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Resumen

Introduccion: para la evaluacidn de la exposicién
ocupacional a plomo inorganico se utilizan diversos
biomarcadores de exposicién, entre ellos la
determinacién de plomo en sangre y la de
protoporfirina libre eritrocitaria.

Objetivo: determinar la fiabilidad practica vy
comparativa de un método espectrofotométrico sencillo
para determinar protoporfirina libre en eritrocitos como
marcador bioldgico de la exposicién a plomo inorganico.
Métodos: se estudiaron a 40 trabajadores expuestos a
plomo con diferentes niveles, a cada uno de ellos se les
tomdé una muestra de sangre para determinar
protoporfirina libre eritrocitaria y plomo, y una muestra
de orina para determinar acido aminolevulinico. Se
selecciond un grupo control de 20 trabajadores no
expuestos, donde se correlacionaron las
concentraciones halladas de protoporfirina libre
eritrocitaria y de acido aminolevulinico con las de plomo
en sangre.

Resultados: la correlacién entre las concentraciones
de protoporfirina libre eritrocitaria y las de plomo en
sangre fue mayor y mas significativa estadisticamente
en los trabajadores expuestos, que la encontrada entre
el 4cido aminolevulinico y el plomo en sangre de los no
expuestos. La técnica propuesta de determinacion de
protoporfirina libre eritrocitaria, ademas de resultar
exacta, precisa y sensible, es sencilla de realizar en,
practicamente cualquier laboratorio quimico con un
minimo de recursos.

Conclusiones: |la técnica propuesta es confiable y
puede ser utilizada en una primera opcién en el control
higiénico-sanitario de la exposicién ocupacional a plomo
inorganico, acudiéndose solamente, de ser
imprescindible, a la determinacién de plomo en sangre
cuando las concentraciones de protoporfirina libre
eritrocitaria resulten significativamente altas.

Palabras clave: protoporfirinas, marcadores bioldgicos,
exposicion profesional, plomo

Abstract

Background: there are various exposure biomarkers
for assessing occupational exposure to inorganic lead
including the determination of blood lead levels and
free erythrocyte protoporphyrin.

Objective: to determine the practical and comparative
reliability of a simple spectrophotometric method for
determining free erythrocyte protoporphyrin as a
biomarker of inorganic lead exposure.

Methods: a group of 40 lead-exposed workers with
different levels of exposure was studied. A blood sample
was collected for determining free erythrocyte
protoporphyrin and lead blood levels and a urine
sample for determining urinary 6-aminolevulinic acid. A
control group of 20 non-exposed workers was selected
to correlate free erythrocyte protoporphyrin and urinary
d-aminolevulinic acid concentrations with lead blood
levels.

Results: correlation between free erythrocyte
protoporphyrin and blood lead levels was higher and
more statistically significant in exposed workers than
correlation between 6-aminolevulinic acid and blood
lead levels. The proposed technique for determining
free erythrocyte protoporphyrin is not only sufficiently
accurate, precise and sensitive, but easy to perform in
any chemical laboratory using minimal resources.
Conclusions: the proposed technique for determining
free erythrocyte protoporphyrin is sufficiently reliable
and can be used as first option in hygienic and sanitary
control of occupational exposure to inorganic lead, only
resorting, if necessary, to the determination of blood
lead levels when concentrations of free erythrocyte
protoporphyrin are significantly high.
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INTRODUCCION

En nuestro pais, como en cualquier otro, se
realizan trabajos donde los obreros se
encuentran expuestos ocupacionalmente a
plomo inorganico.® Para determinar el riesgo de
exposiciéon a plomo en Cuba se viene utilizando
habitualmente, desde hace muchos afios, la
determinacién de coproporfirinas urinarias (CPO)
en una primera opcion; técnica muy sencilla,
pero que tiene toda una serie de limitaciones
objetivas en la evaluacién de la exposicion
plimbica.*® En los laboratorios de algunas
provincias se determina ademas, acido
0-aminolevulinico en orina, método que ofrece
una mayor exactitud y precisiéon como
biomarcador de exposicién a plomo en
comparacion con el de las CPO,” pero para el
cual, se carece de varios de los reactivos
imprescindibles que necesita el desarrollo de la
técnica, por lo que se hace necesario encontrar
otro método que, a la vez de que pueda resultar
suficientemente sencillo, exacto y preciso, sea
también rapido, de facil manipulacién y
econdmico, para determinar la exposicién a
plomo en los trabajadores expuestos, al menos
en una primera opcién, antes de acudir a la
determinacién de plomo en sangre. En la
actualidad es esta, la técnica mds precisa de las
conocidas para evaluar la exposicién a plomo
inorganico.®’® La técnica espectrofotométrica de
determinacién de protoporfirina libre eritrocitaria
parece poseer todas esas cualidades practicas,
por lo que se decide proceder a evaluar su
eficacia comparativa, en este caso con la del
determinacion de plomo en sangre (PbS) y con la
del 4cido d-aminolevulinico (ALA), y determinar,
los valores de referencia para aquella en la
poblacién no expuesta a plomo.

