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RESUMEN

El tolueno es una sustancia neurotéxica, presente en
pinturas, lacas, barnices,tintas y diluyentes como el tiner. Son
productos de fAcil acceso para la poblacién 1o que ocasiona el
abuso, con fines de intoxicacién, provocando graves problemas de
salud publica (40 ). Su inhalacién en edades tempranas puede
afectar de manera adversa al sistema nervioso central (2,4 ), de
ahi el interes por investigar las alteraciones microscépicas en

el cerebro de crias cuyas madres se han sometido a inhalacién de
tolueno durante la gestacién o bien en etapa adolescente.

Para la realizacién de este trabajo, se formaron cuatro
grupos de ratas Wistar: dos testigos y dos tratados con tolueno,
se les did tratamiento con tolueno a un grupo adolescente de 70
dias de edad y a un grupc gestante de 90 dias de edad, los
grupos testigos de 90 dlas de edad, uno fud el contrél de
inhalacién de aire.

Los animales de experimentacién fueron expuestos a vapores
de tolueno individualmente a una dosis de 0.45 ml/dia/3 semanas.
Se sacrificaron 1las crias de las hembras tratadas y de 1los
testigos a los 14 y 21 dias de edad por perfusién intracardiaca,
las muestras de encéfalo fueron procesadas por la técnica de
Golgi (54 ) para poner en evidencia las neuronas piramidales de
la capa V de la corteza visual a las que se les determind su
morfologla por el grade de ramificacién dendritica de acuerdo con
el método de anillos concéntricos de Sholl (59 ). Los resultados

se analizaron estadisticamente.



I INTRODUCCION.

La intoxicacién por tolueno produce lesiones poco
perceptibles cuando se aspira en pequefias dosis bien sea en corto
o largo tiempo, pero si los perlodos de inhalacién cobran
intensidad y se prolongan entonces los pacientes muestran
sintomas mentales criticos , especialmente cerebelosos (8,20,26,
32,36,52,) cambios estructurales a nivel bioquimico (4,5,6,15,24,
66) los cuales persisten tiempo después aén cuando no hay
contacto con la sustancia toéxica.(43,53)

En animales de experimentacién se describe alteraciones en
el metabolismo de monoaminas relacionadas con insomnio parcial,
hiperactividad e hiperdipsia (1); decremento en el peso corporal,
cerebro y corteza cerebral con ligero incremento del
4cido fosfatidico ( en ratas expuestas a vapores de tolueno vy
xileno durante 30 a 90 dias) (30). Alteraciones en la constante
de disociacién de receptores especificos a serotonina (6 )
y receptores alfa y beta adrenérgicos y modificaciones en 12la
concentracién de serotonina dopamina y noradrenalina ( 68 ). Asi
como lesiones en la vaina de mielina con edema , abombamiento y
destruccién por lisis despues de inhalar 135 ml de tiner (en el
curso de 90 dias) ( 2 }). Se reporta también alteraciones
neuronales en la corteza cerebral, nucleo caudado,
hipotalamo, y corteza cerebelar, cuyas células se caracterizan
por tener pequefios nucleoloé con pérdida de su estructura
reticular y decremento marcado en su componente granular

normal, disminucién de pericromatina fibrilar y de ribosomas en



ratas jévenes gque inhalaron tiner 100 ppm durante 20 sesiones
(62) .

La inhalacién crénica de tiner o tolueno, produce
alteraciones microscépicas, como son neuronas piramidales con
tallo acanalado, neuronas pignéticas y degeneradas e hipertrofia
neurofibrilar , entre otras (10). Se sefiala decremento en el peso
corporal y el higado, en crias de rata de 1 a 7 dias y de 21 y 56
dias postnatales,al exponerlas a vapores de tolueno a 80, 500 y
1000 ppm (24). Se describe también decremento en la
actividad de 1la enzima Na+ K+ ATPasa Yy alteracién en la
conducta de aprendizaje en ratas que inhalaron tolueno en forma
crénica (4,5).

Pese a que se han realizado diversos trabajos que dan
informacién del dafio proviocado por los disolventes orgAnicos en
el sistema nervioso central en animales de experimentacipn Yy
estudios en seres humanos, en la literatura revisada no se
encontraron datos acerca de’'sus efectos en descendientes de
animales que han inhalado tolueno. Por lo que, el propésito de
esta investigacidn, es encontrar datos que nos den informacién
morfométrica acerca de los posibles cambios neurcnales
resultantes en crlas de rata hembra sometidas a inhalacién de
tolueno durante su etapa juvenil o durante su embarazo.

El presente informe relata los hallazgos encontrados en 1las
intersecciones de las neuronas piramidales de la capa V de la
corteza visual mediante el empleo de la técnica de Golgi y la

variacién del peso cdrporal de las crias.



