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INTRODUCCTION

El plomo es un elemento ampliamente distribuide en la -
naturaleza; debido al indiscrimado uso de sus derivados,
su concentracién en la actualidad ha tomado cifras - =--

alarmantes en el medio ambiente.

Las principales fuentes de contaminacifn son dos, la -
primera procede de la industria, durante la purifica- -
cibn v el empleoc de sus diferentes compuestos; los més
importantes desde el punto de vista industrial se pre--
sentan en la tabla nfmero uno. La sequnda fuente de -
importancia estd constituida por la combustifn de gaso-
linas que emplean derivados de plomo como antidetonante,
para incrementar la eficiencia de los vehiculos automo-
tores. A pesar de numerosas investigaciones, hasta la
fecha no se tiene evidencia incontrovertible de que el
plomo sea nocivo a las concentraciones actuales en el -
medio ambiente, de modo que se justifique restringir se
veramente su empleo; sin embargo, se tienen sospechas -
de que el plomo es capaz de producir una amplia gama de
efectos biol&qicoé, los cuales se encuentran en las Ta-
blas 2 vy 3. Por lo que es de importancia estudiar los
efectos biolégicos del plomo a las concentraciones ame—-

bientales actuales y a las esperadas en las prdximas -
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décadas, si se continda con su uso irracional, de tal -
manera que se puedan establecer los limites miximos per

misibles en el ambiente urbano.

Se ha observado que los ninos, hijos de madres residen-
tes en nuestra ciudad, que durante el primer dia de vi-
da excretan plomo en orina, presentan modificaciones en
los potenciales evocados visuales y auditives (62), da-
da la gravedad que tiene el dafic sobre el sistema ner--
vioso central es necesario realizar estudios para preci
sar si &stas observaciones constituyen indicios tempra-
nos de dafio al reci&n nacido expuesto al plomo contami-
nante del ambiente urbanoc durante el embarazo. Sin em-
bargo, para lograr é&sta evaluacifn a mis corto plazo vy
a menor costo es conveniente contar con un métcdo de --
deteccifén validado con el que sea posible seleccionar a
las madres en quienes sea m&s probable la existencia de
concentraciones de plomo que impliquen mayor riesgo pa-
ra el nifio; el método debe ser de bajo costo y sencillo
de manera gque pueda ponerse a disposicifn de las madres

residentes en 4reas de alto riesgo.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de tra
bajo se logr8 la identificacibén de factores y estados -
de salud entre quienes existen diferencias en la proba-

bilidad de presentar concentraciones sénguineas de - -
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plomo relativamente mayores; por esta razon durante los
estudios de validacién de los métodos alternativos tam-
bién es conveniente valorar simultdneamente si los fac-
tores y estado de salud, que modifican &stas probabili-
dades, tienen alguna influencia sobre la utilidad de =~-

leos indicadores.

Seflalado el problema que se pretende resolver con el es
tudio que se presenta, asf como las circunstancias en -
gue es pertinente realizarlo, se procederd a presentar

el anilisis de la informacifin que sirvi6 de fundamento

para seleccionar el método indirecto cuya capacidad, pa-
ra detectar a las personas con concentraciones relativa
mente altas de plomo, seria conveniente evaluar en pri--

mer lugar.

L6gicamente la mejor opcifn de métodos indirectos po- -
drfa derivarse de aquellos sistemas biolégicos mis sen-
sibles a la accidn del plomo; por ahora existe consenso
en afirmar que los efectos biolfgices més evidentes y -
tempranos se observan en el metabolismo del heme, el -=

cual puede ser afectado en varios puntos (Figura 1).

De todas las etapas que constituyen el metabolismo del
heme la més sensible y la mis estudiada hasta la fecha,
respecto a su susceptibilidad al plomo, es la formacibn

de porfobilinégeno (PBG) mediante la condensacién de =--

-6 -
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HANIFESTACIONES DETECTABLES EN SANGAE ¥
ORINA DE 105 EFECTOS DEL PLOMO
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dos moléculas de &cido delta amino levulfinico (ALA} ca
talizada por la deshidratasa del &cido delta amino le~

vulinico (DALA).

CATALISIS DE DALA.

La deshidratasa del &cido delta amino levulinico --
(Ec. 4.2.1.24) cataliza la condensacién de dos molé
culas de &cido delta amino levulfnico (ALA) para =--
formar el porfebilinSgeno (PBG). En esta condensa
cibn, la cual es esencialmente una reaccifbn de - -
Knorr (Fig. 2) ocurren tres distintas reacciones: -
(1) una condensacién aldblica, {(2) la eliminaci6n -
de agua, tanto del tomo de carbono que lleva el =--
grupo hidr6xilo, come del dtomo de carbono adyacen-
te, vy (3) la formaci6n de una base de Schiff por la
eliminacidn de otra molécula de agua entre el grupo
carbonilo de una molécula y el grupo amino de la --
otra. Ya cque la sintesis es catalizada por una en-
zima, es de interés comentar la secuencia de meca--

nismos de las tres reacciones.

Casi simult&neamente se descubrif, por una parte, -
que el dcido delta amino levulfnico intermediario

en la sfintesis de porfirina, es un producto de

-8 -



la condensacién de Succinil - CoA y glicina, y por -
otra, la estructura de porfobilin6geno aislada pre--
viamente por Westall, con ellc pudo aclarar que el -
porfobilinSgeno era el intermediario pirrSlico desco-
nocido de la sintesis de porfirinas gue se suponia -
resultaba de la condensaci6n de dos moléculas de dci
do delta amino levulinico y gque a su vez la estructu
ra de porfobilinfgeno resultaba de la conversibn di-

recta del pirrol a protoporfirina.

700“ CooH
' |
<COOH CHy ?oaﬂ cH
\ |
Tu‘ CH, CHy CHy
. versen GO
‘('Hz 1 I | + 24,0
0 =Ce., /‘“2 CHe Pl‘i
S NH
1 H '-

NH, :

Figura 2, La formacién de porfobilinSgeno a partir

de dos moléculas de ALA,

Después del descubrimiento del &cido delta amino le-
vulinico y la determinacifn de la estructura de por-
fobilin6geno se logr6 la preparacibn de la enzima =-
deshidratasa cruda a partir de hfgado de buey, y, de

eritrocitos de pato y de pollo; se demostrd que el -



porfobilinégeno sintetizado a partir de ALA, marca-
do con C14 contenia la actividad del Cya calculada

tebricamente sobre el supuesto de gque dos moléculas
de ALA se condensaban en la manera mostrada en la -
{Figura 2), se establecid la estequicmetria de la -
condensacifn de las moléculas para formar una molé-
cula de porfobilinbgeno; se mostrd que la enzima es
taba distribuida ampliamente; y, se logrd su aisla-

miento con diferentes grados de pureza (21},

REQUERIMIENTOS DE CATIONES:

La existencia de un posible requerimiento de meta--
les para la actividad enzimdtica fué sospechado des
de el reporte de Gibson y colaboradores (21), ya --
gque ellos observaron que la enzima de higado se in-
hibia por EDTA y se inactivaba en bufer de tris. --
Ellos tambi&n reportaron que la inclusibn de fosfa-
tos en la mezéla de incubacidn gquitaba la inhibi- -
cidn causada por el tris. Este reporte llevd a --
Burnham y Lascelles a investigar estos efectos en
una preparacidn de R.* spheroides, encontraron que
la enzima de R, spheroides no era inhibida por EITA,
pero, al igual que la enzima de higado se inactivaba

*R = Rhodopscudomonas,



en bufer de tris pero era activa en bufer de tris
fosfato. ~ Posteriores investigaciones revelaron -
que el ion requerido era potasioc y no el fosfato -
(10), despuBs se supusc que tambi&n la enzima de -
higado se inactivaba en bufer de tris y que el po-
tasio restablecfa la actividad. En una reinvesti
gacién de los requerimientos de iones potasic so--
bre la actividad de ambas enzimas de hfgado y de -
R. spheroides se encontr$ que la enzima de higado
no requeria iones potasio y que era completamente
activa en bufer de tris. Con la enzima de R. - =-
spheroides se requerian iones potasio para la acti
vidad de la enzima a bajas concentraciones de sus-
trato, sin embargo, el sustrato tiene un efecto --
cooperativoe homotrépico en la enzima, de modo que
existe la actividad enzimdtica en ausencia de io--
nes potasio cuando se incrementa la concentracifn
del sustrato, Los descubrimientos con la enzima
de hfgado permitieron sospechar el posible papel -
de los icnes metdlicos en la actividad catalftica
de esta enzima, esta consideracifin muestra que el
EDTA inhibe la enzima obtenida de eucariotes y le-
vaduras pero no la de c&lulas bacterianas, con - =
excepciln de una enzima obtenida de un nuevo mutan

te descubierto de R, spheroides.