METODOS

Para la realizacion de la investigacién, se realizé
un encuentro con los trabajadores, a los cuales
se les comunicé el objetivo del estudio y se les
solicitd su colaboracién, definiéndose el
momento oportuno para el desarrollo de las
determinaciones.

Con vistas a obtener el consentimiento de los
participantes, se les explicé en qué consistia
dicho estudio y los resultados esperados. Se
expuso el caracter voluntario de la participacion
y la garantia de la confidencialidad de los datos
individuales que se obtuvieran.

El universo estuvo constituido por 40
trabajadores expuestos a plomo de las empresas
seleccionadas para la investigacién. En el caso
del grupo de trabajadores no expuestos, la
muestra fue seleccionada del personal que no
presentaban exposiciéon al metal, seguln
entrevista, que les fue realizada individualmente
de la poblacién laboral de la provincia de
Cienfuegos, sin exposicién conocida a plomo
inorganico, que acudian rutinariamente para
realizar otras determinaciones al Laboratorio de
Quimica Sanitaria del Centro Provincial de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia.

La muestra de trabajadores no expuestos quedé
constituida por 20 trabajadores, todos de sexo
masculino, en edades comprendidas entre 25 y
60 afnos de edad, pertenecientes a diferentes
empresas de la provincia.

Se analizaron en total 60 muestras de sangre y
de orina, 40 de trabajadores expuestos a plomo y
20 de trabajadores no expuestos. A cada
trabajador se le practicé una extraccién de
sangre para determinar protoporfirina libre en
eritrocitos y plomo en sangre, y se recogid una
muestra de orina para determinar éacido
d-aminolevulinico en orina.

En la determinacién de protoporfirina libre en
eritrocitos, los eritrocitos se destruyeron con una
mezcla de acetona (acetato de etilo y acido
férmico) éter dietilico; las porfirinas se extrajeron
del liquido sobrenadante con disolucién de &cido
clorhidrico 1,5 N y se determinaron estas
espectrofotométricamente a tres longitudes de
onda en un espectrofotdmetro UV-visible Jasco
V-630. Para el plomo en sangre se utilizé la
extraccion directa con metilisobutilcetona (MIBK),
utilizando tetrametileno ditiocarbamato de
amonio (APDC) como agente quelante. El
contenido de plomo en la fase organica se
determind por espectrofotometria de absorcién
atémica a 283,3 nm con llama de aire acetileno
en un espectrofotémetro marca PYE UNICAM,
realizada esta determinaciéon en el Centro
Provincial de Higiene Epidemiologia vy
Microbiologia (CPHEM) de Villa Clara. Para la
determinacién de acido d-aminolevulinico en
orina, se tuvo en cuenta que la orina reacciona
con el acetoacetato de etilo para formar un
compuesto pirrélico [(2-metil-3-carboetoxi-4)- 3
-acido propidnicopirrol)], que se extrae
selectivamente con el acetato de etilo. Las
restantes sustancias positivas al reactivo de
Ehrlich no se extraen. El reactivo de Ehrlich
produce una coloracién rojo-cereza que se
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determina en un espectrofotémetro Jasco V-630
a 553 nm.

La determinacién de acido 8- aminolevulinico y
plomo en sangre se realizan habitualmente en
nuestro centro, mientras que la determinacién de
protoporfirina libre eritrocitaria, no era realizada
en el pais hasta el momento del estudio.

RESULTADOS

Con la finalidad de evaluar la eficacia del método
espectrofotométrico para la determinacién de

protoporfirina libre en eritrocitos como marcador
bioldgico de la exposicién a plomo, se estudiaron
60 trabajadores de diferentes empresas de la
provincia de Cienfuegos, de los cuales el 66,6 %
(n=40) trabajaban en areas donde existia
exposicién al metal, y 20 trabajadores no
expuestos a plomo.

A los participantes en el estudio se les
determinaron tres marcadores de exposicién al
plomo: protoporfirina libre eritrocitaria, acido
d-aminolevulinico en orina y plomo en sangre.
(Tabla 1).

