usualmente 30 ml de una soluciéon de metanol al 40 % se considera una dosis letal.

Caracteristicas Clinicas
Los sintomas iniciales pueden desarrollarse desde los 40 minutos a las 72 horas después
de la ingesta de metanol. El periodo latente normalmente es de 12 a 18 horas.
Los sintomas y signos incluyen:
e  SNC: Dolor de cabeza, vértigo, letargia, confusién, coma y temblores. Los sintomas ini-
ciales pueden simular una intoxicacion con etanol.
e  Oculares: “Vision a través de la nieve”, visidon borrosa, agudeza visual disminuida, diplopia
y fotofobia.
° Gastrointestinales: Nauseas, vomitos, dolor abdominal y pancreatitis.

) Cardiacos: Hipotension y bradicardia son hallazgos tardios y sugieren una pobre prognosis.

Laboratorio: acidosis metabdlica secundaria a la produccién de acido férmico, gap osmo-

lar elevado y gap anidnico elevado.

Tratamiento

Proveer al paciente con apoyo a las funciones vitales. En caso de que se pierda la concien-
cia proteger la via respiratoria, utilizar el lavado gastrico si la intoxicacion es reciente. Monito-
rear gases en la sangre arterial y los electrolitos. Utilizar bicarbonato de sodio para corregir la
acidosis hasta pH 7,2. El fomepizol actia como inhibidor de la enzima alcohol deshidrogenasa
y puede administrarse como antidoto.

En caso de que llegue a la guardia un paciente con una intoxicacién aguda por metanol, de-
be proveérsele de apoyo de las funciones vitales; si la intoxicacion fue reciente se procede a

realizar un lavado gastrico; y si presentara pérdida de conciencia se debe proteger la via respi-
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ratoria. Asimismo, debe realizarse un monitoreo de gases en la sangre arterial y del nivel de
electrolitos. En el caso de que hubiera acidosis se corrige el pH a 7,2 utilizando bicarbonato de
sodio. El fomepizol puede ser administrado como antidoto, ya que actia como inhibidor de la
enzima alcohol deshidrogenasa.

La terapia con etanol puede utilizarse en ausencia de terapia con fomepizol. El objetivo es
mantener el nivel de etanol entre 1y 1,5 g/L. La hemodialisis es otro método general para el

tratamiento de cualquier téxico en sangre, incluyendo el metanol.

Glicoles

El etilenglicol es el dihidroxialcohol derivado de los hidrocarburos alifaticos y se halla a
menudo en varias soluciones anticongelantes, enfriadores y liquidos de freno hidraulico.
También se incorpora en solventes, humectantes industrial, limpiavidrios y cosméticos.
Aproximadamente una bocanada de una solucion 99% de etilenglicol, puede producir sin-
tomas en un nifio o adulto.

La intoxicacion con etilenglicol al inicio, produce sintomas compatibles con una intoxicacién
etandlica. La solucién de etilenglicol es un liquido claro, incoloro y de sabor dulce, que se ab-
sorbe completamente alcanzando picos de concentracién en 1 a 4 horas. Posee una vida me-
dia de entre 2,5 a 4,5 horas (el cual puede extenderse a 17 horas en presencia de etanol con
niveles de 1a 2 g/L).

La vida media del etilenglicol, cuando la persona es tratada con fomepizol, es de 11 a
15 horas. Esta sustancia no es toxica, pero es metabolizado por la alcohol deshidrogena-
sa, presente en los hepatocitos, en cuatro productos: glicoaldehido, glicolato, acido glicdli-
co y glioxilato. Estos productos metabdlicos son responsables de la destruccion de los
tejidos y la toxicidad metabdlica (elevado gap anidnico, acidosis metabdlico, acidosis lacti-
ca e hipocalcemia).

El etilenglicol tiene un volumen de distribucion de 0.54-0.8 L/g, similar al del agua total del
cuerpo. Es filtrado por el glomérulo renal y reabsorbido pasivamente, excretdndose aproxima-

damente el 20% en orina. La dosis letal en adultos es de 1-1,5 ml/Kg.

Presentacioén Clinica

Fase 1 (Minutos - 12 h): predomina la toxicidad del SNC con ebriedad pero sin olor a EtOH,
coma, nistagmo, paralisis y temblores. También pueden producirse nauseas, vomitos y edema
papilar. En esta fase se observa claramente un gap osmolar; como asi también se pueden en-
contrar cristales de oxalato de calcio.

Fase 2 (12 - 24 h): se destacan en esta fase sintomas cardiopulmonares con taquicardia e
hipertension. Otros efectos incluyen: gap aniénico, acidosis metabdlica (posiblemente severa)

con hiperventilacién compensatoria, hipoxia.
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Fase 3 (> 24 h):esta fase renal se caracteriza por necrosis tubular aguda y falla renal. Sien-
do comunes la oliguria, anuria, hematuria y proteinuria.

Debe realizarse un analisis de orina en todos los pacientes sintomaticos. Cristales tipicos de
oxalato de calcio (octaédricos) se observan cuando existen altas concentraciones de calcio.
Debe procederse al reemplazo de calcio en pacientes con hipocalcemia debido a la prolonga-
cion del intervalo QTc. Muchos anticongelantes contienen fluorosceina, por lo que no es

inusual que la orina exhiba fluorescencia bajo la luz ultravioleta.

Tratamiento

La descontaminacion generalmente es de poco valor, pero puede ser de ayuda un lavado
de estdmago si se lleva a cabo dentro de los 60 minutos luego de la ingesta. La terapia antido-
tica se basa en bloquear ADH para que no metabolice el etilenglicol en productos toxicos. El
etanol puede inhibir en forma competitiva a la alcohol deshidrogenasa pero debe monitorearse
frecuentemente, causa hipoglucemia en nifios, puede exacerbar los efectos de depresores del
SNC que pueden presentarse en suicidios.

El fomepizol bloquea la ADH produciendo pocos efectos colaterales y se considera la droga
de eleccion, ya sea para etilenglicol o metanol.

En aquellos pacientes sintomaticos deberia considerarse la hemodiélisis. Esta remueve en
forma eficiente el etilenglicol y productos secundarios, corrigiendo incluso la acidosis. Si se
esta administrando fomepizol y /o etanol estos también seran dializados y la dosis debera ajus-

tarse para compensar la pérdida.

Analisis Toxicolégico

Determinar las concentraciones de etilenglicol, metanol y etanol en sangre y orina; y si es
posible comprobar el envase original donde se encontraba la sustancia. Cualquier recipiente
intermedio (vasos, jeringas, botellas) también deben ser comprobados para determinar si ade-
mas no existen otras sustancias.

En etapas tardias (aquella donde se observa acidosis metabdlica severa), todo el etilengli-

col puede estar metabolizado y no sera detectado en suero.

Efectos toxicos de Sustancias Volatiles

Los principales responsables de las intoxicaciones por sustancias volatiles son los solven-
tes. Estos son compuestos organicos liquidos que se caracterizan por presentar una lipofilici-
dad y volatilidad relativamente altas. En general cuanto mayor sea el nimero de carbonos o de
atomos halogenados menor sera la hidrofilicidad y volatilidad del compuesto. Usualmente los
solventes son empleados en la disolucién de compuestos insolubles en agua, por lo tanto son

componentes de tintas, barnices, pinturas, lacas, aerosoles y pegamentos. Ademas los solven-
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tes son utilizados en sintesis quimica y dado que se obtienen principalmente de la refinacion
del petroleo estan presentes en los combustibles como naftas.

Las caracteristicas quimicas como nimero de carbonos, configuracion, presencia de insatu-
raciones y/o grupos funcionales en estos compuestos influyen fuertemente en la toxicidad de
los mismos. Esto se refleja en algunas generalizaciones que pueden hacerse sobre los efectos
de estas sustancias, por ejemplo los compuestos mas lipofilicos son depresores del sistema
nerviosos central (SNC) mas fuertes, los hidrocarburos y algunos derivados halogenados pue-
den presentar caracteristicas mutagénicas/carcinogénicas debido a que son extensamente
metabolizados. Sin embargo dentro de un mismo grupo la toxicidad puede variar fuertemente
entre las distintas sustancias que lo conforman.

La exposicion a solventes se produce frecuentemente en ambitos laborales donde se
emplean estas sustancias como en imprentas, laboratorios de sintesis quimica, estaciones
de servicio, transporte de combustible, petroquimicas, etc. Sin embargo, todos podemos
estar expuestos a los solventes en mayor o menor medida de acuerdo a las actividades
diarias que realizamos (Fig. 12). Por ejemplo, una mujer luego de trabajar durante 8 hs
diarias en un laboratorio de biologia molecular (exposicion a fenol, cloroformo) vuelve a
casa en su auto. Antes de llegar carga nafta en una estacion de servicio (exposicién a ben-
ceno, tolueno), luego va al hipermercado y deja un vestido en la tintoreria de lavado en
seco (exposicion a tetracloroetileno) para retirarlo al finalizar sus compras. Una vez en ca-
sa, mientras revisa sus mails fuma varios cigarrillos (exposicién a benceno y estireno) y
antes de cenar dedica unas horas a realizar manualidades en las que emplea pegamento

de contacto y pinturas en aerosol (exposicién a tolueno, metilcetonas, xileno).

Figura 12. Distintas fuentes de contacto con solventes en relacién con las actividades realizadas en el dia
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Es claro que los efectos que produzcan los solventes sobre la salud van a depender fuerte-
mente del tipo de solvente al que se esta expuesto y del tiempo y nivel de exposicion.

En este sentido las exposiciones ocupacionales son las mas importantes, siendo principal-
mente por via inhalatoria y en forma secundaria por via dérmica. Usualmente las intoxicaciones
por solventes se producen cuando se emplean estas sustancias en lugares de trabajo confina-
dos o mal ventilados donde se ven superados los limites establecidos como permitidos por

diferentes organismos para los distintos solventes.

Toxicocinética

Absorcion

Una vez que los solventes ingresan por via inhalatoria la absorcion se produce mayoritaria-
mente a nivel alveolar. Las propiedades de liposolubilidad y volatilidad de estas sustancias
influyen en la absorcidon de las mismas. Los solventes debido a estas caracteristicas, funda-
mentalmente su lipofilicidad, atraviesan facilmente membranas por difusién pasiva a favor de su
gradiente de concentracion. Debido a esto el pasaje a sangre desde el alvéolo se producira
practicamente en forma inmediata.

Otro factor que influye en la absorcién de solventes es el coeficiente de particion sangre: ai-
re; asi aquellos solventes de caracteristicas mas hidrofilicas presentaran un coeficiente mas
alto, ya que la sangre esta compuesta principalmente por agua, lo cual favorecera la absorcion
del solvente.

Asi mismo un aumento en la frecuencia respiratoria y cardiaca, por ejemplo durante una ac-
tividad fisica, aumentan la absorcion.

Inicialmente el porcentaje de captacidn del solvente es alto, pero a medida que se produce
la acumulacién en los tejidos baja este porcentaje de captacién al tiempo que los niveles en
sangre van aumentando debido a un menor pasaje del solvente a los tejidos. Esto ocurre hasta
que se alcanza un equilibrio donde no existen grandes diferencias de concentraciéon que favo-
rezcan el pasaje del aire a la sangre. Este equilibrio se alcanza mas lentamente en el caso de
los solventes mas hidrofilicos debido a la distribucion en el agua corporal.

Otra via por la que puede absorberse solventes es la dérmica. En este caso los solventes
atraviesan por difusién pasiva el estrato corneo de la piel. Este proceso esta influido por con-
centracion de la sustancia, superficie expuesta, tiempo de contacto e integridad de la piel.

Una via de ingreso mucho menos frecuente que las anteriores es la oral. Los solventes se
absorben en el tracto gastrointestinal siendo este proceso influido por la ingesta de alimento, lo

cual usualmente retrasa la absorcion.

Distribuciéon, metabolizacién y eliminaciéon
El transporte y distribucion de los solventes variara dependiendo de la via de entrada de los
mismos. Asi, si la via de ingreso es la inhalatoria los solventes ingresaran directamente a circulacién

arterial y desde alli se distribuiran a todos los tejidos del organismo; mientras que si la exposicién se
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da por via oral estos tdxicos ingresaran a través del tracto gastrointestinal a la circulacién portal que
lleva sangre al higado antes de pasar por el resto del organismo. En este Ultimo caso la captacion
por el higado dependera del solvente y de la tasa de irrigacion del érgano. Teniendo en cuenta la
capacidad metabdlica de este 6rgano, la alta irrigacion y contenido graso del mismo se cree que el
higado es capaz de remover de la circulacién la totalidad de los solventes que ingresan siempre y
cuando no se vean superados los sistemas metabdlicos.

Estas diferencias en la distribucion inicial explican los diferentes efectos que producen los
solventes dependiendo de la via de ingreso, ya que los drganos recibiran mayores concentra-
ciones cuando la exposicion es por via inhalatoria debido a que no se produce una captacién
inicial en el higado, todo el gasto cardiaco pasa por la circulacién pulmonar en comparacion al
20% que ingresa al sistema gastrointestinal y ademas que la superficie de absorcion alveolar
es unas 20 veces mayor que la del tracto gastrointestinal.

Luego de estas etapas iniciales puede producirse una eliminacion via pulmonar de los sol-
ventes que retornan a la circulacién pulmonar en la sangre venosa.

En sangre, debido a su alto contenido acuoso, los solventes se solubilizan en distintas propor-
ciones dependiendo de su hidrofilicidad. Sin embargo, un 50% del contenido que ingresa es trans-
portado por los eritrocitos. En general se asocian con las porciones hidrofébicas de proteinas como
la hemoglobina, con fosfolipidos, lipoproteinas y colesterol para ser transportados.

Una vez en circulacion los solventes se distribuiran en los 6rganos dependiendo del contenido
graso que tengan y de la irrigacion de los mismos. Un ejemplo de un 6rgano altamente irrigado y
con un contenido graso relativamente alto es el cerebro. Por ello cuando los solventes ingresan por
via inhalatoria se produce una captacion relativamente alta en el cerebro y eso explica los efectos
narcéticos de los solventes sobre el sistema nervioso central (SNC).

Luego de la primera etapa de distribucién se produce una re-distribucién, donde los solven-
tes vuelven a circulacion y se captan principalmente por érganos involucrados en la metaboli-
zacion y el almacenamiento: el higado y el tejido adiposo.

En el higado los solventes seran metabolizados por las enzimas pertenecientes a la familia del
citocromo P450. Las distintas isoenzimas presentaran diferente afinidad y selectividad por los di-
versos solventes. De estas reacciones derivaran productos mas hidrofilicos que los xenobidticos
originales y seran por lo tanto eliminados en orina o bilis. Estos metabolitos pueden presentar me-
nor o mayor actividad que los compuestos de origen. Estos compuestos derivados del metabolismo
seran en muchos casos responsables de los efectos toxicos que se producen en una exposicion a
solventes y en el caso de los que se eliminan en orina podran ser empleados como biomarcadores

de exposicion a un solvente determinado.

Efectos de intoxicaciones agudas con solventes
Estos compuestos actian fundamentalmente como depresores del SNC cuando una perso-

na esta expuesta a altas concentraciones de solventes. Dependiendo de cada solvente los

efectos depresores del SNC se produciran a diferentes niveles de concentracion y tendran con-
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secuencias mas o menos graves. Usualmente se produce una etapa inicial de excitacion que
rapidamente pasa a una fase de depresion caracterizada por taquicardia, somnolencia, aletar-
gamiento, dolores de cabeza, temblores, confusion, dificultad para articular palabras y pérdida
de consciencia. Esta sintomatologia es similar a la que produce el etanol ingerido en exceso, lo
que se conoce comunmente como una borrachera; sin embargo se diferencia de ella en el fuer-
te olor a solvente que presenta el paciente (aliento, ropas). Si la concentracion es lo suficiente-
mente alta en el ambiente, el cuadro anterior puede devenir en coma y muerte del paciente. En
los casos menos graves, generalmente es suficiente remover al paciente del ambiente en el
que esta expuesto a solventes para que se recupere de los sintomas que expresa.

Ademas de los efectos descritos sobre el SNC, también se puede producir efectos agudos
sobre los pulmones. Estas sustancias pueden generar neumonia quimica debido a la inflama-
cion del tejido pulmonar producida por el contacto del solvente con este tejido y a alteraciones
que pueden producir en la cantidad y calidad del surfactante. Los principales sintomas de la
neumonia quimica son tos, disnea, dificultad para respirar y ardor o dolor en el pecho. Usual-
mente toma unas 2 a 4 semanas de recuperacion, dependiendo del solvente y del nivel al que

se estuvo expuesto, luego de eliminada la exposicién al solvente.

Benceno

El benceno es un liquido incoloro de olor dulce, encontrado en el ambiente proveniente de
actividades humanas y fuentes naturales. Fue aislado por primera vez del alquitran de hulla en
1800. En la actualidad proviene casi en su totalidad del petréleo. Existen varias industrias que
lo utilizan en gran escala como la fabricacion de estireno, cumeno (para varias resinas) y ci-
clohexano (para nylon y fibras sintéticas). EI benceno también se utiliza para la fabricaciéon de
gomas, lubricantes, pigmentos, detergentes, drogas y pesticidas; es parte del petréleo crudo,

de las naftas y del humo del cigarrillo.

Tipos de exposicion

Se hallan expuestos a benceno los trabajadores de petroquimicas, estaciones de servicio,
estacionamientos subterraneos, talleres mecanicos y los fumadores. Debido a que es un con-
taminante ambiental la poblacion en general puede estar expuesta a bajas concentraciones de
benceno, siendo los mas afectados los residentes de zonas cercanas a fuentes de emision
como las citadas anteriormente y zonas con mucho trafico.

Los trabajadores estan expuestos a niveles de benceno en aire mucho mayores a los de la
poblacién en general, aunque en la actualidad, el uso de equipos protectores disminuyé nota-

blemente los casos laborales.

Efectos de la exposicion crénica al Benceno

El 6rgano blanco del benceno ante una exposicion crénica es la médula 6sea.
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Los efectos de este tipo de exposicion pueden tener diversas caracteristicas y se conoce como
bencenismo o benzolismo. Las principales patologias involucradas en este tipo de intoxicacién son
anemia, leucemia, trastornos hemorragicos, alteraciones en el ciclo menstrual y en la inmunidad.

La International Agency for Cancer Research (IARC) y la EPA han determinado que el ben-
ceno es carcinogénico para los humanos. La clase de cancer que se produce es la leucemia
mieloide aguda.

La anemia aplasica es una de las formas mas severa del bencenismo y se produce
cuando la médula cesa en su funcion y las células madre nunca alcanzan la madurez. A
medida que la enfermedad progresa, la médula se convierte en un tejido necrosado e inva-
dido por tejido graso.

Una serie de estudios conducidos sobre trabajadores de Turquia expuestos a adhesivos
que contenian benceno mostré que la severidad de los efectos se incrementaba con el aumen-
to de los niveles y tiempo de exposicidn. Los hallazgos mas comunes fueron leucopenia, trom-
bocitopenia, pancitopenia y eosinofilia. El examen de la médula 6sea mostré disrupcion en su
funcién, mostrando casos de médula normoblastica, hipoplasica y acelular. EI monitoreo cons-
tante mostré que la eritropoyesis ineficiente o la hemolisis pueden haber sido responsables de
la reticulositosis, hiperbilirrubinemia, eritroblastemia y aumento de la fragilidad celular.

Otra de las formas severas del bencenismo incluye la leucemia mieloide aguda que se ca-
racteriza por un aumento en médula de células precursoras de la linea mieloide anormales que
por un lado impiden el normal desarrollo de las demas lineas celulares (eritrocitos y plaquetas)
y por otro lado generan una gran cantidad de elementos de la serie blanca inmaduros y no
funcionales. En sangre periférica, por lo tanto, se presenta disminucién del numero de eritroci-
tos y plaquetas asi como generalmente un aumento de glébulos blancos inmaduros y no fun-
cionales (blastos) que en muchos casos presentan bastones de Auer (condensacion de granu-

los azurdfilos) en el citoplasma de los mismos.

Distribucién y metabolismo del Benceno

El benceno sigue las reglas béasicas de distribucién comentadas para los solventes en gene-
ral. Los metabolitos del benceno incluyen el fenol, el catecol y la hidroquinona, los cuales pue-
den ser detectados en sangre y la médula 6sea.

El benceno es excretado en su forma original a través de los pulmones y como metabolitos en la
orina. La velocidad y porcentaje de excrecién por via pulmonar depende principalmente de la dosis.
El benceno es metabolizado, fundamentalmente en el higado y la médula ésea, por el citocromo
P450 que inicialmente conduce a la formacién del epdxido del benceno. Luego, se producen dos
rutas distintas, una que involucra cambios en los grupos funcionales del anillo bencénico y otra que
produce la apertura del anillo. Ambas vias resultan en la formacion de metabolitos téxicos.A partir
del epdxido generado inicialmente se produce fenol mediante un re-arreglo no enzimatico y dihidro-
diol benceno por la hidroxilacion en el anillo (epdxido hidrolasa). Desde alli el fenol puede derivar
mediante hidroxilaciones en catecol o hidroquinona quien a su vez se oxida a p-benzoquinona o
puede hidroxilarse para dar 1,2,4 trihidroxibenceno. Por su parte el dihidrodiol benceno se metaboli-

za en catecol siguiendo una reaccion mediada por la dihidrodiol deshidrogenasas. El catecol forma-
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do por cualquiera de las vias mencionadas anteriormente puede oxidarse para dar o-benzoquinona,
o se hidroxila derivando en 1,2,4 trihidroxibenceno.

La segunda ruta involucra la apertura del anillo que conduce a la formacioén de acido mucé-
nico via el t,t-muconaldehido que es una reconocida hematotoxina.
Otra ruta, conduce a la formacion de acido S-fenilmercapttrico, compuesto que se eliminara en
orina, y comienza con la conjugacion del epdxido con glutatién (reaccion mediada por Glutation-S-
epoéxido Transferasa) seguida por la metabolizacion de este aducto en acido pre-fenilmercapturico
mediante la pérdida del residuo glutamil, de glicina y la accion de la acetil-CoA. El acido S-
fenilmercapturico se forma por la pérdida de una molécula de agua. Otros metabolitos que pueden

encontrase en orina son el fenol y sus conjugados con glutatiéon o sulfatos.

Mecanismos de accién

Los mecanismos de accion del benceno que derivan en la afeccion del tejido hematopoyéti-
co ante una exposicién cronica son complejos y resultan de la combinacién de los dafos pro-
ducidos por varios de los metabolitos derivados del benceno.

Dichos metabolitos son capaces de unirse covalentemente a glutatién, proteinas, ADN y
ARN. Por lo tanto esto impacta en el estado redox de las células afectadas y en la estructura de
las macromoléculas de las mismas. Esto genera alteraciones funcionales en el microambiente
de las células involucradas en la hematopoyesis generando consecuencias tan graves como la
inhibicién de enzimas, destruccion de ciertas poblaciones celulares y alteraciones en el desa-
rrollo y crecimiento de otras lineas celulares.

