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I H T R O D U C C 1 O N

La anemia apléstica en ¢l hombre es una enfermedad en la que destacan: pan-
citopenia periferica, imagen de aplasia en la médula 6ses, y generalmente au=-=
sencia de crecimlentos ganglionares y viscerales, Es oportuno sefalar que tam-
bié&n se utlliza el término de anemia refractaria en aquellos casos que repre-
sentan pancitopenin en sangre periférica, y la mlduta 6sea reveta grados veria
bles de ceiularidad,

La anemla apldstica predomina claramente en ia edad escolar, y su inciden--
cia disminuye en preescolares y adolescentes (1), La importancia del cuadro he
matol8gico en cuestifn radica en el pron6stico sombrfo que acompafia a un nime-
ro importante de estos pacientes (1).

tn ia identificacion de su cé!ologla, se aprecl6 que puede obedccer a va- -
rlas causas, no establecidas en todos los casos. Ast, corresponde menclonar a-
los agentes quimicos y flsicos que pueden inducir pancitopenia perif8rica y a-
plasia, Estos hechos determinaron ia elaboraci8n de! presente trabajo, en pro-
cura de definir la relacién entre un agente quimico, en este caso el benceno,-
y 18 produccitn de aplastia medular en animaies de exparimentacifn,

En una encucsta llevada & cabo por Dorontes (2) en varlas Instituclones pe-
didtricas de Héxico y da algunos paises latinoamericanos, |lam8 poderosamente-
1a atencl6n el hecho de que miontras en nuestro pats los casos de anemia aplés
tica correspohd!an a uno do cada mi| egresos o ingresos hospitalarios, con cse
tancla superior a 48 hrs, en Argentina y Chile representaban séio alrededor de
uno por dos mil egresos, encontrando cifras aln més bajas de frecuencla en Cos
ta Rica: 0,12 por 1000 egresos (2), Estas dlferenclas constituyen otra motiva-
ci6n para ia planificacion de estudios que procuren ldentificar wmecanismos pa-
togénicos de &ste padecimiento.

Cuando se piensa que de un gran nGmero de nifios cxpuastos a cantldades seme

Jantes de cloranfenicol, diversos insecticlidas, adalgazadores ds pinturas y --
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otras substanclas, s6lo un porcentaje minimo desarrolla aplasia de la médula
6sea, tlene que plantearse la existenclia de una condiclén agregada en estos-
pacientes, que determine una reacci8n diferente a &stas substancias (3).
Esta situaclon podrta estar representada por el estado nutricional, ya ==
que es muy llamativo el hecho de que en un estudlo que recallzaron Dorantes,=
Vega, Ajurta, De Los Cobos, Villasedor y Solorzano {h) sc encontrd que estos
pacientes presentaban genasraimente una talla fgual o Inferfor al 95% del co~
rrespondlente a nifos de su edad, y de treinta y un nifRos, dieciocho tentan-
un peso lgual o inferior al 90% del correspondiente a su edad., Ademds, se =-
tratabe de nidos con coclentes intalectuales bajos. Un nlmero significativo-
procedia de un hogar que no estaba Integrado y que tonta un Ingreso mensual-
Inferlor a los tresclentos pesos mexlicanos; aunque a3 ¢lerto que la incliden-
cia de retraso en el crecimlento y desnutricidn en los nidos con anemia a ~=

plastica podria expllcarse simplemente por la elevada prevalencia de estas -

condiciones en pacientes que ingresan al Hospltal Infentll de M&xico,

Con el fin de valorar a la nutricibn en 1a genes!s de la anemla aplastica
se decldi8 estudiar la posible acclén sinergica de la desnutricibn inadecuada
y de un factor toxlco,

Al heberse descrito la produccifén experimental de aplasia medular medlante
el benceno, se considerd factible producir Yo enfermadad cn ratas en creci- -
miento y explorar la relacifdn: crecimlento ~ nutriclén - accibn de un téxico,
y la produccidn de aplasia de la médula Osea.

Los estudios de Santesson en 1897 (5) mostraron la correlacibn entre la In
tonsidad y duraclén de ia exposiclon al benceno, y el grado de supresidn de =
la mddula Osea.

Moeschiin y Speck (6) lograron provocar aplasia do mBdula 6sca, medlionte--

la aplicacifn subcutdnen de benceno, a conejos, En su trabajo sedslan qua en-




los 27 animales a los que se administrd dosis de 0,3 ml / kg. de peso, durap =
te una a nueve semanas se demostrd pancitopenia perlferica y en 19 animales~ -
en 10s que se practicd médula Osea, se detectaron cambios morfol@glcos con yra
dos variables de hipoplasia.

Este método se aplict en ¢l presente estudio en un grupo de ratas, y al ob-
servar que la absorci6n del t6xico no podfa ser afectlva por ia producclon de-
nodulos de nbdulos en el sitio de Inyeccidn, se conformd otro grupo sometido =
a inhalacifn del producto qufmlco, mecanismo que ya fu8 invocado como produc=-
tor de aplasia de méduia 8sea en sujetos expuestos a benceno, tolueno e insec-
ticidas. El presente trabajo Informa sobre los resultados obtenidos hasta la «=-

fecha, en la producclén experimental de anemia refractarin mediante el empleo~

de benceno en rates en crecimlento,

M A T E R 1 A L Y M E T 0 D O S

Se dispuso de un grupo de treinta y slete ratas blancas reclen nacidas, pro

cedentes de ja granja de animales del Instituto Hoclonal de Cardiologla, y co-

rrespondientos a la raza Wistar,

Se utillz6 benceno quimicamente purc que contenfa un mlijlitro de benceno~-
en 1,138 ml, de !a solucibn,

El trabajo se realiz8 en dos ctapas:

{a) Administracion de benceno por vla parenteral, a ratas reclén nacldas.