Tabla 1. Medidas de resumen para los marcadores realizados en el estudio

Biomarcador Expuestos No expuestos

Media DE Rango Media DE Rango
PPE(pg/dL) 229,2 76,35 122,20 - 497,40 10,52 15 0,77 - 56,17
PbS(pg/dL) 24,56 9,24 8,00 - 60,00 15,05 2,5 10,10 - 20,20
ALA(mg/L) 3,73 3,03 1,09-11,05 4,04 2,8 0,70 - 10,29

Se presentan los valores de dispersién de acido
d-aminolevulinico en orina relacionados con los
valores de plomo en sangre. Mostrandose
ademas la linea de regresién con su respectiva
ecuacion:

PbS=1,780(ALA)+14,323 r=0,58 p=0,000.

Error estandar de la estimacion= 7,61. (Gréfico
1).
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Grafico 1. Diagrama de dispersion relacionando los valores de dcido&-aminolevulinico en orina con los

valores de plomo en sangre

A continuacién se pueden apreciar los valores de
dispersion de la determinacién de protoporfirina
libre en eritrocitos relacionados con los valores
de plomo en sangre. Mostrandose ademas la
linea de regresién con su relativa ecuacion:

PbS= 0,085(PPE) + 5,107 r=0,70 p=0,000.

Error estandar de la estimacion= 6,68

Para la determinacién de PPE se obtuvo la
ecuacion:

Y= 0,085 X + 5,107
Donde:

Y: valor que le corresponde al plomo.
X: valor que lo corresponde a PPE.
0,085: pendientes de la recta.

5,107: valor constante. (Grafico 2).
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Grafico 2. Diagrama de dispersion relacionando |os valores de protoporfiina libre en eritrocitos con los

valores de plomo en sangre

Al realizar la correlacion entre los niveles de
acido &-aminolevulinico en orina con los de
plomo en sangre, se encontré un coeficiente de
correlacién de 0,58, mientras que en la

correlacién de los niveles de protoporfirina libre
en eritrocitos con los de plomo en sangre existe
una correlacién 0,70 siendo ambas positivas y
mas significativa la de protoporfirina libre en
eritrocitos. (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion entre los valores de acido &
aminolevulinico en orina y la protoporfirina libre
eritrocitaria con los valores de plomo en sangre

ALA

¥=14,323 + 1, 780X

r=0,58  p=0,000

PPE

¥=15,107 + 0,085¥%

r=0,70  p=0,000

De acuerdo con la ecuacién de regresién se
pueden calcular los valores de protoporfirina libre
en eritrocitos. Para valores de plomo en sangre
de 15 pg /dL establecido para personal no
expuesto a plomo, el valor de protoporfirina libre
en eritrocitos que le corresponde es 116,38 ug
/dL, mientras que para el valor de plomo en
sangre establecido por la Organizacién Mundial
de la Salud 30 pg /dL como valor permisible de
exposicién para trabajadores expuestos le
corresponde un valor de 292,85 ug /dL, en el
caso de sobre exposicién a plomo le pertenece

un valor de 528,15 ug /dL. (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores de protoporfiring
libre en eritrocitos para diferentes
valores de plomo en sangre, segun
diferentes criterios planteados en Ia
literatura

Valores de PPE

Valores de PbS

116,38 pg /dL 15 pg /dL
292,85 pg /dL 30 pg /dL
528,15 pg /dL 50 pg /dL

En el grafico que aparece a continuacién se
muestra que el area bajo la curva ROC es buena
(0,88) con un intervalo de confianza (IC) (95 %)
entre 0,74 - 1,0. Esta curva nos permite conocer
el rendimiento de la prueba, lo que demuestra
que la determinacién de protoporfirina libre en
eritrocitos por el método espectrofotométrico es
eficaz para el diagnéstico de la exposicion a
plomo inorganico. (Grafico 3).

Curva ROC

1.0 \ | 1

0.4

0.8

Q.7

0.6

0.5

Sensibiidad

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

oo 04 02

0a 04
1-Especificidad

05 0E 07 08 08 10

Grafico 3. Curva ROC para |a determinacidn de protoporfirina libre en

eritrocitos

El error tipico de la estimacién, es la desviacion
tipica de los residuos, es decir, la desviacién
tipica de las distancias existentes entre las
puntuaciones en la variable dependiente (Pb) y
los prondsticos efectuados en la recta de

regresion. Representa una medida de la parte de
la variabilidad de la variable dependiente que no
es explicada por la recta de regresiéon. En general
cuanto mejor es el ajuste, mas pequefio es este
error tipico. (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de la curva ROC para
la determinacidn de protoporfirina libre en

eritrocitos
Area ROC EE IC (95%)
0,8831 0,0749  0,7363 1,0300

IC-Intervalo de confianza
EE-Error tipico de la estimacion
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Los indicadores bdsicos que evallan la eficacia
del método espectrofotométrico para la
determinacién de protoporfirina libre en

eritrocitos como medio diagndstico de exposicion
al plomo, segln nos demuestran las curvas ROC
son: la sensibilidad de la prueba de un 85,7 % y
una especificidad del 84,6 %. (Tabla 5).