Se ha demostrado que las hidroquinonas pueden unirse a las fibras de los husos mitéticos (mi-
crotubulos) lo cual genera alteraciones en la replicacion celular. Aun cuando se ha demostrado
también que varios de los metabolitos del benceno pueden formar aductos con ADN y que estos
son dosis dependiente, el nivel de aductos es bajo incluso a dosis relativamente altas lo cual indica
que si bien este mecanismo contribuye a los procesos que derivan en las patologias inducidas por
exposicion prolongada a benceno no son los Unicos responsables.

Teniendo en cuenta que la médula 6sea es rica en peroxidasas como la mieloperoxida-
sa, es posible que los derivados fendlicos del benceno se conviertan en hidroquinonas en
la médula. Estos compuestos son altamente reactivos y generan un estrés oxidativo con un
aumento de ROS mediado por semiquinonas radicalarias. Ademas la hematina cataliza in
vivo la autoxidacién de las hidroquinonas y estimula ain mas la generacion de ROS. Los
ROS reaccionan con el ADN y pueden generar fragmentaciones que deriven en mutaciones
0 activacion de procesos apotéticos. Por otro lado las quinonas también pueden inhibir
proteasas involucradas en los procesos de apoptosis, por lo tanto esta desregulacion de la
apoptosis puede generar una hematopoyesis ineficaz y el avance hacia las patologias des-
criptas. A esto se debe agregar que los metabolitos parecen inhibir a las enzimas involu-
cradas en la reparacion del ADN, especificamente las topoisomerasas.

Un monitoreo adecuado de la exposicion al benceno depende del uso de biomarcadores y
una buena correlacion de resultados. Un test inespecifico es la excrecion de sulfato urinario,

debido a un incremento en la excrecion de metabolitos conjugados con sulfato.
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La estimacion se realiza comparando la relacion de sulfatos inorganicos a organicos en la orina.
Los niveles de sulfato inorganico de un 80 al 95 % del total se consideran normales. Un 70 a 80 %
indican exposicion a bajos niveles de solventes como benceno o tolueno y valores menores de 60
a 70 % indican exposiciones a mayores concentraciones de estos compuestos. Este test es muy

inespecifico y los niveles de sulfato urinario son extremadamente variables.
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Diagnéstico: Biomarcadores

El contenido de fenol urinario se ha utilizado en forma rutinaria para monitorear la exposi-
cion ocupacional al benceno, teniendo en cuenta que aproximadamente el 40% del benceno
absorbido se biotransforma a compuestos fendlicos siendo el fenol el mayoritario entre estos
compuestos. Sin embargo la correlacion entre fenol urinario y exposicién a benceno es pobre
debido a que existe un nivel basal de fenol sumamente variable debido a la ingesta de vegeta-
les, exposicion a otros compuestos aromaticos o inhalacién de humo de cigarrillos.

El benceno en sangre, orina o aire exhalado seria el mejor bioindicador de exposicion. Sin
embargo la determinacion de este compuesto no es la utilizada con preferencia debido a que la
validacion de las concentraciones detectadas en estas muestras es muy compleja ya que se ve
influida por multiples factores dependientes de la muestra, de la fisiologia del individuo y de los
métodos de deteccidon necesarios. Asi por ejemplo, los niveles de benceno en aire exhalado
dependen de la exposicién, de la ventilacién pulmonar de cada individuo y de la actividad fisica
realizada antes de la toma de muestra. En sangre y orina, ademas de la complejidad y hetero-
geneidad propia de estas muestras, se debe tener en cuenta que debido a que el porcentaje de
benceno presente es mucho menor que en el aire exhalado se necesitan métodos analiticos
muy sensibles y una toma y manipulacién de muestra muy minuciosa para evitar pérdidas o
contaminaciones. Todas estas caracteristicas hacen que, aun cuando podria pensarse que el
benceno determinado en alguna de estas matrices sea el mejor biomarcador de exposicién, no
sea el empleado habitualmente en el control bioldgico de exposicidn.

Un indicador de exposicion mas sensible especialmente para exposiciones ocupacionales
es el acido t,t-mucédnico. Se ha reportado una relacién lineal entre concentracion del metabolito
y exposicién que tiene validez para exposiciones a mas de 0,25 ppm de benceno en el ambien-
te. Sin embargo este metabolito no es especifico del benceno, ya que también deriva de la
biotransformacion del acido sérbico empleado como conservante en varios alimentos. Si bien
los niveles de acido t,t-muconico derivados del acido sérbico ingerido no son una interferencia
importante para determinar poblaciones expuestas laboralmente, si pueden influir en la detec-
cion de poblaciones expuestas ambientalmente a bajas concentraciones de benceno. Por ello
cuando se realizan estudios ambientales es necesario tener en cuenta para la interpretacion de
los resultados los habitos alimentarios de la poblacién estudiada. Los métodos analiticos de
deteccion que existen en la actualidad involucran cromatografia liquida con detector UV (HPLC-
UV) o cromatografia gaseosa acoplada a detector de masas (CG-MS) o de ionizacion de llama
(CG-FID). Ambos métodos presentan limites de deteccién y sensibilidades similares, sin em-
bargo debemos considerar que la deteccién por HPLC-UV es mas simple ya que no requiere
procesamientos previos de la muestra como extraccion del analito a determinar y derivatizaciéon
del mismo necesarios para la determinacién por cromatografia gaseosa.

Otro metabolito utilizado en el control biolégico ante exposiciones laborales al benceno es el
acido S-fenilmercapturico. Este metabolito es especifico del benceno, pero debemos tener en

cuenta que solo el 0,11% del benceno que ingresa al organismo es biotransformado en acido
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S-fenilmercaptirico y que requiere numerosos procesos de extraccion y derivatizacion para
poder ser detectado HPLC-UV o CG-MS, lo cual hace que muchas veces haya sido desalenta-
do el uso de este biomarcador y que para una mismo nivel de exposicion se hayan detectado
diferentes concentraciones de este compuesto en orina. Sin embargo, debido a su especifici-
dad la ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists) adopta como indi-
cador bioldgico de exposicién laboral al acido S-fenilmercapturico fijando un valor limite de 25
Mg/g de creatinina en orina al final de una jornada laboral.

Para completar el monitoreo bioldgico de la exposicidon se emplean también marcadores de
efecto como es el hemograma mensual donde se puede determinar el impacto de la posible

exposicion prolongada al benceno sobre el tejido hematopoyético del trabajador.

n-Hexano

El n-hexano es un hidrocarburo de cadena lineal, saturado, obtenido a partir de ciertas frac-
ciones del petréleo luego de varias etapas de cracking. El hexano comercial consiste de una
proporcion de entre el 20 al 85 % de n-hexano mientras que el resto esta formado por varios
isobmeros del hexano, como por ejemplo 2-metilpentano, 3-metilpentano, 2,3-dimeltilbutano,
ciclopentano, ciclohexano y pequenas cantidades de pentano y heptano, acetona y metil-etil-
cetona. Es posible encontrar trazas de benceno (0,05%).

Entre sus usos principales se encuentra el de disolvente industrial, siendo utilizado en
adhesivos y plasticos, en la extraccion de aceite vegetal (aceite de soja, lino, etc.) y en la
industria farmacéutica. También es de uso comun en la limpieza de textiles, muebles y

productos de cuero.

Tipos de exposicion

Las personas principalmente afectadas por intoxicaciones con n-hexano son los trabajado-
res de las industrias donde se emplea este solvente y los adolescentes y niflos que practican la
inhalaciéon de pegamento. Por lo tanto, si bien la via de exposicién principal es la inhalatoria, en

ciertas circunstancias la via dérmica puede adquirir relevancia.

Efectos de la exposicion crénica al n-hexano

El érgano o tejido blanco del n-hexano en una exposicion crénica es el sistema nervioso pe-
riférico (SNP).

La afeccion tipica de este tipo de intoxicaciones es la polineuropatia sensoria-motriz ascen-
dente. Antes de que comiencen a manifestarse los sintomas neuroldgicos, en general la perso-
na presenta pérdida de peso, nerviosismo, anemia y dolor de cabeza y de piernas; a los cuales
se agrega sintomatologia relacionada con el SNC que incluye disartria, incoordinacion motora y
dificultades visuales, las cuales pueden ser enmascaradas por una polineuritis. La neuropatia

periférica se observa después de una inhalacién prolongada y repetida del hexano. Los prime-
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ros sintomas constan de un adormecimiento simétrico y parestesias en la parte distal de las
extremidades, sobre todo en los pies y manos (sindrome de guante-media). Los sintomas me-
joran después de que la exposicion cesa y los casos leves pueden recuperarse totalmente
mientras que en los casos mas graves la recuperacioén es soélo parcial.

La afeccion se debe a que se produce una axonopatia distal. Los dafios en los nervios de-
tectados inicialmente indican alteraciones multifocales que consisten en inflamaciones axonales
debidas a acumulacion de neurofilamentos de unos 10 nm de longitud y numerosas mitocon-
drias con varios grados de degeneracion, microtubulos y reticulo endoplasmatico liso, que se
producen en los axones mas largos y de mayor diametro que van a los musculos tibiales.

No solo los axones de mayor diametro resultan afectados, también sufren las consecuen-
cias de la exposicién crénica al hexano los axones de menor diametro cuyo dafio es el que se
relaciona con la pérdida de sensibilidad posicional.

Estas alteraciones se producen en zonas cercanas a los ndédulos de Ranvier mas distales y
puede darse en nédulos vecinos o alternos.

Cuando la patologia progresa se producen adelgazamientos de la vaina de mielina, la cual
se retrae y puede llegar a desintegrarse completamente y luego producirse la ruptura de la fibra
nerviosa. La misma inflamacién puede producirse en la zona internodal asi como en otras zo-
nas alejadas de los sitios de inflamacién se pueden presentar estrangulamiento y pérdida de
vaina de mielina. Como respuesta pueden producirse excesos de células de Schwann donde
se ha perdido la vaina de mielina para generar procesos de remielinizacion que da origen a
segmentos cortos alternados.

Ademas se produce un efecto panal donde las células de Schwann emiten prolongaciones
que ingresan al citoplasma del axén generando una deformaciéon mayor aun.

A medida que avanza la exposicion, estas alteraciones se extienden a lo largo de los ner-

vios afectados y se producen afecciones en otros nervios.

Distribuciéon y Metabolismo

Luego de seguir la ruta general de absorcion y distribucién compartida por los solventes tra-
tados en este capitulo, entre el 15 y el 17% del hexano inhalado llega al higado y es metaboli-
zado por las oxidasas de funcion mixta CYP 450 formando alcoholes que son conjugados con
acido glucurénico o convertidos a diéxido de carbono. El 1-hexanol y el 3-hexanol son los me-
tabolitos menos téxicos, siendo el primero oxidado a acido hexandico el cual entra al metabo-
lismo de los acidos grasos y se oxida completamente.

El 2-hexanoles el metabolito mas importante, ya que da origen a la 2,5-hexanodionala cual
es responsable del dafio neurolégico, siendo posible identificarla en la orina. Los otros metabo-

litos finales principalmente encontrados en orina son y-Valerolactona y 2,5-dimetil-furano.
Mecanismo de accién

Se ha postulado que la accidon del hexano, en particular del metabolito implicado en su

accién neurotodxica, la 2,5-hexanodiona, no sélo se produce sobre el axén sino también
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sobre las células de Schwann debido a su liposolubilidad, basados en que tanto los axones
inflamados como los normales sufren desmielinizacion y en que las células de Schwann
también sufren procesos inflamatorios ademas de verse superada su elasticidad en las
zonas inflamadas de los axones.

Son varios los mecanismos de accién propuestos por los cuales la 2,5-hexanodiona media
los dafios en los nervios. Entre ellos podemos incluir la inhibicién de la glucélisis axonal ya que
inhibe selectivamente una isoenzima neuronal de la enolasa, importante enzima de la via de
degradacion de glucosa. La inhibicion resultante de la glucdlisis implica una disminucion del
aporte energético lo cual deriva en una alteracion del transporte axonal especialmente en los
sectores con mayor requerimiento energético como los nodos de Ranvier.

Ademas de este efecto inhibitorio de vias metabdlicas se han postulado alteraciones fisico-
quimicas de los neurofilamentos debidas a uniones covalentes entre la 2,5-hexanodiona y los
grupos -amina de las lisinas de los neurofilamentos o de las proteinas del citoesqueleto axonal
dando compuestos pirrolicos.

Si bien el niumero de aductos pirrolicos que se forman por proteina es bajo (1-2 aductos por
molécula), dada la baja solubilidad de las proteinas presentes en los neurofilamentos y la con-
centracion relativa que tienen estas proteinas y los aductos formados en los neurofilamentos es
probable que aumente aun mas su hidrofobicidad generando la agregacion de los mismos en
las zonas afectadas. Sumado a esta hipétesis se cree que los residuos -amina que reaccionan
con la 2,5-hexanodiona estan involucrados en reacciones importantes en los procesos de
transporte de neurofilamentos lo cual afecta al citoesqueleto del axén. Estas interacciones alte-
ran las cargas naturales de las proteinas involucradas lo cual resulta en alteraciones en proce-
sos de fosforilaciéon y en la interaccion de los neurofilamentos con los microtubulos y con otros
componentes del citoesqueleto.

Otros mecanismos que se asocian a los anteriores indican que la 2,5-hexanodiona produce
alteraciones en la bicapa lipidica y el balance iénico a través de la misma lo cual influye en la
degeneracion de la capa de mielina y en los cambios axonales. Asi mismo, se cree que este
compuesto inhibe proteasas involucradas en la degradacién de los neurofilamentos con lo cual

el recambio de los mismos se ve alterado y se favorece la acumulacion de neurofilamentos.

Diagnéstico: Biomarcadores

El biomarcador de exposicién empleado para la vigilancia de la salud en trabajadores ex-
puestos a n-hexano es la 2,5-hexanodiona. Se determina en muestras de orina emitidas 30
min. Después de la exposicion, es decir al final de la jornada laboral. Si no se puede procesar
en el momento se debe refrigerar la muestra hasta su determinaciéon. Es necesario realizar una
hidrdlisis acida previa en la muestra para liberar la 2,5-hexanodiona que se elimina conjugada.
Este proceso permite incrementar en 3 a 6 veces el nivel de 2,5-hexanodiona que puede detec-
tarse respecto a la determinacién en la muestra sin hidrdlisis previa. La deteccion se realiza

mediante técnicas de HPLC-UV, siendo el valor normal menor o igual a 5 mg/g creatinina.
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Tolueno

El tolueno (C¢HsCHS3) es un liquido no corrosivo, volatil y con olor aromatico. Se produce a
partir de las siguientes fuentes principales: la conversién catalitica del petrdleo, la aromatiza-
cion de los hidrocarburos alifaticos y como subproducto de la industria en los hornos de coque.
La mayoria de la produccion se realiza en la forma de una mezcla de benceno, tolueno y xileno
que es utilizada como antidetonante en las naftas para aumentar el indice de octanos. El to-

lueno crudo puede contener aproximadamente un 24 % de benceno. Tiene ademas un niumero
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de usos industriales: solvente, disolventes de pinturas, gomas, impresion, cosméticos, indus-
trias de los adhesivos y resinas, como material de sintesis para otros quimicos y combustibles.
Considerando la elevada volatilidad del tolueno y su baja solubilidad en agua, la mayoria del to-

lueno que alcance o esté presente en cuerpos de agua naturales sera liberado hacia la atmdsfera.

Tipos de exposicién

Las poblaciones expuestas laboralmente son las involucradas en la produccidén del to-
lueno o en su uso. Este solvente es el principal solvente utilizado como droga de abuso ya
que se encuentra presente en pegamentos. La inhalacién es la ruta predominante de expo-

sicion en ambos casos.

Efectos de la exposicién crénica a tolueno

El tolueno genera efectos principalmente sobre el sistema nervio central (SNC) tanto en la
exposicion aguda como en la cronica.

En la exposicidn aguda se produce un sindrome narcético como el descripto para los sol-
ventes en general.

La intoxicacion cronica conduce a encefalopatias que se presentan como un sindrome
psico-organico debido a un envejecimiento precoz de funciones corticales, disfuncién cere-
belosa, dafio en los nervios craneales, atrofia cortical y encefalopatia. Estas alteraciones
derivan en sintomatologia como alteraciones en la memoria, la concentracién, aspectos
cognitivos, pérdida de interés, apatia y falta de iniciativa, fatiga anormal, irritabilidad, cam-
bios de humor y demencia.

También se han presentado patologias renales asociadas con el consumo crénico de to-
lueno, como acidosis tubular renal, célculos renales, glomerulonefritis e insuficiencia renal, asi
como dafios hepaticos que llevan a hepatitis tdxica e insuficiencia hepatica.

Usualmente este sindrome se asocia con nauseas, vomitos, alteraciones en la motricidad fi-
na, en la vista y en los movimientos oculares.

El discontinuar la exposicién crénica al tolueno produce el mejoramiento de algunos
efectos, sin embargo se observa en muchos individuos, que han aspirado pegamento por
periodos prolongados, que aun cuando se ha interrumpido el consumo existen alteraciones
neuroldgicas irreversibles.

El tolueno atraviesa la placenta y produce efectos teratogénicos. Estudios en mujeres emba-
razadas expuestas han indicado que los principales efectos producidos son muerte perinatal,
anormalidades craneo-faciales, retardo en crecimiento fetal, nacimiento prematuro y bajo peso
al nacer. Luego del nacimiento se han registrado retrasos en el desarrollo y crecimiento asi

como trastornos cognitivos, del lenguaje y de las habilidades motoras.
Distribuciéon y Metabolismo

Al igual que los solventes que hemos estudiado en este capitulo, luego de ingresar en el or-

ganismo se distribuye en los tejidos dependiendo del contenido graso de los mismos vy la irriga-
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cion. Por ello alcanza inicialmente el sistema nervioso central y luego otros tejidos grasos (hi-
gado, tejido adiposo, etc.).

El 20% del tolueno es eliminado por via pulmonar sin cambios (aire exhalado) y el resto del
tolueno se metaboliza principalmente en el higado.

La ruta metabdlica del tolueno involucra la oxidacion de la cadena lateral por la accién se-
cuencial del citocromo P450, la alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa que con-
ducen a la producciéon de acido benzoico. Este compuesto se transforma en acido hipurico,
principal metabolito eliminado en orina, a través de dos reacciones secuenciales: inicialmente
se genera benzoil-CoA catalizado por la enzima benzoil-CoA sintasa y una segunda reaccion
que genera el acido hipurico por conjugacion del intermediario (Benzoil-CoA) glicina (Gly) cata-
lizada por la Gly-N-Benzoiltransferasa.

Se producen otros metabolitos menores como el o-cresol y el p-cresol. Un metabolito menor
pero que es especifico para la exposicién al tolueno es el S-bencil-N-acetil-L-cisteina. El meta-
bolismo del tolueno esta mediado por varias isoenzimas que varian en su expresion de acuerdo
a la dieta, especies, edad, raza, sexo y la co-exposiciéon a otros compuestos que emplean las
mismas isoformas del CYP 450 en su metabolismo. Asi, por ejemplo, la co-exposicion a ben-
ceno y tolueno disminuiria el riesgo de desarrollar leucopenia en los trabajadores expuestos a
la combinacion de estos solventes respecto de la exposicion al benceno solamente. Esta com-
binacion, por otra parte, disminuye la eliminacién de acido hipurico. Lo mismo ocurre con una
disminucioén en las neuropatias desarrolladas en una exposiciéon a n-hexano y tolueno, respecto

de la exposicion a n-hexano.

Mecanismo de accién

El tolueno actua sobre el sistema dopaminérgico involucrado en los efectos gratificantes in-
ducidos por esta y otras sustancias. Se ha probado, en estudios realizados en ratas, que la
inhalacion de tolueno durante varias horas en niveles de 1000 a 2000 ppm genera en el tejido
estrial un aumento de dopamina.

El tolueno actia sobre varios receptores en el sistema nervioso, estos efectos en conjunto
generan la inhibicidon que da origen a los efectos observados.

El tolueno actia como agonista (aumenta la actividad) de los receptores de glicina, seroto-
nina (5HT3) y GABAAa. Estos receptores son canales idnicos que al ser estimulados conducen a
la despolarizacion de la célula y a la inhibicién.

Ademas de esos efectos, el tolueno presenta efectos antagonistas (disminucién de la activi-
dad) sobre los receptores nicotinicos y receptores de glutamato (NMDA, N-metil-D-aspartato).
Estos canales a diferencia de los anteriores son de caracter excitatorio, por lo cual la inhibicion
de la activacion de los mismos generara respuestas de caracter inhibitorio.

El tolueno funciona de manera similar al etanol sobre los receptores comentados, soélo que
el tolueno es mas potente ya que para obtener el mismo efecto que provoca el tolueno son

necesarias concentraciones 10 a 100 veces superiores de etanol.
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El tolueno ademés de ser antagonista de los receptores NMDA, en una exposicion prolon-
gada produce un aumento del nivel de estos receptores. También se produce una sensibiliza-
cion de los receptores NMDA, lo cual esta relacionado con los estados de hiper-excitabilidad de

los receptores glutamatérgicos una vez que ha cesado la exposicion.
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Figura 15: Botransformacion del tolueno

Debemos tener en cuenta que si bien el tolueno, a altas y bajas concentraciones, actua so-
bre los mismos blancos moleculares basicos; a bajas concentraciones (0,17 mM) los efectos se
producen por cambios en la actividad del receptor por interaccién del tolueno con los mismos,
mientras que a altas concentraciones (mayores a 20 mM) las alteraciones resultan de interac-
ciones no especificas debidas a variaciones en la permeabilidad de la membrana.

Asi mismo se ha demostrado que el tolueno altera la actividad de canales i6nicos voltaje

operados, ATP asas, acoplados a proteinas G y el sistema de sefalizacion de calcio.
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Por lo tanto el tolueno actia sobre varios blancos moleculares con diferente eficacia depen-

diendo de la duracion de la exposicion y la concentracion a la que se esta expuesto.

Diagnéstico: Biomarcadores

El tolueno en sangre venosa es el biomarcador de exposicion mas, especifico y sensible
especialmente cuando la exposicion se produce a bajas concentraciones (<1 ppm tolueno en el
aire). Sin embargo se requieren para determinarlo equipamiento costoso (GC-FID) y procedi-
mientos cuidadosos de recoleccién de muestra al principio del ultimo dia laboral de la semana.
Ademas debemos tener en cuenta que la estabilidad del tolueno en la muestra, ya que se ha
demostrado que las muestras almacenadas a 24°C o menos durante una semana pierden el
25% de tolueno inicial. Estas razones econdmicas y de procesamiento hacen que no sea el
biomarcador utilizado habitualmente.

El tolueno también puede ser determinado en el aire exhalado, sin embargo se requiere una
recoleccion de la muestra muy cuidadosa para evitar pérdidas de analito y en casos de exposi-
cion a bajas concentraciones procedimientos de concentracion costosos para poder detectarlo.
Por esto tampoco es empleado usualmente como biomarcador.

El acido hipurico urinario es el metabolito mayoritario del tolueno, mas del 75% del tolueno
inhalado es metabolizado en acido hipurico y excretado en orina 12 hs después de la exposi-
cion. Por ello ha sido considerado desde hace tiempo un biomarcador de exposicion. Puede
determinarse por técnicas espectrofotomeétricas o por HPLC con deteccion UV. Sin embargo, su
confiabilidad es limitada a bajos niveles de exposicién, asi como dependiente de las condicio-
nes de la exposicidn y de genotipos especificos para la aldehido deshidrogenasa.