II GENERALIDADES.

La ingestién de sustancias que alteran el Animo ha sido un
habito comin en la mayor parte de las sociedades , el consumo de
disolventes - no es la excepcidén; se hace referencia a 1la
inhalacidén de vapores desde la época del oraculo de Delfos. Por
otro lado, la amplia disponibilidad vy la gran variedad
de los disolventes potencialmente inhalables hace suponer
que la inhalacién de estos compuestos no ha sido en el pasado
una practica aislada. Sin embargo, actualmente se observa una
gran preocupacién legitima de la sociedad, por el consumo de
estas sustancias.(40).

La inhalacién de sustancias con efectos psicotréficos no
sédlo es causa de preocupacién por su extencién, sino tambien por
la poblacién a la que afecta, principalmente a los nifios y
jévenes en 1la etapa de desarrollo fisico y emocional ; por los
evidentes efectos fisicos y psicolégicos adversos que ésta
produce en el rendimiento escolar y por su relacién con conductas
de tipo delictivo. Su amplia disponibilidad y bajo precio los
hace accesible a un gran namero de individuos, sin embargo, la
inegable utilidad de estos productos, tanto para la medicina
como para la industria y el hogar, dificulta la restriccién de su

venta.



Los inhalables se absorben por los pulmones, pues aungue el
tracto respiratorio es 1arqo; la absorcién es rapida y llega al
cerebro sin pasar por el higado, por lo gue no estdn expuestos a
la accién de las enzimas desintoxicadoras, esto ocurre cuando se
aspiran en pequefias dosis , bién =sea en corto o largo tiempo;
pero sai los perlodos de inhalacién cobran intensidad y se
prolongan, entonces se pueden presentar alteraciones en
diferentes organos de la economia como higado, testiculo, aparato

urinario, incluso afectar al sistema nervioso central.(16,20,43)

Generalmente producen aefectos en el sistema nervioso central
similares a 1los de otras sustancias sedantes e hipnéticas. A
dosis pequefias pueden producir un estado de intoxicacién similar
al gue se experimenta con el aicuhol pero a menudo acompafiado por
distorsiones sensoriales y perceptuales temporales y en algunos
casos, por delirio de grandeza. Estos efectos pueden dar origen a
conductas extrafias que son perjudiciales para el usuario y para
los demas. Las dosis progresivas pueden producir suefio Yy
anestesia. (4, 19, 22, 25, 61)



1) DISOLVENTES ORGANICOS.

Los disolventes orgaAnicos son productos quinicos muy
utiles en el comercio e industrias , su funcién es disolver o
dispersar sustancias orgAnicas naturales o sintéticas que
normalmente no son solubles én agua , se aplican para hacer
soluciones o en forma de recubrimientos , disuelven materiales
resinosos, adhesivos, tintas de impresién o recubrimientos
organicos.

Existen solventes activos o co-solventes como el metanol,
etanol, n propanol, ciclohexanol, metil ciclohexanol entre otros.
Y disolventes latentes o diluyentes como hexano, heptano,
benceno, tolueno, xileno, queroxeno nafta gasolina y tiner.

Una propiedad importante de los solventes de este tipo es
su velocidad de evaporacién causante de 1la inhalacién
involuntaria , de ahl que los solventes sean inhalables.

Practicamente todas las sustancias inhalables con efectos
psicotrépicos son hidrocarburos solventes volAtiles, obtenidos
del petréleo y del gas natural. Hay muchas sustancias suceptibles

de abuso que se clasifican en los siguientes grupos:

a) hidrocarburos (benceno, tolueno, hexano, heptano )
b) hidrocarburos clorados (tetracloruro de carbono)
C) esteres

d) cetonas

f) eteres



Los productos terminales que contienen sustancias cuya
inhalacién puede producir efectos psicotrépicos son; aditivos,
aerecsoles, adelgazadores, barnices, removedores, tintas para
calzado y desmanchadores para cueros, textiles y plAsticos.

El tiner es una mezcla de varios disolventes activos,
latentes o diluyentes de alta, media, o baja velocidad de
evaporacién entre ellos el tolueno se encuentra en porcentaje
variable dependiendo de la calidad del tiner; la mayor parte de
los disolventes que 1lo constituyen, son derivados del
petrdleo o son productos petroquinicos refinados. En el
comercio 1los tiner se clasifican en términos de calidad alta,
media y baja por lo que su costo y calidad es variable

La forma mAs comin de uso de los disolventes es el tiner , el
anAlisis cromatografico de diferentes muestras revela el

contenido y proporcién de sus componentes (cuadro 1).