11



PROPIEDADES CATALITICAS:

VALORACION

La actividad de la enzima se determina midiendo la

cantidad de porfobilinbgeno formado después de la -
adicibn del reactivo de Ehrlich -(p-dimetilaminoben
zaldehido) disuelto en &cido acético y perclorico-

calculado al medir la absorcifén a 555nm. Ya que -
los compuestos SH interfieren con la determinacibn,
se agrega cloruro de mercurio (0.1M) en el &cido --
tricloroacético que se afiade para detener la reac--

cibn enzimdtica (44).

CINETICA

Aunque las enzimas de diferentes fuentes no tienen
el mismo grado de pureza, el anflisis de datos pu-
blicados revela que las actividades especificas de
la enzima varian ampliamente; las enzimas de los -
sistemas de fotosintesis bacteriana son més acti--
vas que las obtenidas de los organismos eucarifti-
cos. La enzima de hfgados de feto de ratén es --

dos veces mis activa que la enzima de higado de —-

12 -



ratén adulto.

Son similares los valores de Xm obtenidos con di~-
ferentes preparaciones y, con excepcién de la enzi
ma del R. spheroides, se obtiene una curva de satu
racifn de forma hiperb6lica, al graficar la activi
dad enzimdtica observada con diferentes concentra-

ciones del sustrato.

Una curva similar tambi&én se obtiene con la enzima
del R. spheroides, pero en presencia de iones pota
sio (44). Sin embargo, en ausencia de iones pota
sio, con esta enzima se obtiene una curva sigmoidal
demostrdndose con ello el efecto cooperative homo-
trépico del sustrato, pero la velocidad méxima ob-
tenida con una concentracidn de sustrato de 0.05 M,
equivale a la mitad de la encontrada con la presen

cia de iones potasio.

La cinética en la presencia de iones sodio es tam—
bién algo diferente de la encontrada con iones po-
tasio. La activacifn causada por iones sodio co-
rrespondiente al 50% que la encontrada para los -—-

otros metales alcalinos (44).

NATURALEZA DE LOS SITIOS ACTIVOS

- 13 -



De la consideracifn de lo§ mecanismos de reaccibn -~
gue involucran la formacibn de la base de Schiff en
tre la enziha ¥ el sustrato, y a partir de las ob--
servaciones de gue el &ster de ALA no estd unido -~
esencialmente a la enzima, y, al hecho de que mien-
tras el 4cido levulinico forma una base de Schiff -
con la enzima, el cetoglutarato no lo hace asi ~ -~
(Fig. 3), fué posible sugerir tentativamente cier--
tos rasgos del sitio de accién requerido para la --

accifn catalitica. (Fig. 4).

[als]o] coo Cov
b b
‘::“z fl:“z CH,
ieo Lo
b, . Lo
! by 5

(@) (b) )

Figura Bl— Comparacibn de estructuras de algunos -
Y -cetofcidos: (a) 4cido levulinico, (b} &cido --

delta amino levulinico, y (c) &cido cetoqlutfrico.

- 14 o



De la inactivacifn de la enzima por NaBHy, la reduc
cifn gque ocurre solamente en la presencia del sus-
trato o de compuestos relacionados, y, de la forma
cifn de proteinas radiactivas en la reduccibn de -
la enzima en la presencia de C-marcado ALA se deri

v6 la existencia de un grupo NH, .

La formacifén de una base de Schiff entre el sustra
to y la enzima resulta en la formaciBn de un carba
nién estabilizado, el cual puede efectuar un ata--
que nucleofilico en el dtome de carbono de la se--
gunda molécula (Fig. 6). Bsto es consistente con
el mecanismo de catflisis por aldolasa y con amino
catilisis de la condensacibn aldSlica, Existe un
grupo bisico sobre el grupo NH de la proteina para
ayudar a la extracciSn de un protdn en la formacidn
del carbanibn. La presencia de un grupo cargado
positivamente se deriv6 de la ohservacién por una
parte de que el E&ster de ALA no funciona comp sus-
trato a las concentraciones usualmente empleadas,
¥ por otra, que tanto el fcido levulinico como sus
ésteres forman 1la base de Schiff con la enzima, y
que fnicamente los cidos libres actfian como un --
inhibidor competitivo. Estos descubrimientos mog
traron que el grado de afinidad al sustrato est§ -

- 15 -



determinado tanto por la facilidad de la formacién
de la base de Schiff, como por la formacifn de una
unifén ionica entre un grupo de carga positiva de -
la enzima y el ion carboxilato en posicifn B res--

pecto al grupo carbonilo del sustrato. (Fig. 4)

\\

\ .

[k

20 HCH
" ]
N Oo=C
W |

cH,
\ |

NH ¥

\

Figura 4. Caracteristicas del "Sitio activo" de la -

enzima,

La existencia de este grupo cargado positivamente --
ubicado estrat&gicamente en la enzima, incrementa la
afinidad de el ¥ - ceto &cidoa la enzima y orienta la
molécula de tal manera gue permite que se forme PBG

y no un isémero. Si solamente se activa el &tomo

_16_.



de carbono del metilenc de arfiba de la base de -~
Schiff en la ausencia de un grupo orientador se --
forma un pirrol isomérico con un Scido propiénico

en la cadena lateral en posicidn « y un grupo ami-

no y uno propibnico en posici6tn B (Fiqg. 5).

coon
o
“CH.rarerre € =0
E-—N=C‘_~ Cl'ﬂ‘
'
| L
doon

Figura 5.- Formacibn del isdmero de PBG.

La existencia de un sequndo grupo negativo surgib
de la observacifn de que el cetoglutarato, el - -
cual contiene un grupo carboxilo en lugar del gru-
po metil amino del ALA, no puede ser reducide en -

la enzima con NaBH, .

MECANISMO DE LA SINTESIS DE PORFOBILINOGENO.

Cuando se supuso que la deshidratasa del &cido - -

_.17..



delta amino levulfnico, cataliza la sfntesis de --
porfobilinBgeno a partir de dos moléculas de &cido
delta amino levulinico, surgieron las siguientes -
preguntas en relacién al mecanismo de reacciln prg
puesto: a).- La condensacibn aldflica y la forma-
cifn de la base de Schiff gon catalizadas por la -
enzima? b).-~ Si solamente 1la condensacibdn aldGli-
ca es catalizada por la enzima, la formacibén de la
base de Schiff gtiene lugar antes o después de la
condensacién? ¢} .~ Si ambas reacciones son cata-
lizadas por una enzima, ccufl de las dos reaccio-~-
nes ocurre inicialmente? d}.~ Si la condensacibn
aldblica ocurre inicialmente la deshidratacién en-
tre los dos &tomos de carbono ocurre zantes o des-

pués de la formacién de la base de Schiff?.

El descubrimiento de que el sustrato forma una ba-
se de Schiff con la enzima sugirib gque el siquien-—
te es el mecanismo para la formacién del pirrol el
cudl es consistente con los datos y las interrogan

tes presentadas.

La formacién por el sustrato de la base de Schiff
con la enzima resulta en un carbanién estabilizado,
el cual puede hacer un atague nuclecfilicg del ~ -

- 18 ~



carbonilec de una segunda molécula, y, con esto, im-
pide la formaci6n inicial de una base de Schiff en-
tre dos moléculas de sustrato; porque de ser asi el
sustrato no podrfa tener una unifin de base Schiff -
con la enzima. Después'de la condensacién aldéli~
ca la enzima cataliza la eliminacién de agua entre

el carbono que lleva el grupo hidroxilo recién for-

mado y el &tomo de carbono adyacente.

De un ataque nucleofflico del grupo amino del &cido
delta amino levulinico II sobre el &tomo de carbono
altamente reactivo de la molécula I en unién base -
de Schiff con la enzima resulta en la formacién de
una diamina. El grupo amino de la enzima es el --
grupo due se separa, se forma un pirrol que tiene -
un sistema conjugado v por ello va no es capaz de -
_reaccionar con la enzima. De este modo, la forma--
cién de pirrol por transaminacifn es como una espe-
cie de trampa que dirige la reaccidn de izquierda a
derecha, y es un mecanismo que permite la liberaci®n
del producto del sitio activo de la enzima. Asi, -
en el mecanismo, existen tres distintas reacciones

que son catalizadas por una scla enzima.