{b) Adninistraci8n de bonceno por métodos de lnhalacifn a ratas de diferentes
edades.

(a) Adninistrocion del benceno por via parenteral,=-

Se utllizaron 37 rotas blancas recién nacldas, subdlivididas en 5 grupos:

Grupo N*1: €n este grupo se administerd 0,150 ml/kg de peso, calculado como ~=




benceno puro por vta subcutdnea, Como la cantlidad por layectar era muy peque-

fa, se propard una difucidén 1:100 que contenta:

SojuciOn de benceno al B87.87% . « v v o ¢ « ¢ ¢ 4 s . o s } ml,

Alcohol absoluto ,

® 8 s o * & e 8 o ® B s s s e e

...‘60 ml.

Cloruro de sodio al 0.9% . . &« ¢ ¢« o ¢« ¢« ¢« v o e s v . « 59 ml,

A tres de las slate ratas del grupo, se les Inyectd una sola dosis a los =

stete dias da edad, sacrificandotas al 143, 217, y 287, dias, respectivamunta,

A otras tres ratas se les inyect6 a los 7 y 1 dlas, y se sacrificaron al 21°
285 y 357 dias.

A una rata se le Inyectd a los 7, 14 y 21 dias, y se sacrifics a los 35 dias

de edad. La octava rata fallecid a 1os once dias de edad, sin causa establecida,
Grupo N? 2.~ Como en el primer grupo se apreci® necrosis cutdnea de grado va-

riable en el sitio de inyeccifbn, se logrd cbtener una diluclbn de benceno con me
nor volumen de alcohol absoluto, diltucldn que contenfa:
Soluci8n de benceno al 87.874 . . . . .

I 1N
Aicohol absoluto .

« v e e e e s . 10 mb},
Cloruro do $0d10 81 0.9 % +« « &« + o o« o « » « « « 89 ml,

La dosis fud ve 0,150 ml / kg, de peso, como benceno puro. A tres de las = -
ocho ratas du este grupo se les aplicté uno sols dosls a los 7 dias de edad y ~-
fueron sacrificadas al 4%, 357, y 422, dlas, respectivamente,

A tres ratas se les aplicd una dosis a los 7 dlas y otra a los lu dias de -~

edad, y fucron sacrificadas a! 35%, 423, vy 56°%, dlas.

Dos ratas recibleron tres inyecclones al 7%, 4%, y 21%, dias, siendo sacri-

flcadas al 429, y 56%, dias.

Grupo K? 3 .- Se les aplico 0.150 mt / kg. de peso, de benceno puro sin di--

lulr, Do slote ratas, dos recibleron tres dosis de banceno la segunda semana de

vida, y fueron sacrificadas al 21%, y .8%, dias.

Tres ratas reclbleron tres dosis de benceno o sogunda semdna, y tras doslis~




la tercera semana, y fueron sacrificadas al 287, 358, y 427, dias de edad
respectivamente.,

Una rata recibid tres dosis de bencenc la segunda semana de vida, otras
tres cn la tercera y tres dosls en la cuarta semana, sacrificdndose 2 los-
L2 dias de edad.

Una rata control no recibli® benceno y fué sacr{flicada a los cuarenta y-
des dlas dn edad.

Grupo N{ b,- Este grupo estuvo formado por sleto ratas y sometido al -

mismo esquema de adminlstraclfn que el tercer grupo, con i{a diferencia de-
que se duplicd cada dosis a razdbn de 0,300 ml / kg, de peso, calculado co-

mo bencenc puro, Tres ratas de este grupo fallecieron bruscamente después=-

de la cuarta dosls, y durante la tercera semana de vida,

Una rata se sacrificd en la tercera semana, y otras dos en la cuarta se-
mana. Se dispuso igualmente de otra rata control que no recibid benceno.

Grupo NS 5.- Conformado por slete ratas, que se sometieron al mismo es--
quema de dosis y sacriflcio que el tercer grupo, psro reclbieron dosls de -
0.300 mt / kg. de peso.

A todns los integrantes de costos grupos, Inmediatamente antes del sacri=-
ficio se los tomaba muestra de sangre scccionando 1a cola, y sc determinaba
por duplicodo: hemogloblna, hematocrito, recuento de reticulocltos, cifra=-
total de {eucocitos y formula diferenclal, ast como recuento de plaquetas.

A contlnuacién se sacrificaban mediante la Inhalacli8n de &ter, practican
do rovlsibn macroscopica de los Organcs, y tomando una muestra de fémur, de

la cual se haclan preparaclonecs para ol estudlo de la médula Oseo.

(b) Adminlstraclon del benceno por método de Inhatacibn.-

Se Intent® 1a inhalacién de una cantldad controleda de bon¢ceno on dlez -

ralas de cuotro semanas a siete moses do eded, Con este fin, sa dlsoAS una-




cimara de pldstico transparente hermGticamente cerrada, en donde sec depo-
sitaban los animales de estudio, para su observacién.

La camara de plastico tenia 23 cm. de ancho, :3 cm. de largo, 10 cm.-
de altura y estaba provista de una tapa con ajuste satisfactorio, y con
una subdivisidn que permitfa depositar cal sodada on el fondo de la cé-
mara (figura N%1), A una de las paredes laterales de dicha camara se --
conectd un tubo de vidrio, el cudl tenia un pequefo recipiente en su -~
parte media, on el que se deposlitaba el benceno; en el otro extremo del
tubo se conectd un baldn de hule distenslibie, que se 1lenaba de aire co

mo Gnica fuente de oxfgenc para el animal, Se comprob6 que el dispositi
vo era hermético, mediante su Inmersién en agua.

Se empliearon tres grupos de ratas:

El primer grupo constituldo por cuatro ratas siendo una de ellas de-
siete meses de edad y tres ratas en creclmiento, con cinco semanas de -~

edad.

