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La ZPP ha venido siendo utilizada como un indicador de la exposicién laboral al plomo; esta utilizacion se ha visto potenciada en el
Reglamento para la prevencion de riesgos y proteccion de la salud de los trabajadores por la presencia de plomo metalico y sus
compuestos ionicos en el ambiente de trabajo, en el que se indica, entre otras cosas, que se consideraran admisibles plumbemias
entre 70 y 80 ug/100 ml siempre que el nivel de ZPP en sangre sea inferior a 20 ug/gr. de Hemoglobina. En la presente NTP se
comenta la utilizacién de este parametro y se exponen brevemente los procedimientos habituales para su determinacion.

Introduccidén

Los efectos toxicos del plomo sobre el organismo humano que fueron observados desde la antigiiedad (mucho antes de ser atribuidos
a la accién del metal), se manifiestan en diversos sistemas, siendo los que mejor se conocen los que se refieren al hematoldgico.

A grandes rasgos, el plomo produce, en el sistema hematopoyético, dos tipos de efectos relacionados entro si: inhibiciéon en varios de
los pasos de la sintesis de la hemoglobina (Fig. 1) y cambios morfologicos de los eritrocitos con acortamiento de la vida de los mismos.
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Fig. 1: Sintesis de la hemoglobina
El plomo perturba también el metabolismo del hierro y la sintesis de la globina en los hematies.

La conjuncion de todos estos efectos produce anemia detectable clinicamente.

Efectos del plomo en la sintesis del hemo

El plomo inhibe por lo menos dos de las enzimas pertenecientes a la cadena biosintética de la hemoglobina: el ALA-Dehidrasa (ALA-
D), produciéndose un aumento de la concentracion de acido d-aminolevulinico (ALA) y el Hemosintetasa, bloqueandose la
incorporacion de ién ferroso al anillo porfirinico. Ademas, el plomo impide el transporte del Fe al interior de la célula lo que contribuye a
dificultar ain mas la entrada del metal en el anillo porfirinico; todo ello da lugar al aumento de la concentracién de protoporfirina que
inicialmente se pensaba era protoporfirina libre.

En 1974, Lamola y Yamane demostraron que la porfirina no se encuentra, en el caso del saturnismo y la anemia ferropénica, en forma
de porfirina libre sino en forma de cinc-protoporfirina (ZPP) que se une a los tetrdmeros de la globina en los puntos de enlace del hemo
y permanece en el eritrocito durante todo el tiempo de vida de éste.

Recientes estudios realizados mediante cromatografia liquida de alta resolucion demuestran que, aproximadamente, el 90% de la
porfirina presente en la sangre de individuos intoxicados por plomo se encuentra en forma de ZPP y sé6lo una pequefia proporcion (<
10%) se encuentra en forma de porfirina libre.

Desde el trabajo de Lamola y Yamane se han publicado numerosos trabajos en los que se estudia la relacion entre la tasa de plomo en
sangre y la tasa de cinc-protoporfirina eritrocitaria. En todos ellos se concluye que existe una buena correlacion exponencial entre
ambos parametros (Fig. 2), e incluso la correlacion es mejor cuando en lugar de un Unico valor de plomo en sangre se emplea la media
de este parametro en los ultimos tres meses.
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Fig. 2: Correlacion de Pb y ZPP en sangre

La ZPP, al igual que la hemoglobina, permanece en el eritrocito todo el tiempo de la vida de éste; en consecuencia su manifestacion
esta siempre retrasada con respecto a la ingesta de plomo en un lapso de tiempo igual a la vida media de los eritrocitos (tres meses).
Es decir, si la plumbemia de un individuo aumenta bruscamente en un momento dado, el efecto sobre la concentracion de porfirina
eritrocitaria no alcanzara un estado de equilibrio hasta los tres meses. (Fig. 3)
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Fig. 3: Evolucion de la concentracion de PB y ZPP en sangre
Métodos de analisis de la cinc-protoporfirina

Lamola y Yamane, investigando las bases moleculares de la fotosensibilidad cutanea de diversas enfermedades a las que
supuestamente se asocia una elevacion de la tasa de porfirina libre eritrocitaria, estudian los espectros de fluorescencia de sangre de
pacientes que presentan anemia ferropénica, plumbemia elevada y porfirina eritropoyética.

Cuando la medida se realiza en medio neutro, los espectros de los pacientes con plumbemia elevada y anemia ferropénica son
idénticos entre si y diferentes de los correspondientes pacientes con porfirina eritropoyética.

En cambio, cuando la medida se realiza en medio acido los espectros correspondientes a los tres tipos de pacientes son iguales.

La unica explicacion del comportamiento fluorescente de la porfirina en el caso de plumbemias elevadas y anemias ferropénicas es que
la porfirina no sea libre sino que se encuentre combinada con un i6n metalico.

Por todo lo explicado deducimos que una propiedad caracteristica de la ZPP es su espectro de fluorescencia, que en condiciones
adecuadas nos permite resolver las bandas de fluorescencia de la ZPP vy la porfirina libre; este hecho, unido a la ausencia de
fluorescencia de la hemoglobina y al desarrollo reciente de la fluorescencia de Optica frontal, abre una alternativa analitica a la
deteccion de los efectos del plomo sobre el sistema hematopoyético.