En el porfobilinbégeno sintetizado a partir de dos -

- 19 -
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Figura 6. Mecanismo de la sintesis de porfobilins-

geno a partir de dos moléculas de &cido delta ami-
no levullnico,
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moléculas de fcido delta amino levulinico, el lado
gue lleva la cadena lateral de dcido ac&tico en la
posicibn beta del pirrol es la molécula que estaba
unida a la enzima mediante un enlace covalente de
base Schiff, y la molécula que da origen al lado -
qué lleva la cadena lateral de &cido propifnico -~

prpviene de un sitio unido a otra parte (Fig. 7).
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Figura 7. Diferencias en lo que ocurre con las dos

molé&culas de 4cido delta amino levulinico,

Desde el punto de vista prictico, el estado funcional
de la formacién del porfobilinbgeno puede estudiarse --
mediante la determinacibn de la actividad de la des-

hidratasa del &cido delta amino levulinice y/o =--
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mediante el estudio de la excrecifn del &cido delta ami
no levulfnico, sin embargo, este fGltimo medio no es la

mejor opcibn debido a que se ve afectado por los innume
rables y frecuentes factores que afectan la concentra--
cifn de los solutos en la orina, independientemente de
que también se modifica por el alcohol, el tabaco, y de

que presenta cambios circadianos (49).

Por esta razén el estudio de DALA, aunque relativamente
mis complicado que el estudio de ALA, parecerfa ser la
opcién que tiene m&s probabilidades de ser €ltil para el

propSsito sefialado anteriormente.

A pesar de la gran cantidad de estudios efectuados (26,
33, 38, 54, 56), en ninguno de ellos se ha determinado

la probabilidad de error que tiene un determinado valor
"X" de DALA para indicar la existencia de una concentra
cifn "Y" de plomo entre personas sin exposicidn laboral
a4 plomo; menos afin en embarazadas, por lo gue es indis-
pensable efectuar un estudio para valorar si las deter-
minaciones de DALA tienen unh error, que por ser bajo, -
permita su empleo en la deteccifn de sujetos con concen

traciones relativamente altas de plomo

Al efectuar la revisifn bibliogrdfica de diferentes -
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opciones para cuantificar la actividad de DALA en eritro
cito humano, se encontrd que existen varias técnicas (9,
30, 31, 33), todas ellas derivadas del método de Bonsig-
nore C, (5, 6), en el gque se evalfia en unidades arbitra-
rias la actividad de la enzima, derivada a su vez de las
variaciones en la densidad 6ptica corregidas en funcifn

del tiempo, del hematocrito y de la dilucibén empleada.

Dadas las variaciones de las condiciones empleadas por
los diferentes autores, en un proyecto efectuado cen -
antelacifbn a este estudio, se evaluf el efecto que so-
bre la actividad enzimftica --observada como se descri
bi6 previamente-- tenfa el pH, la concentracién de --
sustrato, la temperatura de incubacién, el tiempo y el
bufer empleado; a partir de este estudio se identifica
ron las condiciones en las que es posible obtenga la -
méxima actividad enzimdtica. Con el fin de hacer com-
parables las observaciones de este estudio, para el de
sarrollo de este proyecto se deci&iB mantener las con-
diciones en las que se obtuvo la mixima actividad enzi
mitica, la que por otra parte son similares a las des-
critas por Helen B. Burch (9). Precisadas las técni--
cas a emplear, y por las razones sefialadas con anterio
ridad, se decidié llevar a cabo un proyecto de investi

gacién interdisciplinario con los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

Conocer las exactitudes indicativas positivas de la ac-
‘ tividad de DALA en eritrocitos de mujeres embarazadas =
residentes en la ciudad de México, sin exposicifn labo-

ral al plomo.

Conocer la exactitud indicativa negativa de la activi--
dad de DALA en eritrocitos de mujeres embarazadas resi-
dentes en la ciudad de México, sin exposicisn laboral

al plomo.

Conocer las exactitudes indicativas observadas en los -
grupos con distintos estados de salud que se ha observa
do, modifican la probabilidad de presentar concentracio

nes elevadas de plomo,
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METODO

Las personas incluidas en el estudic, se captaron me==
diante dos estrategias. El primer grupo estuvo consti
tuido por personas adultas residentes en la ciudad de
M8xico, las que no habfan presentade enfermedad alguna
en el curso del Gltimo mes y fueron detectadas durante
otros estudios a nivel de comunidad {40); a estas per-
sonas se les explicS el propSsitc del estudio y se les
invits a participar en el mismo. A los gque aceptaron

se les efectlo estudio clinico sistematizado para veri
ficar que no tuvieran indicio de algln proceso patolé~
gico en evolucidn; se les solicit® que durante una se-
mana hicieran un registro de hibitos y exposicibn a --
factores sospechosos de alterar las concentraciones de
plomo, particularmente en el uso de: insecticidas, be-
bidas alcoh8licas, pasta de dientes, aerosoles, ciga--
rro ambiental, cigarro personal, medicamentos, gas, —--
trdfico normal, trdfico embotellamiento, asado al care=
b6n, laterfa, barro vidriado y pica; para ello se les

proporcicnaron hojas de registro. Al cabo de los 5 --
dfas, se les recabaron especimenes de sangre durante -
las primeras horas de la mafana. Con estas personas =
se conformb el grupo "A" o de "PERSONAS SANAS SIN EMBA

RAZO".
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El segundo grupo de personas participantes se captd en
la sala de toma de muestras de un laboratorio del sis-
tema asistencial en el que propositivamente se busca-=-
ron mujeres embarazadas, pacientes yasea con problemas
hepdticos o renales; y, pacientes con problemas agudos
frecuentes en nuestro medio. A este Gltimo grupoc de =
personas, se les efect@o estudio clinico para verifi--
car gue se tratara de pacientes con enfermedades que -
no fueran de origen hepitico o renal y que np cursaran
con, en caso de ser mujeres, embarazo; con ellas se --
conformé el grupoc "B" o de "PERSONAS CON ENFERMEDADES

QUE NO MODIFICAN PLOMO" y a todas elias también se les
recabaron especimenes en ias primeras horas de la mafia
na y se les interrogd sobre sus h&bitos y posibles ex-
posiciones a factores de riesgo durante los dias prece

dentes.

Fn cuanto a las mujeres embarazadas, mediante un che~-
queo clinico, se verificd que se tratara de mujeres =~-
embarazadas sanas y sin complicaciones; con estas muje
res se formd el grupo “C" o de "EMBARAZADAS SANAS" y «
se procedis en la misma forma que el grupo anterior, -
por Gltimo, se formS el grupo "D" o de "PERSONAS CON -~
ENFERMEDADES QUE INCREMENTAN LAS CONCENTRACIONES DE =~

PLOMO", verificando que los pacientes efectivamente --~
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cursaran con un problema hep&tico o renal y se proce--

didé en la misma forma que con los grupos anteriores.

Las myestras se trasladaron al laboratorio de la uni--
dad de InvestigaciSn del ISSSTE y se procesaron en el
curso de la primera hora despufs de la toma; se cuanti
ficé la actividad de la deshidratasa del &cido delta -
amino levulinico (DALA}, en sangre y la concentracién

de plomo sanguineo.

La cuantificacifn de plomo se efectfio con el espBcimen
recabado en tubos, que habian sido lavados cuidadosa--
mente con solucitn de &cido nftrico y habian sido seca
dos en horno. La cuantificacién de la actividad de la
Deshidratasa del Acido Delta Amino Levulinico se efec
tusé con el espécimen recabado en tubos, los cuales ha~
bfan sido lavados con fcido nitrico diluido y enjuaga-

dos con agua destilada y secados en horno.

"Determinaci®n de Plome en Sangre por Espectroscopia de

Absorcifn AtSmica. Por el m&todo de Hessel" (31).

FUNDAMENTO

El m&todo, basado en la técnica de guelacifn, involucra
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la hemflisis de la sangre con una soluci6n de tritdn =
X-100, el metal liberado es gquelado con pirrolidin di-
tiocarbamato de amonio, y extraidos posteriormente por
medio del solvente isobutil metil cetona, este extracto
se analiza en un espectrofotdmetro de absorcifn at8mi-

ca.

Una l&mpara de catodo huecopara plomo, produce luz de
longitud de onda caracterfistica, esta luz pasa a tra-
vés de la flama donde se inyecta a presifn la muestra
y los &tomos de plomo la absorben debido al principio
bisico de fisica cudntica. La diferencia de la in--
tensidad de la luz que atraviesa la flama antes y des
pués de la introduccifn de la muestra, es proporcio--

nal a la concentraci6n de plomo en ella.