La excrecion del acido hipurico ha sido correlacionada con la concentracion promedio en el
tiempo (TWA) de tolueno durante el turno de trabajo, por lo cual las muestras de orina deben
tomarse al final de la jornada laboral.

El acido hipurico presenta una limitada especificidad especialmente en exposiciones a bajas
concentraciones de tolueno debido a que los niveles pueden estar influenciados por la dieta, ya
que este compuesto deriva del acido benzoico, utilizado como conservante en una gran canti-
dad de productos, y por el consumo de algunos farmacos como el acido acetilsalicilico.

El o-cresol es un metabolito menor del tolueno (menos del 1% del tolueno se metaboliza
en o-cresol) que también ha sido considerado como marcador de exposicion. Sin embargo,
tampoco es especifico, los niveles de o-cresol estan influenciados por el tabaquismo, diferen-
cias entre sexos, consumo de alcohol y actividad fisica. Ademas su medicidon es mas compli-
cada que para el acido hipurico, ya que involucra derivatizacion de la muestra y determina-

cion por CG.

Cloroformo

El cloroformo, triclorometano o tricloruro de metilo, es un compuesto quimico de férmula

CHCI3. Puede obtenerse por cloracion como derivado del metano o del alcohol etilico o,
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mas habitualmente en la industria farmacéutica, utilizando hierro y acido sobre tetracloruro
de carbono.

A temperatura ambiente, es un liquido volatil, no inflamable, incoloro, de olor caracteristico a
frutas y sabor dulce y ardiente. Aunque no es inflamable, por accién del calor pueden explotar
los recipientes que lo contienen.

El cloroformo en trazas puede generarse de manera natural y se forma también al clorar el
agua potable o las aguas residuales.

Inicialmente se lo utilizé como anestésico, hasta 1940 donde fue reemplazado por otros de
mayor seguridad. También se lo utilizaba ampliamente para sintetizar compuestos como el
cloro-difluorometano empleado como refrigerante. Actualmente se emplea como materia prima
en la industria quimica (fabricacion de resinas, plasticos, etc.), como desengrasante de meta-
les, como disolvente en procesos industriales y en el laboratorio. Es también utilizado en biolo-
gia molecular para varios procesos, como la extraccion de ADN de lisados celulares. Asimismo,
es usado en el proceso de fijacion de muestras histolégicas post mortem.

La principal situacion de exposicidén a este solvente es la relacionada con los ambitos labo-
rales por inhalacién de sus vapores fundamentalmente.

La EPA (Environmental Protection Agency) fija normas sobre la cantidad permitida de nume-
rosas sustancias que pueden resultar nocivas en el ambiente. Para el agua potable, la EPA
establece un limite en el total de trihalometanos, dentro de los cuales se incluye al cloroformo,
de 100 ppb. Ademas, la EPA requiere que los derrames de cloroformo al medio ambiente de 10
libras o mas se notifiquen al Centro Nacional de Respuesta (National Response Center). La
OSHA (Ocupattional Safety and Health Administration) establece los niveles de cloroformo
permitidos en el aire de los lugares de trabajo en Estados Unidos. El limite de exposicion per-
misible en el trabajo es de 50 ppm 6 240 mg/m3 (valor techo) en el aire durante una jornada
laboral de 8 horas y una semana de trabajo de 40 horas. Como vemos los valores propuestos
por las distintas agencias varian debido a que se toman diferentes criterios de vias y tiempos

de exposicién para establecerlos.

Distribuciéon y Metabolismo

El cloroformo sigue los mismos mecanismos de absorcién y distribucion de los solventes en
general, y es conducido en sangre al higado, los rifiones y el tejido graso principalmente. En el
higado se produce su metabolizaciéon. El principal metabolito del cloroformo es el fosgeno que
se produce por una reaccion mediada por el sistema CYP450 (Fig. 5).

Cuando se combina con agua genera HCl y CO,. Esto puede ocurrir a nivel pulmonar donde
el CO, es exhalado y el HCI puede ser uno de los responsables de la neumonia por inhalacion
que se produce en estas intoxicaciones.

El principal dafio en las intoxicaciones con cloroformo es debido a la unién covalente del
fosgeno formado durante la biotransformacion, el cual es el principal responsable de la toxici-
dad de este compuesto ya que se une covalentemente a sulfhidrilos de macromoléculas gene-

rando los danos observados en estas intoxicaciones.
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Una parte del cloroformo se elimina por exhalacién y solo una pequefia cantidad de produc-

tos de degradacion sale del cuerpo en la orina y las heces.
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Figura 16. Biotransformacion del Cloroformo. Se resaltan en rojo los metabolitos, en azul las enzimas que catalizan la
reaccion y en verde los co-factores de reaccion.

Efectos de la exposicién crénica a cloroformo

Los érganos blanco del cloroformo en una exposicion crénica son el higado y los rifio-
nes. Estos efectos pueden estar potenciados por otros compuestos como alcoholes alifati-
cos o cetonas.

Es importante tener en cuenta que se han demostrado tolerancia o adaptacién a los
efectos hepato-renales del cloroformo en algunas lineas de ratones. Se han observado
respuestas regenerativas que protegen a los érganos del dafio provocado por cloroformo o
dafios menores cuando los animales se exponen a dosis repetitivas de cloroformo frente a
los observados con una Unica dosis. Esto se debe principalmente a la inhibicion del sistema
P450 para evitar la biotransformacion del compuesto y a un aumento de la eliminacién del
cloroformo en el aire exhalado.

Sin embargo, se ha probado el poder carcinogénico del cloroformo en roedores. La genera-
cion de tumores en higado y/o rifidn depende de la especie, el sexo, la ruta de exposicién y el
medio en el que es administrado. En este sentido los machos generalmente presentan necrosis
en el rifidn debidas a la exposicion a cloroformo, mientras que las hembras no; esto se debe a

diferencias en la actividad de CYP renal mediadas por testosterona.
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EPA clasifica al cloroformo dentro del grupo B2 como potencial carcin6geno en humanos, lo
cual indica que hay suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales y poca o inadecuada

evidencia en humanos.

Mecanismo de accién

Su principal metabolito, el fosgeno, es el principal responsable de la toxicidad hepatica y re-
nal. Inicialmente el fosgeno es conjugado con GSH para eliminarlo, lo cual deriva en la deple-
cion del GSH. Cuando esto ocurre, el fosgeno puede unirse covalentemente a proteinas y lipi-
dos en higado y rifidn, lo cual genera alteraciones en las membranas y otras estructuras celula-
res que derivan en la necrosis del tejido y en una respuesta proliferativa para intentar repararlo.
En este contexto se producen también la promocién de tumores por la expansion clonal de
células que presentan alteraciones espontaneas en el ADN, y por la alteracion en la expresion
de ciertos genes como myc y fos.

Asi mismo, el cloroformo forma aductos con dos fosfatidil etanolaminas generando fosfatidil
etanolamina modificadas principalmente en la membrana mitocondrial lo que genera alteracio-
nes ultraestructurales en esas membranas y por lo tanto en la funcién de la organela; en espe-
cial en la captacion y liberacién del calcio.

No hay evidencias de que el cloroformo o sus metabolitos se unan al ADN, sin embargo, pa-
rece que la unién de los mismos a las histonas juega un papel central en el control de la expre-
sion génica y en la carcinogenicidad de este compuesto. Otra hipotesis es que el estrés oxidati-
vo y la deplecién de GSH inducida por el cloroformo generan genotoxicidad indirecta que con-

tribuye a la carcinotoxicidad.

Diagnéstico: Biomarcadores

Pese a que se puede medir la cantidad de cloroformo en el aire exhalado, en la sangre, en
la orina y en los tejidos del cuerpo, no contamos con pruebas fiables que determinen cuanta
exposicion de cloroformo ha habido, o si se experimentara efectos nocivos en la salud. La me-
dicién del cloroformo en los liquidos y los tejidos del organismo puede ayudar a determinar si
se ha estado en contacto con grandes cantidades de cloroformo.

Sin embargo, estas pruebas solo son de utilidad si se realizan poco después de que ha ha-
bido exposicion, debido a que el cloroformo sale rapidamente del cuerpo. Ademas, el clorofor-
mo puede derivar de otras sustancias quimicas (hidrocarbonos clorados) por lo tanto el cloro-
formo que esta en el cuerpo puede también indicar que se estuvo en contacto con otras sus-
tancias. Como estudios anexos en este tipo de intoxicaciones pueden determinarse los niveles
de las enzimas marcadoras de dano hepatico (fosfatasa alcalina FAL, alanino transaminasa
ALT y aspartato transaminasa AST). Estos niveles indicaran el estado del higado (biomarcado-
res de efecto) pero no nos permiten determinar si esas alteraciones son producidas por el clo-

roformo, es decir no son biomarcadores de exposicion.
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Tetracloruro de Carbono

El tetracloruro de carbono (CCl,) es un liquido incoloro, no inflamable y de olor dulzén. Se
obtiene haciendo pasar cloro por sulfuro de carbono, en presencia de pentasulfuro de antimo-
nio, y separando el tetracloruro de carbono del monocloruro de azufre formado (p.eb. 135,6°C)
por destilacion fraccionada.

El tetracloruro de carbono (CCl,) fue utilizado ampliamente como solvente, limpiador en se-
co, extinguidor de fuego, intermediario de sintesis, fumigante de granos y antihelmintico para
humanos. Su uso ha disminuido en forma constante desde 1970, debido a su toxicidad hepato-
renal, carcinogenicidad y contribucion a la disminucion en la capa de ozono. A pesar de esto,
parece ser una sustancia ubicua en el aire ambiental y es todavia encontrado en aguas subte-
rraneas de pozos cercanos a rellenos sanitarios. El tetracloruro es una clasica hepatotoxina,
aunque en humanos el dafo renal es a menudo mas severo.

La exposicion mas alta al tetracloruro de carbono es probable que ocurra en personas que
trabajan con este compuesto.

La EPA ha establecido un limite para el tetracloruro de carbono en el agua potable de 5 ppb.
La OSHA ha establecido un limite de 10 ppm en el aire del trabajo durante una jornada diaria

de 8 horas, 40 horas a la semana.

Efectos de la exposicién crénica al tetracloruro de carbono

El principal érgano blanco de este tipo de exposiciones es el higado. El dafio hepatico
incluye disociacion de los polisomas y ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso, des-
arreglo del reticulo endoplasmatico liso, inhibicion de sintesis proteica y acumulacion de
triglicéridos. El CCl, ingerido alcanza el higado, sufre activacion metabdlica, produce lipo-
peroxidacion, se une covalentemente e inhibe la actividad de la ATPasa mitocondrial en
minutos. Otro factor que esta involucrado en la esteatosis que se produce en esta intoxica-
cion es la hipometilacion del ARN ya que contribuye a la inhibicion de la sintesis de lipopro-
teinas. Resulta evidente la necrosis de células individuales a las 5 o 6 hs después de la
ingesta, progresando a necrosis centrolobular maxima dentro de las 24 a 48 hs. La mayoria
de las enzimas microsomales estan significativamente deprimidas. La actividad de las en-
zimas marcadoras de dafio hepatico aumenta en el suero generalmente en forma paralela a
la extensién de la necrosis del higado. La regeneracién celular, evidenciada por una sinte-

sis aumentada de ADN y progresion del ciclo celular alcanza su maximo de 36 a 48 hs.

Distribucién y Metabolizacién

Luego de la absorcién se distribuye por los tejidos al igual que los otros solventes. El tetra-
cloruro de carbono sufre procesos de biotransformacion en el higado mediados por el sistema
CYP450 que conducen a la formacién del radical triclorometilo por la eliminacion de un cloruro
de la molécula (deshalogenacion reductora).
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Este radical reacciona rapidamente con otras moléculas que sirvan de dadores de protones
(principalmente lipidos celulares) y genera cloroformo que se transformara a su vez en fosgeno
por reacciones enzimaticas mediadas por el sistema CYP450 (Fig 5).

Estos dos metabolitos son particularmente importantes ya que estan fuertemente involu-
crados en la accién toxica del tetracloruro de carbono: el fosgeno producido puede unirse
covalentemente a sulfhidrilos presentes en la biomoléculas de la célula y el radical tricloro-
metilo es el principal responsable de la peroxidacion lipidica que es una de las bases del
dano tisular resultante.

La mayor parte del tetracloruro de carbono es eliminado del cuerpo inalterado, pero cierta
cantidad puede transformarse a otras sustancias (por ejemplo, cloroformo, hexacloroetano y
anhidrido carbdnico) antes de ser eliminado del cuerpo.

Los estudios en animales han demostrado que bajo una variedad de condiciones, 34% al
75% se excreta en el aliento, 20% al 62% se excreta en las heces, y s6lo pequefnas cantidades

se excretan en la orina.

Mecanismo de accién

El mecanismo de dafo hepatico ha recibido mas atenciéon que ningun otro téxico, aunque
todavia existe considerable debate acerca de la importancia relativa de las distintas actividades
del CCl, especialmente la union covalente y la peroxidacion lipidica.

El CCl, sufre inicialmente una activacion metabdlica que lo convierte el radical

triclorometilo (CCl; ). Este radical extrae protones de los acidos grasos insaturados gene-
rando cloroformo y un radical 4cido graso.

Esta extraccion de protones de los acidos grasos poliinsaturados genera radicales organicos
altamente inestables que sufren una serie de reacciones entre las cuales podemos encontrar
re-arreglos de los dobles enlaces para generar dienos conjugados.

Ademas este radical puede unirse covalentemente a los acidos nucléicos iniciando de esta
forma cancer hepatico.

Estos radicales lipidicos también reaccionan rapidamente con O, para formar perdxidos lipi-
dicos, los cuales generan importantes dafios a la membrana plasmatica y enzimas celulares.

Este proceso altera a los lipidos de membrana, fundamentalmente asociados a fosfolipi-
dos, lo cual deriva en alteraciones en la permeabilidad de las organelas y en la homeosta-
sis del calcio. Se produce un aumento de calcio intracelular debido a un mayor flujo desde
el espacio extracelular debido al dafio producido en la membrana plasmatica y a un menor
secuestro intracelular. Este aumento de calcio intracelular activa la fosfolipasa A2, lo cual
aumenta el dafio a la membrana. Ademas se producen desregulaciones en las actividades
de ciertas enzimas como calmodulina, fosforilasa y proteinquinasa C que estan involucra-
das en cascadas de sefializacién que llevan a la muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

Por otra parte las alteraciones en la homeostasis del calcio generan liberaciéon de cito-
quinas y eicosanoides en células de Kupffer, generando asi infiltracion de neutrdéfilos y da-

fio hepatocelular.
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La generacion inicial del radical CCls- también resulta en una unién covalente al CYP, lo
cual genera su inactivacion. Por ello en ciertos casos una exposicion inicial a dosis subleta-
les de tetracloruro de carbono puede tener ciertos efectos protectores frente a subsiguien-
tes exposiciones ya que el sistema que interviene en su activacion metabdlica se encuentra
inhibido. Por otro lado el cloroformo sufre una segunda etapa de reacciones oxidativas me-
diadas por el sistema CYP450 para generar fosgeno, el cual el capaz de unirse covalente-
mente a sulfhidrilos presentes en proteinas y acidos nucléicos generando importantes alte-

raciones en la célula.

Diagnéstico: Biomarcadores

La manera mas conveniente es simplemente medir tetracloruro de carbono en el aliento. El
tetracloruro de carbono se puede medir también en la sangre, el tejido graso y en otros tejidos.
Aunque estos examenes pueden demostrar que una persona ha estado expuesta al tetracloru-
ro de carbono, los resultados no pueden usarse para predecir con certeza sii ocurriran efectos
adversos. Debido a que el tetracloruro de carbono abandona el cuerpo relativamente rapido,
los examenes son solamente de utilidad para detectar exposiciones recientes (durante 3 a 4
dias antes del examen).

Los efectos de los solventes se resumen en el siguiente esquema Figura 17 en donde se
detallan las caracteristicas de los toxicos estudiados haciendo énfasis en los aspectos que los

vinculan entre si y aquellos que los diferencian.
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Figura 17. Cuadro comparativo de la toxicocinética, efectos agudos/crénicos y 6rgano blanco
del benceno, n-hexano, tolueno y CHCI5/CCI..
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CAPITULO 6
Toxicidad de los metales

Maria Alejandra Rasile

La denominacién “metales toxicos o metales pesados” desde el punto de vista toxicolo-
gico es general e incluye a un grupo de metales y no metales o metaloides como el selenio
y el arsénico.

Resulta bien conocido que dentro de este grupo de elementos existen metales que a niveles
traza son nutrientes esenciales para el organismo humano mientras que, en funcion de su
dosis, otros pueden resultar extremadamente toxicos.

Entre los metales considerados oligoelementos podemos mencionar:

*

con funciones esenciales: hierro, zinc y magnesio.
* con funciones metabdlicas importantes: cobalto, cobre, manganeso, magnesio, mo-
libdeno, calcio, cromo, sodio, potasio, niquel, zinc y selenio. A esta lista podrian in-
corporarse el estafio y el silicio.

En cuanto al grupo de metales sin funcién biolégica y con mayor toxicidad conocida pode-
mos listar los siguientes: aluminio, arsénico, berilio, cadmio, cromo, mercurio y plomo.

El estudio de la toxicologia de los metales pesados incluye la busqueda de informacion y
indagar en cuanto a:

- origen del toxico,

- fuentes de exposicion,

- dosis toxicas en el hombre,

- forma quimica (organica o inorganica) en la cual son introducidos en el organismo y el
estado de oxidacién, que puede determinar el caracter toxico de un metal y su distri-
bucién en el ambiente (especiacion),

- absorcion, distribucion, posibilidad de depédsitos en tejidos (hombre, animales y
plantas) y excrecion,

- entendimiento del metabolismo y mecanismo de accién biolégico de los metales, par-
ticularmente a nivel de tejido y célula donde pueden ocurrir efectos especificos,

- posibles biomarcadores de efecto, de exposicién o de susceptibilidad,

- tipo de exposicion (aguda o crénica),

- cuali-cuantificacion analitica de las especies téxicas en diferentes matrices, para

diagndstico de intoxicacion, monitoreo bioldgico y ambiental,
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- posibles tratamientos de las intoxicaciones (generalmente quelantes)que son de inte-
rés para el médico toxicologo,

- legislacion vigente. En Argentina no existen lineas base de metales pesados en
suelos urbanos o agricolas, lo que obstaculiza el control de la contaminacion de
distinto origen.

Siendo los Téxicos metalicos una importante fuente de riesgo para la salud y el medio am-
biente, la actividad antropogénica es una causa frecuente de exposicién pues actia concen-
trando los metales y produciendo en muchas ocasiones exposicion ambiental, laboral y domici-
liaria a través de los alimentos, aire, agua contaminados.

Los metales se redistribuyen en el medio ambiente mediante ciclos geoquimicos, ciclos bio-
I6gicos y una combinacion de estos, los ciclos biogeoquimicos.

En los ciclos geoquimicos, las lluvias disuelven rocas y minerales transportando fisica-
mente material hacia los cursos de agua como arroyos y rios, estos los depositan y distri-
buyen hacia los suelos adyacentes y, eventualmente luego pueden ser arrastrados hacia el
océano, precipitados 6 ser tomados nuevamente por las lluvias y ser reubicados en cual-
quier parte del planeta.

Durante los ciclos biolégicos se produce la bioconcentracién de metales en plantas y anima-
les, en consecuencia los mismos se incorporan a la cadena alimenticia con la posibilidad de
bioacumularse en los organismos participantes e incluso biomagnificarse y llegar al hombre en
concentraciones toxicas.

La actividad industrial también contribuye a la redistribucion de los metales en el medio am-
biente, removiendo metales de sus minerales, generando nuevos compuestos y aumentando la
descarga de metales hacia la tierra, el agua y la atmésfera.

En particular el ciclo biogeoquimico, es una representacion de la circulaciéon de un elemento
6 compuesto quimico a través de los diferentes compartimentos medioambientales de la tierra:
litosfera (corteza terrestre), hidrosfera, atmdsfera y biosfera mediante una serie de procesos.

La circulacion de los elementos es el resultado de diversas interacciones entre la materia y
la energia, y esta propulsado por la radiacién solar, energias mecanicas y quimicas, y por la
energia terrestre. Los metales pesados circulan a través de todos los compartimentos con dife-
rente tiempo de residencia, pero los correspondientes a suelos y sedimentos varian entre cien-
tos y millones de afos, por lo que pueden considerarse como reservorios temporales. Los me-
tales vuelven a ser re movilizados de estos depdsitos dependiendo de varios factores como
especie quimica, pH del suelo o curso de agua, condiciones naturales o condiciones generadas
por el hombre, etc.

En sistemas biolégicos y a dosis elevadas, muchos metales pueden afectar multiples
sistemas organicos; pero a bajas dosis, cada metal tiende a afectar un tejido u 6rgano es-
pecifico, por lo que es importante el estudio de las lesiones producidas por los toxicos so-

bre diferentes sistemas.
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Resulta de gran importancia el estudio del toxico en particular sobre cada uno de los siste-
mas o aparatos que afecta. En este sentido se buscan biomarcadores de exposicion, toxicidad
y susceptibilidad.

Los biomarcadores de exposicion, también denominados monitores bioldgicos, tienen un
amplio uso por ejemplo en monitoreos del personal expuesto a nivel laboral, usando como
muestras para el analisis de la presencia de metales sangre y orina. El advenimiento de la bio-
logia molecular expande las posibilidades de uso de estos tres biomarcadores como por ejem-
plo proveer valores guia para la prevencion de la exposicién 6 para la intervencién terapéutica.
El objetivo buscado es relacionar los sintomas o los niveles detectados de metales en muestras
biolégicas o ambientales con una intoxicacion aguda 6 crénica segun el tipo de exposicion.

A los efectos de realizar los monitoreos bioldgicos y desarrollar un criterio para la seleccion
de muestras, resulta Util conocer la forma de exposicion (aguda o crénica), las vias de entrada
y el o los mecanismos de depdésito y eliminacion de los metales en el hombre.

En una exposicidon aguda las manifestaciones clinicas aparecen rapidamente después de la
exposicidén y contacto con el téxico. La dosis del téxico que produce un cuadro agudo varia
segun el tipo de metal involucrado, su forma y especie quimica, etc.

En general, luego de una exposiciéon crénica a metales las manifestaciones clinicas suelen
aparecen luego de 3 a 6 meses e incluso afios después de la exposicion. La dosis involucrada
es pequeia, continua y muchas veces con efecto acumulativo. En un alto porcentaje presen-
tan secuelas a largo plazo.

En general se conocen como posibles vias de ingreso de metales al organismo a las siguien-
tes: inhalatoria, dérmica, oral (agua, alimentos contaminados, proétesis metdlicas) y la transferen-
cia vertical madre-hijo a través de la placenta o por la leche materna. La via inhalatoria en perso-
nal expuesto en industrias (ambientes fabriles o talleres metalirgicos) se considera una de la mas
importantes y habituales, la forma de exposicién es a través de material particulado, vapores o
gases, siendo estos ultimos generalmente compuestos organometalicos (carbonilos de niquel,
cobalto por ejemplo); estas combinaciones son mucho mas téxicas que las formas elementales
de los metales. Por lo anteriormente expuesto, se observa en la mayoria de las legislaciones
laborales, una especial preocupacioén por la proteccién de los empleados mediante el uso obliga-
torio de equipos de proteccion personal (EPP) y el continuo monitoreo del ambiente de trabajo
realizando mediciones ambientales de metales a través de diferentes muestreos.