El segundo y tercer grupo estuvo constituido por tres ratas en crecl--
miento, de 4 a 5 meses de edad,

El primor grupo se le somctlé a tnhalacion diaria de bencenoc en canti-
dad de 0,150 m! / kg de peso, durante treinta minutos por un periodo de -
dlez 2 veintisicte semanas,

Las ratas del segundo grupo Inhalaron diarlamente el benceno, en cantl
dad de 0.,00 mi / kg de peso, durante trelnta minutos, por un periodo de-
trece @ catorce semanas,

El tercer grupo inhald benceno, diariamente, a dosis de U.LS0 m! / kg
de peso durante trelnta minutos, por un perfodo deo scls a doce semanas,

El clliculo de dosls de benceno puro, sc reallzd en forma individual,-

tomando la referenc)s del peso de! animal, lo que se pormenoriza en la -

Tobla S |,



FIGURA N

{a)

(a) .- Csmara de plastico
(b) .- Reciplente para el benceno

(c) .- Baion de hule distensible.

(b)

{c)

i

(3



N Dosis de benceno calculada en forma individual

RATA Peso Edad Doslis inicial de Tiempo de expo-

(Kgs ) ( semanas) benceno en ml. sicion(semanas)
1 0.480 3 0.083 10
2 0.167 5 0.028 13
3 a 158 5 0.027 27
Y 0.066 5 o.on 26
5 0.256 5 0.089 13
6 0.280 3 0.089 1
7 0 248 3 0.086 W
8 0 272 N 0.1 12
9 0 301 3 0.156 6
10 0.261 3 0 135 12

Estas dosls se modificaron en 13 misms proporcion de acuerdo con el incre

mento de pesso,

Se observo que la cvaporacion de) benceno ocurria en un periodo de dlez

minutos pero la permanencia de) animal en 1a caja se extendio hasta los 30

minutos. En todas las ratas se observo clanosis y polipnea, al concluir el
perlodo de inhalacién del benceno. y estas manifeastaciones fueron més Inten-

sas en la rata N | que ademas presento datos de: incoordinacion e inquie -

tud huscando una via de sallda

los detos anterlores nos hiclaron pensar que no hubleso un intercamblo ga
seoso adecuado entre los pulmones del animal y o) aire de la bolsa do hule ,
por 1o cual 1a decidio practicar determinacion de presiones parclales de o -

xigeno y de C02 en sangre extralda por puncion directa dol corazon, antes Y




despuls de la inhalacién de benceno,

A todas la ratas del estudio se practic6, una vez por semana y por du=-
plicado las pruebas siguientes: hemoglobina, hematocrito, cifra total de-
leucocitos y formula diferenclal, ast! como recuento de plaquetas.

Se practlcé autopsia en aquellas ratas que fallecieron durante ol osty
dio,

Para evaluar los resultados obtenidos se disputn de los tablas de va--

iores normales apropladas, de acuerdo & la publlicacién de Albritton (7),-

y que corresponde al sigulente cuadro.

CUADRO  N° |} Valores sanqulneos rormales en ratas

{Sangre periférica Albritton)

- Hemogloblna ( 1 a 7 dias de edad)

« v e e v s .. B3 (6,3-10.59/100 ml,

(8 all dias de edad} . o o & o « « 6,6 (4.6 = §,0) g/100 mi,

( m&s de 14 dias de edad) + « & . . 12,8

g/ 100 mi,
- Leucoclitos , e e s s e s s s s s s e s s . . 5,000~ 25,000 / mnd
= REUEFOfI10S « v v 4+ o s v o v v o v v n s oo 1.100 = 6,000 / mm’
-~ Eosinofilos . v v s o v v v et h e e e e e e 0- 700 / mm3

- Linfocitos ,

.. 7.000 = 16.000/ mm’
- Plaquetas . . C e e e e e e e .. .232,000 - 641,000/ mm3
-~ Retlculocitos

a ¢ s * o &

e 9 0.6"1"-9%




RESHLTADOS

1.- Resultados obtenidos con la adninistracidén subculaneca .e benceno.

Crupo N2 1 .- (€uadro 7 y 1) Las cifras e hamoglobinu (Hb) se hallaron

alsainuidas solarente 2n las ratas # 7y 5, vy los Juucocitos duntro «: §i i

trs normalaes, con cuenta <Ciferancial noraal. Todes las catas nresentaron ro:
ticulocitosis e grado .urighlz vy solo 12 rata 7 presentd plage o cnia,

Sin embargo, no 5 ¢ syrH zoresidn au b wbdula Gscea «n ninguns 1 las
acho raltas, Touas, oxcepio la rata | 2, prescniaron ne rosis on ol sitio dz

la inyeccién ‘e benceno. En dos de las ratas {( « 7 7 4 ) se observs heworra
gia pulmonar petequial leve,

ZUADRO M? 2 .- Grupo V: Hallazgos hewatoldaicos an las ocho ratas.

RATA vh Rzticu-

% Rt Leucoci Neutrof i Plaquatas
y, 104 Ut jos s UL luta n

ml, m- m fes 1m-
1 -

10.6 7 5,570 R 320,600
3 10,9 - 8,140 ., 988
" 1..% 8.8 1,540 11,050 hh3,000
5 1.9 n.4 7,050 2,5u1 755,900
: 17.1 9.0 £,550 1,305 290,300
7 13.7 10.9 11,780 w075 >3, U0
) 12.6 9.4 1,040 3,179 470,000

£
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cHAND2 Q0 N° 2 .- pesultados de los estudios de médula 6sea y de las ne-

cropsias practicadas en las ocho ratas del qrupo 1!,

RATA Ceiularidad Megacg

Neutrofl Neutrof i Celuias Necropsia
(+) riocitos los tota los jove plasma-
(+) les % nes tota ticas %
les %
++ ++ 52 43 - -
2 i+ ++ ) 25 H.P, (%)
3 4 Fuey Lo 27 - -
i et 4 23 12
5 P 4 30 20 - -
6 e ++ 17 12 -
7 et Normales 14,5 16 - -
8 R +4+ 1 20 - H.P.