CUADRO 1

COMPONENTES DE 3 MUESTRAS DE TINER

acetona 2.0 9.0 3.0
benceno 0.5 8.0 25.0
butanol 0.0 13.0 0.0
hexano 9.0 8.0 7.0
heptano 5.0 0.0 0.0
metanol 25.0 9.0 15.0
tolueno 42,0 49.0 50.0
xileno 0.5 1.0 0.0
otros 16.0 3.0 " 0.0
AUTOR * *& ke

Andlisis cromatogrédfico de diferentes muestras de tiner,
donde se revela el contenido y proporcicn de sus
componentes, segtn diversos autores.

* Lorenzana (34)
Lad Barroso (2)
bdbd Costero (10)



2) TOLUENO

Su nombre gquimico es métil benceno o fenil metano, su
férmula condensada CeHg—CHy o© CyHg.

Se encuentra en el alquitran de hulla y en el gas de las
coquerias, de ah! es obtenido industrialmente. Fué aislado por
primera vez del baAlsamo de tolw; se obtiene del fraccionamiento
del petréleo. Es materia prima de extracordinario interés para la
industria y punto de partida para 1la sintesis de numerosos
compuestos orgiAnicos, resulta imprescindible en 1la industria
de materias colorantes, en la fabricacién de explosivos como
el (TNT) trinitrotolueno, en la industria de barnices vy
pinturas (por su gran poder disolvente) , en la fabricacién de
sacarina, en la preparacién de acido benzédico y benzaldehido y
como disolvente y diluyente. Tiene efecto narcético en altas

concentraciones. (42)
PROPIEDADES FISICAS.

El tolueno es un ligquido transparente , incoloro , de
olor parecido al benceno, volatil (su nivel de saturacién en el
aire es 112 g/m3) inflamable, de peso molecular 92.13 , formado
por 91.25 % de carbono Yy 8.75 ¥ de hidrégeno; su densidad
0.866 g/ecm 3, su punto de ebullicién es 110.6 grados Celcius, vy
el punto de fusién - 95.0 grados Celcius.

Es soluble en agua (535 mg/l), miscible en alcohol ,
cloroformo, éter, acetona, Acidc acético glacial y disulfuro de

carbono. (42)



PROPIEDADES QUIMICAS.

Es un contaminante comdn del ambiente, en Areas urbanas la
organizacién Mundial de la Salud (OMS), reporta que en el alre se
encuentra en una proporcidn de 0.0001 a 0.204 mg/ma, en el aguade
beber de 0 a 0.1 mg/litro , en el agua de lluvia de 0.001 a
0.015 mg/litro (67). Es coyhustible si se expone al calor,
moderadamente explosivo cuando se expone a la flama o reacciona
con mezclas de Acido sulfdrico y dcido nitrico, con éxido
nitrico, perclorato de plata, fluoruro de bromo, fluoruro de
uranio; moderadamente venenoso cuando se calienta ya gque emite
humos irritantes, puede reaccionar vigorozamente con material

oxidante (31,56,57).

TRANSFORMACION METABOLICA DEL TOLUENO.

Sa sabe que de la dosis inhalada del 25 al 40% es excretada
por los pulmones Yy el resto es convertide a Acido benzédico,
conjugado con glicina a Acido hipuyrico y excretado por rifién ,
una minima parte menor del 1% es hidroxilada a orto, meta y para

cresol que son secretados como glucurénidos conjugades.(67)



OBTENCION DEL TOLUENO.

El tolueno se obtiene por reformacién ~catalt§léa
(deshidrogenaci6n) a partir del petr6leo, que es rico en. “ciclo:
alcanos (naftenos) o compuestos alifdticos. L

Mo 0y ALO5 ggg°
C,H,, > CHoo+ 3H
300 LB PULG
METIL CICLOHEXANO TOLUEND
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Wt poH ¢ H:
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METODO DE PREPARACION.

Se prepara a partir del benceno por alquilacién de
Friedel-Crafts (Método descubierto en 1877) que consiste en
la uni6én de cadenas laterales alquflicas con .anillos aromdticos.

AICI

3
c ———————p
GH6 + CICH3 CGHS CH3 + HCI
BENCENO + CLORURO TOLUENO + ACIDO
DE METILO CLORHIDRICO
f t
H C H
N\ 7’ 7N\
H-C/ ﬁ-H + CI-C:H e H- f—CéH + HCL
H-&\ /C-H H H- N /é\ H
\E \i H



TOXICIDAD DEL TOLUENO.

Los limites permitidos para la exposicién ocupacional
aestablecides por la OMS (67 i van del rango de 200 a 75G mg/md
/8hs/dfa/40 hs a la semana.

Es moderadamente téxice por inhalaciédn y via subcutanea,
existen datos donde se reporta gque es mutagénico (11,18, 32)
irritante de ojos y piel {27).