Otra ruta de exposicion importante en ambientes industriales es la via dérmica; los me-
tales en forma elemental, polvos o gases, pueden provocar dermatitis, alergias y distintos
tipos de cancer.

La toxicidad de un metal esta definida por la via de entrada, por la especie quimica involu-
crada y su estado de oxidaciéon. Uno de los mejores ejemplos lo constituye el mercurio (Hg),
que al ser ingerido en su forma elemental resulta practicamente atéxica, mientras que una sal
de mercurio soluble produce dafo a nivel renal (rifidén) y la forma organica de mercurio el metil-

mercurio llega facilmente e ingresa a nivel nervioso (SNC) produciendo dafios neuroldgicos por
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su lipofilicidad. EI mismo metal via inhalatoria, tanto el metil-Hg como el vapor de mercurio
atomico se absorben un 80 %.

Resulta importante retomar un tema de inmensa complejidad, el de las especies quimicas.
El contenido total de un elemento presente en una muestra no es el factor principal para deter-
minar su toxicidad, sino la proporcion de las distintas especies quimicas presentes una matriz
determinada. Existen dos ejemplos clasicos que ilustran este concepto: el As (lll) resulta mucho
mas toéxico que el As(V), pues soélo el arsénico trivalente puede unirse a los grupos tioles de las
proteinas; el Cr(VI) resulta mas téxico que el Cr(lll) pues es mas soluble en agua que la espe-
cie trivalente y una vez que logro ingresar en el interior de la célula, pasa a varios estadios
intermedios de reduccion — Cr(V), Cr (IV) — todos ellos con la capacidad de unirse al ADN y
provocar mutageénesis.

En cuanto al deposito de metales en el organismo, se sabe que la mayoria de ellos una vez
absorbidos, circulan unidos a la fraccidn proteica del plasma, mediante la unién a grupos fun-
cionales como sulfihidrilos, amino, fosfato, imidazol e hidroxilos por los cuales son muy afines
en la mayoria de los casos. La distribucion refleja la diferente capacidad que tiene cada espe-
cie metdlica para atravesar membranas y para permanecer unidos a los diferentes componen-
tes de los tejidos u érganos.

El proceso de eliminacion de metales en una intoxicacion, requiere de ciertos tratamien-
tos, debido a que nuestro organismo no puede metabolizarlos de la misma forma que lo
hace con las moléculas organicas, lo que define en algunos casos una larga permanencia
de ciertos metales. A pesar de esto se conocen mecanismos especializados de quelacién y
oxidorreduccion, que fundamentan los diferentes tratamientos de intoxicacién utilizados
que pueden modificar la excrecién y la toxicidad. La via principal de eliminacién de los me-
tales es a través de quelatos hidrosolubles por via renal y gastrointestinal. La via renal
requiere previamente que los metales circulen en forma soluble unidos a proteinas endé-
genas como la albumina o las metalotioneinas, siendo estas Ultimas las preferidas por su
pequefo tamano (5-6 kDa), el cual les permite atravesar libremente los glomérulos y llegar
de esta forma a la orina. Otras rutas de eliminacion de menor importancia que contribuyen
a la detoxificancién son el sudor, el aliento y las faneras (pelos y ufias), estas ultimas ma-
trices denominadas no tradicionales son de importancia toxicoldgica para la determinacién
de exposiciones crdnicas (ej. Talio, Arsénico en pelo y ufias).

Los andlisis pueden realizarse sobre distintos segmentos del cabello de modo tal que el
contenido del metal del nuevo crecimiento puede compararse con exposiciones pasadas. Se
debe tener la precaucion de lavar el pelo previamente al analisis para remover el depésito de
metal por la contaminacioén externa.

Las metalotioneinas (MTs) mencionadas anteriormente, constituyen una familia de proteinas
ricas en cisteina, de bajo peso molecular (entre 5000 y 6000 Da), presentes en procariotes y
eucariotes, con elevado contenido en cisteina (30-35 %) y con una marcada capacidad para
combinarse con iones metalicos Se encuentran en el aparato celular de Golgi. Poseen la capa-

cidad de unirse a metales pesados, a través de los grupos tiol (-SH) presentes en sus restos
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aminoacidicos ricos en cisteina. Las MTs son inducibles por metales esenciales como Cu y Zn
y por metales no esenciales como Cd, Ag y Hg, tanto en vertebrados como en invertebrados.
Por esta razén se consideran potenciales biomarcadores de exposicion y ‘sefiales de alerta
temprana’ para la presencia de estos contaminantes. Dentro del metabolismo celular, se le
han asignado multiples funciones, desde un papel central en la homedstasis celular de
ciertos metales pesados esenciales (“pool” citosélico de Zn y/o Cu), la detoxificacién de
metales pesados no esenciales, hasta su participacién en ciertos procesos inflamatorios y
la inactivacién de radicales libres.

La variacion en el nivel de MT es indicador de exposicion a xenobidticos, de situaciones
ambientales adversas asi como de situaciones de estrés fisiolégico. Como tal, esta res-
puesta puede utilizarse tanto a nivel de la toxicologia laboral, clinica y en estudios ecotoxi-
coldgicos. A este respecto, se encuentra en fase experimental su utilizacion con fines de
diagndstico ambiental.

Se conocen numerosos agentes inductores de MT, tales como Zn, Cu(ll), Cd(Il) y Hg(ll),
productos farmacéuticos, alcoholes, citoquinas, etc. La magnitud de la respuesta depende de la
naturaleza del inductor, destacandose la respuesta cuantitativa a los metales pesados.

La funcidn real de las MT sigue siendo motivo de debate, quedando aun sin precisar su fun-
cion basica dentro del metabolismo celular. La gran variedad de situaciones que motivan su
induccion parece justificar que estas sean proteinas polifuncionales. El principio clasico "una
proteina, una funcién" ha convertido a las MT en un caso de gran interés. La antigiiedad de la
MT en términos evolutivos, su presencia en gran parte de las especies analizadas y su estruc-
tura altamente conservada parece evidenciar un rol crucial en el metabolismo celular.

El nivel basal de las MT es bastante elevado, aumentando notablemente en circunstancias
de estrés fisioldgico. Las MT constitutivas se hallan unidas a Zn y Cu casi en su totalidad.

La MT también participa en la inactivacién de radicales libres constituyendo una linea de de-
fensa celular contra reactivos electrofilicos mediante su alto contenido de grupos sulfihidrilos.

Ademas, son buenos indicadores de situaciones de estrés. Dado que la respuesta celular
antecede al dafio fisiolégico observable, podrian actuar como indicadores moleculares para
controlar precozmente la exposicién a metales.

A efectos de establecer una relacién dosis-respuesta, es necesario conocer tanto la concen-
tracion del metal como el tiempo de exposicion. La definicidn mas precisa de dosis es: la canti-
dad de metal dentro de las células del 6rgano que manifiesta efectos toxicos. Sin embargo la
cuantificacion de metales dentro de los 6rganos no es posible en sujetos vivos. Se pueden
hacer estimaciones indirectas a partir de modelos metabdlicos derivados de las autopsias. Ma-
trices tales como sangre, orina y pelos son los tejidos mas accesibles para realizar las medidas.
Los resultados de dichas determinaciones reflejan exposicion reciente, pasada 6 de larga data,
dependiendo del tiempo de retencién y del tejido en particular.

En general las muestras de sangre y orina reflejan exposiciones recientes y se correlacio-
nan muy bien con los efectos agudos. Una excepcién es el Cd en orina, dado que su presencia

en alta concentraciéon implica un dano renal derivado de su acumulacion crénica en el rindn.
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Otro tipo importante de muestras para analisis de presencia de metales es el agua. Las
aguas de bebidas libres de materia en suspensién pueden ser analizadas directamente, mien-
tras que las que presentan materia organica requieren un procedimiento para solubilizar el ma-
terial suspendido. Los barros, sedimentos y otros tipos de muestras solidas pueden ser anali-
zadas después de un tratamiento adecuado.

También muchas veces se presentan muestras ambientales o alimentos para el andlisis en
los que resulta de interés conocer el contenido de metales. Desde el punto de vista cuantitativo,
las intoxicaciones por metales mas frecuentes provienen de la ingestion de agua o alimentos
contaminados, como ya se menciono anteriormente.

Previo a la cuantificacion de metales presentes en medios bioldgicos, es necesario efectuar
un tratamiento de la muestra, dependiendo el mismo de varios factores:

1- Material biolégico (orina, suero, sangre, visceras)

2- Metal en cuestion (volatilidad y formas no disociables del metal en el organismo)

3- Procedimiento utilizado para la determinacion final (colorimétrico, absorciéon atémica,
activacion neutrénica).

Los metales pesados se encuentran frecuentemente formando complejos con moléculas or-
ganicas y deben ser liberados de los mismos para poder determinarlos. Entre los métodos mas
utilizados para el tratamiento previo, pueden mencionarse:

a) Destruccion oxidativa por via humeda de la materia organica (DMO) de microondas y
empleando combinaciones de acidos y oxidantes como: acido nitrico, nitrico-agua
oxigenada, nitrico-sulfurico, nitrico-sulfurico-perclérico, o bien permanganato de pota-
sio-clorhidrico.

b) Destruccion de materia organica por via seca (calcinacion). Muy utilizada en alimentos.

O

Formacion de quelatos y extraccion con solventes.

Precipitacion de las proteinas y determinacion de los metales en el sobrenadante.

o

D

Técnicas de volatilizacion (arsénico como AsH3, antimonio como SbH3 y mercurio
como vapor del elemento).

Los métodos de DMO pueden combinarse segun el caso, de manera de obtener una mues-
tra apropiada para posteriores determinaciones.

Por ejemplo, el método de destruccion de materia organica (DMO) por via humeda usando
la mezcla sulfo-nitro-perclérica (SNP), se basa en la accién de dicha mezcla fuertemente oxi-
dante sobre la muestra en cuestién a fin de romper la unién entre los metales y la materia or-
ganica, llevando estos a su maximo estado de oxidacion, generalmente diéxido de carbono y
agua. Puede ser aplicado para la determinacion de As, Ta, Pb y otros metales de interés toxico-
I6gico en medios biolégicos. La principal desventaja de la mezcla SNP es que generan durante
el proceso vapores toxicos e irritantes y pueden producir explosiones.

Especial atencion requiere el proceso de destruccién de materia organica cuando el mate-
rial analizado contiene mercurio, capaz de volatilizarse en el proceso, por tal motivo se utiliza

un sistema cerrado para la DMO como el microondas y un dispositivo especial que incluye un
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refrigerante a reflujo con dedo frio para evitar pérdidas del elemento por volatilizacion del mis-
mo previo al analisis por Espectroscopia de Absorcidon Atémica (EAA).

La DMO via humeda es util y rapido si se manipula con cuidado, para analizar material or-
ganico con presencia de materia grasa, ya que permite romper las cadenas carbonadas, mien-
tras que la DMO mediante calcinacién por via seca no resulta suficiente para tal fin.

La DMO por via seca resulta de eleccién en el caso de muestras de alimentos que presen-
ten una proporcion de hidratos de carbono elevada. Esta técnica no es adecuada en el caso de
matrices que presenten elevado contenido de proteinas o lipidos. Una forma de realizar la
DMO es por calcinacion de la muestra con una mezcla de nitrato de magnesio y 6xido de mag-
nesio que transforma a los metales cuantitativamente en compuestos derivados de magnesio.
En estas condiciones los metales no son volatiles y la muestra esta lista para el analisis cuanti-
tativo mediante Espectroscopia de Absorcién Atdmica (EAA).

Como se mencioné anteriormente para el analisis cualitativo y cuantitativo de metales las
muestras biolégicas de eleccidn son sangre, orina y visceras. La cantidad de muestra a tomar
de sangre es alrededor de 5 a 10 ml de sangre entera; para orina se usan 50 ml y para visceras
se emplean 25 g visceras desmenuzadas.

En el caso de anadlisis de muestras de agua para metales, antes de la recoleccién de la
muestra debe tomarse la decisién de qué tipo de dato se desea obtener como ser: metales
disueltos, suspendidos, totales o recuperables totales.

Los llamados metales disueltos son aquellos constituyentes metalicos que atraviesan una
membrana filtrante de 0,45 m. Los metales suspendidos son los que quedan retenidos por una
membrana de 0,45 m, los metales totales corresponden a la concentraciéon determinada sobre
una muestra sin filtrar seguida por una vigorosa digestion y los metales recuperables totales
corresponden a la concentracién de metales en una muestra sin filtrar seguida de un tratamien-
to con acido mineral diluido caliente.

Debe tenerse en cuenta que cualquier analisis que requiera destruir la materia organica pa-
ra liberar metales y cuantificarlos, el resultado estara referido a concentraciones totales del
metal. Si lo que se desea es un analisis que incluya especiacion de los metales presentes se

deben utilizar otro tipo de procedimientos que no son materia de estudio del presente capitulo.

Plomo

Numerosos procesos de origen antropogénico movilizan al plomo mineral dentro de nuestro
ambiente, generando vapores y polvos que, segun la altura de la chimenea que los emite, los
vientos de la zona, su peso y contenido de agua, permaneceran durante un cierto tiempo sus-
pendidos en el aire dispersandose para finalmente, caer sobre el suelo, cursos de agua, la
vegetacion, la fauna y poblaciones de los alrededores. Esta es la forma fundamental de conta-
minaciéon ambiental que se observa en la produccién industrial tales como pulido y refinado de

metales, pinturas con plomo, base de colorantes, antioxido, barnices y esmaltes para cerami-
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cas. Debemos mencionar otras fuentes de emisién de plomo como ciertos insecticidas y naftas
no ecoldgicas.

Las formas inorganicas de plomo, como 6xidos y sales son poco solubles, forman parte de
pinturas anticorrosivas, material de alfareria e insecticidas.

Los derivados organicos son muy empleados en la industria y muy téxicos dado su caracter
lipofilico que facilita a estas sustancias atravesar membranas bioldgicas.

El plomo y sus derivados pueden ingresar al organismo por tres vias:

Via respiratoria Es la mas importante en el medio laboral; por ella se inhalan humos, vapo-
res y polvos. Las particulas inhaladas suelen ser submicronicas, de ahi que penetren facilmen-
te hasta el alvéolo y sean fagocitadas por los macrofagos alveolares. Se calcula que el 50 % de
las particulas inhaladas son retenidas y de éstas se absorbera el 90%.

Via digestiva: los compuestos de plomo que ingresan por esta via (a excepcion del acetato
de plomo) son sustancias poco solubles y por lo tanto de absorcion muy escasa, apenas un 5
a 10 % del total ingerido. En casos especiales nifios y nifios enfermos podria aumentar la ab-
sorcion hasta el 25%. En sujetos adultos normales la cantidad de plomo eliminado por las he-
ces puede alcanzar hasta el 95 % del total ingerido.

Via cutanea Los derivados inorganicos de plomo no se absorben por la piel salvo que exis-
tan lesiones como puerta de entrada del toxico. Los derivados organicos, que son muy liposo-
lubles, pueden absorberse casi de forma completa.

El plomo tiene gran afinidad por los grupos imidazol, sulfhidrilo, amino, carboxilo, y fosfato, y
la distribucidon del mismo en el organismo se produce en tres compartimentos.

a) Sangre: Inmediatamente luego de la absorcion pasa a la sangre y se fija en los eritroci-
tos y en plasma en proteinas ricas en grupos sulfidrilos. La vida media bioldgica del
plomo en sangre es de unos 35 dias. El plomo presente en el plasma puede difundir
hacia tejidos blandos y tejidos duros.

b) Tejidos blandos: principalmente rifién e higado, también en médula 6sea, bazo y siste-
ma nervioso (central y periférico). La vida media biolégica del plomo en este comparti-
mento es de 40 dias.

¢) Hueso (principal deposito), y en menor cantidad puede almacenarse en otros tejidos
duros como pelos, ufas y dientes. La vida media bioldégica del plomo en este com-
partimento oscila entre 10 y 28 afios. El Pb por su similitud carga/masa con el cal-
cio lo reemplaza en depdsito y movilizacion fuera del hueso. Las zonas 6seas don-
de el Pb se deposita con preferencia son las mas activas metabdlicamente, como
las metéfisis y las epifisis. Este almacenamiento 6éseo es importante porque, en si-
tuaciones patoldgicas de acidosis, descalcificacion, dieta, etc, puede movilizarse de
sus sitios de almacenamiento en hueso tanto el calcio como el plomo y producir
cuadros agudos de intoxicacion.

El plomo se excreta principalmente por orina y en menor medida por heces, sudor, saliva y
faneras. El plomo que se elimina por la saliva puede llegar a pigmentar el borde marginal de las

encias y este fendmeno se conoce como Ribete de Barton. En personas expuestas, el plomo

256



que se acumula el hueso de forma progresiva al movilizarse de sus depodsitos aumenta los
valores de plumbemia y plumburia respecto de la poblacién no expuesta. La vitamina D que
influye sobre la absorcidon de calcio, puede modificar la absorcion y, en consecuencia, la elimi-
nacion del plomo.

El plomo actia en el organismo sobre diferentes blancos segun los siguientes meca-
nismos de accion:

En médula ésea se fija y concentra provocando:

« A nivel de la pigmentacién de los glébulos rojos: alteracién de la sintesis de hemoglobi-
na a nivel de la sintesis del grupo prostético hemo (quimicamente un tetrapirrol) sobre
tres enzimas claves:

« d-ALA-deshidratasa (citosélica) que cataliza la uniéon de dos moléculas de acido delta-
amino levulinico (d-ALA) para formar porfobilinégeno (PBG) el primer precursor pirroli-
co. La consecuencia es un aumento de su sustrato, el d-ALA, primero en suero y des-
pués en orina.

« coproporfirindgeno lll- oxidasa (mitocondrial) que cataliza el paso de coproporfirinégeno
Il a protoporfirindgeno. La consecuencia es un aumento de coproporfirinégeno en san-
gre y de coproporfirina lll en orina y heces. La uroporfirina y el porfobilinégeno también
pueden estar elevados en orina.

« ferroquelatasa (mitocondrial), que cataliza el paso de protoporfirina IX a hem, incorpo-
rando el Fe™ a su molécula. La consecuencia es que se produce una acumulacion de
protoporfirina IX y hierro no utilizado en el glébulo rojo y aumenta en suero (ligera hi-
persideremia), seguidamente la protoporfirina IX quela al Zn, formando una nueva mo-
Iécula Zn-protoporfirina (Zn-PP) que, por su tamafio, no puede salir del glébulo rojo.

- A nivel de las células precursoras de los glébulos rojos: El plomo produce ciertas
alteraciones morfolégicas como megaloblastos, eritroblastos con punteados ba-
sofilos, que pueden ponerse en evidencia mediante un examen de puncién de
médula esternal.

- A nivel de los glébulos rojos circulantes: con exposicidon a concentraciones ele-
vadas de plomo se produce anemia moderada, normo o hipocroma. En sangre
periférica se observan glébulos rojos con anomalias y un aumento de formas j6-
venes denominadas reticulocitos. Esta anemia tiene diversos origenes: un déficit
de produccion de globulos rojos y hemdlisis debido a la inhibicién de la bomba
Na/K-ATPasa, modificando la permeabilidad de la membrana celular y salida de
potasio de la célula.

En rifidn: en condiciones de exposicidon aguda se concentra en este érgano una cantidad
elevada de plomo dado que una quinta parte del total absorbido se localiza y distribuye en este
organo de filtracion y luego dos tercios de lo absorbido se elimina por un mecanismo doble, de
filtracidon glomerular y excrecion tubular; existe también cierta reabsorcién tubular.

Las alteraciones renales estan relacionadas con disfunciones en la fosforilacién oxidativa

mitocondrial. Se observan cuerpos de inclusion nucleares formados por complejos plomo-
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proteina. En estas condiciones disminuye la eliminacion renal de acido urico produciendo la
gota saturnina. Se originan cambios en la contractilidad del musculo liso vascular debido a una
inhibicién de la ATPasa Na-K y a un aumento de la bomba de intercambio Na-Ca, que en el
caso de exposicion crénica provoca ademas hipertension en el adulto. Una alteracién similar
en la musculatura lisa intestinal produce el tipico cuadro gastrointestinal y constipacion.

En el sistema nervioso: frente a exposiciones agudas de plomo en sangre se producen
encefalopatias. La similaridad quimica del plomo con el calcio, le permite interferir con di-
versas vias metabdlicas a nivel mitocondrial y con el sistema de segundos mensajeros que
regulan el metabolismo energético, en los canales de calcio voltaje dependientes que inter-
vienen en la neurotransmision sinaptica, a los que inhibe, y en las protein kinasas depen-
dientes de calcio, que activa. Esta interferencia con el calcio, en las células de los capila-
res cerebrales, es |la base de la encefalopatia aguda, ya que produce una interrupcion de la
integridad de las uniones intercelulares fuertes que caracterizan la barrera hematoencefali-
ca, dando lugar a un edema cerebral.

La impregnacioén prenatal y posnatal reduce la capacidad de aprendizaje. El plomo se con-
centra en la sustancia gris debido a que puede atravesar la placenta y la barrera hematoence-
falica. Se genera en los nifios una lesion cerebral, caracterizada por trastornos de la conducta
espontanea, déficit de aprendizaje y alteraciones del electroencefalograma (EEC), que se agu-
diza cuanto mas temprana es la exposicion. Esto se correlaciona con la mayor permeabilidad al
téxico de los capilares inmaduros y las alteraciones en la neurotransmisién durante las fases de
desarrollo del SNC. Interfiere en los sistemas de neurotransmision regulados por catecolami-
nas, dopamina, acetilcolina, GABA y glutamato.

Los efectos del plomo sobre el SNC no son especificos. Se observa edema, multiplicacion
de las células endoteliales de los capilares, proliferacién glial, degeneraciéon neuronal y focos
de necrosis en casos mortales. Es decir hay una combinacion de mecanismos vasculares
(anoxia) y lesiones directas, Inhibicion de enzimas cerebrales, como la ALA-D y la adenilato
ciclasa, interferir en el transporte de acido glutamico y el metabolismo cerebral al reducir el
neurotransmisor GABA.

El plomo afecta también el SNP con produccién de una neuropatia de predominio motor,
mas frecuente en los adultos que en los nifios y en el hombre mas que en la mujer, afectando
los miembros superiores, comienza con una destruccion de las células de Schwann seguida de
desmielinizacién y degeneracion axonal.

No hay evidencia de carcinogenicidad en humanos, aunque en modelos animales se comporta

como carcinogénico. La IARC lo clasifica en el grupo 2B, posible carcinégeno para humanos.

Intoxicacién Aguda

Pueden aparecer tras la ingestion de una sal soluble (acetato de plomo) o de una cantidad

importante de un alimento contaminado o como consecuencia de la “pica” en nifios (La pica es

258



un patron de ingestion de materiales no comestibles, como tierra, papel 6 pintura. Este patrén

de consumo debe durar al menos 1 mes para encajar dentro del diagndstico de pica).