Reactivos:

. Solucién stock de plomo de 1000 mcg/ml.

- Solucién estdndar de plomo de 10 meg/ml.

-~ Pirrolidin ditiocarbamato de amonio al 2% (p/v).
- Tritdn X-100 al 5% (v/v}.

- Metil isobutil cetona (saturada en agual,.
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Procedimiento:

Se pesaron tubos heparinizados de 16 x 150 mm con ta-
pén de rosca y se les agregaronh de 6 a 8 ml de sangre.
Se pesaron nuevamente los tubos y por diferencia se -
estableci8 el peso de la muestra. Se afiadi§ 1 ml. de
tritén X~100, 1ml. de pirrolidin ditiocarbamato de =--

amonio y 5 ml. de metil isobutil cetona.

Se agitaron vigorosamente los tubos con muestra y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min., para sepa--

rar el extracto de la sangre.

Se utiliz6 un blanco de metil isobutil cetona satura-
da en agua para poner el cero del espectrofotbdmetro -

de absorcifn atbmica, ajustando a las siguientes con-

diciones:

Longitud de onda 283.3 nm

Abertura de paso de luz 0.7 nm

Fuente de energfa L&mpara de citodo huece
para plomo

Tipo de flama Aire-acetileno (Oxidante)

curva de calibracién
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Para efectuar la curva de calibracifn, se colocaron S‘g
de sangre en doce tubos divididos en cuatro series de -
tres tubos cada una: A cada serie se le agreg§ la so-
luci6n estBndar necesaria para alcanzar concentracio--

nes de plome de 0, 30, 60, y 100 mcg/100 g.

Tubos con 5 g Solucisn estdndar Concentracibn

de sangre de 10 mcg/ml. mcg/100 g

No. n ml

1 (3) Y 0
0,15 (1.5 mcg totales) 30

3. 20.30 (3.0 meg totales) 60
s ey 0.50 (5.0 mcg totales) 100
ANALISIS

Se analizf, en el espectrofotometro de absoreifn at6--
mica, la fase orgdnica, de los problemas y el estandar

de 5 mcg., extraida en forma similar a los problemas.

Cdlculos

- .. Tmcg en la muestra
Pb=S (meg/100g) g de muestra x 100

- 30 -
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"Determinacifn de la actividad de la Deshidratasa del -

Acido Delta Amino Levulinico"(9)

FUNDAMENTO

La actividad de la enzima se determina en unidades =--
convencionales midiendo las diferencias en absorbancia
medidas a 555 nm cobtenidas después de incubar el espé-
cimen, de detener la actividad enzimdtica con fcido --
tricloroacético, y de desarrocllar color con la adicifn
del reactivo de Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldehido) -
disuelto en &dcido acBtico y percldrico. Ya que los ==
compuestos SH, abundantes en las muestras sangufneas -
pueden modificar la determinacién, se adiciona cloruro
de mercurio (0.1M) en el &cido tricloroacético emplea-

do para parar la reaccidn enzimftica.

REACTIVOS

- Tritdn X-100

Bufer ALA sustrato

1

TCA (N-etilmaleimida al 10%)

Ehrlich modificado

Anticocagulante
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Procedimiento

La sangre extrafda por venipuntura, se coloca en tubos
heparinizados y previamente lavados como ya se indic§,
se usa una alicuota para la determinaci6n del hemato=--

crito.

Preparacifn de la mezcla Qe incubacifn. Se anaden 0.2
ml. de sangre a 1.30 ml de tritén X-100, lo que asegu-
ra la hemdlisis inmediata, se agrega 1 ml de bufer ALA
sustrato y se mezcla. Se remueve inmediatamente 1 ml
de la mezcla para el blanco y se afiade ripidamente a -
un tubo conteniendo 1 ml. del TCA. Después de mezclar
y centrifugar, se remueve 1 ml del fluido supernadante
claro para desarrollar en €l la reaccifén colorida. Se
cubren los tubos conteniendo el resto de la mezcla de
incubaci6én (1.5 ml) y se incuban a 3B grados C por una
hora, despu&s de este tiempo, se afiaden 1.5 ml de TCA
a los tubos de incubacibén. Después de mezclar y cen—-
trifugar se toma un ml del fluido supernadante claro -
para desarrollar la reaccién colorida; para ellc a ca-
.da una de las alicuotas del blanco y prueba del fluido
: supernadante se afade 1 ml del reactivo de Ehrlich mo-
dificado, se ﬁezcla la solucifn y se permite el desa--

rrollo del color por 13 min. Se leen las absorbancias
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a 555 nm dentro de los pr6ximos 10 min., en un espectro
fotSmetro usando celdas de 1 cm.; se hace un blanco de

reactivos para ajustar el equipo a 0.00%,

CALCULOS

La diferencia en absorbancia DA se obtiene al restar
la absorbancia de las pruebas AP a la absorbancia de -~
los blancos AB: DA = DB- DP.

DA x 100

AD = T

x 12.5 x 10 o'

Al simplificar la f&6rmula queda:

donde 12.5 es el factor de dilucifn de la sangre; y ht

es el hematocrito

AD = DA x 12,500
t

Las unidades de actividad enzimdtica est&n expresadas
en funcifn de la DA obtenido a 555 nm, con una celda -
de 1.0 cm., por ml de eritrocito, por hora, a 38 gra--

dos Centigrados.
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Una vez obtenidas las actividades de DALA y las concen
traciones de plomo, se procedif al cdlculo de las exac
titudes indicativas positivas (EIP} y hegativas (EIN)
{20) ; como es sabido, la EIP corresponde al valor de ~
la probabilidad de acertar que tiene el mé&todo indirec
to (DALA} al indicar que el sujeto tiene plomo alto ~--
( #15 & & 25), cuando se observa el valor indicativo

( & 200 6 ¢ 300) en un sujeto dade. Es la respuesta a
la pregunta: ¢Cuando una persona tiene dala & 200 --
(5 & 300), qué probabilidad existe de que efectivamen-~

te tenga plomo sanguineo @ 15 (5 & 25)7.

La EIN corresponde al valor de la probabilidad de acier
to que tiene el método indirecto (DALA) al seflalar que
el sujeto no tiene plomo alto (# 15 6 & 25) cuando -
en esa persona no se encuentra la actividad de DALA ~-

con el valor indicativo, en este caso % 200 & & 300.

La EIN es la respuesta & la pregunta que se hace el --

usuario del método.

ZY¥a que &sta persona no tiene dala % 200 (& ¥ 300} que
'probabilidad existe de que en realidad no tenga plomo

sanguineo ® 15 (& # 25)?

Los EIP y la EIN se obtuvieron con el empleo de las si

guientes f6rmulas (20)
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EIP = 75—
_ d
EIN = c+d

donde:

a = nfimero de positiva real

b = nfmero de falsa negativa

¢ = nfimero de falsa positiva

d = nfimero de negativa real
CONDICION
CONFIRMADA

Positiva Negativa
RESULTADO positiva a b
DE LA
PRUEBA  hegativa c d

para ello se consider6 como "Condicién Confirmada Posi
tiva" a la observacién en la persona estudiada, para -
un anflisis, de una concentracibén de plomo «* 15 mcg/100
ml. y, para otro anflisis de una concentracifn de plo-
mo & 25 mecg/100 mi. Como "Condicifn confirmada negati
va" se considerd a la observacibn de concentraciones -
de plomo & 15 mecg/100 ml. y g 25 meg/100 mi. respecti-

vamente.
35



Como "Prueba en estudio positiva" para un anélisis se
considerd a la observacidn de actividad de DALA == 200
U., para otro la observacidn de % 300 U., de DALA; y -
como "Prueba en estudio negativa" a la observacifn de

DALA ¥ 200 U., o de 300 U,, respectivamente.

Mediante este procedimiento se calcularon las exactitu
des indicativas positivas y negativas correspondientes
al total de observaciones, y a los grupos de individuos
estudiados; se efectuaron comparaciones de las observa
ciones realizadas en los distintos grupos, tanto para

conecentraciones de plomo € 15 y # 25 como para niveles

de actividad de DALA de < 200 U. y 300 U.

Los contrastes estadisticos se efectuaron mediante la

prueba de chi2 con correccidn de Yates (61).
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RESULTADOS

Se estudiaron a un total de 268 personas de las cuales
110 fueron sanas sin embarazo, 60 embarazadas, 70 con
enfermedades que no modifican el plomo sanguineo y 28
con procesos patol6gicos que tienen probabilidad de --
‘modificar el plomo sangufineo. Se presenta por separa-
do los resultados de cada grupo, en primer lugar res--
pecto a la identificacién de personas con plomo sanguf

neo elevado.