(+) Incremento estimado por cruces
'Y¢j Hemorragia pulmonar.

Grupo N°® 2 .- ( Cuadros 4 y 5 ).Las cifras de hemoglobina se encontraron en
!imites normales en todas las ratas, al lgual que los valores de leucocitos vy -
tas cuentas diferenciales; en clnco de siete ratas se observé reticulocitosis y
plaquetopenia en dos de las ocho ratas ( ratas ¥ 1 y 7 ).En todos los animales la

médula Osea fué normal, y en seis de eilos la autopsia demostrd hemorragia pulmo

nar de tipo petequial. En ninguna de las ratas de este grupo hubo necrosis en el

sitio de 'a inyeccion del tOxico, observacién que estuvd de acuerdo con e! em =

pleo de un volumen menor de alcohol absoluto.
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CUADRO N° b4 .- Hallazgos heatologicos en las ocho ratas del grupo 2.

RATA Hb Retl_cu- Leuco- Neutrofi Plaqugtas
g/100 locitos clto§ los tota mm
ml. mm -~ mm les mm
i 12.8 13.6 6,200 2,852 190,000
2 1,.6 12.4 10,880 1,196 ‘ 385,000
3 13.6 12.5 5,640 1,140 100,000
h 12.4 16,020 3,524 415,000
5 14,3 1.0 12,800 3,200 232,000
[ 13.0 5.4 7,840 1,588 540,000
7 16.8 1.6 - - 94,000
8 15.6 16.0 - - 280,000

CUANDRO N5 - Resultados de los estudios de médula 6sea y de las ne-
cropsias practicadas en las ocho ratas del grupo 2.
RATA Celula- Hegaca- Neutrof i Neutrofi  Celulas Necropsia
ridad rlocitos  los madu los jove plasmd-
(+) (+) ros tota nes tota  ticas %
les % les %
1 +4 Normales 18 1" - H.P. (¥)
2 ++4 44 N 1l -
3 e e 6! 42 - -
L +44 —+ 19 21 H.P
5 a4+ +4a 23 15 - H.p
6 ey 444 I 27 - H,P,
7 e 44+ 27 5 - H.P,
8 and + 23 6 - H.P.

(+) Incremento estimado por cruces
(*) Hemorragia pulmonar,
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frupe N° 3 .- ( Cuadros 6 y 7 ). Las cifras de hemoglabina, leucocitos y
cuenta diferencial se encontraron dentro de !fmites normales. Todas presentaron
reticulocitosis y solo la rata # 1 presentd plaquetopenia, En la méduia 6sea se
observo, celularidad aumentada, con megacariocitos presentes, sin observarse co
lulas plasmaticas. En la necropsia, todas las ratas Inyectadas presentaron nas=-

crosis cutanea en el sitio de la inyeccion del benceno puro y en cuatro de ellas

se observé hemorragia pulmonar leve.

Grupo N° 4 ,- { Cuadros 8 y 9 ). Se obtuvieron datos de la sangre perliféri-

ca en cuatro ratas, ya que tres de este grupo fallecieron antes de completar e!
estudio { ratas « 4, 5y 6 ), Las cifras de hemogloblna se hallaron en Itmites
normales en las cuatro ratas; la rata , 3 presentd leucopenia a expensas de lin
focitopenia; todas presentaron reticulocitosis y las plaquetas fueron normales
en tres de ellas., En el estudio de m&dula Osca se observo que las ratas L y 6
presentaron ausencia y disminucién de megacariocitos respectivamente, asi como
disminucion importante de los elementos maduros y jovenes, hallazgo caracteris-
tico de la aplasia medular.

En la rata 7/ 5 no pudo llevarse a cabo cl estudlo de médula Osea por hallar
se destrulda la muestra, Estas tres ratas ( # 4, 5 y 6 ) presentaron bruscamen-
te signos de choque anafilactico ( cianosis, diflcultad respiratoria y convul-
stones ) inmediatamente después de la inyecc!6n subcutanea de la cuarta dosls
de benceno puro, falleciendo pocas horas despuds; 1os tres animales presentaron
hemorragia cerebral en el estudio de necropsla, Otras tres ratas { # 2, 3y 7))
presentaron hemorragia pulmonar de tipo petequial, Todas las ratas presentaron

necrosls cutdnea en el sitio de la lnyeccion.

Grupo R® 5 .- ( Cuadros 10 y 11 }, La rata ‘ 3 present6 ancmia y plaquete-

penla, slendo normales 103 valores de hemoglobina y plaguetas an sl resto del

grupe;solo is ratas I presontd leucopenia con neutropenle, con cifras normales

en el resto del grupo, En todas se observd rotlculocitosis. La madula 6sea fué

normal en todas las rotas; la rata # 3 prosentd hemorragla puimonar leve e |-
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CUADRO N° 6 .- Hallazgos hematal6gicos en siete ratas del grupo 3 .
RATA Hb Reticu=- Loucoc] Heutrofi= Plaqucit Ay
g/100 locitos tos mm3 los tota~ mm
ml, % les mm’
1 1.8 12.6 8,140 3,215 96,000
2 12.5 10.8 5,130 1,667 1.232,000
3 1.7 7.0 5,840 7,190 524,000
b 12,8 6.0 8,130 3,048 2,064,000
5 13.3 5.6 6,040 14510 1,168,000
6 13.2 8.0 5,820 1,309 576,000
7 12.7 5.7 10,280 1,747 792,000
CUADRDO