Por piel se absorbe de 14 a 23 mg/cm? /h, desptes de 1la
absorcién el tolueno se distribuye rapidamente encontrandose 1la
mayor concentracién en el tejido adiposo, seguido por la médula
osea, glandulas suprarrenales, rifion, higado, cerebro y sangre
(67).

La 1inhalacién de 200 ppm de tolueno, durante ocho horas,
puede causar incordinacién; a.altas concentraciones mayor de 800
ppm  estos efectos se incrementan y se presantan pocoe tiempo
después,

En casos gue reportan envenenamiento por tolueno, el
efecta pueda sar narcédtico; la victima atraviesa por un
estado de intoxicacién que lo puede 1llevar a estado de
cona. (44)

El envenenamiento crénico describe anemia, leucopenia que se
debe a hiperplasia en médula osea , efectos Que no son muy
severos; los presentan personas gque trabajan comdnmente con
tolueno (16,38). Inhalaciones entre 200 y 500 ppm producen
nauseas, irritacién en ojos, pérdida del apetito, dolor de

cabeza, lasitud, deteriore en la coordinacién

11



3) EL SISTEMA NERVIOSO .

El sistema nervioso asegura la regulacién de todos los
procesos vitales en el organismo y su relacién con el medio
exterior . Anatomicamente y desde un punto de vista metodolégico
el sistema nervioso se divide en central y periférico. Al
sistema nervioso central pertenecen el encéfalo y la médula
espinal, y al periférico los gangllos nerviosos, los troncos Yy

las terminaciones ( 13 ).

DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO.

El esboso del sistema nervioso central humano aparece en el
embrién presomitico , durante’la tercera semana del desarrollo
debido a que el complejo cordomesodérmico, constituido por tres
categorias de mesodermo , el axial o notocordal, el cefalico y el
somitico o paraxial , liberan evocadores (sustancias qﬁimicas que
actuan como hormonas morfogenéticas), responsables de inducir al
neurcectodermc a diferenciarse en la placa neural de contorno
periforme, con 1la regién cefdlica mads amplia gque 1la caudal,
flanqueada por dos bandas de neuroectodermo que daridn origen a
las crestas neurales. (fig 1y 2).

La placa neural es un epitelio engrosado, constituido por

células alargadas, con nicleos colocados a diferentes niveles ¥y

12



LLO DEL TUBO

visios donsoles

cortes transversoles

cresio nevrol ploco nevrol

aproximaodamente 17 dias

urco neurol
cresta neural

oproximodamente 19 dias

surco neural
cresto nevrol

oproximodamente 21 dios

Fig. ' Desarrollo de! Sistema WNervioso (Marquez Orozco)(37)



MISTOGENES!S DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
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Fig. 2 Desarrollo del Sistema Nervigso (Marquez Orozco){37)



membranas muy delgadas. Cuando la placa neural alcanza su mwAximo
espesor empieza a invaginarse en sentido longitudinal,
adquiriendo el aspecto de una zapatilla al desarrollarse el
primordio del surco neural, el cual se profundiza paulatinamente
hasta gue , al principio de la cuarta semana cuando el embrién
tiene siete pares de somitas , sus bordes se fusionan para formar
el tubo neural, a la altura del cuarto al sexto par de somitas, a
partir de este momento el cierre del tubo neural, progresard en

sentido cefAlico y caudal (37).{(fig 1 y 2)

MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN EL CIERRE DEL TUBO NEURAL.

Las células neuroepiteliales inicialmente cuboides,
presentan en su citoplasma microtdbulos y microfilamentos
dispersos al azar. Estos se organizan al elongarse las células de
la placa neural y durante la formacién del surco neural ; de tal
manera que los microtdbulos , al adquirir una orientacién
paralela al eje mayor de las células neuroepiteliales las induce
a aumentar su longitud. Los filamentos de actina colocados en el

borde apical, se unen a los d s que p en contacto a

las células mediante la espectrina, proteina constitutiva de sus
membranas plasmAticas y van reduciendo su apice , al actuar como
la jareta de una bolsa, provocando primero la formacién del surco

neural y mads tarde la del tubo neural.

DESARROLLO DE LAS CAVIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

La regién cefdlica de la placa neural es mAs amplia y antes
de que se cierre el tubo, por crecimiente diferencial de sus
paredes, forma el esboso de las futuras vesiculas cerebrales

primitivas; el procencéfalo o cerebro anterior, el mesencéfalo o

13



cerebro medio y el rombencéfalo o cerebro posterior. En cambio
la regién caudal, que formarA  la médula espinal, es de menor
amplitud y mantiene un ritmo de crecimiento similar en toda su

longitud ( 11, 37 ).