"Deteccifn de personas con mayor probabilidad de plomo

sanguineo elevado".

En cada grupo se evalud la utilidad de dos niveles de
actividad de DALA £ 200 U. y « 300 U. para identifj
car a personas ya sea con plomo sanguineo > 15 mcg/100

ml o 2 25 mcg/100 ml.

EMBARAZADAS SANAS: Los resultados de este grupo se -
presentan en el cuadro (1), como ahf puede verse, la -
observacién de DALA £ 200 U,, en una paciente embara=
zada se asocci6 a una probabilidad de 0.7272 de que esa
paciente tuviera ademfs una concentracifn sanguinea de

plomo > 15meg/100 ml.; en las pacientes embarazadas -
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en cuya sangre se observé una actividad de DALA £ 300 U.
se encontrd que existe una probabilidad de 0.4545 de gue

esa paciente tenga plomo sangufneo @ 15 mcg/100 ml.

Por otra parte si la paciente embarazada no tiene en su
sangre una actividad de DALA £ 200 U., se encontrf --
que existe una probabilidad de 0.4286 de que no tenga -
una concentracién de plomo en sangre 2 15 mcg/100 ml.;
¥, si la embarazada no tiene una actividad de DALA <

300 U., tiene una probabilidad de sOlo 0.3158 de que no

tenga plomo sangufneo 2 15 meg/100 ml,

Por lo que respecta a la identificacién de embarazadas
con una concentracifn de plomo sangufneo 2 25 mcg/100
ml., se observdé que existe una probabilidad de 0.2727

de gue la paciente tenga ese nivel de plomo si se le -
observa una actividad de DALA € 200 U.; si esta a1ty
ma es € 300 U., la probabilidad de que tenga el nivel
de plomo mencionado disminuye a 0.1818; pero si la pa-
ciente no tiene una actividad de DALA £ 200 U., exis-
te una probabilidad de 0.8775 de que no tenga plomo --
sangufneo 22 25 mcg/100 ml,; una probabilidad semejan-
te a 0.8684 existe de que no tenga estos niveles de --

plomo si no se observa una actividad de DALA £ 300 U,
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EXACTITUDES INDICATIVAS DE LA ACTIVIDAD DE DALA EN MUJERES EMBARAZADAS SANAS

ACTIVIDAD DE DALA

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
15 mcg/100 ml.

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
25 mecg/100 ml.

PARA AFTRMARIO*  PARA [ESCARTARIO ** PARA AFTRMARLO + PARA, TESCARIARID ++
200 U. 0.7272 0.4285 0.2727 0.8777
300 U. 0.4545 0.3157 0.1818 0.8684

*; La
al
**: La
2
+: La
al
++: La

CUADRO No. 1

cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona
encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona
15 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

cifra indicada es la probabilidad de acierto - de gue la persona
encontrar gue tiene DALA por abajo de 200 & 300

cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona

2 25 -~ al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

tenga plomo Z

no tenga plomo

tenga plomo <%

no tenga plomo

c

-

15

25



PERSONAS SANAS SIN EMBARAZO: La observacifn de acti-
vidad de DALA § 200 U.‘,D\’en una persona sana no embara-
zada se asocif a una probabilidad de 0.6000 de que esa
persona tuviera ademis una concentracifn sanguinea de
plomo 2 15 mecg/100 ml,; en las personas sanas cuya san-
gre observa una actividad de DALA £ 300 U. se encon—-—
tré que existe una probabilidad de 0.6667 de que estas
personas tengan plomc sanguineo 22 15 meg/100 ml. {(Cua-

dro 2).

Por otra parte si las personas sSanas no embarazadas no
tienen en su sangre una actividad de DALA £ 200 U., se
encontr que existe una probabhilidad de 0.3000 de que
no tenga una concentracién de plomo en sangre » 15 --
mcg/100 ml., y si la persona no tiene una actividad de
DALA £ 300 U. tiene una probabilidad de s8lo 0.3684 de

que no tenga plomo sanguineo 2 15 mecg/100 ml,

Por lo que respecta a la identificacifn de personas sa
nas no embarazadas con una concentracifn de plomo san-
gulneo & 25 mcg/l00 ml. se observ6 que existe una pPro
babilidad de 0.2400 de que las persohas tengan ese ni-
vel de plomo, s5i se les observa una actividad de DALA

£ 200 U.; si esta Gltima es £ 300 U., la probabilidad

de que tenga el nivel de plomo mencionado disminuye a
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EXACTITUDES INDICATIVAS DE LA ACTIVIDAD DE DALA EN PACIENTES SANOS

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
ACTIVIDAD DE DALA 15 mcg/100 ml.

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
25 meg/100 ml.

PARA AFIRMARLO* PARA DESCARTARLO**  PARA AFIRMARLO+ PARA DESCARTARLOH-

200 U. 0.6000 0.3000

300 U. 0.6666 0.3684

0.2400 0.7833

0.2702 0.8611

CUADRO No. 2

*: La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que
al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

#**:" La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que
2 15 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200

+: La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que
25 - al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

++: La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que
% 25 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200

la persona tenga plomo >

la persona no tenga plomo
6 300

la persona tenga plomo

la persona no tenga plomo
6 300

z

15-

25



0.2703 pero si las personas no tienen una actividad de
DALA< 200 U., existe una probabilidad de 0.7833 de =--
que no tenga plomo sanguineoc 2 25 meg/100 ml.; una pro
babilidad de 0.86l1 existe de que no tenga estos nive-
les de plomo si no se observa una actividad de DALA s

300 U.

PERSONAS CON ENFERMEDADES QUE MODIFICAN PLOMO. La ob-
servacién de actividad de DALA & 200 U., en un pacien-
te enfermo que modifica plomo se asocid a una probabi-
lidad de 1.0000 de que ese paciente tuviera adems una
concentracifn sanguinea de plomo 2> 15 mcg/100 ml.; en
los pacientes que modifican plome en cuya sangre se --
observa una actividad de DALA S 300 U., se encontr§ =--

gue tambi&n existe una probabilidad de 1.0000 de que -

ese paciente tenga plome sanguinec .2 15 mcg/100 ml.

Cuadro (3).

Por otra parte, si el paciente gue modifica plomo no -
tiene en su sangre una actividad de DALA K 200 U., se
encontrd que existe una probabilidad de 0.0588 de que
no tenga una concentracién 2 15 mcg/100 ml.; y si el -
paciente no tiene una actividad de DALA £ 300 U., tie-
ne una probabilidad de s6lo 0.0625 de que no tenga plo

mo sangufneo 2 15 mcg/100 ml,
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EXACTITUDES INDICATIVAS DE LA ACTIVIDAD DE DALA EN PACIENTES
CON ENFERMEDADES QUE ELEVAN LAS CONCENTRACIONES DE PLOMO

DETECCION DE SUJETOS DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO CON PLOMO SANGUINEO
ACTIVIDAD DE DALA 15 Mcg/100 ml. 25 meg/100 ml.
PARA AFTRMARLO* PARA [ESCARTARIO** PARA AFTIRMARLOH PARA [ESCARTARLOH-
200 U, 1.0000 0.0588 0.8888 0.5263
1300 UL 1.0000 0.0625 0.8333 0.5625

iy
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CUADRO No. 3

La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona tenga plomo -
al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona no tenga plomo
2 15 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

La cifra indicada es la probabilidad de acierto ~ de que la persona tenga plomo 2>
al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona no tenga plomo
2 25 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300

15 -

25 -



Por lo que respecta a la identificacibn de enfermos que
modifican plomo con una concentracidn de plomo sangufi--
neo » 25 mcg/l00 ml.; se observ6 que existe una proba-
bilidad de 0.8888 de que el paciente tenga ese nivel de
concentracifn de plomo si se le observa una actividad -
de DALA £ 200 U,; si esta Gltima es § 300 U. la proba
bilidad de gue tenga el nivel de plomo mencionadc dismi
nuye a 0.8333, pero si el paciente no tiene una activi-
dad de DALA 5; 200 U. existe una probabilidad de 0.5263
de que no tenga plomo sanguineo 2 25 mcg/100 ml.; una =
probabilidad semejante a 0.5625 existe de gue no tenga

estos niveles de plomo si no se observa una actividad -

de DALA K 300 U,

PERSONAS CON ENFERMEDADES QUE NO MODIFICAN PLOMGC: La -
observacién de actividad de DALA & 200 U. en un pacien~
te enfermo que no modifica plomo se asocif a una proba-
bilidad de 0.7500 de que ese paciente tuviera ademds -~
una concentracién sangufnea de plomo 2 15 mcg/100 ml.;
en los pacientes que no modifican plomo en cuya sangre
se observa una actividad de DALA \< 300 U. se encontrd
que tambi&n existe una probabilidad de 0.8286 dé que --
ese paciente tenga plomo sangufneo 2> 15 mcg/100 ml.