N*® 7 .- Resultados de los estudios de médula Osea y de las ne-

cropsias practicadas en las slcte ratas del grupo 3

RATA Celula~

Hegaca-~ Neutrof i Neutrofi Celulas

Necropsla
ridad rloclitos los madu los Jove plasma-
(+) (+) ros % nes % ticas %
1 4+ Normales L8] 25.5 - H.P. ()
2 4 4 16 18,7 - -
3 4 Normales 3.2 25.5 H, P,
N 4+ 44 30 12.7 - H.P,
] ++ +44+ 20 17 - H.P,
6 44 ra4 9.7 11.5 - -
7 S ans 4 12,7 9.2 - -

(+) incremento estimado por cruces
(**) Hemorragia pulmonar,




-1l
CUADPRO 4° 8 ,~ Hallazgos hematoitgicos en siete ratas del grupo &4 .
RATA Hb Reticu= Leuco- Neutrofi- Plaquetas
g/100 locitos citgs los totg- mm?
ml, e mm les mm
1 9.8 18.2 11,800 3,442 672,000
2 12.0 7.0 10,040 2,911 1.792,000
3 12.7 18.8 2,800 1,400 -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 - - - -
7 12.9 7.6 5,650 1,223 904,000
CUADRDO

N* 9 .- Resultados de los estudios de m&dula 6sea y de las ne-

cropsias practicadas en slete ratas del grupo 4 ,

RATA Celula-

Megoca- Neutrofl Neutrof | Celulas Necropsia
ridad riocitos los madu los jove plasma~
(+) (+) ros % nes % ticas %
1 44 + 33.7 16.2 -
2 P . 25.7 19,0 H.p, (%)
3 ++ ++ 24,0 10,0 H,P,
4 Normal Ausentes 1.7 1.5 H.C. (#%)
S Médula - - H,C
destruida
6 +4 Balos 4.5 1.0 H.C
7 b 44 19.7 22.0 H.P.

(+) incremento estimndo por cruces.
(%) Hemorraglia pulmonar,
(%) Hemorragia cercbral.
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CUADRO HN° 10 .- Hallazgos hematolbglicos en siete ratas del grupo 5 .
RATA Hb Reticu~ Leucoci- Neutrofi Plaquetas
gq/100 locitos tos mm3 los tota mm
ml, - tes mm3

1 13.1 16.4 1,970 886 590,000
2 12.1 12.0 8,240 3,254 1.435,000
3 8.4 11,0 17,080 3,052 203,000
4 12.0 5.2 6,400 1,632 728,000
5 13.5 6.6 8,850 2,259 1.248,000
6 13.8 15.7 8,960 2,508 600,000
7 12.6 9.5 19,080 2,862 928,000

CUADRO N° 11 ,- Resultados de los estudios de mtdula 6sea y de las

necropsias practicodas en siete ratos del grupo S .

RATA  Celula~ Megaca- Neutrofi Neutrofl Celulas Necropsia
ridad riocitos los mady los jove plasmé~
(+) (+) ros nes % ticas %
1 4 Normales 24 1h - -
2 4+ ++4 22.5 27 - _
3 44 +++ 24,5 6.2 H,P. (%)
b - 4 20.7 25.5 - H.P,
5 -t 4 28,5 17 -
6 S P 22,2 207 - -
7 i 44 19,5 12.5 -

(+) incremento estimado por cruces
() tHemorragia pulmonar,
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2 .= %ruso de raias sometidas a inhalacidén de benceno .

tas resulta.os abteniJdos :n diez ratas sometidas 2 la & ninistracién e bence-

no ror inlolaci®a, due lan observarsae zn los cuadros N 1, 1.y 14,

“n los 1res cLa'ros s: apracia que los niveles de hemogiobina en general son

mod:radament: n8s ele.ados qre Jos esperados de acuerdo con los valores nurmales

s:iatades wn ¢l cuadro N 1. Es posible que ésta iscreopancia obelezca, al ¢ -

nos 2n parte, & la diferencin en altitud scbre el nivel del mar,

In el cuaden N 12 sae anrecia ascanso roderado en Va cifra de henoglobina de

las ratas # 1 y Uiy ascenso discreto de las cifras .e raticulozitos en las ratas

£ 2y Y v finalmente neutropenia durante varias semanas en las ratas 2

-'yhl
pudiendo rotar que hacia el final del axperimznto las cifras de neutrs ilos ha =
bian recupzrado 2l limit- normal.

21 el cuadro NU |5 se aprecia ascenso muy woderado en las cifras Je hemoglobl

na 2n fas ratas #/ 5 v 7, y ascenso de raticulocitos cn ias ralas # 5y 7 .

“n el cuadro N §- no se observa modificaciOn iwportante de la cifra de hemo-

globina; los reticulocitos ascendieron ligeramente en las ratas 4 8 v 10, vy sOla
mente sc observa neutropenia en un exdmen, en las ratas # 8 y 10,

£n resuncn, fuera de los periodos de ncutropenia en las ratas # 3 y 4, no se

obsarva c¢presion de lous constituyentes de Va sangre ¢n €s5t0s experimentos,

Ademds, podemos sedalar 1os hechos sigulentes:

17 - El benceno desaparecia totalmente del dispositivo en diez minutos, pero
se consldero conveniente prolongar ia exposici6n hasta un total de trein
ta minutos.

En todas las ratas, hacia el flnal del periodo de Inhalacién se observé:
Inquictud, polipnea, y cianosis., Estos datos fueron m8s Intensos en la

rata / 1 qua prosentaba adem8s, Incoordinacién y blsqueda de una via de

salida.
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3% - Se procecio a la determinacién ¢ las presionts parciales 2 L

2 y CO0y7

la sangre de tres ratas en ‘uastras obiunivas por puncion caruviaca antes

y después de la exposicibn al benzeno. Los resultados sz orescotan en
la Tabla N2 11; conforme a ellos, no hay duda quz s¢ produjo hipozemii

hipercapnia .