Tabla 5. Indicadores basicos para evaluar el

medio diagndstico

Indicador Valor IC (95 %)
Sensibilidad (%) 85,71 52,65 100,00
Especificidad (%) 84,85 71,10 98,60

La determinacién propuesta puede contribuir
significativamente en el monitoreo y control de la
exposicién de los trabajadores expuestos a
plomo inorganico, ya que ademas de ser un
método suficientemente especifico y preciso es
una determinacién rapida, simple y de bajo costo.

DISCUSION

La determinacién propuesta puede contribuir
significativamente en el monitoreo y control de la
exposicion de los trabajadores expuestos a
plomo inorgénico, por consiguiente, el método
propuesto puede sustituir con mayor eficacia los
métodos utilizados de coproporfirina Ill y acido
0-aminolevulinico en orina, siendo Unicamente
necesario la complementaciéon de la
protoporfirina libre en eritrocitos con el plomo en
sangre cuando los valores de protoporfirina libre
en eritrocitos sean relativamente altos.
Tentativamente, y de acuerdo a los resultados
obtenidos, se consideran trabajadores expuestos
a plomo los que presenten valores de
protoporfirina libre eritrocitaria superiores a
229,16 152,70 pg/dL, mientras que se
consideran trabajadores con sobre exposicion
cuyos valores sean superiores a 528,15 ug/dL.>#*!

Entre los niveles de acido &-aminolevulinico en
orina con los de plomo en sangre, se encontrd un
coeficiente de correlacién de 0,58 mientras que
en la correlacién de los niveles de protoporfirina
libre en eritrocitos con los de plomo en sangre
existe una correlacién 0,70, siendo ambas
positivas y mas significativa la de protoporfirina
libre en eritrocitos.

Para valores de plomo en sangre de 15 ug /dL
establecido para personal no expuesto a plomo,
el valor de protoporfirina libre en eritrocitos que
le corresponde es 116,38 ug /dL, mientras que

para el valor de plomo en sangre establecido por
la Organizaciéon Mundial de la Salud 30 ug /dL
como valor permisible de exposicién para
trabajadores expuestos le corresponde un valor
de 292,85 ug /dL, en el caso de sobre exposicion
a plomo le pertenece un valor de 528,15 ug /dL.

Para evaluar numéricamente la precision del
método de protoporfirina libre en eritrocitos, se
realizé un estudio de la dispersion de una serie
de datos, obtenidos en la determinacién de
protoporfirina libre en eritrocitos a una misma
muestra de sangre venosa a un trabajador no
expuesto, donde se le realizaron diez
determinaciones a la muestra de sangre total, la
repetibilidad arrojé una desviacién estandar de +
5,95 ug/dL con un coeficiente de variacién de
3,87 %, siendo este menor de 5 %, demostrando
que el método analitico presenta una adecuada
precisién, lo que se corresponde con la literatura
consultada.?**

De las dos ecuaciones que resultaron del andlisis
de regresién lineal se encontré que la ecuacion
resultante para la protoporfirina ajusté mejor
para realizar estimaciones de valores de plomo,
ya que es la que tiene mayor valor del
coeficiente de correlacién de Pearson (r=0,70),
mejor coeficiente de determinacién (r’=0,49) y
ademds menor error estandar para estimar los
valores de plomo en sangre.’**°

Teniendo en cuenta estos resultados se puede
precisar que la ecuacién prondstico para los
valores de plomo, haciendo uso de las cifras de
protoporfirina libre en eritrocitos es mejor que la
del &cido d-aminolevulinico en orina. Esta curva
nos permite conocer el rendimiento de la prueba,
demostrando que la determinacién de
protoporfirina libre en eritrocitos por el método
espectrofotométrico es eficaz para el diagndstico
de la exposicién a plomo inorganico.?>?
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No obstante, el estudio tuvo sus limitaciones en
relacién por el tamafio de la muestra y en cuanto
a la extrapolacién de los resultados obtenidos.

El estudié demostré que el método propuesto es
eficaz en el monitoreo y control de la exposicién
ocupacional a plomo inorganico; por consiguiente
se puede emplear como marcador biolégico de
exposicién al plomo, para el monitoreo periddico
a los trabajadores expuestos al metal para
prevenir el dafio a la salud; la determinacién de
protoprorfirina libre eritocitaria puede sustituir
con mayor eficacia los métodos utilizados de
coproporfirina Il y dcido delta aminolevulinico en
orina, siendo Unicamente necesario la
complementacién de la protoporfirina libre en
eritrocitos con el plomo en sangre cuando los
valores de protoporfirina libre en sean
relativamente altos.
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