Produce tres tipos de sindromes:

Sindrome digestivo: Dolores epigastricos y abdominales violentos, diarreas negruzcas
y posteriormente estrefimiento. Presencia de ribete gingival de Burton, que son depési-
tos de sulfuro de plomo debajo de la mucosa gingival y yugal en forma de manchas ca-
racteristicas proximas al cuello de los dientes. El sulfuro de plomo se forma por la com-
binacion del plomo, ubicado en la boca, con los sulfuros producidos por la putrefaccion
de los alimentos. Aparece en ausencia de higiene buco dental. Este signo no es espe-
cifico del plomo, también se da con talio.

Sindrome hepatorrenal: Hepatomegalia y subictericia. Insuficiencia renal aguda. Lesio-
nes renales con oliguria, uremia, albuminuria, aminoaciduria (ALA, glicina) y cilindruria.
Sindrome neurolégico: Encefalopatia saturnina. En los adultos suele ser tardia y los
sintomas predominantes son los correspondientes a un edema cerebral: cefaleas in-
tensas, obnubilacion convulsiones y evolucion al coma. En los nifios la encefalopatia es
precoz y puede adoptar dos formas: pseudomeningea o pseudotumoral, segin predo-
minen los sintomas de irritacion y convulsiones, o los de la hipertension. Puede llevar a

la muerte a los 2 o 3 dias posteriores a la intoxicacion.

Estos sintomas no son patognomonicos de la intoxicacion por plomo, son sélo orientadores

ante la sospecha de saturnismo.

Intoxicacion croénica

Se distinguen tres fases:

Fase I: presaturnismo o de impregnacion: de gran interés en Medicina laboral. En ella

deben valorarse los siguientes criterios:

- Clinica: El trabajador presenta plumbemia, cansancio, dispepsia, dolores abdo-
minales y musculares, astralgias, insomnio y alteraciones del caracter, pérdida
de fuerzas y adelgazamiento, también se puede apreciar un tinte terroso en la
piel. En algunos casos podria verse el ribete gingival de Burton. Se observa me-
diante estudios un retraso en la velocidad de la conduccion nerviosa a nivel de
los nervios motores periféricos.

- Laboratorio para demostrar exposicién: El diagndstico de la impregnacion se rea-
lizara sobre la base del analisis de los marcadores toxicolégicos: plumbemia,
(ALA-D) eritrocitaria, ZnPPy ALA-U.

Plumbemia: Este parametro indica la cantidad de plomo en sangre. La plumbemia es el indi-

cador mas fiel de la dosis interna de plomo, porque recoge no sélo el valor de plomo de proce-

dencia inhalatoria, sino también el de otras vias. Sus cifras son un reflejo de la absorcién y de

la exposicion. Tiene una buena correlacion con el plomo ambiental. La plumbemia se determina
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en sangre total, refleja la concentracion de plomo circulante, del cual el 95 % va unido a hema-
ties y refiere un valor concentraciéon de la media de un mes de exposicion, aproximadamente.
Se consideran plumbemias aceptables hasta 40 ug/dl (10ug/dl, en nifios), valores entre 40 y 80
ug/dl indican presaturnismo o contaminacion, y valores mayores a 80 ug/dl saturnismo.

El valor del indice Biolégico de Exposiciones a plomo es de hasta 300 ug/l de sangre.

Plumburia: Este parametro indica la cantidad de plomo en orina. Es un parametro mas fide-
digno para la vigilancia del enfermo y para la valoracién de los resultados del tratamiento, ya
que en orina las concentraciones son fijas, mientras que las concentraciones plasmaticas
cambian facilmente. Plumburias mayores a 80 mg de plomo en 24 hs, en pacientes sin trata-

miento indica saturnismo.

Indicadores bioldgicos:

a) Protoporfirina (PPF) libre en los hematies: Es uno de los parametros de eleccion como
indicador bioldgico de impregnacion. Al inhibirse la ferroquelatasa, se produce un aumento de
PPF en el hematie y de Fe+2 en éste y en el suero. La PPF se une al Zn y a la globina forman-
do un complejo (ZnPP) que ya no puede salir del hematie, su alteracion persiste durante toda
la vida de éste, por lo que nos da una referencia de la impregnacién de un periodo largo de
tiempo, de 1 a 3 meses, por esta razon es el ultimo parametro en normalizarse.

El aumento de protoporfirina libre o ZnPP, se correlaciona con el aumento de la plumbemia.
Se consideran valores normales de ZnPP hasta 40 ug/dl ( o < 75 ug/100 ml, en Argentina).
Indice Bioldgico de Exposicién: hasta 300 ug/100 ml de sangre.

b) Acido d-amino-levulinico en orina (ALA-U): Parametro ideal para el control de trabajado-
res expuestos debido a que posee una sensibilidad y especificidad adecuadas, dado que tiene
una excelente correlacion positiva y lineal con la plumbemia y la plomburia.

Hay porfirias que cursan con excrecion excesiva de ALA en orina, pero con valores superio-
res a 20 mg/l de orina debe sospecharse de una intoxicacion por plomo.

Se consideran normales valores de ALA-U de hasta 6 mg/l de orina. En porfirias los valores
llegan hasta 15 mg/l de orina. Por encima de 20 mg /I representan una exposicidon elevada a
plomo, y cifras mayores de 40mg/l corresponden a una franca intoxicacion por este metal.

En el curso de los procesos agudos de la intoxicacion se observan elevaciones importantes
de ALA-U. Si referimos los valores a Creatinina para estandarizar, las cifras de normalidad se
establecen en 4,5 mg/g de creatinina; cifras de 15 mg/g de creatinina representarian una expo-
sicion excesiva. Indice Bioldgico de Exposicion: 10mg/g de Creatinina

c) ALA-deshidratasa (ALA-D) eritrocitaria: El plomo inhibe esta enzima de modo muy
precoz y a bajas concentraciones. Pero no hay una correlacién entre la inhibicién enzimati-
ca y el aumento de su sustrato (ALA) en sangre y orina, lo que demuestra que en el orga-
nismo hay otras vias de sintesis de esta enzima, ademas de la eritrocitaria. Sera necesario
que la actividad de ALA-D caiga de forma drastica (80 %) para que se produzca un incre-

mento en la excrecion de ALA-U.
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ALA-D es el unico indicador bioldgico que puede medir efectos del plomo a bajas concen-
traciones. Por ello; se utiliza en el seguimiento de poblaciones expuestas a niveles ambientales
altos, pero no en el de sujetos expuestos profesionalmente al plomo. Su valor queda restringido
al control de poblaciones expuestas a contaminacion ambiental.

d) Coproporfirinas en orina: Su excrecion en orina y heces esta muy aumentada ante un ca-
so de intoxicacion por plomo. Sin embargo se trata de un parametro no especifico, no precoz y
menos sensible que el ALA.

El cociente ALA/COPRO puede ser util en el diagndstico diferencial de las porfirias con la in-
toxicacion por plomo. En ésta se alteran ambos, mientras que en las porfirias la alteracion de
las coproporfirinas es mucho mayor, siendo el ALA practicamente normal.

e) Pirimidin- 5°- nucleotidasa eritrocitaria (P5N): El plomo inhibe esta enzima, interfiriendo
asi en la via metabdlica de los acidos nucleicos.

« Fase Il intoxicacion franca: en general se acrecientan los sintomas de la Fase | de
presaturnismo,se observa anorexia y adelgazamiento, dolores musculares, tono ceni-
za de la piel, labios pélidos y cansancio.

En sangre periférica se observan glébulos rojos inmaduros con normo o hipocromia como
resultado de una anemia moderada. Puede llegar a observarse en ciertos glébulos rojos la
presencia de punteado basdfilo en el interior de las células pero no es patognomoénico. En adul-
tos se observa frecuentemente el denominado coélico saturninico, se presenta como un cuadro
abdominal agudo, con dolores intensos, vomitos, estrefiimiento y mal estado general, sin fiebre
pero con hipertension arterial. Es poco frecuente pero suele aparecer de modo progresivo en
musculos la polineuritis, con afectacion de los musculos de miembros superiores y compromiso
de los musculos extensores observandose que la mano cuelga. El cuadro puede extenderse a
miembros inferiores y observarse caida del pie, esto se explica por el reemplazo de plomo en
lugar de calcio que cumple un rol activo en la contraccion muscular y a nivel de los nervios.

En esta fase suelen observarse cuadros de encefalopatias. En adultos la misma se puede
presentar durante un cuadro de exposicién agudo o por movilizaciéon de plomo almacenado en
depdsitos como los huesos. Se desarrolla un sindrome de hipertensién endocraneal asociado a
cefaleas insomnio, delirio, irritabilidad, alteracion de la memoria y convulsiones. Se han descri-
to casos con afectacién de la fertilidad como abortos espontaneos e incidencia a la esterilidad
en mujeres expuestas al plomo, mientras que en los hombres se evidenciaron casos de impo-
tencia y alteraciones en los espermogramas. En los nifios este cuadro es mas frecuente por ser
mas susceptibles al paso de plomo al encéfalo. La encefalopatia se observa asociada a otros
sintomas poco especificos y la gravedad de los mismos aumenta aun a bajas concentraciones
cuanto menor sea el desarrollo del individuo afectado. Podemos detectar anorexia, irritabilidad,
insomnio, dolores abdominales, estrefiimiento, anemia y alteraciones de la conducta. La ence-
falopatia puede dejar algunas secuelas: cuadros epileptiformes, disminucion del rendimiento
escolar y bajos coeficientes intelectuales, retraso mental, paralisis y neuritis 6ptica.

« Fase lll impregnacion antigua: Se caracteriza por evolucion del individuo a una ne-

fropatia plumbica o nefritis con destruccion de las células tubulares y posteriormente
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aparicion de fibrosis que se asocia a la aparicion de la gota saturnina que podria de-
berse a la inhibicién de la actividad enzimatica de la guanasa, aumentando las con-
centraciones de guanina insoluble que cristaliza en las articulaciones. Presenta coli-
cos saturninicos, en estados avanzados provoca espasmos intestinales y dolor ab-
dominal intenso estimulado por la rigidez de los musculos abdominales. A nivel SN se
observa danos neuroldgicos irreversibles con desmineralizacion, atrofia y degenera-

cion de los nervios periféricos, siendo el asta anterior de la médula la mas afectada.

Diagnostico

Debe realizarse el examen clinico general, con orientacion neuroldgica y con orientacion
cardiovascular. En la mayoria de los casos la clinica muestra una sintomatologia inespecifica
que facilmente se confunde y diagnostica otras patologias como reumatismo, neuritis, nefropa-
tia, anemia, etc. Por ello es fundamental que el médico realice un interrogatorio lo mas comple-
to posible. El alerta durante la consulta puede ocurrir ante cuadros de abdomen agudo repeti-
dos que semeja una pancreatitis, cuadros de polineuritis de miembros superiores, cuadros
reumaticos, anemias y encefalitis en nifios, bajo circunstancias de vulnerabilidad que hagan
sospechar de exposicién a plomo.

En casos de exposicidn profesional, el diagndstico se atendra a la exigencia de la ley en lo
que se refiere a reconocimientos previos al ingreso, reconocimientos periddicos y estrategias
de cambios de puestos de trabajo, bajas y altas laborales. En funcién de los niveles de exposi-
cion y de los indicadores bioldgicos, los examenes periddicos se haran trimestrales, semestra-
les o anuales.

La toma de la muestra de sangre (anti coagulada) se realiza con jeringa descartable y se
mantiene en la misma de ser necesario para su transporte, refrigerada a una temperatura de
4°C (se mantiene por tres semanas). A —18 a —20°C se conserva mayor cantidad de tiempo.

Luego de realizar la DMO, por alguno de los métodos mencionados anteriormente para libe-
rar el metal de la matriz organica se procede a la deteccion y cuantificaciéon mediante una téc-
nica analitica adecuada. Las técnicas de absorcion atdmica son mas rapidas y precisas.

En estos exdmenes se determinara el perfil plumbico. Incluye medida de la plumbemia
(concentracion de plomo en sangre), medicion de la actividad de la delta -aminolevulinico
dehidratasa en sangre, determinacion de acido delta-aminolevulinico y coproporfirinas en
orina de 24 hs.

En el paciente intoxicado encontraremos probablemente:

+ plumbemia (Parametro de exposicidon) aumentada. El Valor normal: < a 30 mcg/100 ml

de sangre. Actualmente se ha fijado el Indice Biolégico de Exposicion en 30 mcg/100 ml
de sangre

« La Enzima delta-aminolevulinico dehidratasa inhibida
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» El acido delta amino levulinico urinario (ALA-U). Parametro de efecto de primera eleccioén
aumentado- Valor normal: < a 4,5 mg/g de creatinina. Indice Bioldgico de Exposiciéon: 10
mg/g de creatinina.

» Protoporfirina eritrocitaria (PPE). Parametro de efecto de segunda elecciéon. aumentado-
Valor normal: < 75 mcg/100 ml de hematies. Indice Biolégico de Exposicién: hasta 300
mcg/100 ml de hematies.

« coproporfirinas aumentadas.

» Por otro lado se buscara también el punteado basdfilo caracteristico en frotis de sangre
periférica.

» Los valores de porfobilinégeno (PBG) en plasma y orina si se miden se encontraran nor-
males o disminuidos.

Es aconsejable el analisis de la serie roja y el de la hemoglobina. Cuando un obrero haya

sufrido un cuadro agudo, sera muy conveniente el examen de la funcién renal: aclaramiento de

la urea y creatina.

Mercurio

El mercurio es un elemento dentro del grupo denominado metales pesados, es el Unico me-
tal que en condiciones normales de presion y temperatura permanece en estado liquido emi-
tiendo vapores altamente toxicos en un rango amplio de temperaturas. Por su elevada tension
superficial no moja los recipientes que lo contienen y produce un menisco convexo.

En la naturaleza se encuentra en forma mas frecuente como sulfuro mercurico (SHg). Las
principales fuentes mercuriales contaminantes han sido la actividad minera (cinabrio), pinturas
antifungicas, fotografia, pirotecnia, baterias secas y pilas, industrias papeleras y laboratorios
médico-veterinarios y dentales. Debido a la actividad antropogénica (industrial, combustion del
fuel, gas natural y carbén que contienen mercurio) y a sus caracteristicas fisicoquimicas que
favorecen su movilidad en el ambiente, los compuestos de mercurio se hallan altamente distri-
buidos por todo el planeta, inclusive en los hielos polares es factible hallar mercurio. Puede
establecerse un ciclo biogeoquimico donde la forma liquida, el mercurio elemental (Hg°) pue-
de oxidarse a Hg+2 en ciertos compartimentos bioldgicos o ambientales, es metilado por bacte-
rias anaerobias y transformado en dimetil-mercurio, mucho mas téxico por sus caracteristicas
de lipofilicidad. EI mercurio metalico puede oxidarse a Hg+2 por accion del material organico
presente en cuerpos de agua, éste a su vez puede ser reducido a en condiciones apropiadas,
por ejemplo barros o bentos con microorganismos anaerébicos. Esta reaccion es importante
dentro del ciclo y una fuente potencial de liberaciéon de vapor de mercurio metalico a la atmosfe-
ra. También puede metilarse a dimetil mercurio por accién de las bacterias anaerobias y difun-
dir a la atmosfera y regresar nuevamente a la superficie terrestre como metil mercurio junto con
el agua de lluvia. Si esta forma organica es ingerida por los peces, ingresa a la cadena alimen-

taria; debido a la dificultad de los organismos en eliminar el mercurio, en cada paso de la cade-
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na tréfica se va incrementando su concentracion (biomagnificacion) y asi llega al hombre, pro-
duciendo los cuadros de intoxicacion caracteristicos de la especie quimica involucrada.

El mercurio tiene la capacidad de actuar y producir cuadros toxicos en estado metalico
(Hg®), en forma de sales inorganicas y como compuestos de tipo organico (antisépticos, con-
servantes de vacunas, fungicidas, diuréticos). Las fuentes de exposicién son de lo mas diversa
dada la multiplicidad de productos y usos en los que interviene este metal. Ejemplos que po-
demos citar al respecto son: aparatos cientificos de precision (termémetros, barometros, etc.),
industria eléctrica con las ldmparas de mercurio, preparacion de amalgamas dentarias, destila-
cion del mercurio, agricultura, productos farmacéuticos como los conservantes para vacunas,

espumas de poliuretano y trabajos de joyeria.

Toxicocinética

La dosis téxica de los compuestos mercuriales depende de la solubilidad de la sustancia y
de la via de administracion. También es funcion de la variabilidad individual y de un cierto grado
de habituacion.

La toxicidad en general de los compuestos inorganicos mercuriales varia en funcién de la
solubilidad y el estado de oxidacion, biotransformacion y distribucion en tejidos de los mismos,

Las sales mercuriosas son insolubles, lo que las hace poco toéxicas. Las sales mercuriales
son toxicas cuanto mayor sea su solubilidad. Los compuestos organicos, (alquilo, fenilo, etc.)
mas toxicos son los de cadena lineal (metil y etil mercurio) porque son mas estables y liposolu-
bles. Los derivados aromaticos (fenil mercurio) se escinden in vivo y su comportamiento se
parece mas al de los derivados inorganicos. Se consideran mas téxicos los compuestos organi-
cos respecto de los inorganicos por su mayor capacidad de penetracion en el SNC.La exposi-
cion al vapor de mercurio causa concentraciones cerebrales unas diez veces mayores que las
debidas a una dosis equivalente de sales mercuriales inorganicas.

Absorcion:

La inhalacion de los vapores de mercurio, presentes en los ambientes de trabajo da lugar a
intoxicaciones agudas y crénicas por exposicién a través de la via respiratoria debido a la natu-
raleza monoatémica y a la liposolubilidad. Aproximadamente el 80 % de los vapores de mercu-
rio inhalados a temperatura ambiente penetran a través de la membrana alvéolo-capilar.

Por esta via también se absorben los derivados organicos del mercurio, sobre todo los deri-
vados alquilicos, por su gran volatilidad. La tasa de absorcion es también 80 %.

Por via digestiva el mercurio metalico no se absorbe practicamente porque es poco so-
luble y de esta forma resulta poco toxico (menos del 0.01 %). Los derivados inorganicos se
absorben en un 7 %, (CI2Hg, 2-10 %, menor % CIHg). Los derivados organicos se absor-
ben casi totalmente: la absorcion de metil-Hg, incluso mezclado con alimentos es del 95
%. Esta via resulta importante en casos de intoxicacidén por ingestién accidental o volunta-

ria de derivados mercuriales.
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La penetracion por via cutdnea de los compuestos inorganicos es muy débil salvo que se
vehiculice a traves de cremas o jabones. Por esta via es de importancia la absorcién de deriva-
dos organomercuriales, por €j, jabones antisépticos a base de fenil-Hg.

Todas las formas de mercurio atraviesan la placenta y pasan a la circulacion fetal. Existe un
gradiente positivo feto-materno, tanto en glébulos rojos maternos como en cerebro, especial-
mente después de la exposicidn a derivados organicos (alquil-mercuricos).

Distribucién y metabolismo:

El mercurio metalico (Hg®) en forma de vapor inhalado en parte difunde en la sangre al inte-
rior de los glébulos rojos, donde se transforma por oxidacién enzimatica a Hg(ll), en la que
intervienen catalasas peroxisomales en un proceso reversible. Otra parte es transportada a
tejidos distales, debido a que atraviesa las membranas mas facilmente que en forma cationica,
es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y la placenta y luego se biotransforma por
oxidacion a Hg(ll). Ademas, se fija preferentemente en el SNC y en el rifidn. En el cerebro se
localiza en las células de Purkinje, nucleo de Louis (subtalamo) y sistema extrapiramidal. La
distribucion diferencial del Hg° se debe a la liposolubilidad, que permite una rapida transferen-
cia de la sangre al cerebro.

Las sales inorganicas de mercurio se distribuyen en la sangre por igual entre las proteinas
plasmaticas y los glébulos rojos. Se acumulan preferentemente en los rifiones, donde el cation
Hg(ll) se deposita en los lisosomas, mitocondrias y membranas epiteliales. Una parte importan-
te del mercurio se fija sobre la metalotioneina, proteina de bajo peso molecular, que tendria un
papel protector, ya que cuando se sobrepasa su capacidad de fijar Hg(ll), aparece entonces el
dano renal. Tanto el mercurio como el cadmio inducen la sintesis de esta proteina. EI Hg(ll),
atraviesa con dificultad la barrera hematoencefalica y la placenta; de ahi que no tenga accién
sobre el SNC.

Compuestos organicos de mercurio se fijan en los glébulos rojos en concentraciones cinco
veces mayores que en el plasma, principalmente sobre los grupos sulfidrilos de la hemoglobina.
Los derivados alquil-mercuricos se acumulan en el sistema nervioso central (hipocampo, sus-
tancia gris del cerebelo y cisura calcarina) también en tejido adiposo, higado y rifiones. Dan
origen fundamentalmente a dafios neuroldgicos. Una vez en el interior celular el metil-Hg, se
biotransforma en forma progresiva liberando de mercurio inorganico, que origina lesiones rena-
les, las lesiones neuronales resulta de la persistencia de la molécula intacta en el tejido nervio-
so, ya que el clivaje del metil-Hg es muy lento, por lo que es imposible la liberacién de mercurio
en cantidad suficiente como para que éste origine las lesiones neuroldgicas. El fenil-Hg se
comporta como el mercurio inorganico, ya que el enlace C-Hg es rapidamente escindido in vivo
dando benceno y Hg(ll), el benzol se transforma en fenol y éste se elimina en forma de conju-
gado. En los otros derivados organicos la rotura del enlace C-Hg se da en menor grado que en
el caso del fenil Hg. El Hg(ll) derivado del fenil-mercurio se fija preferentemente en la placenta.

La metabolizacién de estos compuestos consiste en la rotura del enlace C-Hg, siendo muy

[abil la unidn fenil-Hg y muy estable la unién metil y etil-Hg.
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Eliminacion:

El mercurio metalico vapor se elimina por via urinaria y digestiva en forma de ién mercurico
(Hg+2) . También se produce una cierta eliminacion pulmonar del mercurio vapor. Su vida media
en el organismo es de 60 dias.

El Hg inorganico no absorbido se excreta por las heces, mientras que el absorbido lo
hace por el célon, los rifiones y la saliva. También puede ser importante la eliminacion por
piel (sudor y faneras).

El metil-Hg es excretado fundamentalmente por heces a través de la excrecion biliar y por la
exfoliacion de las células epiteliales del intestino. Un 10 % se transforma en Hg(ll) y se elimina
como tal. La excrecion urinaria de metil-Hg es débil. Los compuestos de alquil-Hg atraviesan la
placenta y pueden ser excretados por la leche.

La vida media de los compuestos inorganicos es de 30-60 dias, mientras que la de los or-

ganicos es de alrededor de 70 dias.

Efectos biologicos

SNC: Los iones Hg(ll) y los derivados alquil-mercuricos atacan la integridad de la barrera
hematoencefalica hecho que se manifiesta por la extravasacion de proteinas plasmaticas en el
tejido cerebral adyacente. Ambas formas de mercurio se distribuyen por todo el SNC, con dife-
rencias cuantitativas y se localizan en las neuronas de las raices dorsales de los ganglios ra-
quideos y fibras nerviosas. El mercurio inorganico se localiza en menor proporcién que el me-
til-Hg en las neuronas de la cisura calcarina. En general se afectan mas las neuronas sensiti-
vas. Las células de la glia proliferan en las zonas afectadas y actuarian como soporte estructu-
ral y metabdlico de las neuronas dafiadas.