(Cuadro 4).
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EXACTITUDES INDICATIVAS PE LA ACTIVIDAD DE DALA EN PACIENTES

CON ENFERMEDADES QUE NO ELEVAN CONCENTRACIONES DE PLOMO

ACTIVIDAD DE DALA

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
15 mcg/100 ml.

DETECCION DE SUJETOS
CON PLOMO SANGUINEO
25 mcg/100 ml.

PARA AFTRMARLO* PARA DESCARTARIO** PARA AFTRMARIO+ PARA [ESCARTARLO+H

200 ©, 0.7500 0.1000 0.4000 0.4800
300 U. 0.8285 0.1142 0.4857 0.5142
CUADRO No. 4
*3 La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona tenga plomo 2 15 -
al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300
**: La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona no tenga plomo
> 15 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300
+1 La cifra indicada es la probabilidad de acierto - de que la persona tenga plomo 2 25 -
al encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300
4++: La cifra indicada es la probabilidad de acierto -~ de que la persona no tenga plomo
2 25 - al no encontrar que tiene DALA por abajo de 200 & 300



Por otra parte si el paciente que no modifica plomo no
tiene en su sangre una actividad de DALA & 200 U. se
encontr® que existe una probabilidad de 0.1000 de gue
no tenga una concentracién > 15 mcg/100 ml.; y si el
paciente no tiene una actividad de DALA &; 300 U, tie-
ne una probabilidad de sdlc 0.1143 de que no tenga plo
mo sangulnec 22 15 mcg/l100 ml.

Por lo que respecta a la ldentificacidén de enfermos =--
gue no modifican plomo con una concentracién de plomeo

sanguineo ;2 25 mcg/100 ml.; se observ6 que existe una
probabilidad de 0.4000 de que el paciente tenga ese nl
vel de concentracién de plomo si se le observa una ac-
tividad de DALA & 200 U.; si &sta Gltima es § 300 U.

la probabilidad de que tenga el nivel de plomo mencio-
nado disminuye a 0.4857, pero si el paciente no tiene

una actividad de DALA & 200 U, existe una probabilidad
de 0.4800 de que no tenga plomo sangulnec p 25 meg/100
ml,; una probabilidad semejante a 0.5143 existe de que
no tenga estos niveles de plomo si no se observa una -

actividad de DALA £ 300 U,

*Los valores de DALA y plomo obtenidos en el estudio =

se encuentran en el Anexo II
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CONCLUSIONES

Con el actual desarrollo tecnolfgico, la actividad del
Q.F.B, se ha ampliado, no s6lo por el nGmero de campos
de accibn, sino tambi&n por la aparicibn de modalidal—
des de trabajo conjunto con profesionales y especialis
tas de otras 4reas del conocimiento. Esto se da con

mayor frecuencia en los grupos de inQestigacién que --
tienen como responsabilidad social el estudio de proce
sos multifactoriales o la aplicaciln de acciones rela-
cionadas con este tipo de procesos. Para que el Q.F.B.
participe con 8xito en este tipo de grupos de trabajo

se requiere por una parte que durante su formacifn se

le capacite en el trabajo de diferentes tipos de proce
dimientos y en la comprensifn de los principios genera
les que los rigen, y, por otra parte, que tenga la ca-
pacidad para comprender en forma general el problema -
en estudio desde diferentes puntos de vista, de tal ma
nera gque pueda delimitar con &xito las funciongs que -
tienen los distintos enfoques, de modo que pueda delimi
tar las responsabilidades correspondientes a cada ele=-
mento del grupo de trabajo y asuma las que le corres--
ponden. En estas acciones estin implicitas las res--

ponsabilidades: a) De recabar las posibles técnicas
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con las que pueda observarse, directa o indirectamente
un proceso; b) De analizar cada una de ellas desde --
los puntos de vista quimico, eccnSmico, de factibili-~
dad y conveniencia de acuerdo a los propbsitos especf-
ficos del proyecto: ¢) De montar la técnica y valo--
rar su pertinencia para alcanzar los prop6sitos del -~
proyecto, o en su caso desarrollar métodos id&neos; -
d) De identificar los principales factores de error y
variacifén; e) Derivar las soluciones pricticas para -
estos factores; £) Instrumentar los sistemas de con--
trol de calidad; g¢) Efectuar los andlisis correspon--

dientes al proceso guimico.

En el proyecto presentado se requirié la aplicacién de
métodos analfticos de espectrofotometria de absorcibn

atSémica para la cuantificaci6n de plomec y de espectro-
fotometria visible para la observacién indirecta de la
actividad enzim&tica como una técnica de uso més gene:
- ralizable para la detecci6n de personas con concentra-
ciones de plomo relativamente elevadas. Para alcanzar
este ltimo propfsito se reguiere la cidra comprensidn
de las diferencias precisas gue existen-entre los usos
biogquimicos y epidemiolfgicos de un procedimiento; g}a

que para el primero de ellos se requieren sistemas de

obsérvaciﬁn m4s complicados y especificos ---- y por -~
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esto mis costosos ----, para el estudio epidemjol&gico
fundamentalmente se necesitan m&todos de bajo costo, -
posibles de llevarse a cabo con equipos sencillos dis-
ponibles en la mayorfia de las regiones de nuestro pafs.
§in embargo, los métodos mis sencillos por lo general

son poco especificos y por esta razén tienen error tan
to al indicar la existencia de un estado como al seha-
lar que no existe esta condicibn. La magnitud de es-
tos errores depende directamente de la frecuencia con

la que existe en una comunidad dada el estado gue se -
pretenda observar. Es l6gico esperar que el método -
indirecto nunca se equivoque, al sehalar la existencia
de una condicidn, si esta condicifn se da en todos los
miembros de la comunidad, igualmente nunca se equivoca
rd al sefialar qgue no existe si &sta circunstancia no -

se encuentra en una comunidad.

Pero es obvio que si ya se conociera que todos o ningu
no de los miembros de la comunidad tienen la condicifn
en estudio, carecerfa de sentido proponer el emplec de
un método de estudlo; esto no ocurre en las condicio--
nes en que se presentan los problemas de salud; en la

realidad, la mayoria de los procesos epidemiclégicos -
se dan s6lo en algunos subgrupos de la poblacifén y en

ellos s61lo en una proporcisdn desconocida de individuos
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por esta razf6n, para la observacifn de la mayoria de =
los factores y procesos, es necesario el desarrollo de
métodos indirectos, los cuales en mayor o menor grado -
tienen errores al indicar la presencia o ausencia de --
una condicifn, por lo que anteé de emplearlos en estu--
dios epidemiolfgicos, es necesario conocer la magnitud
del error y de ser posible, las condiciones en las gue

es mayor o mis frecuente.

Como se sefialf en la introduccién, se requiere un m&to-
do, factible, accesible y de bajo costo para identifi--
car a aquellas personas con concentraciones de plomo re
lativamente mis elevadas. Esto es mis importante hacer
lo en mujeres embarazadas ya que existe la probabilidad
de que el plomo elevado pueda afectar el desarrollo y/o
la funcibn del sistema nerviosc central de sus hijos. -
Los resultados obtenidos con las mediciones de la acti-
vidad de DALA permiten afirmar que este método puede --
éer Gtil en estudios de deteccifn ya que si en estas pa
cientes se observa una actividad de DALA £ a 200 U. -~
existe una probabilidad de casi el 73% de gue esa pa- -
ciente tenga una concentracién sanguinea de plomo 2>
15 meg/100 ml.; es decir, existe un error del 27% cada
vez gque se emplee el método. Por otra parte, si la pa

ciente no tiene una actividad de DALA 2 a 200 U. existe

- 50 -



una probabilidad del 88% de que la paciente no tenga -
plomo sangufneo < 25 mcg/100 ml., es decir, existe un

12% de error al emplear el método.