TARLA N 1) Deterniinacion de las presionz:s parciales de oxiyo-

no y i6xido du carbuno =r tres rotas, ant o y

to

pués de Ja exposicién al benceno

Homero de Relacidn con detarminacidn de Determinacion de
ja rata exposicion p 02 vols. % p 07 wvols, I
Pre-exposicion
al benceno 55 .0 8 .9
1

Post-exposicion 26 .Y .0
al benceno

Pre-¢xposicidn

al benc~no a9 2b .0
2
Post=exposicion L8 . o 13 L
al bencuno ’ -hoe
Pre-exposicion . -
3 al benceno 58 . 0 b5
Post-exposicién '9 . 0 e
al benceno . ..
También

se practico determinacidn de presiones parciais:s en sanjra d2 las ra-
tas ¥ 2 y 3, antes y despuds e la inhalaci6n .e¢ aire, 2 ohjeto de comprobar
sl durante el transcurso de la prueba, existfa un aporte adecuado de oxfgeno,
gstos GVtimos resultados sz sefalan on 1a Tabla N 111, ¥y no cownrenn-n a e

rata # 1, porque el anlmal falleci® antes de varilicarsa &ste estudio,
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TATLA N 1N Jeterminacion de las presiones parciales de oxigeno

y diéxido de carbono en las ratas #2 y 3, antes

y despuds de la introduccion de ellas a la camara

Ndmero de Relacidn con perma-

neterminacibn Determinacion
la rata nencia en 13 cdmara p 07 vols, % p €02 vols, %
Antes de su 51 L 18 .0
introduccion 2
2
Después de su .
introduccion % .0 19 .0
Antes de su 31 2 21 . b4
introduccidén y .
3
Después de su
introduccion 2.0 27 .2

~ailocicron tr~s ratas. Lo rata # 1 muri6 a la d&cina samcna del expe-

rine=nto 2n 21 mor onte que se 'e practicabe suncidn cerdiaca; la biopsia
.2 6roancs e ~eveld zltsracionzs wmacroscbpicas, Lo rata # 2 “allecid
en la 12a, scmana del 2studio, durante la cxposiciédn al bencuno; la ne=-

g

ropsia séle r:veld cianosls intensa sin alteraciones macroscdpiczas de

los Grganos, La rata £ 9 fallecid en la sexin scnana del cxperimento ,

a lot ¢inco minutas ‘e habar conclulZo su exposicién al toxizo y la ne-

ropsta feclo jufiltracion hemorréqica 'e pulmones e Intestino delgado,

osl como zonas poquedas de proceso inflamatorio con depdslito purulento
m los pulmonas,

S: practicd cstudio de mAdula Osea en tres ratas, y sc aprecid quz no
revelehan 'atos de aplasia medular,

Tste Oltimo ascrto se verifica a través de 1a lecturs do oy rusultados
informados en ta Tabla 117 tv

.
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T A LA NS P .= esul. las L los estuldics  roaltdule Onoa
pra:.ice”es =n tr2s ralas que sz somsti -
ron a in‘afacién Jd benceno

HGmero dz Calula Mzogaca - Noutrof i Heutro- Blastos tEiulas
la rata ridad riocitos los maduy filos plasma-
(+) {+) ros % jovenes cicas
% ,
1 e - 50 70 4
2 o Hormalas 1.5 20,65
9 s ~ b3 5 15,8

(+) increnento estimado por cruces
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TUADRO N 12 - RESULTADOS REPRESENTATIVOS DE SANGRE PERIFERICA

O0BTENIDOS EMN CUATRO RATAS QUE RECIBIEROM 150 MGS,

NDE BENCINO / w5, OE PESO / DIA , POR INHALACIOHN

NGmero de Ticmpo de Hb. Reticu-  tLeucocl  Neutr6fi Plaquctas
la rata uxposicibn g/100 locitos tos / los tots
an semanas ml, % mm3 les/ mm3