El mecanismo patogénico del mercurio en el SNC es el resultado de la accion de la molécula de
metil-Hg y/o sus productos de degradacion (iones Hg(ll) y radicales libre metilo), produciendo:

» Afectacion de la barrera hematoencefalica que conduce a cambios en el metabolismo
de las neuronas.

» Alteraciones anabdlicas (cambio en la sintesis de RNA y en la de proteinas).

» Alteraciones enzimaticas (afectacion de la glucdlisis y de la respiracion mitocondrial).

» Destruccién y desnaturalizacién in situ de proteinas celulares.

* Rotura (desintegracion) de membranas bioldgicas.

El dafo afecta al cuerpo y al axén de la neurona, degenerando el axoplasma y la vaina de
mielina. Pueden darse uno o varios de estos factores en el SNC dependiendo de las condicio-
nes de la intoxicacion. Compromete el area del comportamiento y de la psicomotricidad

En el rifién: El cloruro mercurico tiene propiedades causticas que causan graves lesiones en
la mucosa digestiva en casos de ingestion. Exposiciones cronicas a bajas dosis pueden provo-
car una lesion directa de necrosis tubular y una glomerulonefritis membranosa como conse-

cuencia de la liberacién de un antigeno tubular en la circulacion, provocando una respuesta
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inmune con la formacién de inmunocomplejos. Esta nefropatia tendria dos fases, una primera
de afectacion de la membrana glomerular y una segunda de afectacion intersticial por el depo-
sito de inmunocomplejos. Esta afectacion es reversible si el trabajador deja de estar en contac-

to con el mercurio.

Cuadro clinico
Vapores de mercurio

- Intoxicacién aguda: Es rara en la industria. Puede ocurrir sélo con la exposicién a altas
concentraciones de vapores de mercurio y puede ocasionar una irritacion del parénquima pul-
monar, neumonitis quimica, que conduce a un edema agudo de pulmoén. Los sintomas iniciales
son respiratorios con disnea, tos seca, dolor toracico, fiebre, escalofrios e insuficiencia respira-
toria. Luego aparecen sintomas digestivos inespecificos con nauseas, vomitos y diarrea, sabor
metalico, salivacion y disfagia. Puede haber alteraciones visuales. Luego pueden aparecer
sintomas neurolégicos, como temblor distal y facial, junto a una insuficiencia renal y gingivoes-
tomatitis como expresion de la conversion tisular a ion mercurico.

La muerte puede sobrevenir en 24 hs por shock e insuficiencia respiratoria.

- Intoxicacion cronica (hidrarginismo): Se debe al contacto prolongado con vapores de mer-
curio por lo que es de importancia profesional. Se trata de un cuadro neurolégico, de tipo extra-
piramidal, debido a que el mercurio vapor se fija en el niucleo de Lys, manifestandose un tem-
blor mercurial involuntario caracteristico que comienza por los parpados, lengua y labios exten-
diéndose luego a las manos, y finalmente a los miembros inferiores, hasta hacerse continuo; el
sujeto tiembla hasta cuando duerme. También aparecen alteraciones de la conducta, debidas a
la acumulacion de serotonina, ya que el mercurio inhibe a la monoaminooxidasa (MAQO) que
metaboliza la 5-hidroxitriptamina (5-HT) a 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA). Se observa irritabili-
dad, ansiedad, insomnio, etc.

Se producen lesiones de eliminacion: estomatitis, colitis hemorragicas y cuadro renal con
albuminuria.

Compuestos inorganicos

- Intoxicacion aguda: muy dificil que se produzca en la industria si en forma accidental y en
especial en nifios o voluntariamente una exposicién a altas concentraciones de vapor. La in-
gesta de una sal de mercurio, sobre todo mercurica, puede ocasionar un cuadro de caustica-
cion con necrosis de la mucosa oral, eséfago y estdmago, que se caracteriza por una gastroen-
teritis aguda hemorragica, estomatitis, colitis ulcero-hemorragica y pérdida masiva de liquidos
que puede producir la muerte por shock hipovolémico. En su fase de eliminacién puede presen-
tarse una afectacion renal que puede llegar a la insuficiencia renal aguda como consecuencia
de una necrosis tubular que afecta esencialmente a los tubulos proximales, y deja como secue-
la una insuficiencia renal crénica.

Se han descrito alteraciones cutaneas en forma de erupciéon morbiliforme.

- Intoxicacion croénica: Tiene probabilidades de ocurrir a nivel laboral. Los casos mas avan-

zados presentan lesiones de eliminacion: nefritis, colitis y estomatitis. También suele cursar
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con gingivitis, con salivacién excesiva y dolor gingival, algunas veces se observa un rodete
mercurial (pigmentacién de las encias) y con frecuencia hay pérdida de piezas dentarias. Con
el tiempo puede haber alteraciones neuroldgicas: temblores y neuritis sensoriales que afectan

de forma selectiva las extremidades superiores.

Compuestos organomercuriales
Da lugar a un cuadro clinico que se caracteriza por un sindrome neuroldgico y encefalitico
progresivo. Los componentes de este cuadro son:
+ Alteraciones neurolégicas: ataxia debida a la lesién cordonal posterior, de origen cerebe-
loso fundamentalmente.
» Trastornos psiquicos: irritabilidad emocional, ansiedad, inestabilidad, cefaleas. A veces
conduce a la demencia.
+ Trastornos sensoriales: reduccion progresiva del campo visual, disminucién de la agude-
za auditiva, de origen central y periférico (por lesion coclear).
» Afectacion renal: Proteinuria, degeneracion grasa de células epiteliales, por la liberacion
progresiva de mercurio inorganico.

» Enlos casos graves, el cuadro evoluciona a la confusion mental, seguida de coma y muerte.

La toxicidad con el fenil-Hg es semejante a la de los compuestos inorganicos.

Los derivados mercuriales alquilo como el metil-Hg son potentes neurotdxicos centrales.
Producen una encefalopatia grave que se desarrolla a lo largo de semanas o meses y comien-
za con parestesias peri-orales y distales, ataxia intensa que termina en paralisis, ceguera, sor-
dera, coma y muerte.

Los primeros sintomas (ataxia, parestesias) sobrevienen cuando los individuos acumu-
lan entre 25 y 40 mg de metil-Hg, lo que corresponderia a una tasa de mercurio en sangre
de 25 ug %.

Los fetos desarrollan lesiones neurolégicas graves e irreversibles, probablemente por-
que el metil-Hg se acumula mas en el cerebro del feto, en relacion a la madre. Presentan
un cuadro analogo a una paralisis cerebral grave, con un grave retraso del desarrollo, ce-

guera, sordera y espasticidad.

Diagnostico

Las manifestaciones clinicas y la determinacion de mercurio en liquidos biolégicos son de-
terminantes para la realizar el diagnéstico de una intoxicacién con mercurio.

Concentraciones de mercurio en orina mayores de 150 ug/g de creatinina pueden ocasionar
manifestaciones clinicas (concentracion téxica), y por encima de 300 pg/g creatinina pueden

producir el temblor mercurial.
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En cuanto a las determinaciones de laboratorio, para monitorear casos de intoxicacion cro-
nica por exposicion laboral se debe realizar la vigilancia semestral y anual de los trabajadores.

Los analisis de relevancia constituyen el dosaje de mercurio en orina teniendo en cuenta un

indice Biolégico de Exposicién: 35 mcg/g de creatinina (ACGIH, 1993) y el dosaje de
mercurio en sangre con un indice Biolégico de Exposicién: 15 mcg/L (ACGIH, 1993) como
valor de referencia.

Tener en cuenta para el dosaje de mercurio en orina que si bien la excrecion de mercurio s
variable en cada individuo, si la muestra a nivel laboral se recolecta siempre a la misma hora
estas variaciones se reducen. Se toma 50 ml de orina emitida espontaneamente y refrigerada.

Se recomienda utilizar envases de polietileno o polipropileno tratados previamente con acido
nitricopara eliminar eventuales niveles de metales traza. Se debe recoger después de 16 horas
de cesada la exposicidon o antes de iniciar el turno. Como en casos anteriores se requiere reali-
zar la destruccidon de materia organica (DMO) en sistemas cerrados para evitar perdida de ana-
lito mas aun tratandose de mercurio. Se sugiere el método de absorcién atémica para medirlo y
en este caso en particular debe contarse con un dispositivo de condensacion denominado dedo
frio dada la naturaleza del analito.

Para realizar el dosaje de mercurio en sangre se extrae 5 ml de sangre al finalizar el Ultimo
turno de la semana laboral. La muestra debe ser obtenida en jeringa descartable y lejos del
puesto de trabajo, la zona de la venopuntura debe ser higienizada, teniendo en cuenta no utili-
zar un desinfectante mercurial.

Se sugiere también realizar un analisis de orina completa con busqueda de: proteinuria pa-

ra descartar dafo renal.

Arsénico

El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en el medio ambiente natural. Quimi-
camente se trata de un metaloide con propiedades intermedias entre metales y no metales
pudiendo formar aleaciones con metales, pero también enlaces covalentes con el carbono,
hidrégeno y oxigeno. Forma compuestos trivalentes inorganicos (triéxido arsenioso, arsenito de
Na), y organicos (arsenamina) y pentavalentes inorganicos (pentoxido de arsénico, arseniato
de plomo, acido arsénico). La presencia de elevados niveles de arsénico en agua subterranea
tiene su origen en la actividad volcanica en la Cordillera de los Andes, que tuvo como conse-
cuencia la aparicién de terrenos arseniferos.

En el agua se suele encontrar en forma de sales (arseniato o arsenito) muy hidrosolubles.
Los alimentos marinos, ricos en arsénico, son una fuente de cierta importancia en la dieta. ,Las
principales actividades antropogénica que aportan arsénico en el aire son la combustion de
carbon y la fundicidon de metales, otras fuentes que contaminan el ambiente son la mineria y la

fundicion de metales 6 el uso de arsénico en plaguicidas, raticidas y en conservantes de la
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madera, taxidermismo, fabricacion de vidrios, esmaltes, colorantes y ceramica, fabricacion de
fuegos artificiales y gases bélicos, entro otros.

El arsénico puede formar tanto compuestos inorganicos como organicos, estos ultimos ob-
tenidos como productos de sintesis. Los compuestos del arsénico varian en su toxicidad para
los mamiferos de acuerdo a su estado de valencia, la forma quimica (inorganico u organico),
el estado fisico (gas, solucion, o polvo) y factores como la solubilidad, tamafo de la particula,
velocidad de absorcion y eliminacion, y presencia de impurezas. La toxicidad del As (lll) es
varias veces mayor que la del As (V), debido a su mayor captacion celular. En concentracio-
nes intracelulares equivalentes, los compuestos de As (lll) y As (V) son equipotentes. La
arsina es considerada la forma mas toxica, seguida del arsenito, de los arseniatos y de los
compuestos organicos de As, Diferentes compuestos han dado lugar tanto a intoxicaciones
accidentales como criminales.

Las sales de arsénico fueron venenos muy utilizados a través de la historia, pues vi-
sualmente sus aspecto es similar al de algunas sustancias de uso culinario, como el azu-
car, la harina; etc. que facilitan su administracion mezclados en pequefias proporciones a
las bebidas y a los alimentos no les comunican ningun sabor especial, por lo que no se
hacen sospechosos a las personas a quienes se les administra en forma criminal en forma
discontinua a dosis subtoxicas dada la similitud de sus efectos con los debidos a afeccio-
nes espontaneas, de tipo gastrointestinal y las lesiones que produce inespecificas y muy
similares, a la de procesos patolégicos espontaneos con los que se puede confundir clini-
camente, creando asi la impresién de una afecciéon intestinal o intoxicacidon alimenticia,
hasta administrar una dosis letal.

El arsénico ejerce efectos toxicos deletéreos para toda la poblacion expuesta sin em-
bargo resultan mas susceptibles aquellas personas que viven en situacién de mayor po-
breza y vulnerabilidad debido a la desnutricién presente en estos casos. En base a estos
conceptos podemos dividir a la poblacién en riesgo sanitario en diferentes grupos segun el
grado de susceptibilidad:

-Nifos: Si comparamos la relacion peso corporal respecto de la ingesta de liquidos y alimen-
tos respecto de un adulto, en promedio son especialmente susceptibles debido a que la dosis
de arsénico mayor que la de los adultos expuestos a concentraciones similares.

-Mujeres embarazadas y en lactancia: El grado de exposicion del feto es extremadamente
elevado a los efectos adversos del arsénico sobre el desarrollo, y a futuro pueden ser indivi-
duos con un menor desempefio neurolégico comparado con un sujeto no expuesto.

-Sujetos con un pobre estado nutricional: su vulnerabilidad estara dada por una pobre capa-
cidad para metabolizar el arsénico.

-Sujetos con enfermedades renales y hepaticas previas a la exposicion: serian mas suscep-
tibles por tratarse de drganos blanco de la accién toxica del arsénico ademas de tener una

funcion detoxificante deplesionada bajo estas condiciones.
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Mecanismo de accion del arsénico en el hombre

Los mecanismos de toxicidad del arsenito y el arseniato son diferentes. El arseniato compite
con el fésforo inorganico en la produccion de ATP, desacoplando la fosforilacion oxidativa al
formar un éster inestable de arseniato, que se hidroliza espontaneamente (arsenolisis). El ar-
senito posee la capacidad de inter actuar con los grupos tiol, por lo que puede ser directamente
téxico al bloquear grupos sulfhidrilos esenciales de proteinas y enzimas. Este tipo de union
puede perturbar la funcién de enzimas del metabolismo de los hidratos de carbono, como las
deshidrogenasas, y del metabolismo lipidico.

La unidén a los grupos sulfhidrilos libres de las proteinas de membrana de la especie As(lll)
induce alteraciones en los mecanismos de transmision de sefales. Dentro de la célula, el arse-
nito altera la organizacion de los elementos del citoesqueleto; inhibe la glutation reductasa y
disminuye el nivel intracelular de glutation reducido, alterando el equilibrio redox que protege a
la célula del dafio que producen las especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas del stress
oxidativo por deplecion de glutation, el arsenito aumenta los niveles de peréxido de hidrogeno
al activar la NADPH oxidasa en neuronas y células musculares lisas vasculares. A nivel cere-
bral, la exposicion al arsenito induce cambios en los niveles y funciones de los neurotransmiso-
res, lo que explicaria los desoérdenes del comportamiento.

En algunas reacciones enzimaticas el arseniato puede unirse al fosfato de piridoxal e inhibir
las reacciones que dependen de él, como la sintesis de dopamina y serotonina.

El dafo al ADN vy la apoptosis estan relacionados a esta produccion de peréxido de hidré-
geno y a la induccién del 6xido nitrico. Este dafio al ADN estaria mediado por las especies
metiladas MMA y DMA a través de la produccion de radicales libres. El stress sostenido lle-
varia a las células a una respuesta que alteraria los patrones de expresion de genes, lo que
parece modular la capacidad de las células para responder y producir agentes como las
citokinas. Esta respuesta desordenada y cadtica del estado redox, de la regulacion de la
trascripcion, y de la capacidad de reparacion del ADN, seria el mecanismo propuesto en la
produccion de tumores.

Todas las especies quimicas de arsénico son capaces de inducir metalotioneinas y esto se

correlaciona con la toxicidad intrinseca de sus especies (As(lll) > As(V) > MMA > DMA).

Exposicion aguda

Suele ocurrir ante una exposicién accidental o suicida. En el caso de derivados inorga-
nicos y organicos, el cuadro sintomatolégico es similar, solo varia la dosis efectiva en
cuando la exposicion es a derivados organicos por ser menos toxicos que los inorganicos.
Clinicamente se observa aparicion de un cuadro similar a una gastroenteritis grave con

vomitos, dolor abdominal de tipo célico y diarrea, sequedad y ardor en la boca y la gargan-
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ta hasta producir un shock hipovolémico por deshidratacion y vasodilatacion generalizada,
disminucién de la contractilidad miocardica y arritmias. Las manifestaciones neurolégicas
observadas son calambres musculares, depresion del SNC y coma. Finalmente se advierte
fallo hepatico y renal. El fallecimiento se produce por fallo multiorganico. Si el paciente no
fallece, aparecen secuelas como polineuropatias. Las manifestaciones clinicas de una into-
xicacion fulminante cursan con la aparicion de sintomas cardiopulmonares: colapso circu-
latorio, respiraciéon superficial, estupor y, ocasionalmente, convulsiones. La muerte se pro-

duce por colapso o depresién del SNC en pocas horas.

Intoxicacidon aguda por arsina

El gas arsina posee la capacidad de inhibir las catalasas en los glébulos rojos y disminuir
el nivel de glutation intracelular, importante para la integridad y deformabilidad de la membrana,
lo que origina una situacién de estrés oxidativo que finaliza con una hemdlisis vascular genera-
lizada. Los sintomas tempranos son dolor de cabeza, debilidad, disnea, dolor abdominal, he-
moglobinuria e ictericia, mas tarde aparece oliguria e insuficiencia renal provocando la muerte

en los casos mas graves.

Exposicion cronica

El conocimiento de la presencia de elevadas concentraciones de arsénico en agua y sus
efectos en la salud estan bien documentados en Argentina desde principios del siglo XX. La
exposicion se ha limitado generalmente al agua de pozo, y como medidas mitigadoras se han
construido acueductos desde rios con bajos contenidos de arsénico, para reemplazar el agua
no apta para consumo, y se instalaron plantas de tratamiento de agua con métodos de abati-
miento de arsénico. En algunas pequefias poblaciones, hasta el dia de hoy, se continta utili-
zando el agua subterranea, a veces combinada con el agua de la lluvia recogida en aljibes. El
consumo de agua contaminada con arsénico por estos mecanismos ambientales naturales no
produce casos de intoxicacién aguda. Los efectos son crénicos derivados de la ingesta de pe-
quenas cantidades de arsénico en el agua y en otros alimentos contaminados por el agua du-
rante largos periodos de tiempo.

Se pueden reconocer cuatro etapas en el desarrollo del HACRE:

- Periodo Prepatogénico: las poblaciones estan expuestas a concentraciones elevadas de

arsénico inorganico en el agua de consumo diario.

- Periodo Preclinico: el paciente no muestra sintomas, pero el arsénico puede ser detecta-

do en muestras de tejidos y de orina.

- Periodo Clinico: Aparecen las manifestaciones en la piel como lesiones cutaneas, hiper-

pigmientacion e hiperqueratosis en forma de “gotas de lluvia”. La OMS estima que esta

etapa requiere una exposicion al arsénico de 5 a 10 afos.
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- Periodo de Complicaciones: sintomas clinicos mas pronunciados y afectacion de los o6r-

ganos internos; desarrollo de tumores o canceres que afectan la piel u otros érganos.

Obviamente las acciones de salud deben estar dirigidas a evitar o discontinuar la exposi-
cion. En los periodos preclinico y clinico, si el paciente reemplaza la fuente de agua de bebida
por otra que esté libre de arsénico, su recuperacion es casi completa. En el ultimo periodo, las
manifestaciones no cancerosas pueden ser reversibles, pero cuando aparecen las manifesta-
ciones cancerosas, la Unica medida beneficiosa es el diagnéstico precoz y tratamiento oportuno
para reducir las secuelas y mejorar la calidad de vida.

Aunque no existe una concentracion de arsénico que se considere totalmente segura, por
cuanto estamos ante la presencia de una sustancia que no tiene definido un valor de dosis
umbral para el efecto cancerigeno, se ha establecido un nivel guia para la calidad del agua

de bebida de 10 ppb en el agua de consumo diario (bebida y preparacion de alimentos).

Enfermedad de Pie Negro o Black Foot disease: Esta patologia aparece también a conse-
cuencia de la exposicidn cronica a arsénico en condiciones de vulnerabilidad y desnutricion. Se
caracteriza por aparicion de escoriaciones oscuras en los pies que se incrementan con la dosis
y la edad. A largo plazo se desarrolla un aumento en canceres fatales de érganos internos co-

mo higado, piel, pulmon, rifién.

Remocién de arsénico en agua

En los ultimos afios se advierte una tendencia general en paises industrializados a re-
ducir los limites maximos permitidos de arsénico en agua de bebida, debido al riesgo carci-
nogénico del mismo para el ser humano en la piel y algunos érganos internos (pulmon,
higado, rifidn y vejiga).

En América Latina ha podido apreciarse que a niveles similares de arsénico en diferentes
condiciones (climatoldgicas, de nutricion y otros) el nivel de afectacién es diferente.

A lo largo del tiempo se han ensayado diferentes técnicas para reducir el arsénico del
agua, entre ellas la destilacién solar, la osmosis inversa y el paso del agua arsenical por
mantos filtrantes de propiedades adsorbentes, tales como alumina activada, huesos de
vacuno calcinados o virutas de hierro parcialmente oxidado. Se han probado métodos elec-
troquimicos consistentes en la liberacion de particulas coloidales de hidroxido de aluminio
partiendo de la erosion de electrodos de cinc o de aluminio, y se obtuvieron rendimientos
superiores al 99% en la remocion del arsénico, aunque se presentaron problemas de con-
taminacion del agua por impurezas asociadas al material de los electrodos. Asimismo, se
ha intentado tratar las aguas arsenicales por electrodialisis, pero no se han encontrado
membranas con poros de tamano adecuado para eliminar selectivamente el arsénico. Un
método casero de eliminacién de arsénico en agua se obtiene introduciendo un trozo de
alambre de hierro en agua acidificada con jugo de limén dentro de una botella plastica y

dejando reposar el sistema durante toda la noche, se produce la oxidacién del hierro con
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formacion de oxido férrico que precipita arrastrando al arsénico, luego se procede al filtrado
del agua con un pafio limpio. El analisis de arsénico en este tipo de aguas indica una re-

mocion de casi un 99% del arsénico presente originalmente previo al tratamiento.

Diagnostico

La concentracién de arsénico total en orina ha sido utilizada como un indicador de la
exposicion reciente a arsénico debido a que la orina es la principal via de excrecién para la
mayoria de las especies arsenicales. La vida media del arsénico inorganico en humanos es
de alrededor 4 dias.

Para determinar exposicion al arsénico existen biomarcadores muy Uutiles tales como la de-
terminacion arsénico inorganico, acido monometilarsénico (MMA) y &cido dimetilarsinico (DMA)
en orina, indicadores de exposicidn reciente a ingestion de agua o alimentos contaminados con
arsénico. La exposicion crénica se ha puesto en evidencia con el analisis de arsénico total en
pelo y ufias. Las mediciones en sangre han sido utiles sélo como indicador de exposicion agu-
da, estadisticamente no ha sido demostrado que la concentracidén de arsénico en sangre esté
correlacionada con la exposicion al arsénico en agua de bebida.

En los casos de exposicion laboral generalmente por via respiratoria a polvos y vapores exi-
ge un examen periddico. La vigilancia médica requiere realizar anualmente un examen clinico
con orientacion dermatoldgica, neurolégica y hepatoldgica. Generalmente el médico solicita un
hemograma con recuento de plaquetas, una espirometria para observar compromiso pulmonar
y rayos X de térax. Se realiza el dosaje de arsénico en orina teniendo como referencia un indi-
ce Bioldégico de Exposicion Hasta 35 mcg/g de creatinina.