Al momento del nacimiento guedan terminados practicamente la
proliferacién y la diferenciacién de las neuronas corticales.
Durante la ontogénesis postnatal no ocurren cambios fundamentales
en la composicién de la corteza sino que el desarrollo es
continuado por maduracidn y crecimiento de 1las ramificaciones
dendriticas y axonales de las neurconas asi como de un aumento de

las sinapsis.

ENCEFALO.
Aqui se distingue la sustancia gris y la blanca, la mayor
parte de la sustancia gris del encéfalo se aloja en la superficie
del cerebro y el cerebelo, formando su corteza, el resto de la

sustancla gris forma los numerosos nicleos del tronco cerebral.

CORTEZA CEREBRAL.

Dentro de las funciones de la corteza cerebral estan la de
regular la mayoria de los patrones conductuales que relacionan al
organisme con el medio ambiente, ya gque es la responsable de la
percepcién y el entendimiento de las sensaciones aplicadas a la
superficie corporal como la visién, la audicién y actividades
motoras complejas como la reflexién subjetiva del mundo externo y
de las formas de adaptacién al 'medio ambiente. ( 65 ). Por estas
razones es importante el estudio anatémico de los elementos finos

que procesan informacién que llega del exterior. Se sabe gue la

14



corteza cerebral posee Areas donde se pueden reconocer
caracteristicas morfolégicas del sustrato neuronal una de ellas
es el Area 17 o corteza visual primaria (Krieg, 1946) (29). (fig 3)

La corteza cerebral estd representada por el estracto de
sustancia gris con un grosor de cerca de 3 mm en el humano. Posee
distintas porciones que se distinguen unas de otras por su
disposicién f estructura celular. Segin su organizacién se divide
en lamina interna y lamina externa de la siguiente manera:

lamina externa

a) capa 1 plexiforme o molecular,

b) capa 11 piramidales pequeflas o granulosa externa.

c) capa 111 piramidales medianas o piramidal externa.

d) capa lva piramidales estrelladas.

e) capa 1lvb células estrelladas.

lamina interna
£) capa V células grandes piramidales y profundas.

g) capa V1 polimorfa células grandes con pocas aspinas.
LOCALIZACION DE LA CORTEZA VISUAL.

Se encuentra dentro de la regidn occipital del hemisferio
cerebral. Krieg, en 1946 dié¢ una descripcién y definié el area 17
como visual primaria o estriada caracterizada por tener pagquetes
de neuronas pequefias dentro de la capa 1V siendo esto una carac-
teristica comdn con otras Areas sensoriales de la corteza. El
4rea 17 estA limitada medialmente por el Area 18 y lateralmente
por el Area 18a formando estas dos la corteza periestriada.

La corteza visual estA formada por seis capas, a

15
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continuacién se describen:

Capa 1 , molecular o plexiforme formada por fibras paralelas
a 1la superficie derivadas de los axones y las dendritas de las
neuronas piramidales de las capas inferiores. Contiene neuronas
grandes con ramificaciones horizontales y neuronas no piramidales
pequefias.

Capa 11

La capa 11 posee muchas neuronas piramidales pequefias con
cuerpos celulares redondos o en forma de huso, contiene ademds
células piramidales inclinadas horizontalmente y células
bipolares .

La capa 1ll1 comparte con la capa ll neuronas con cuerpos
celulares de forma similar, tamafio y densidad de paguetes.

La capa 1V , las neuronas chicas se encuentran en paquetes
compactos y pequefios por eso su nowmbre de granulosa; las células
piramidales son de dos tipos: células piramidales de tamafio
medio y células piramidales pequeflas con cuerpo celular esférico
u ovoide de 11 a 8 micras de tamafic y dendrita apical delgada de
1 a 2 micras de diametro con pocas espinas.

En la capa V , 1los cuerpos celulares son grandes o
periformes comunes en la mitad inferior de la capa V de dendrita
apical gruesa de 4 a 5 micras que asciende a través de la corteza
hasta las capas 11 y 111 ramificandose en un penacho terminal; de
las dendritas apicales salen ramificaciones laterales que pasan
horizontal Y oblicuamente a travéz de la capa V y V1. Se
encuentran también células piramidales de tamafio medio, de cuerpo

celular piramidal u ovoide de dendrita apical mAs delgada y menor
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nimero de espinas. El citoplasma de la dendrita esta dominado por
microtubulos orientados paralelamente a lo largo de la dendrita y
es mAs paAlido que el del pericarién. Se encuentran células
bipolares, células invertidas y cuerpos celulares de neuronas
multipolares y bifurcadas.

El 95% de la poblacién de la capa V1 son neuronas de
tamafio mediano o pequeio de cuerpo celular ovoide elongado
horizontalmente o en forma de piramide con dendritas de 2 micras
de dlametro gue solo llegan hasta la capa lVv ; se encuentran
células bipolares. La capa Vlb presenta neureonas no

piramidales con o sin espinas.