Si se pretendiera aplicar este método como un sistema
de rutina en el sistema asistencial, serfa conveniente
efectuar otros estudios con objeto de identificar, ya
sea las caracteristicas de las pacientes o de los fac-
tores que en ellas se presentan que est&n relacionadocs
con los errores en la identificacifén de la presencia o
de la ausencia de concentraciones de plomo relativamen

te elevadas.

Respecto a esta circunstancia, existen indicios de la

existencia de interacciones entre el plomo y otros com
puestos, tales como el Zinc, Cobre, Fierro, Cadmio, -=-
asi como la existencia de grupos de personas con dife-
rente actividad de DALA determinadas de origen genéti-
co, puedan ser la fuente de error. Por esta razbn es

posible que la existencia de estas interacciones pudie
ran explicar la observacibén de embarazadas ccn plomo y
sin alteraciones en la actividad de DALA. 5i el blo-
quec del efecto biolSgico del plomo se d4, no s6lc res
pecto a la actividad de DALA, sino también sobre el --
efecto nocivo sobre el desarrolle de la funcibn nervio

sa del nifio, carecerfa de importancia el error en las
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exactitudes indicativas positivas. Esta es un &rea -
de investigacifn importante, tanto desde el punto de -
vista cognoscitivo, como del pragmitico, puesto aue =-
estos agentes podrfan emplearse en la prevenci6n de -~

los efectos nocivos.

Por otra parte, si se considera gue en ausencia de em-
barazo las perscnas sanas tienen valores mucho mis ba-
jos en las exactitudes predictivas, ----Positivas o ne
gativas para indicar la existencia de plomo 2 15 mcg/

100 ml.-~—- que los observados en las embarazadas, es=-
to sugeriria la existencia de un mayor nfimero de facto
res que afectan la utilidad de DALA en este grupo de -
personas o que el resultado final de los ajustes fisio
16gicos que se observan en la embarazada, permiten que
se exprese una mayor relaci6n entre plomo y actividad

de DALA.

Entre los pacientes con enfermedades que modifican las
concentraciones de plomo no se observaron resultados -
que indicaran la existencia de factores que afecten la
capacidad indicativa positiva de la actividad de DALA
para sefialar la existencia de plomo sanguineo 2 15 -~
mcg/100 ml., ya que tanto con los niveles de 200 y 300

U. de DALA se obtuvo una exactitud indicativa positiva
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de 1 gue es el mé&ximo posible; como sucede con frecuen-
cia, en este caso también se observé que ante valores -
elevados de exactitud predictiva positiva se obtuvieron

valores bajos de exactitud predictiva negativa.

En enfermos con padecimientos que no modifican plomo se
obtuvieron valores (tiles de exactitudes predictivas po
sitivas para sefialar la existencia de concentraciones -
de plomo = 15 mcq/100 ml.; sin embargo, para indicar la
existencia de concentraciones de plomo = 25 mcg/100 ml.

y, la ausencia tanto de plomo # 15 mecg/100 ml., como de
plomoc & 25 mecg/100 ml., no se obtuvieron valores {itiles
en las exactitudes predictivas indicativas por lo gque

es posible supcner la existencia de factores que afectan
la capacidad indicativa de DALA en este grupo de pacien

tes.

Del proyecto descrito, se desprende que ---independien-
temente de la identificacifn de los limites en la acti=-
vidad de DALA con los que es posible detectar indirec--
tamente la existencia de concentraciones elevadas de =
plome en las mujeres embarazadas--- es conveniente la -
continua participacién de los Q.F.B. como miembros de -
grupos interdisciplinarios que aborden a este nivel los
problemas de salud pfiblica que afectan a nuestras co- -

munidades. Por ello, es pertinente propiciar la ==
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interaccifin acadfmica entre los grupos de investigacibn
de esta &rea y las instituciones educativas responsa- -

bles de la formacién de Quimicos profesionales.
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ANEXO I

Determinacidn de plomo en sangre; modificacibén al mé--

todo de Bessman y Layne por RICE E.W.

Es necesario que todo el material de vidrio sea lavado
con detergente y agua, remojado toda la noche en &cido
nitrico (1 + 1) seguido por un enjuague con agua ca--
liente, y finalmente con suficiente agua destilada --

deionizada y finalmente cuidado de contaminaciones.

Para todos los reactivos se usard agua recién destila-

da deionizada o agua redestilada.

Los Reactivos ser@n de grado reactivo a excepcidn de -

los siguientes:

Acido sulfGrico 95% destilado doble al vacfo

H NO3 concentrado redestilado

Acido percldrico 70% W/V destilado doble al vacio
Hidréxico de amonio, libre de fierro, densidad 0.92
Ditizona

Cloroformoc redestilado libre de fierro y cobre
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Reactivo de digestion.- Cuidadosamente mezclar 25
volfimenes de &cido nitrico concentrado y 10 voldG-
menes de &cido sulfdrico concentrado. Preparar -

fresco el reactivo para cada determinacidn.

Acido percldrico 70% { W/V), guardar en refrigera-
cidn.

Hidrdxido de amonio concentrado.

Rojo de fenol 0.10% (W/V).

Solucidn de Ditizona. Disolver 30.0 mg. de dife-
niltio carbazona {ditizona) en exactamente 1 L. -
de cloroformo redestilado. Guardar esta solucién
en un frasco café en un refrigerador, pero dejar-

lo a temperatura ambiente antes de usarlo.

Solucidn buffer. Disolver 118 g. de citrato de -
amonio dibésico (NH4)2 HC. Hg 0,, en agua, afiadir
75 ml. de hidrbxico de amonio concentrado, y di-=-
luir a 250 ml. con agua. Cuando la solucidn se

ha enfriada a temperatura ambiente afiadir 5.0 g. -
de ciénurc de potasio y 2.5 g. de sulfito de so--
dio anhidro, NA2303. Extraer la solucidn buffer

con ditizona hasta gque la capa de cloroformo per-
manezca verde. Anadir 500 ml. de hidrbxido de -

amonio concentrado.

Esta solucifn es estable a temperatura ambiente.
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Efectuar este procedimiento en una botella
de vidrio con tapbn, marcada en la parte -
de afuera con lineas correspondientes a el
volumen a el cual la sclucidn es diluida.

Acompafiar la extraccidn por adieifn aproxi
madamente de alicuotas de 2 ml. de ditizo-
na y agitar.. Separar la capa clorofSrmi-~

ca de la acuosa.

7.- Reactivo de lavado. Disolver 5 g. de cianuro de
potasio en 250 ml. de hidroxido de amonio concen-

trado y dilufr a 500 ml. con aqua.

8.~ Stock standard, 1.05 mg. Pb/ml. Disolver 0.183g.
de acetato de plomo trihidratado, Pb (C2H302), -
3 HZO en agua conteniendo 1 ml. de &cido acético

glacial y diluir a 100 ml. con agua.

9.~ Standars de trabajo 4.0 y 8.0 meg. pb/ml. prepa=--
rarlos recientemente por dilucidn del stock 1:50
con agua. Use alicuotas de 2.00 y 4.00 ml. (co-

rrespondientes a 4,0 y 8.0 mcg Ph/ml).
Procedimiento:

l.- Pipetear dentro de un tubo de vidrio de boro-

silicato con tapdn de 25 x 200 mm. 2.00 m. de
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sangre heparinizada.

En cada etapa incluir tubos para blanco y dos ~-
standars conteniendo respectivamente 10.0 mi. de
agua y 2,00 y 4.00 ml. de soluci6n standard de --

trabajo.

A todos los tubos anadir 5.0 ml. de reactivo de -

digestidén y 3 perlas de vidrio.

Colocar en una micro parrilla cada tubo hasta que
aparezca humo blanco. Remover los tubos y dejar-
los que se enfrien a temperatura ambiente. En es
ta etapa, la sangre es café obscuro y el blanco -
y standard son esencialmente menos coloridos. -~
Afiadir 0.6 ml. de Acido perclbrico a cada tubo --

frio y cubrirlos.

NOTA: Checker {(I.S8.) recomienda ahadir 1-2 ml. -

de una mezcla de HNO3 Yy HClO4 1+1.

Recalentar cada tubo y continuar el calentamiento
hasta que la solucidn pase de amarillo; menos co-
lorido; amarillo con espuma; finalmente menos co-
lorido y claro. Puede permanecer muy ligeramen-
te amarillo en este punto la digestidn es comple-

ta dejar enfriar a temperatura ambiente.