Para este analisis se solicita una muestra de 100 ml de orina emitida espontaneamente. La
muestra debe ser recolectada al finalizar la semana laboral. La recoleccion se hara alejada del
puesto de trabajo, para evitar la contaminacién y previa higiene personal. Se utiliza para la
recoleccion envases de polietileno lavado previamente con acido nitrico para eliminar posibles
trazas de metales interferentes. Luego de recogida la muestra se debe refrigerar para remitir al
laboratorio siempre y cuando la determinaciéon no se pueda realizar en forma inmediata. A —20
°C es estable durante seis meses.

El método sugerido para la determinacion es el de Absorcion atdmica u otro método como el
Vasak Sedivek. La destruccién de materia organica es sencilla dado que la matriz de orina no
es muy rica en material organico.

Los biomarcadores de susceptibilidad contindan en estudio a nivel genético como indicado-

res de la produccion de cancer por arsénico.
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Cromo

El cromo es un elemento metdlico de transicion abundante en la corteza terrestre, en el
agua, el suelo y las rocas y en el medio ambiente, proveniente de la actividad industrial (pro-
duccion de cromados, refinamiento de minerales que lo contienen, manufactura del cemento, la
combustion de combustible fosil, aguas residuales de curtiembres), cultivos y suelos agricolas.
Es ademas, un ingrediente comun en muchos suplementos vitaminicos y minerales. Al hombre
llega a través de los alimentos o por exposicion a toda fuente de cromo de origen antropogeni-
co, en general de origen industrial, sea trabajadores o poblaciones cercanas a industrias que
emiten material particulado o efluentes contaminados con este metal. El riesgo de exposicion
no solamente se debe a la presencia del cromo en el ambiente, sino a la valencia y la forma
fisicoquimica en que se presenta. Se encuentra principalmente en tres estados de valencia,
cromo elemental (0) que carece de toxicidad, cromo trivalente (lll) y cromo hexavalente (VI)
altamente toéxicos por ser formas biolégicamente activas. La forma trivalente es la mas comun.
El cromo trivalente es menos téxico que el hexavalente. Los compuestos Cr (lll) en general se
encuentran formando complejos estables con ligandos organicos e inorganicos, en cambio, los
compuestos Cr(VI) forman 6xidos con actividad oxidante de gran importancia industrial. El
cromo particulado proveniente de la combustidon del carbon y la contaminacion industrial, preci-
pita con las lluvias y junto con el cromo proveniente de efluentes de industrias no controladas,
se deposita en la tierra y agua; los depésitos en tierra son llevados a cursos de agua por esco-
rrentias y se depositan en sedimentos. En los sistemas acuaticos la toxicidad de los compues-
tos solubles de cromo varia segun la T°, pH y dureza del agua, y segun las especies de orga-
nismos que los pueblan. Los compuestos de Cr(VI) se disuelven con facilidad, pero en condi-
ciones naturales y en presencia de materia organica oxidable, se reducen rapidamente a com-
puestos de Cr(lll), mas estables y menos hidrosolubles. Los hidroxidos de Cr(lll), una vez se-
dimentados Yy fijados en el sedimento acuatico, dificilmente vuelven a movilizarse, dado que la
oxidacién de los compuestos de Cr(lll) para formar compuestos de Cr(VI), practicamente no
ocurre en forma natural. El Cr(VI), ain en concentraciones relativamente bajas, ya resulta toxi-
co, siendo el pH del suelo un factor fundamental. El uso de abonos fosfatados incrementa su
ingreso al suelo. La acidificacion del suelo puede también influir en la captacion de Cromo co-
mo Cr (lll) por los cultivos. En las plantas se han observado lesiones en el sistema radicular,
originadas principalmente por el Cr(VI). Los efectos toxicos han sido descritos fundamental-
mente, en base a ensayos vasculares. Aunque no se conoce que el Cr sea acumulado en pe-
ces, se sabe que, debido a la gran biodisponibilidad en aguas superficiales, altas concentra-
ciones de Cr(VI) pueden dafiar las agallas de los peces que permanecen cerca del punto de
vertido. En animales la exposicién a cromo puede causar problemas respiratorios y una baja
disponibilidad del mismo puede dar lugar a enfermedades, defectos de nacimiento, infertilidad

y formacién de tumores.
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Papel Biolégico del Cromo

El Cr(lll) es un elemento esencial para el hombre a niveles trazas. Participa en el meta-
bolismo de aminoacidos, de colesterol (como protector arterial, ya que controla los niveles
de colesterol en sangre e impide la formacion de placas en las arterias coronarias) y de los
hidratos de carbono (parece participar en la potenciacion de la accién de la insulina al unir-
se al complejo receptor-insulina unido a un péptido especifico) su carencia provoca por
ejemplo intolerancia a la glucosa. En concentraciones extremadamente bajas puede causar
problemas cardiacos.

Su deficiencia puede provocar:

* Problemas cardiocirculatorios que sobrevienen como consecuencia de los elevados ni-

veles de colesterol en sangre con la consiguiente formacion de placas ateromatosas.
* Aumento de los lipidos en la sangre.
» Alteracion en el metabolismo de los aminoacidos y de los azucares.
Causas que favorecen su deficiencia:

* Una dieta rica en azucares refinados y alimentos procesados.

» Diabetes.

* Alcoholismo.

» Dietas de adelgazamiento muy prolongadas.
Fuentes de Cr(lll): levadura de cerveza, algunas plantas medicinales como las hojas del nogal
y eucaliptus, los berros, la melaza, el limén, el pomelo, los cereales integrales, el aceite de

maiz, las carnes y los mariscos.

Sintomatologia de la intoxicaciéon con cromo

Intoxicaciéon aguda

Las intoxicaciones agudas por ingesta o inhalacion de cromo son poco frecuentes. Los
compuestos de Cr(VI) son toxicos si son ingeridos, siendo la dosis letal de unos pocos gramos.
La ingesta de una sal de cromo (con fines suicidas) produce un cuadro gastrointestinal con
vomitos, dolores abdominales, diarreas y hemorragias intestinales. Se han descrito casos de
muerte, por colapso cardiocirculatorio. Si el paciente sobrevive, puede aparecer una insuficien-
cia renal aguda debido a necrosis tubular aguda. También puede ocasionar un fallo hepatico,
coagulopatia, o hemodlisis intravascular. Las intoxicaciones agudas con compuestos de Cr(VI)

se manifiestan como lesiones renales.

Intoxicacién cronica
Son las mas frecuentes en intoxicaciones profesionales. Derivan de la inhalacién y contacto
cutdneo-mucosa con polvos, vapores y nieblas que se desprenden en la fabricacién de deriva-

dos de cromo y cromado de metales. El contacto cutaneo con compuestos de Cr(VI) puede
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producir Ulceras pequefas, no dolorosas, a veces puriginosas, que suelen afectar al dorso de
las manos y de los dedos y reciben el nombre de ulceras en “nido de paloma”. También puede
ocasionar dermatitis de contacto (irritativas y alérgicas). La exposicidon a estos compuestos
también se relaciona con cuadros de bronquitis y de asma, ademas de poder producir ulcera-
ciones y perforaciones del tabique nasal. .La mayoria de los compuestos de Cr(VI) irritan los
ojos, la piel y las mucosas y la exposicidén cronica puede provocar dafios permanentes en los
ojos. Las crénicas en cambio, pueden producir mutaciones en el TGl, asi como acumulaciones
en el higado, en el rifidn, en la glandula tiroidea y en la médula 6sea. A la exposicién prolonga-
da al polvo de cromo (industria), se la relaciona con una mayor incidencia de cancer de senos
paranasales y de pulmén a nivel bronquial por compuestos hexavalentes, fundamentalmente

los menos solubles como los cromatos de calcio, de estroncio y de cinc.

Toxicocinetica

La toxicocinética de los compuestos de cromo depende como ya fue mencionado, del esta-
do de valencia del atomo de cromo y de la naturaleza de sus ligandos. Los seres humanos
incorporan a su organismo cantidades relativamente pequefias de cromo por inhalacion del
aire ambiental, por ingestién de alimentos y del agua de bebida 6 en aguas de recreacion,
exposicion digestiva y dérmica, en caso que lo contengan.

Absorcion: La absorcion de los compuestos de cromo (VI) es mayor que la de los com-
puestos de cromo (lll), cualquiera que sea la via de exposicion, pero a pH acido del esté-
mago dicha absorcién es mas baja debido a la reduccién del cromo (VI) a cromo (lll). La
absorcion de compuestos de cromo inhalados se produce en los pulmones, a través de la
membrana plasmatica. El cromo(VI) ingresa de forma facilitada a la célula como anién
cromato a través de los canales anidnicos presentes en las membranas plasmaticas, en
cambio los compuestos de cromo (lll) podran absorberse por difusiéon pasiva si se trata de
compuestos organicos liofilices, las formas particuladas inorganicas podran absorberse
por fagocitosis. Por lo expuesto, los compuestos de Cr(lll) asimilados junto con los ali-
mentos resultan relativamente inocuos.

Distribucién: El cromo absorbido, pasa al torrente sanguineo donde es reducido a la forma
trivalente y luego se distribuye y deposita con esta valencia en varios 6rganos (sistema reticulo
endotelial, higado, bazo y huesos).

Eliminacién: La principal via de eliminacion es la renal (80 %), de manera muy lenta, con
una semivida de eliminacion de 15-41 hs. En menor cantidad puede eliminarse por heces.

Mecanismo de accién: Los compuestos de Cr(VI) penetran con facilidad en el interior de
los eritrocitos, combinandose con la fraccion globinica de la hemoglobina, reduciéndose poste-
riormente a Cr(lll). En esta forma tiene gran afinidad por las proteinas plasmaticas, principal-
mente por la transferrina, a la que se fija formando compuestos muy estables. EI Cr(lll) y (VI)

son agentes desnaturalizantes de proteinas y precipitantes de los acidos nucleicos.
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Carcinogenicidad

Los diversos compuestos de Cr(VI) representan la mayor amenaza, debido a sus efectos
genéticos. Los compuestos del Cr (VI) resultan positivos en casi todos los sistemas de ensayos
disefados para determinar efectos mutagénicos. El hecho comprobado de que atraviesa la
placenta significa un alto riesgo para los embriones y fetos. El efecto carcinégeno de sus com-
puestos no solo ha sido demostrado experimentalmente con animales, sino también ha sido
confirmado en estudios epidemioldgicos realizados con grupos humanos expuestos laboral-
mente a esta sustancia. Se estima que el periodo de latencia oscila entre 10 y 27 afios. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre con estos compuestos, no fue posible demostrar de
manera concluyente el efecto carcindgeno de los compuestos de cromo (lll). La IARC clasifica
que por inhalacién los compuestos de Cr(VI) son carcinbgenos humanos, sobre pulmén y se-
nos paranasales (Grupo 1).

La exposicion a cromo en particular en la industria de la produccion de pigmentos a base de
cromo y en la produccién de cromo, se asocia a cancer del tracto respiratorio. El mecanismo de
carcinogenicidad del Cr(VI) en el pulmén se cree que se produce por su reduccion a Cr(lll) y, a
la generacion de reactivos intermediarios. Las sales de Cr(lll) tienen poca o ninguna actividad
mutagénica en bacterias. Como las células asimilan mejor el Cr(VI), pero es la forma trivalente
la que es metabdlicamente activa y la que se une a los acidos nucleicos, se ha sugerido que, el
agente mutageno es el cromo trivalente unido al material genético, luego de la reduccién de la
forma hexavalente. La reduccién intracelular de Cr(VI) involucra la oxidacion tanto de pequenas
moléculas como ascorbato y glutation como de macromoléculas como ADN y proteinas, y pro-
bablemente esto juegue un rol en el proceso de carcinogénesis.

De hecho el cromo provoca una variedad de efectos:

* a nivel bioquimico, la interaccion covalente de coordinacién de Cr(VI) y Cr(lll) con el
ADN y con los complejos ADN-proteinas.
a nivel gendmico, la induccién de expresion génica (de estrés oxidativo, de metalotio-
neinas y de genes supresores de tumores), mutacion génica, lesiones del ADN, inhibi-
cion de sintesis proteica y detencion de la replicacién de ADN.
* anivel celular, detencién del ciclo celular, apoptosis y transformacion neoplasica.
La deteccién de complejos ADN-proteinas pueden servir como marcadores de exposicion y

de potencial carcinogénesis por Cr.

Diagnostico

El indicador mas utilizado para evaluar la exposicién a cromo es medir su concentracion en
muestras de orina, en trabajadores expuestos se realiza cada seis meses. La determinaci’'n de
cromo en sangre no tiene indicacion practica para el monitoreo.

La industria esta obligada a realizar un examen clinico anual con orientacion:
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a) Dermatolégica: cuando la via de exposicion es la dérmica.

b) Respiratoria: cuando la via de exposicion es la inhalatoria.

En el caso de personal expuestos por via inhalatoria se indica realizar: espirometria (se
busca patrén obstructivo), rinoscopia (en busqueda de atrofia de la mucosa nasal, ulceracion y
perforacién del tabique nasal), rayos X de térax ( se busca indicios de cancer broncopulmonar
primitivo) y andlisis de orina completa.

Para realizar el dosaje de cromo en orina, se realiza una toma de muestra de aproxima-
damente 50 ml de orina espontanea. Dicha toma debe hacerse al final del ultimo turno de
la semana laboral. Se debe utilizar envase de polietileno o polipropileno lavado previamen-
te con acido. Para preservar la muestra es conveniente acidificar (consultar con laborato-
rio). Se puede refrigerar y conservar por 14 dias. Para realizar la determinacién analitica,
se sugiere medicion por Absorcion Atémica. Se considera un indice Bioldgico de Exposi-
cién: Hasta 30 mcg/g de creatinina. Para tener un indicio de dafo renal debe realizarse en

la orina la determinacion de proteinuria.

Investigaciéon de cromo ambiental en muestras de aguas por el Método colorimétrico
Este procedimiento mide Unicamente el Cr(VI), por tanto, para determinar el Cr total hay que
convertir todo el cromo a Cr(VI), oxidando con permanganato potasico. El Cr(VI) se determina
colorimétricamente por una reaccion con difenilcarbazida en solucion acida. Se produce un
color violeta de composicion desconocida. La reaccion es muy sensible a 540 nm. Para
determinar el cromo total, se digiere la muestra con una mezcla acida sulfurico-nitrico y
luego se oxida con permanganato potasio antes de la reaccion con la difenilcarbazida. Las
interferencias principales son las sales de molibdeno y mercurio. La reaccién con la difenil-
carbazida es practicamente especifica para el Cr. Las sales de Mo(VI) y de Hg reacciona-
ran para formar color con el reactivo pero las intensidades son mucho mas bajas que para
el cromo al pH especificado. Se puede tolerar concentraciones de hasta 200 mg Mo o Hg.
El vanadio, interfiere fuertemente, pero las concentraciones hasta 10 veces las del cromo
no causaran problemas. La interferencia potencial de permanganato se elimina por reduc-

cion previa con azida.

Cadmio

Es un elemento metalico dentro del grupo de elementos de transicion. Se combina con otros
elementos formando compuestos sélidos, estables, que no se evaporan y que pueden encon-
trarse en el material particulado. Puede encontrarse asociado a compuestos de Zn como la
esfalerita (ZnS). Minerales propios son la blenda de cadmio (CdS), la otavita (CdCO3), la mon-
teponita (CdO). La actividad volcanica es la mayor fuente natural de eliminacion a la atmésfera
ademas de la actividad antropica. Los trabajadores se ven expuestos al respirar el aire conta-

minado (industria), al respirar el humo de cigarrillo (duplica la ingesta diaria), y al respirar cerca
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de donde se queman combustibles fosiles o desechos municipales. Se absorbe entre el 30 y el

50 % del cadmio inhalado.

Ciclo del cadmio

El cadmio se caracteriza por poseer efectos adversos para el hombre y el medio ambiente,
capacidad de bioacumular, posee elevada movilidad ambiental, se distribuye a grandes distan-
cias de su punto de origen con el viento y los cursos de agua.

El cadmio es un toxico persistente en el medio ambiente, en suelos permanece mas de una
centuria y casi en su totalidad permanece sin transformarse. El cadmio llega al suelo de los
terrenos agricolas por deposicién aérea con los fertilizantes fosfatados (que contaminan los
alimentos), por aplicacion de abono de origen animal (estiércol) y por efluentes de plantas me-
taldrgicas de cadmio que contaminan suelos y cursos de agua.

Indirectamente, se puede ingerir a través de los alimentos, ya que el agua contaminada
puede pasar a los vegetales o ingerirla los animales. Se fija a las plantas mas rapidamente que
el Pb, se bioacumula principalmente en hojas y en menor cantidad en los frutos y semillas. Esta
cadena es frecuente en areas mineras. La deposicion atmosférica sobre las cosechas en luga-
res cercanos de emision y el vertido de lodos contaminados sobre la tierra y el mar, es otra de
las vias. Los sistemas acuaticos también son una cadena de bioacumulacion a través de los
crustaceos, moluscos, que ingieren plancton con cadmio, y lo acumulan en su organismo. Mu-
jeres que amamantan pueden transmitirlo a través de la leche, convirtiéndose en la principal

fuente de exposicién en nifios.

Toxicocinética

Absorcién: La absorcion de cadmio a partir de la via inhalatoria, depende del tipo de com-
puesto inhalado, del tamafio de las particulas y de su retencién en el pulmén. Ingresa al torren-
te sanguineo por absorcidn en el estbmago o en los intestinos, luego de la ingesta de comida o
agua. La absorcion en el &mbito intestinal se produce en dos etapas. En la primera, las células
de la mucosa internalizan el metal presente en el lumen intestinal, y en la segunda etapa, una
parte del mismo atraviesa la membrana vasolateral de los enterocitos, fijandose a la hemoglo-
bina y a las metalotioneinas, para pasar a la circulacion sanguinea.

Distribucién: Las metalotioneinas son el medio de transporte del cadmio en el plasma
sanguineo. En condiciones normales, y a baja concentraciones, la mayor parte queda rete-
nida en la mucosa intestinal, principalmente unido a la metalotioneinas y es eliminado pos-
teriormente con la descamacion de la pared. Cuando la dosis oral de cadmio es elevada, el
metal libre atraviesa la mucosa para pasar a la circulaciéon sanguinea, almacenandose en

higado, rifidn e intestino, donde se une a metalotioneinas. Sélo en rifion e higado se acu-
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mula alrededor de un 50% del cadmio presente en el organismo. Pequefas cantidades de
complejo proteina-Cd pasan continuamente del higado al torrente sanguineo, para ser
transportado a los rifiones y filtrado a través de los glomérulos, para posteriormente ser
reabsorbido y almacenado en las células tubulares del rinén. ElI complejo Cd-
metalotioneina es mas téxico para los tubulos renales que el Cd por si mismo. Se puede
acumular ademas en pulmones, pancreas, glandula tiroides, testiculos y gldndulas saliva-
les. Tiene la capacidad de atraviesa la barrera placentaria facilmente, induciendo alli la
sintesis de metalotioneinas, formandose asi el complejo metal-proteina que se acumula
progresivamente en la placenta durante el embarazo, actuando como mecanismo protector
frente al transporte al feto.

Eliminacion: Su eliminacion tiene lugar por las vias urinaria, intestinal, pelos y ufias. Hay un
cierto grado de excrecién por via biliar, pero en el intestino vuelve a absorberse a través del
ciclo entero-hepatico. La eliminacién es lenta, lo que favorece su acumulacion. La vida media
en el organismo puede superar los treinta afios. Dependiendo del dafo de la funcién renal in-
ducida por este metal, la reabsorcién del complejo disminuye, no se acumula en higado e in-
crementa su excrecion urinaria. Sélo entonces la concentracion de cadmio en higado excede la
del nivel renal.

Mecanismo de accion: Su accion toxica es, a la vez, irritante local y toxica general. La ac-
cion irritante seria responsable de los incidentes agudos de la intoxicacion que se ejercen so-
bre la mucosa nasal, el arbol respiratorio y el tubo digestivo. La accién toxica general se mani-
fiesta principalmente sobre la funcién renal y los tejidos pulmonar y 6seo. Se cree que ésta
resulta de la interferencia del Cd en el metabolismo de ciertos metales (Cu, Co, Zn) que estan
presentes en algunas enzimas. De hecho un suplemento de Zn y vitamina C contrarresta su
accion toxica. El cadmio inhibe la absorcién intestinal del Ca e impide su depdsito en el tejido
6seo. Posee accidn inhibidora de los grupos sulfidrilos de proteinas y enzimas, bloquea las
fosforilaciones oxidativas a nivel de los macréfagos pulmonares. Tiene accion directa sobre la
corteza cerebral y, de forma mas acusada, sobre el rifién.

Exposicion: En los individuos expuestos se observa en bioacumulacion de cadmio,
aumentando este con la edad. En los adultos la carga corporal puede llegar a 40 mg vy el
habito de fumar la duplica. Su absorcién aumenta si la dieta resulta deficiente en calcio,
hierro o proteinas.

Las intoxicaciones industriales por cadmio resultan de la exposicién a los polvos y los hu-
mos que se generan en las industrias que utilizan este metal u otros asociados al mismo que
ingresan al hombre a través de la via respiratoria o via digestiva por la ingesta de los polvos o
liquidos provenientes de cafierias que contienen cadmio en sus soldaduras 6 agua contamina-

da por las fabricas que tiran sus desechos al rio.
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Intoxicacién aguda

Si la absorcién ha tenido lugar por via digestiva, el cuadro clinico se manifiesta con un epi-
sodio violento de gastroenteritis, colico, vomitos (a veces sanguinolentos), diarreas y dolor de
cabeza. El dolor abdominal puede ser muy intenso, con sintomas de colapso. En cambio, si la
absorcion ha sido respiratoria, se produce un cuadro de gran irritacion pulmonar con disnea,
cianosis y tos. En algunas ocasiones pueden observarse signos de lesién hepatorrenal y en los
casos mas agudos, un edema agudo de pulmén mortal. La evolucién es favorable, establecién-

dose una curacion completa sin secuelas.

Intoxicacion crénica

En la exposicion laboral prolongada se producen un conjunto de manifestaciones muy ca-
racteristicas. En general se observa una pérdida progresiva de peso con anorexia y anemia, los
dientes presentan una pigmentacion amarilla del esmalte en forma de bandas o anillos semi-
concéntricos debidos a la formacion de sulfuro de cadmio, denominados dientes cadmicos, A
nivel renal, el dafio provocado a nivel del tubo contoneado proximal provoca la aparicion en la
orina de proteinas de bajo peso molecular. La aparicién de la proteinuria cadmica esta gene-
ralmente asociada a cadmiurias que sobrepasan los 10 ug/g de creatinina en orina. No hay
hematuria microscépica ni leucocitaria, disminuye la capacidad renal de concentracién y acidi-
ficacion de la orina. El dafio renal puede avanzar hasta generar alteraciones glomerulares.

En pacientes expuestos a polvos y sin la proteccién laboral adecuada, se pueden observar
trastornos respiratorios, rinitis irritativa, bronquitis y enfisema pulmonar. La funcién respiratoria
se altera gradualmente y puede continuar incluso después de haber interrumpido la exposicion.
Dada la similitud del cadmio con el calcio se producen lesiones éseas que en casos avanzados
pueden dar lugar a una osteomalacia que origina violentos dolores en la pelvis y extremidades
inferiores por formacién de fisuras 6seas simétricas, preferentemente a nivel del cuello del fé-
mur. La causa seria la pérdida de gran cantidad de fosfato célcico por el rifidén. Esto ademas
origina una litiasis renal.