La bibliografia describe varios métodos para la determinacién de cinc-protoporfirina (basicamente fluorimétricos y por cromatografia
liquida de alta resolucion); los métodos que permiten una aplicaciéon masiva se reducen practicamente a dos: el método de dilucién y el
método del hematofluorimetro.



Método de dilucién

Se diluyen 10 pl de sangre en 5 ml de una solucién de detergente (Triton X-100, tertigol) al 0,5%, se agita y se mide la intensidad de
fluorescencia de la dilucién coloreada a 594 nm (Excitacion 424 nm).

La fluorescencia de esta soluciéon se compara con la de un patrén secundario (por ejemplo una solucién diluida de Rodamina B) y se
efectuan re-estandarizaciones periddicas.

Otra forma de la realizacién de esta calibracion seria utilizando cinc-protoporfirina pura y emplear un sistema de calibracion clasico,
preparando patrones directamente o por adicion. Esta forma presenta la dificultad de no poder conseguir con facilidad el patrén del cinc-
protoporfirina pura.

Este método es extremadamente sencillo, muy econémico y muy rapido; con las modernas técnicas de automatizaciéon pueden
analizarse unas cien muestras por hora.

Las muestras hasta su analisis pueden guardarse en nevera un mes y medio y periodos mas largos si se guardan en congelador.

Este método permite la toma de muestra en papel de filtro, evitandose de esta forma los problemas derivados del transporte y
conservacion de las muestras recogidas en tubo de vidrio. También requiere disponer de un fluorimetro, que aunque es un aparato de
coste alto se puede utilizar para otros tipos de analisis.

Hematofluorimetro

En 1977 se comercializd un equipo especificamente disefiado para la determinacion fluorimétrica de ZPP llamado 'hematofluorimetro’,
consiste en un fluorimetro portatil de lectura directa, especialmente ideado para la medida rapida de la cinc- protoporfirina. Su manejo
es extremadamente simple y rapido y la medida se efectua depositando una gota de sangre, sin ningun tipo de tratamiento previo,
sobre un cubreobjetos que se inserta en un porta-muestras en el que, de modo permanente, van fijados un blanco y un patrén. Se
introduce el portamuestras en el instrumento y éste, automaticamente, mide y calcula la concentracién de cinc-protoporfirina.

Este método es muy sencillo, econdmico, sumamente rapido y la instrumentacion es sencilla y no costosa.

Es un método de campo, en el que se puede obtener el resultado inmediatamente después de la toma de muestras. Estas, si es
necesario, se pueden guardar hasta una semana.

Este método no permite trabajos con muestras congeladas, ni analizar muestras de sangre depositadas sobre el papel de filtro y su
instrumentacion no puede utilizarse para otros tipos de andlisis.

En resumen, los dos métodos permitan el screening masivo de grandes masas de poblacion. Es precisamente en esta decision, de la
detecciodn de los individuos en los que es preciso investigar una posible impregnacién de plomo, donde la cinc-protoporfirina supone
una auténtica novedad prevencionista.

La eleccion de una u otra metodologia depende de las necesidades concretas del usuario.

La cinc-protoporfirina como test de screening en la deteccion del saturnismo

Hay que tener en cuenta que al utilizar la cinc-protoporfirina como test screening para la deteccién de individuos sospechosos de
saturnismo se asume necesariamente un cierto riesgo de error. A causa del caracter experimental de la determinacion analitica (que
implica por tanto una cierta imprecision) y de la variabilidad de las respuestas individuales, apareceran siempre casos falsos negativos
(individuos que realmente tienen tasas elevadas de plomo en sangre y pasan desapercibidos en el test) y casos falsos positivos
(individuos con plumbemia baja y son detectados en el test). Ambos estan intimamente ligados y reducir el nimero de unos implica
necesariamente aumentar el nimero de los otros. En la tabla | se ilustra esta interrelacién.

Tabla 1: Test de Scrrening de la ZPP

CORTE DE ZPP a3 | 7B

CONCENTRAGION DE i3
|
(g 100 mi) [

2 43|3¢ 26

|
FALSOS POSITVOS | g0 | 27 | 5o | 50 | 655 | 785

PhS = d0ug 100 mi}

FALSOS MEGATIVOS
(PbS = &0 pg!100 mi)

S0 | 400 | 3006 | 209 | 10% | 5%

Valor nevinal de 28§ = 25ug 100 Ml
Margan supericr de neamakdad fx « 2 50 = 40 gt o0 mi

Un campo en el que el test de la cinc-protoporfirina tiene un interés evidente es en el de las revisiones escolares.



Tanto el método de dilucion, como el del hematofluorimetro, precisan un volumen de muestra de sangre muy pequefio, unido a que
pueden aplicarse a grandes masas de poblacion, hacen de este test un método ideal para la deteccion de nifnos expuestos a plomo.

Como el defecto de Fe provoca también el aumento de la cinc-protoporfirina, permito detectar también ferropenias que habitualmente
no son detectadas hasta que alcanzan el estadio de anemias.
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Adenda

Revision normativa

. La Orden de 9.4.1986 por la que se aprueba el Reglamento para la prevencion de riesgos y proteccion de la salud de los
trabajadores por la presencia de plomo metalico y sus compuestos iénicos en el ambiente de trabajo (M. Trab. y S.S., BOE
24 4., rectificado el 3.6.1986) ha sido derogada por el Real Decreto 374/2001, de 6 de abril sobre la proteccién de la salud y

seguridad de los trabajadores contra los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo
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