tnicial 4.9 0.6 14,620 5,801 Hormales
\ a, 17.0 0.6 29,320 6,095 "
5 e, 17.8 KA 9,20u 1,203 "
U oa, 18.9 1.7 10,810 3,809 "
7 . 17.8 2.0 9,240 3,800 "
10 a. 17.1 1.8 18,080 6,38 "
2 Inicial 15.0 1,7 11,900 3,927 '
L4 a 15.2 7.4 12,690 2,72) "
S a 14,1 6.2 8,180 1,799 "
8 a 16.8 - 1.2 7,940 1,588 "
12 a 1.3 3. 12,080 1,812 "
13 a 15.3 *.8 12,480 3,744 "
3 Inicial 4.4 1.0 11,280 3,030 "
1 a. 1.7 bR 7,360 1,104 "
2 a. 17.4 6.2 7,450 52 "
3 a. 15.7 0.h c,800 928 v
5 a. th.o 0.6 ,220 2,196 "
6 a. 15.7 3.2 6,160 800 "
g a. .5 0 9,420 8us "
9 a. 15.2 2.4 7,140 357 "
10 a, 15,5 0.8 8,700 613 "
12 a. 14,7 2.5 V1,560 3,68 "
i, a. 2.5 5.0 7,670 1,219 "
19 a, 15.1 1.0 13,260 5,038 "
26 a. 15.2 1.6 7,020 2,737 "
b4 Inlcial 1.0 3.0 9,450 1,513 "
\ 8, 5.0 23.5 4,500 1,170 "
a 144 12.2 5,340 480 "
?a. 1€.8 3.0 10,620 3,823 "
' a 15.7 g.h 9,560 95, "
A 16,7 h,0 7,920 192 "
6 a 16.7 5.0 11,940 1,785 "
7n 1.7 8.0 10,860 156 "
8. 17,0 2.4 7,720 %19 "
1Y« 14.7 RS 13,340 7,048 "
o 16.5 1.8 8,860 1,506 "
‘A, 17.3 - 18,900 - "
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CUADRDO NS 13 - “ZSULTANOS REPRISENTATIVOS UL SAiLRE PIRIFERIC, Uip
TE 100S EM TRES RATAS QUE REZITICRON 30 175, Ot
DENCINO [/ %S, DE PSSO / DA, PCR INRALACIOM
HWG1ero de Tiempo .2 b Reticu~ Leusnzi  Newtr@id Plaquitan
la rata axposicidn g/ 107 locitos Los [/ los to:z
an sewanas ni. % wen les/um3
5 Intcial | A 0. 1 /900 $ ’ Normal =%
1 a. - 0 lO 9.0 S ﬂld '
L a, 13.3 0.2 2,0 h 1191. "
2 a, 15.9 1.4 10,170 2 R "
17 a. 4.8 b 9, Ay ',,/86 "
1. s. 15.7 - 12,070 - "
6 Inicial 15,0 .0 g,Co0 1,543 "
1 a. 16.0 1.0 12,520 3,00 "
b a, 4.5 0.5 8,880 2,752 "
10 a. 15.7 2.8 7,070 1,965 "
17 a. 13.7 1.0 8 200 %778 "
th a. 17.4 - lho - o
7 Inicial 13.4 1.8 10,00 3,778
b oA, 1h.5 Too 8,400 2,300 "
L a, 1207 1ot 11,540 h,713 "
19 a. 15.7 4k ' "80 2,070 "
13 a. 15.7 2.8 5,, k! 7,330 "
s w, ‘J--I' - u,) 2 - o
CUAZRO «°? 14 - RESULTADOS REPRESENTATIYOS DE SANGRE PERIFERICA 0B
TEHIDOS EI' TRES RATAS QUL RECHPIERON 450 #nS. OE
BECNCENQ / 1A, DE PSSO / DIA , POR INVALACION
Nima¢co du Tlempo  de Hb. Reticu=  Lewcoci  Hautrofi Plaquetas
la rata axposiciln g/100 locitos tos / los tota
~1 Scmanas al. A am las/mm3
8 iniclal 16.1 1.0 11,020 1,542 Hormales
3 a. 17.0 b 7,400 2,0.0 "
L a. 15,2 0.5 2,900 1,497 "
s oa, 15.7 3.0 4, 70 R "
7 a. 12,0 .8 3es 0 - '
i1 &, 15.° 3.0 74370 3,297 "
17 a, 15.8 - 7,770 - "
9 Iniclal 1,.8 2.5 1. ,100 1,052 "
L a. 15,8 5.0 6,920 1,:91 "
5 a. 16.0 1.0 4,.20 4170 "
10 tnicial 14,9 toe 15,950 W5 "
Loa, T 3.6 S0 127
8 a. 1o, 3 2.9 5,440 1,958 "
oo, 1.4 3.0 27,550 ! ,219 '
12 a, - - - b (,0,() "
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COMENTARIOS

El benceno es un hidrocarburo obtenido por medio de la destilaciOn del carbén
mineral; se encuentra también en los destilados de! petroleo dependiendo su con
centracitn de la composicion de petroleo crudo del que deriva (5). El! benceno es
usado como un solvente del caucho, gomas, rasinas, alcaloldes, asi como en la ma
nufactura de drogas, colorantes y explosivos; es empieado en muchas industrias
incJuyendo la manufactura de cueros artificiaies, cucros naturales, clectrometa-
lizado, litografia y aerondutica, Es una substancia volatil y por consiquiente,
generalmente absorbida por inhaiacitén en habitaciones pobremente ventiladas,

Se ha reconocldo al benceno como causante de anemia aplastica fatal desde la
descripcion de Santesson en 1837, Conocido como un agente miclotéxico, el cua-
dro clinico de leucopenia, trombocitopenia y anemia severa, representa la forma
grave y fatal del envenenamiento por benceno.

La anormal}idad mas comln es la anemia, slgulendo en orden de frecuencia la
macroclitosis, trombocitopenia, leucopenia, linfocitopenia, retlculocitosis, eo-
sinofilia, elementos Inmaduros de ia médula 6sea en la sangre circulante. Tam-
bien se sePald la produccion secundaria de leucocitosis,

Entre otras substancias derlvadas o relacionadas con el benceno se encuentra
el hexacloruro de benceno vaporizado ( Lindane ) (8) Insecticldas como el DDT vy
el clordane (3) y después de la exposicién cutdnea u oral al querosene (5).

En animales de laboratorio, el benceno produce depresion de ia médula Gsea vy
ocacionalmente leucemia; en el ratén, parece actuar por supresién de la sintesis
de DNA (6) por las células diferenciadaes dec ia médula 6sca y sin alteracion de
las ceélulas indlferencladas (5). Entre los productos hematolfglcamente téxicos
cen las ratas se encuentran los productos fendlicos derivados del benceno; el di-
fenil y el plrocatequin,

Moeschiln y Spack (6) realizaron un estudlo experimental sobra al mecanismo
de accion del benceno sobre la médula Osca para lo cual utliizarén concjos como

animales de experimentaclon. En 4ste trabajo se encontr6 que puude Inducirse
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pancitopenia severa empleando benceno puro a dosis de 0.3 mi/kg/dia. tres veces
paor semana; con esta dosis se puede lograr el efccto descado en todos los anima
les en periodos de | @ 9 semanas, excepto cn aquellos que mueren por complica -

ciones anafllacticas o infecclosas tempranas. Cuando se utllizé una inyecclon G

nica de 2.0 mi. no se produjo ningun <cambio notable en la sangre periférica du

rante un periodo de control de seis semanas. Al obtener efecto téxico con la dg
sls mencionada en primera instancia se observd une llgera caida en los linfuci~
tos con un leve aumento en las cifras de bas6filos y eosintfilos; a) calcular -
los porcentajoes relativos de las diferentes lincas celulares se encontrd una --
disminucion de todos los elementos,

lo cual fué mas notable en los linfoclitos.