LA NEURONA.

Las neuronas tienen la propiedad de responder a las
alteraciones del medio amblgnte en gue se encuentran con un
estimulo excitatorio o bién inhibitorio produciendo
modificaciones en la diferencia de potencial eléctrico existente
entre las superficies externa e interna de la membrana celular.

La neurona esta formada por un cuerpc celular o pericarién
que contlene al ntcleo con funcién tréfica y receptora, del
pericarién parten prolongaciones especializadas en la funcién de
recibir estimulos del medio ambiente de células epiteliales o de
otras neuronas. La mayoria de las células nerviaesas posee
numerosas dendritas que aumentan considerablemente la superficie
celular para la captacién de estimulos llamados dendrodendriticos
por efectuarse entre dendrita y dendrita.

Las dendritas de muchas clases de neuronas poseen ademds una

gran cantidad de pequefias proyecciones sobre su superficie,

17



llamadas espinas dendriticas cuya especializacién consiste en la
recepcién de contactos sindpticos. '

El axén o cilindroeje nace de la estructura piramidal del

cuerpo celular (cono de implantacién) , es una prolongacién
especializada en la conduccién de estimulos que transmite
informacién ya sea entre neuronas o bién a otras células

efectudndose la llamada sina?sis, estd puede ser axoaxdnica,
axogomatica o axodendritica. La porcién final del axén es
ramificada y termina en la célula siguiente en forma de botones
terminales. Los axones de mayor grosor transmiten impulsos mas
rapidamente gque los delgados, ambos pueden estar cubiertos por
mielina. Los impulsos nervicsos se transmiten de una
neurona a otra en sitios morfologicamenete identificados
llamados sinapsis, cuando los axones llegan a dendritas forman
sinapsis axodéndriticas, cuande las terminaciocnes axonicas
llegan a un cuerpo celular son sinapsis axosomdticas Yy

cuando terminan .en otro axén son axocaxénicas.

NEURONAS PIRAMIDALES.

Las neuronas piramidales presentan un cuerpo triangular
u ovoide, tienen dendritas apicales y basales. Las
dendritas apicales se dirigen hacia la superficie de la piamadre
donde se ramifica en un penacho terminal, de elia también se
forman dendritas oblicuas. Las dendritas basales o primarias
se originan del cuerpo de la neurona y se extienden hacia arriba

o hacia abajo.
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MADURACION DE LAS NEURONAS PIRAMIDALES.

En 1886 Camilo Golgl descubrié que las células de axén corto
{Golgl tipo 11) se ramifican dentro de la corteza, Cajal agrega
mds informacién encontrando gque seguian un curso horizontal y
Retzius las ilamo células horizontales de Cajal. En 1846 Kolliner
las designé fibras aferentes.

La secuencia de maduracién de las diferentes capas del A4rea
17 se inicia en las capas 1 y V (Miller 1981) asi se tiene que el
desarrollo de las células piramidales es mds temprano gue el de
las no piramidales . Durante la maduracién se pueden observar
tres incrementos significativos. Antes de los 13 dias de edad el
ndmerc de espinas es menor de 20 en segmentos de 50 micras y
tanto las dendritas basales como las apicales son cortas. A los
14 dias de edad hay un incremento abrupto en el nimero de espinas
Y las ramificaciones son abundantes, hecho que coincide c¢on 1la
apertura de los ojos. A partir de los 21 dias de edad se
estabiliza el crecimiento, ya que es alcanzada l1a madurez
neuronal y estd indicada por 1la presencia de dendritas
basales extensas y la ultraestructura del cuerpo celular.
Otra caracteristica es el aumento de espinas sobre la dendrita

apical.
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4) LA RATA COMO MODELO ANIMAL.

La rata es elegida por la mayoria de 1los investigadores
para estudios de neurcanatomia, nutricién, endocrinolegia,
conducta Yy denética entre otras Areas. Por su faAcil manejo y
caracteristicas reproductivas., Desde el punto de vista
microscépico, la arguitectura de la corteza cerebral es parecida
a la de varios mamiferos, por 1lo que 1la hace un modelo
ideal para estudios experimentales; por ejemplo, en la rata la
divicién celular se detiene a los 21 dias cuando la rata infante
asume su existencia independiente, su cerebro estAd completamente
lleno en cuanto a células nerviosas se refiere. La coxteza
cerebral de la rata es plana , delgada, sin circunvoluciones
Yy sSus neuronas estan dispuestas en estractos delimitados.
Ademds de la rata, otros mamiferos como el moho, el ratén,
el gato presentan una estratificacién similar a la del humano.

(14)
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5} TECNICAS

TECNICAS DE IMPREGNACION ARGENTICA. .