NOTA: La digestidn café ohscuro de la sangre pasa

58



lentamente a aﬁarillo y en 40 - 60 minutes son --
menos coleridos. Checker (I.S.) afade 5.0 ml, de
agua a el residuo frio y repite la digestifn. --
Esto asegura la eliminacifn de tecdos los dxidos -

volatiles,

Afiadir 5 ml. de agua a cada tubo, seguido por la

adicidn gota a gota de 4 ml. de hidrdxido de amo-
nio concentrado mezclando. Dejar que la mezcla

se enfrié y afiadir 1 gota de rojo de fenol Si la
solucidn ha sido neutralizada suficientemente, -=-
permanecerd roja. Si la alcalinizacién ha sido -
pobre, afadir hidrodxido de amonioc gota a gota -

hasta que la solucibdn sea roja.

Afadir 10.00 ml. de solucidn buffer a cada tubo -
seguido en un minuto por 3.00 ml. de solucidn de

ditizona.

Tapar todos los tubes con un tapén de vidrio y --

agitar vigorosamente 20 veces.

Usando una pipeta capilar y un aspirador de agua

separar el supernadante acuoso.

NOTA: Si la capa de ditizona es coloreada rojiza
afiadir 3.00 ml. més de solucidn de ditizona, y --

agitar la mezcla otra vez. Continuar con el --
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resto de el procedimiento. Para obteéner el valor
correcto para plomo en el espécimen doblar la --

absorbancia

NOTA: Checker (R.B.F.) recomienda la adicifn ini
cial de 5.00 ml. de ditizona como més apropiado -

que 3.00 ml.

10.- Afiadir 10.0 ml. de reactivo lavador, reagitar --
hasta aclarar, y remover la capa supernadante por

aspiracidn.

11.~ Humeder un filtro de papel whatman No. 547 de =--
7 em. con cloroformo y f£iltrar la solucidn final

de cloroformo en una celda y tapar rapidamente.

NOTA: Checker (I.S.) recomienda centrifugar por

3 minutos a alta velocidad.

12.- Determinar la absorbancia de el blanco, standard,
y las muestras a 510 mpn contra un blanco de clo-
roformo. Aungue el color es estable por 24 ho--
ras, obtener todas las lecturas rapidamente, con
el fin de minimizar los efectos de evaporacibn.

clculos:

meg Pb/160 ml = A (muestra) - A blanco

A A X
4meg std - A blanco)+ “'8mcg std - A blanco)
12 X 109

2
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ANEXO II

Valores ae plLomo y dala obteniaos en el estudio :

Grupo "A" o de "PERSONAS SANAS SIN EMBARAZO",

CLAVE PLUMC

me
100 ml
660032 21
908601 23
402302 24
660006 02
66001 17
88u35 15
9¢30027 18
9023v26 24
9099u27 18
90y5027 1o
9042027 2v
Su1l8ul 1y
9006016 22
Y0040262 17
660004 13
90l8047 10
99u03 14
66004 u
060u07 u2
B88U44 ({13
88u50 u?
9u02ule 12
9074027 u
90Y7017 11
9097048 13
v10101s 14
9045017 1:¢
88045 3v
99020 - 40
66004 27
90050016 24
90uU5026 25
4091028 26
660005 45
¥09101/ 26
660U3 10
600045 1y

DALA CLAVE PLOMO DALA CLAVE PLOMO
cg/
0dml

u,

213
252
357
432
770
526
314
357
196
156
174
174
0843
127
360
355
443
375
246
200
153
186
14v
172
170
168
15v
395-
332
175
111
25
176
211
272
177
25u

66U014
99006
6600021
660014
b60UL2
840 40
9030u26
9008u3
9049028
9093027
9088027
9014016
90060217
660006
660026
407401/
66002
88u38
9u76u3
88050
9u01lul
9u06uL2
907602
90y 7027
90yB0Z1
910U3047
90y5017
84047
b60021
66006
90U502
9020020
660019
o60011
Y091018
66005
66U021

18
17
18
18
21
18
18
1y
i7
15
17
19
21
09
11
10

t12

12
1u
07

0
04
0
13
12
12
12
38
41
2y
25
45
28
42
26

8
21

61

U.

465
624
364
530
625
485
314
441
196
166
164
072
186
31z
303
409
590
348
24y
153
120

58
142
17
145
122
150
36v

74
13y

25
154
229
255
272
173
239

596
66003 15
99023 15
660018 18
660024 20
66003 15
9030016 L9
9u30u17 19
9102017 15
90v8027 22
90uy5028 1le
9048028 17
90uB016 24
900426 17
66V00% 13
660016 13
y078017 10
66003 08
99024 13
88v04 (4]
900101 0]
4001010 0
¥00602L 04
9076027 07
9047018 11
910101 14
91u30.8 Iz
660010 25
99025 35
66V029 38
900403 29
900501 28
¥091027 26
660014 25
84031 33
4092017 33
660U09 L7

DALA
u.

233
655
365
351
405
336
336
111
145
156
lo8
12y
127
329
344

t 40y

530
6l8
21y
12v
120

58
142
172
168
122
313

" 3a8

163
174
111
176
208
234
209
245



Grupo "B" o de *PERSUNAS CON ENFERMEDADES QUE NO MODIFICAN
) PLOMO"

CLAVE PLUMO mcg/ U. DALA CLAVE PLOMO mecg/ U. DALA

100 ml 100 mu

665101 18 126 661207 16 234
66541 - 21 284 66158 15 297
66191 15 274 66192 L9 206
6b161 1a 200 6b12u3 14 195
661245 Sl 113 665120 9 155
665104 8 154 66127 13 139
66522 25 076 66187 3y 119
66530 38 153 66544 46 197
661125 28 0Bl 665141 34 123
661245 25 113 66553 28 1v9
661126 4y 204 66554 40 267
661189 30 265 66121y 25 222
06517 20 233 66589 32 257
665124 44 249 665108 42 218
661149 33 424 66512 31 358
60147 34 356 06567 25 353
6611006 30 472 661104 59 771
66107 35 587 661239 32 59y
66111¢ 27 427 66592 41 547
661220 33 4u5 66579 33 673
66558 38 364 66564 38 762
6b56U 34 630 661164 31 483
661139 3vu 444 66U%4 23 285
660205 23 264 66575 43 265
60l4b 14 267 665493 12 231
66160 14 263 66526 19 354
665065 16 33y 66566 18 435
b65u2 1y 328 66532 19 508
06531 1y 433 DM11828) 15 545
66505 15 358 66535 21 429
66516 22 522 66503 24 625
66501 24 59y 66171 23 429
66578 24 561 66533 23 490
66,18 23 626 6653y 23 457
061119 22 336
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‘Grupo "C" o de "EMBARAZADAS SANAS"

CLAVE PLOMU mcg/ U.DALA CLAVE PLOMO mcg/ U.DALA

10uml 100ml

660116 4b 76 060591 26 120
6601u2 24 138 60199 57 269
66170 26 518 66142 43 313
66103 47 722 66111 34 804
66523 29 416 66021 19 190
66021 19 140 66596 19 157
66163 1z 177 66184 u3 164
66069 05 134 6b167 19 149
661101 17 178 6619u 17 136
6618y 0 241 661127 12 290
66595 11 289 66157 11 266
66172 0 217 w6149 10 256
66150 11 275 b6188 0 224
661111 02 207 661115 24 260
66186 24 335 66506 13 301
66181 14 507 66162 4 336
66162 04 36b 66156 10 320
66175 0 507 66124 10 428
66124 10 428 b6lb4 14 440
66151 ° w5 452 661118 14 465
66159 1u 372 661113 14 302
66130 v 455 66154 22 491
66198 21 333 66577 15 831
66185 21 322 66569 19 378
66125 15 Jed 6611y 15 323
66176 18 313 66174 le ) 56U
66563 21 675 65584 23 553
66112 20 661 66534 16 544
66117 17 554 66141 21 349
66148 16 393 66196 20 353
66168 15 346 66585 15 398
661107 15 440
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Grupo "D" o de "PERSUNAS CON ENFERMEDADES QUE INCREMEN-

CLAVE

665122
b61L85
66177
661121
661122
661200
661182
66513
66572
661198
66155
661201
66104
661109

21
22
24
18
1y
11
58
41
32
38
27
31
46
28

PLUMO mcg/ U. DALA

275
345
480
411
357
408

18
153
176

65
140
364
551
570

CLAVE

661200
60582
66555
b61lH2
66115
665129
665117
66518
66195
6b11U8
66587
661103
66153
665113

64

TAN LAS CONCENYTRACIONES wE PLOMO"

PLOMO mcg/
10uml

20
20
15
18
18
38
LX)
47
34
32
37
52
34
25

U.DALA

31
390
4L2
358
474
126
1u9
194
194

21
339
483
30u
585
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