A pesar de que todes los conejos tuvieron pancitopenia periférica después de
la exposicién al benceno se aprecib una conslderable diferencia en el cuadro --
morfologlco de 1a médula 6sea; de 19 médulas oseas examinadas 4 fueron muy hipo
plasticas, 5 con celularidad normal y L fueron muy celulares. En é&ste trabajo -

no sz observl corralacién entre la celularidad v 1a duracifn de 1a exposicién -

al benceno. Fué notable la disminucidn de los precursores mieloides de 1a médu-

la Osea,

La linea erltroide en general estuvo bien prescrvada cuantitativamente pero-
se observaron algunas aberraciones cualitativas caracterizadas princlpalmente -
por cambios patolbgicos en 1a estructura de la cromatina, Tambien se encontrf -

una desviaclon a la izquierda en la erltropoyesis con aparici6n de celulas muy-

inmaduras con nGcleos gigantes ( eritrogonlas ),

En el presente trabajo, a los grupos | y 2 de las ratas en desarrollo inlcial
mente se les odministro el benceno en dosis de 150 ml/kg una vez codo slete dias
durante tres semanas, y al reconocer que no se produjo apiasia medular se deci--
dio administrar el benceno tres veces por semana, A partir de lo sequnda semana-
de vida y utillzando dosis ue 150 y 300 ml/kg hasta por nueve ocaslonss, se ob--
servé aplasla medular 36lo en algunos animaies aisiados,

Ademds sa aovlidencio muerte subita en tres ratas del grupo 4, fentneno que ai=

parecer se deblo a choque-anafilactico, después de la inyeccion subcutdnes de -

benceno.
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También cabe sefialar que en dos ae &stas ratas se encontrd aplasia meqular.

Se plensa que en el presente trabajo no se obtuvo ol éxito que se observa en el
trabajo de Moeschlin y Speck, ya que se emplwaron como animales de estudio ratas en
crecimiento y no conejos, y debido a que las ratas presentan menor desarroilc de la
circul.cion capilar en piel y tejido subcutineo, su cree que &sta sea la causs de

una menor absorcion del benceno, ademés de la prousencia de necrosis de 1a plal, en

el sitio ae 1a inyecclOn,
En el grupo ge ratas que recibieron el benceno por inhaiacibn se observd que sO
lamente .Os ratas presentaron neutropenia durante algunas semanas, y al final del

estudio recuperaron niveies normales.

Los resultados de éste trabajo podrian parecer altamente desalentadores; sin em-
bargo,

(n

pensamos que puede ser continuado por dos razones fundamentales:

La necesidad de un modelo experimental quc nos permita eliminar o aceptar a

la desnutricion como factor etiolbgico de 1a aplasia medular; vy :

La cisponibilidad ue animales con cuadros ue anemia apldstica muy semejan -

tes a los humanos, que nos permitieran hacer estudios sobre patogenia y tra-

tamiento.

Por io tanto, parece conveniente seflalar fas causas posibles de la disvaridad en

los resultados obtenidos en ratas y en concjos.

Ya se menciond ia diferencia en caractoristicas en la irrigacion de ia piel en

las ratas y conejos. Se puede enunciar en segundo término la prescncia ce necrosis

observada en las ratas, lesion que no est8 sehalada en 1os conejos, y que podria a-

fectar seriamente la absorcién.

ta diferencia en la alimentacitn de los dos especies, .e acuerdo con la hipbte -

sis de &ste trabajo, podria tener influencia en ia resistoncia aparente de fas ra -
tas al benceno,

€1 hecho do haber apreciado hipoxia e hipercapnia en el segundo grupo de experi-

mentacion, permitid plantear dos posibiliidades:
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(a) .- Que las camaras de inhalaci6n no permitieran la oxigenacion adecuada ue
la rata,
{b) .- Que el benceno determinara cambios agudos en el aparato respiratorio de
las ratas, que interfiriera en alguna forma en el recambio gaseoso,
Para aclarar estas dudas, se hizo un experimento adicional con ratas quec fucron
introducidas a la camara sin llegar a administrar ¢l benceno. En estos animaics se

observé que la presion parcial de 0z disminuyd de un valor promedio de 5.4 a 16,0

volumenes por ciento en la rata 2, mientras que lo presi6n parcial de €0y ne ele

va de un valor promedio de 21 a 27 volumenes por clento en la rata 3.

Debe aceptarse por tanto, que el disefio de la cdmara es inadecuado, Tomando co-
mo base estas consideraciones pueden plantearse dos hip6tesis susceptibles de ser
sometidas a trabajo experimental:

Primera .- La diferencia en los resultados obtenidos en ratas y en conejos se
debe al distinto regimon de alimentacion en las dos especies. Esta hipotesis puede
servir para un trabajo experimental en el que, ratas estrictamente comparables,
queden sujetas por sorteo, a una dieta que incluya alimentos de origen animal, o a
una dieta que contenga alimentos exclusivamente vegetales. Les dos grupos integra-
dos al azar quedarian sometidos a una agresion idéntica por benceno,

Segunda ,- (1

intercanbio gascoso fué tan defectuoso en la camara disefiada, que

no permitid I8 Inhalacion ce la dosis calculada ve benceno. Esta hipotesis puede

servir de base a la modificacion del sistema experimental de prueba.
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CONCLUSIONES

La Inyeccidén de benceno a treinta y slete ratas por via subcutdnea

a dosis y esquemas mGltipies, no permitio”obtener apiasia de madula

Gsea en forma previsibie y reproducible.

La exposicibn de diez ratas a la Inhalaci8n de benceno no provoc6d

aplasia de 1a méduia 6se en forma previsible y reproducible,

Dada ia necesidad de contar con un modelo experimental de anemia
aplastica en ratas, se anallzaron las causas de fracaso y se pro -
pusleron dos hipbtesis que permiten plantear un nuevo trabajo ex -

perimental.
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