Ellempleo de las impregnaciones argénticas ha impulsado
notablemente los conocimientos en el Area de la neurologia
experimental. Estas técnicas permiten observar con cierto detalle
el contorno de algunas neuronas, facilitando el estudio del
tamafio del cuerpo neuronal, grosor de dendritas basales Yy
apicales longitud de las mi;mas, grado de ramificacién vy
frecuencia de espinas dendriticas entre otras caracteristicas
morfolégicas. Lo mas notable es la oportunidad de seguir de
manera continua grandes distancias de proyecciones neuronales

gracias a su selectividad (58).

TECNICA DE GOLGI.

El término Golgi se ha hecho genérico para un grupo de
métodos de investigacidn sobre preparaciones de tejido neuronal
con sales de cromato Y dicromato en equilibrio, seguidas por
exposicién de iones metalicos pesados como la plata o el
mercurio.

El método basico fué inicialmente descubierto por el
anatomista Camilo Golgi en el siglo pasado, tiene la ventaja que
unicamente se impregna una de cada cien neurconas, lo que

lo hace ideal para estudios morfométricos (58)
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HIPOTESIS
El tolueno administrado a 1los progenitores ~ en

diversas etapas de maduracitn, afectara el desarrollo
ulterior de las neuronas corticales de sus crfos.

OBJETIVO
Determinar las alteraciones neuronales en la corteza

cerebral de ratas lactantes cuyas madres inhalaron tolueno
durante la gestacitn o durante su adolescencia.
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Iv MATERIAL Y METODO.

Se estudiaron 96 crias de 12 ratas hembra de la cepa Wistar,
9 .de ellas de 90 dias de edad consideradas como adultas y 3 de 70
dlas de edad consideradas en etapa juvenil, obtenidas del
bioterio de 1la Unidad de Investigacién en Salud Infantil del
Instituto Nacional de Pediatria, mantenidas con libre consumoc de
alimento y agua, con horario de luz obscuridad de 12 horas,
temperatura ambiental entre 20 y 22°¢ y humedad relativa de
50% Se colocaron en Jjaulas individuales hasta el momento
del apariamiento en que se pasaron a jaulas familiares, donde se

colocaron tres hembras con un macho durante una semana.

Los animales jévenes y adultos fueron repartidos en cuatro
grupos de la siguiente manera:

Tres ratas adultas para el grupo testigo (T) no recibid
tratamiento.

Tres ratas adultas para el grupo testigo del control de aire
{C) se tratd como a los grupos experimentales pero no inhalaron
tolueno.

Tres ratas adultas para el grupo gestante (G) se le dis
tratamiento con tolueno durante la gestacién.

Tres ratas jévenes para el grupe adolescente (A) se le dieé

tratamiento con tolueno antes de la gestacién.
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DISERO EXPERIMENTAL.

LOTES QUE INHALARON TOLUENO
RATAS ADOLESCENTES DE 70 DIAS DE EDAD
RATAS ADULTAS DE 90 DIAS DE EDAD

LOTES TESTIGO

RATAS ADULTAS DE 90 DIAS DE EDAD

Los animales experimentales fueron sometidos a inhalacién
de vapores de tolueno (grado reactivo Merck) a una concentracién
de 0.105 mg/cm 3 en un frasco vitrolero, a una temperatura
ambiental de 22 9C y una presion atmosferica de 560 mm de Hg
dejandose evaporar durante cinco minutos; posteriormente
se introdujo al animal durante 15 minutos una vez cada 24 horas

durante 3 semanas.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Las camadas se ajustaron a ocho crias en el momento del
nacimiento, 24 crias para cada grupo, de las cuales la mitad se
sacrific® a los 14 dias de edad y la otra mitad a los 21 dias de
edad. Las crias fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50
mg/kg de peso corporal). Se perfundiercon por via intracardiaca
con una soluclén de formol fosfatos al 10%, pH 7.2, O©0.1 Molar.
Inmediatamente se procedié a extraer el cerebro, del cual se
obtuvieron bloques del Area visual de 2mm de grosor que fueron

tratados, segdn la técnica de Golgl R4pida ( 54 ). Se estudiaron
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338 neuronas impregnadas y completas que se encontraron en la
capa V de la corteza visual de los 4 grupos estudiados; 2170
neuronas de crios de 14 dias de edad gque corresponden a 47 del
grupo testigo, 39 del grupo testigo de aire, 36 del grupo adoles-
cente y 48 del grupo gestante; Yy 168 neuronas de crios de 21
dias de edad, 37 del grupo testigo, 43 del grupo testigo de aire,
46 del grupo adolescente y 42 del grupo gestante.