La evolucion de los intoxicados es desfavorable, aun después de haber cesado su exposi-
cion al toxico, tanto en los trastornos pulmonares como en los renales, como consecuencia de
la lenta eliminacion del téxico. Sin embargo, cuando se trata de lesiones renales iniciales, el

cese de la exposicion suele detener su evolucion.

Carcinogénesis

El cadmio produce cancer sobre préstata y pulmon. Su clasificacion IARC es grupo 1.

Los mecanismo de accion involucrados para desencadenar carcinomas incluyen: inhibicion
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de la reparacion del ADN con la subsecuente inestabilidad genética, deplecion de las de-
fensa antioxidante causando estrés oxidativo, activacién de sefiales celulares e induccién
de proto-oncogenes, inhibiciéon de la metilacién del ADN produciendo desrepresion de ge-
nes, disrupcion de la proteina E-cadherin que media la adhesion célula - célula, dafo celu-
lar y apoptosis.

De acuerdo al modelo multi estadio de la carcinogénesis, el cadmio puede iniciar las trans-
formaciones por el aumento del estrés oxidativo y la producciéon directa de un nivel bajo de
mutaciones criticas 6 por su propiedad de interferir con la reparacion del ADN y amplificas asi
el nivel de producciéon de mutaciones espontaneas y de causa exdgena. El cadmio puede pro-
mover el crecimiento de tumores a través de sefiales mitogénicas por la induccién inmediata-
mente temprana de genes y por la inhibicion de la metilacion. la posterior malignizacion del
tumor puede ser dirigida por la interferencia del cadmio con la funcién de la E-cadherin y dis-
rupcion de la adhesiéon célula - célula. La induccion de la apoptosis celular por el cadmio puede

disminuir el crecimiento de las células tumorales.

Diagnostico

La prevencioén técnica comprende el control del Cd en el ambiente de trabajo, que no debe
sobrepasar el los limites ambientales recomendados. Si se encuentran valores superiores, se
ajustaran las medidas destinadas a reducir el paso del téxico al ambiente y/o a intensificar su
depuracion. Para situaciones extremas se usaran mascaras de suministro de aire bajo presion.
La prevencion médica tiene como fundamento el diagndstico precoz de los efectos toxicos del
metal y la determinacién de cadmio en sangre y, sobre todo, en orina. Si uno u otro analisis son
positivos, el trabajador debe cesar durante el tiempo necesario su actividad laboral de riesgo
hasta la normalizacion de estos parametros.

En casos de intoxicacion aguda el cuadro manifestado sera debido a la inhalacion de hu-
mos de 6xido de cadmio en el lugar de trabajo, con aparicion de un cuadro seudogripal se-
guido de tos, disnea y cianosis. En el caso de exposicidn crénica, los trabajadores expuestos
al cadmio deben ser controlados clinicamente, buscando manifestaciones de tipo respiratoria,
renal, trastornos 6seos y muchas veces cuadros de hipertension. Anualmente se realiza un
examen clinico con orientacién: Otorrinolaringolégica, Neumonolégica, Traumatolégica y uro-
l6gica, ademas de una espirometria, Rx de torax y Rx de huesos en especial cuello del fé-
mur. Examen periédico se realiza semestralmente de vigilancia médica solicitando analisis
de orina indicando determinacién de proteinas totales, proteinuria, albumina y beta-2-
microglobulina, todos indicadores de dafio o destruccién de estructuras renales. En cuanto a
los marcadores de exposicion se determina la concentracion de cadmio en orina y en forma
alternativa la determinacion de cadmio en sangre considerando un indice Biolégico de Expo-

sicién de 5 mcg/l sea de orina o de sangre.
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La determinacion de cadmio en orina, se realiza tomando una orina emitida esponta-
neamente, que puede ser recolectada en cualquier momento- La recoleccion debe hacerse
fuera del puesto de trabajo, con previa higiene personal utilizando envase de polietileno de
alta densidad lavado previamente con acido. No debe utilizarse envases de plasticos colo-
reados o de goma por la posible contaminacién con cadmio o metales intrferentes. EI mé-
todo sugerido es Absorcion atémica por Atomizacién electrotérmica. El valor normal de Cd
en orina, para individuos no expuesto es menor a 2 ug/g. de creatinina. El valor indice Bio-
I6gico de Exposicion es igual o mayor a 5 pg/g. de creatinina. En el caso de necesitar rea-
lizar la determinacién de cadmio en sangre como indicador de exposicion reciente, se toma
una muestra en cualquier momento, de sangre por venopuncion, utilizando jeringas de
plastico libre de cadmio y mantener la sangre en la misma. Se recomienda como en el caso
de la muestra de orina recolectar la muestra en un ambito fuera del puesto de trabajo, con
previa higiene personal. Se considera como indice Biolégico de Exposicién hasta 5
mcg/litro. Para investigar nivel de dafio renal se realiza la determinacion de proteinuria y se
mide: Proteinas totales que en la intoxicacion por cadmio no sobrepasan los 2 gramos en
24 horas, Albumina (proteina de alto peso molecular), en individuos no expuestos debe ser
menor a 20 mg/g de creatinina, Proteina de bajo peso molecular, la de primera eleccion es
la Proteina Transportadora del Retinol (RBP), debe dar un valor menor a 300 ug/g de crea-
tinina. la alternativa a esta es la determinacion de otra proteina de bajo peso molecular la

Beta-2-microglobulina, cuyo valor no debe superar los 300ug/g de creatinina.

Casos paradigmaticos

En Toyama, Japoén, la ingesta de arroz que fue regado con agua contaminada con Cd,
produjo una entrada al organismo de 300 ug diarios de cadmio, éste provenia de una ex-
plotacién minera de las cercanias. La enfermedad se conoce como “ltai Itai” (ay ay) por lo
dolorosos sintomas de las fracturas multiples producidas por la osteomalacia (reblanda-
miento de los huesos).

En Suecia, en la década de 1940, durante la fabricacion de baterias alcalinas de Ni-Cd, va-
rias personas murieron por la accién toxica del cadmio, cuya concentracion en el aire era del
orden de los mg/m3.

En Shipham, en una poblacién cercana a una mina de zinc en Inglaterra, se observé que los
habitantes tenian signos de toxicidad por cadmio, presentando en el higado unos niveles de
metal cinco veces superior a los encontrados en los habitantes de areas no contaminadas. Las
verduras cultivadas en el area contaminada contenian mas de 7 mg/kg de peso seco de Cd,

concentracion muy superior al contenido de cadmio encontrado en la intoxicacion de Japon.
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CAPITULO 7
Efectos toxicos de los plaguicidas
Autor: Leda Giannuzzi

Aportes de: Florencia Ortega y Ezequiel Ventosi

Introduccion

La definicion de pesticidas segun Environmental Protection Agency (U.S. EPA) es “cualquier
sustancia o mezcla de sustancias que tienden a prevenir, destruir, repeler o mitigar alguna pes-
te”. Se entiende también por pesticidas a los agentes fisicos, quimicos o bioldgicos que pueden
matar alguna peste de las plantas o animales indeseables. Los pesticidas constituyen un con-
junto muy amplio y heterogéneo de compuestos. El término pesticida es el nombre genérico
para una variedad de agentes que resultan ser mas especificamente clasificados segun el or-
ganismo al cual matan.

Los insecticidas que, en sentido estricto, sdlo incluyen las sustancias destinadas a ma-
tar insectos, abarcan mas organismos. Incluyen también los productos que matan especies
vecinas como los acaros (acaricidas), las pulgas (aficidas), las sustancias que perturban el
desarrollo de especies impidiendo la eclosion de los huevos (ovicidas), de las larbas (larbi-
cidas) asi como la maduracion sexual de los adultos. Los herbicidas son aquellos que des-
truyen o limitan el crecimiento de vegetales herbaceos o lefiosos. Los funguicidas, consti-
tuyen compuestos que destruyen los hongos parasitos de los cultivos. Los nematicidas, son
utilizados en el tratamiento de suelos para destruir gusanos parasitos en las partes subte-
rraneas o en las partes aéreas de los vegetales. Los molusquicidas y los helicidas, son
destinados a eliminar los caracoles y las babosas. Los rodenticidas (raticidas y miricidas) y
los topocidas son aquellos que atacan a los roedores y otros lagomorfos. Los corvicidas y
los corvifugos, destruyen o ahuyentan los pajaros, visitadores habituales u ocasionales de
los cultivos. Los productos repulsivos son destinados ahuyentar mamiferos de talla impor-
tante como son los zorros, jabalies, osos, etc.

Durante centurias el hombre ha desarrollado algunos métodos ingeniosos para controlar
vertebrados, invertebrados, y microorganismos que constantemente amenazaban a la salud
y su alimento. La historia de los plaguicidas se encuentra repleta de descripciones vincula-
das a plantas dafiinas y plagas de insectos, asi como las medidas para controlarlas. El
azufre ha sido usado como fumigante en China en el afio 1000 AC. También en China se

ha descripto la aplicacion de moderadas cantidades de 6xido de arsénico empleado como
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insecticida. En los afios 1690, se empled extractos acuosos de hojas de tabaco (Nicotiana
tabacum) y de semillas de Strychnos nux vémica (estricnina) para matar roedores. En 1800
se empled trioxido de arsénico para matar malezas, el acido sulfurico para destruir las dico-
tiledoneas. El arsenito de cobre fue usado para controlar el escarabajo de Colorado. En
1920 el uso de pesticidas arsenicales produjo considerables problemas de toxicidad debido
que algunas frutas y vegetales tratadas presentaban residuos téxicos. En 1930 comienza la
era de los pesticidas sintéticos. Con el comienzo de la || Guerra mundial, se utilizaron nu-
merosos pesticidas incluyendo diclorodifeniltricloroetano (DDT), el acido dinitrocresol -4
cloro-2 metiloxiacético (MPCA) y 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D). La post guerra fue la
época del rapido desarrollo de los agroquimicos con el auge de los insecticidas, funguici-
das y herbicidas. En la actualidad, se han desarrollado los derivados de segunda y tercera
generacion de los pesticidas quimicos los que poseen un inherente grado de toxicidad para
algunos organismos vivos. Desafortunadamente, no existe un pesticida completamente
seguro. Sin embargo, los pesticidas pueden ser usados en forma relativamente segura y
presentar bajo nivel de riesgo a la salud humana al ser aplicado de acuerdo a las instruc-
ciones descriptas en el envase.

De la produccion mundial, aproximadamente el 70% se utiliza en la agricultura y el resto en
otros ambientes, entre ellos el doméstico. Segun datos de la OMS informados del total de los
plaguicidas utilizados en la agricultura mundial, un 45% son herbicidas, un 32% insecticidas, un
18% fungicidas y un 5% corresponden a demas grupos de plaguicidas.

A pesar del amplio empleo de los plaguicidas, se admite que se pierde alrededor del 35% de
las cosechas, pues se estima que menos del 0.1% de los productos aplicados alcanzan las
plagas que se pretenden destruir. Como consecuencia, mas del 99% de los plaguicidas se
dispersan en el ambiente y presentan un riesgo potencial para los ecosistemas produciendo
dafos que suponen un enorme costo indeseable.

De acuerdo con la FAO, las pérdidas anuales producidas en las cosechas en los paises
en vias de desarrollo, como consecuencia de enfermedades, insectos y malas hierbas su-
pera el 40%. Si a ello se le suma las pérdidas producidas después de la recoleccion se
alcanza un volumen total de pérdidas superior a la mitad de la produccién potencial. Esta
cifra se reduce a solo el 25% en los paises con agricultura desarrollada. Uno de los mejo-
res instrumentos para aumentar los rendimientos consiste en el apropiado empleo de los
plaguicidas. Antes de emplear un plaguicida es necesario hacer un balance entre los bene-
ficios esperables y los posibles riegos o dafios a la salud publica, asi como el deterioro del
medio ambiente.

Sin duda resulta muy dificil cuantificar la relacion riesgo-beneficio derivado del empleo de
los plaguicidas. Muchas veces es necesario destruir plagas que afectarian las cosechas de
alimentos a pesar de un posible dafo a algunos de los miembros de la poblacién, como resul-
tado de un numero mayor de seres humanos cuya salud y bienestar se protege. Similarmente,

cuando los vectores portadores de enfermedades representan un riesgo a la salud para gran-
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des poblaciones humanas, el empleo de plaguicidas esta indicado siempre que se conozca
alguno adecuado.

El empleo de los plaguicidas ha producido efectos sobre la salud humana en particular
asociado a exposiciones a largo plazo. Efectos carcinogénicos y manifestaciones téxicas
retardadas sobre el sistema nervioso y el sistema reproductivo en particular han sido des-

criptos alertando en forma directa a los organismos reguladores de algunos paises.

Clasificacién de los plaguicidas

Los plaguicidas pueden clasificarse segun diversos criterios como ser segun el grado de pe-

ligrosidad, segun su uso y segun su estructura quimica de acuerdo a la Tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion de los plaguicidas segun el grado de peligrosidad,

su uso y estructura quimica

Grado de peligrosidad Uso Estructura quimica
la Extremadamente toxico Insecticidas Inorganicos
Ib Altamente peligrosos Herbicidas Organicos:
Il Moderadamente peligrosos Funguicidas Organoclorados
Il Ligeramente peligrosos Nematicidas Organofosforados
Rodenticidas Carbamicos

Bencimidazoles
Organohalogenados
Metalorganicos
Ditiocarbamatos
Dicarboximidas
Fenoles
Acidos organicos
Bipiridilos

Piretroides
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La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) clasifica a los plaguicidas segun el grado de pe-
ligrosidad, en funcién de la DL50 en ratas, expresadas en mg/Kg de peso corporal segin dos
vias de entrada, la oral y la dérmica, segun el estado fisico del principio activo sea un solido o
un liquido (Tabla 2). Se ha planteado las ventajas y desventajas de considerar el grado de
peligrosidad en funcién de las DL50 en ratas, asi como la problematica que presentan algunos
plaguicidas quimicos tales como rodenticidas (de alto grado de toxicidad en ratas, pero no pre-
senta el mismo efecto en humanos) y el paraquat (presenta baja toxicidad dérmica, pero resulta
ser altamente peligroso por ingestion). Esta clasificacion aporta informacion respecto al riesgo
de intoxicacidon aguda, en el caso del principio activo por via oral o dérmica, pero nada dice
sobre la capacidad de producir intoxicacidn cronica a plazos prolongados.

En la Tabla 3 se presentan algunos ejemplos de plaguicidas, segun la clasificacion de la
OMS. Algunos de ellos se utilizan ampliamente en nuestro medio. La Organizacién Mundial de
la Salud, OMS, clasifica los plaguicidas principalmente en base a su toxicidad aguda en estu-
dios con animales. Los plaguicidas se clasifican en Clases: extremadamente peligrosos (la),
altamente peligrosos (Ib), moderadamente peligrosos (1), poco peligrosos (llI), normalmente no
ofrecen peligro bajo uso normal (IV, a veces no clasificados).

El presente capitulo pretende enfocar el estudio de los plaguicidas segun los efectos toxicos
que ellos producen, por ello se estudiaran los mismos considerando sus caracteristicas quimi-

cas y sus mecanismos basicos de accion toxica.

Tabla 2: Clasificacion de los plaguicidas de acuerdo con el grado de peligrosidad
segun OMS 1988a (Organizacién Mundial de la Salud)

DL50 (mg/Kg peso corporal) en ratas

Oral Demica
CLASE sélido liquida  Soélida liquido
laExtremadamente peligroso <5 <20 <10 <40
Ib Altamente peligroso 5-10 20-200 20-100 40-100

Il Moderadamente peligroso 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
lll Ligeramente peligroso =500 =2000 >1000 =400

Ill Poco probable que presente  >2000 >3000 -—-- --e-
riesgo a la salud
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Tabla 3: Empleo de plaguicidas segun las distintas clases de acuerdo

con la clasificacion de la OMS

Clasela Claselb Clasell Claselll
Aldicarb Aldrin Carbaryl Alachlor
Dieldrin Metilazinphds HCH Aletrina
HCB Etilazinphds Clordano Clorofacinona
HgCI2 Carbofenothion Clorpiriphos Cismetrina
Mevinphds DDVP 2,4-D Desmetrina
Parathion Diclorvos DDT Malathién
Metilparathion Endrin Diazinén M etilpirimiphés
TEPP Metidation Dimetoato Warfarina

Monocrotophos Diguat
Pentaclorofenol Endosulfan
Etilpirimipho6s Fenitrothion
Cianuro de Na Lindano
Heptacloro
Insecticidas

En los ultimos 60 afos la literatura ha descripto en forma exhaustiva descripciones qui-
micas, aspectos de la biotransformacién y degradacion, asi como los efectos sobre el am-
biente sobre las diferentes especies blanco y no blanco de varias clases de insecticidas.
También se ha recopilado abundante informacién de las DL50 en animales e laboratorio
Todos los insecticidas en uso hoy en dia son neurotoxicos y actuan atacando el sistema
nervioso del organismo blanco. El desarrollo de los insecticidas se ha basado sobre las
relaciones estructura quimica actividad bioldgica requiriendo una manipulaciéon de las es-
tructuras basicas para obtener la mejor configuracién que actie de forma especifica en el
sistema nervioso del organismo blanco. Dado que los insecticidas no son selectivos y afec-
tan a especies no blanco no resulta sorprendente que actuen en el sistema nervioso de los
insectos en forma similar en especies superiores de la cadena trofica. El sitio de accién o el
mecanismo de accion puede resultar similar, solo la dosis o el nivel de exposicion condi-

ciona la intensidad del efecto biolégico.Un esquema del sitio de accién de las distintas cla-
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ses de insecticidas mostrando las interferencias en el transporte a través de la membrana
a iones sodio, potasio, calcio, cloro asi como la inhibicién selectiva de actividades enzima-
ticas o la contribucion en la liberacion y/o persistencia de transmisores quimicos en el axén

y en la porcién terminal del nervio se presentan en la Figura 1.

Enzimas

Organoclorados
> Membrana axonal

Piretroides
lones (Na*, K*, Ca™, CI")

{Enzimas
i Neurotransmisores

Esteres organofosforados

Carbamatos

Figura 1: Potenciales sitios de accion de los insecticidas en el axén y en laterminal nerviosa del nervio.

Insecticidas organoclorados

Durante los afios 1940-1960 se los utilizaron ampliamente en la agricultura, control de
vectores, etc. Debido a su persistencia en el medio ambiente y a su tendencia a acumular-
se en los sistemas biolégicos y no bioldégicos, comenzaron a ser menos usados. Rara vez
ocurrieron intoxicaciones agudas, pero son responsables de intoxicaciones crénicas poten-
ciales. Se presentan como un grupo de agentes diversos que pueden clasificarse en tres
subgrupos incluyendo diclorodifeniletano, ciclodienos clorados y bencenos y ciclohexanos

clorados como puede observarse en las estructuras quimicas presentadas en la Tabla 4.
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Tabla 4: Estructura y clasificacion de los insecticidas organoclorados

Diclorodifeniletano DDT, DDD
Dicofol
Cl CH ci Pertame
| Metoxiclor
—(f— Metolclor
Ciclodienos Cl Aldrin, Dieldrien
Heptacloro
Cl \ Clordane
Endosulfan
C(CC
Cl
Cl Cl
Benceno y ciclohexanos ClI HCB
clorados HCH
Cl Cl' lindano o BHC hex:
ciclohexano
(Cha cl Cl
ClI

DDT (1,1,1-tricloro-2,2 bis(clorofenil))etano

DDA 2,2-bis (4-clorofenol)acido acético

DDE 1,1 dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etileno

DDD 1,1 dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano

lindano: isomero y del HCH hexacloro ciclohexano

BHC hexacloro benceno

La Tabla 5 presenta los valores de DL50 para algunos insecticidas organoclorados y el valor
de IDA Ingesta diaria admisible. Una compilacién de datos de DL50 en ratas. Los hay extre-
madamente téxicos como el aldrin, dieldrin y endrin y hasta ligeramente toxicos como el meto-
xicloro. El valor de IDA se refiere a la cantidad de agente quimico que puede ser ingerido por
una persona durante toda su vida sin que le produzca efectos adversos a la salud. Los valores
de IDA presentados en la tabla corresponden a los informados por OMS.

A pesar de sus variadas estructuras moleculares, presentan en comun las siguientes carac-
teristicas: son hidrocarburos ciclicos de origen sintético, resultan muy estables en los diversos
ecosistemas, por su escasa biodegradacion, debida a que el atomo de cloro sustituyente de la
molécula es relativamente poco reactivo, pueden ser metabolizados a productos menos halo-
genados e hidroxilados. Presentan altos coeficientes de particion y por lo tanto baja solubilidad
en agua. Son muy liposolubles y por lo tanto tienen a acumularse en ambientes hidrofébico,
tales como materia organica de suelos o depdsitos grasos de plantas, hombres y animales,

sufren procesos de biomagnificacion o concentracion a través de las cadenas troficas, por lo
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cual, a lo largo de las mismas, se aumenta la toxicidad de los alimentos. Finalmente, son neu-

rotéxicos para el hombre y demas vertebrados.

Tabla 5: Estructura quimica, DL50 via oral y dérmica en mg/Kg de peso corporal /dia
para insecticidas organoclorados

Compuesto Estructura DL50 ratas (mg/Kg)
oral dérmica
pp-DDT : 113 -
Cl Cl
DDE ‘ O 213 2510
Cl Cl
Lindano C -
A A & 100
H

|
~ - -~ ?
Metoxiclor "HEV—@—I—@—DCH; 5000-7000

Aldrin

39 93
Ci Cl
Cl o
Dieldrin 46 90
0 Cl b
8 18
Endrin

Q
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Intoxicaciones por insecticidas organoclorados

Signos y sintomas de la intoxicacion

Dada la diversidad de las estructuras quimicas no resulta sorprendente que presenten sig-
nos y sintomas diferentes segun sea casos de intoxicacién aguda y cronica.

La exposicién humana y animal a altas dosis de DDT resulta en parestesia en lengua, labio
y cara, hipersusceptibilidad a estimulos externos, vértigos temblores y convulsiones. Se ha
estimado que una dosis de 10 mg/Kg de peso causan signos de intoxicacion humana. Una
exposicion cronicas a concentraciones moderadas de DDT presenta sintomas como ser pérdi-
da de peso, anorexia, anemia. Se ha observado cambios patoldgicos en el higado y en érganos
reproductores, asi como un aumento en la incidencia de tumores hepaticos. Sin embargo, no
se ha evidenciado epidemiologicamente carcinogenicidad en humanos. Los plaguicidas orga-
noclorados pertenecientes al grupo del DDT son ejemplos de contaminantes medioambientales
persistentes que son capaces de alterar al sistema endocrino. EI DDT es capaz de provocar
una pubertad precoz en ratas con aumento del peso del utero. En el caso de perros machos el
DDT reduce la capacidad reproductora. Se ha demostrado que el principal metabolito del DDT,
el p-p’-DDE, la vincozolina y la procimidona son capaces de unirse 