Se analizaron; peso corporal de las crias y el ndmero de
intersecciones dendriticas sobre ocho circulos concéntricos de 25
micras de distancia entre sl , de acuerdo con el método de Sholl
{ 59 ) fig 4. La cuantificacién se realizd por un observador
estandarizado Yy marcando las preparaciones de los cuatro lotes
con ntmeros aleatorios con el fin de que se desconociera su
condicién experimental.

Los datos fueron tratados estadisticamente, aplicando
analisis de varianza de una entrada de Fisher (3) ya que los
grupos son independientes, se ajustaron a una distribucisn
normal, previa comprobacidn de homogeneidad de varianzas por
medio de la }i cuadrada de Barttlet y habiendo determinado el
valor de F para cada variable para contrastar los cuatro grupos

de) experimento , a un nivel de significancia de 0.05.
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TECNICA DE GOLGI RAPIDA.

La muestra obtenida se mantuvo por 48 horas en una solucién
buffer de fosfatos formol al 10% y por 72 horas en una solucidén
de tetréxido de osmio al 0.2% y dicromato de potasio al 2.4%.
Pasado este tiempo se transfirid a una solucién de nitrato de
plata al 0.75% durante una semana y a temperatura ambiente. Ya
impregnado el tejido se inicié la deshidratacién en cambios
graduales de alcoholes desde 50% a 96% y alcohol-eter 1:1 para su
inclusién en nitrocelulosa donde se hicieron cambios graduales de
aumento de concentracién hasta 30%, la polimerizacién se realizeé
con vapores de cloroformc para poder realizar el corte. Se ob-
tuvieron cortes en el microtomo de deslizamiento de 90 micras de
grosor y se deshidrataron en alcoholes graduales de 70%, '80%,
90%,y 96% y cambios en mezclas 1:1 de alcohol absoluto-propanol,
propanol, propanol-terpineol, terpineol, terpineol-xilol y xilol,

montadas con resina sintética (54).
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v RESULTADOS.

Las observaciones de las ratas durante el periodo de 15
minutos de inhalacién con tolueno mostraron, incremento gradual
de movimiantgs respiratorios, de vibrisas y contracciones bruscas
de la caja tordxica, aumento de lagrimeo y secrecién nasal,
pai:dida total del equilibrio y movimientos voluntarios, notable

hipersensibilidad a estimulos sonoros y mecAnicos. El periode de

x peracién en pr dio fué de 15 minutos y se caracterizé por
movimientos respiratorios cada vez mAs constantes y lentos;recu-~
peracién gradual de movimientos voluntarios, al principio con
desplazamiento reptante, rascado de narlz, desplazamiento en
clrculos hasta concluir en marcha normal, las secreclones nasales

se hicieron mencs evidentes.

PESO CORPORAL (cuadro 2 , gradfica 1)

El promedio del peso corporal de los grupos gque inhalaron
tolueno es ligeramente menor qgue los grupos testigos con  una
diferencia que corresponde al 13% entre los valores extremos Yy
una desviacién estandar que va de 1.16 & 1.36 entre los cuatro
grupos a los 14. dias de edad; en tanto que a los 21 dias de
edad la diferencia es del 10% entre los valores extremos y ' la
desviacidn estandar varia de 1.4 a 2.0 .

Al practicar el anAlisis de varianza a los 14 y 21 dias de
edad, el peso corporal de 1los grupos gue inhalaron tolueno fué

ligeramente menor, encontrandose diferencias esatadisticamente
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CUADRO 2

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS PESOS CORPORALES DE CRIOS DE 14 Y 21
DIAS DE EDAD DE RATAS WISTAR QUE INHALARON TOLUENO, DURANTE
LA GESTACION (G)# DURANTE LA ADOLESCENCIA (a)l, ¥ TESTIGOS
DE AIRE (C), TESTIGO (T)*

EDAD

GRUPOS DE COMPARACION SUMA DE F VALOR
DIAS CUADRADOS P
T+C VS a+G 81.1 39.98) 0.0000001

14 T Vs C 9.9 4.90 .03

. a Vs G o [+] N.S.

T+C VS a+G 69.2 18,10 0.0001

21 T VS C 1.1 0.29 N.S.
a Vs G 21.1 6.20; 0.02

M ow 12
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significativas cuando se compararon con los grupos testigo. Al
comparar los grupos testigo entre si, no se encontraron
diferencias significativas. Sélo se encontraron diferencias
significativas a los 21 dias de edad entre lon grupos

que inhalaron tolueno.

ESTUDIO DE LAS DENDRITAS.

La figura 5 muestra los dibujos con cAmara lucida de cuatro
neuronas de 14 dias de edad , una de cada grupo.

En el cuadro 3 se muestran los valores obtenidos al
practicar el analisis de varianza a los 14 dias de edad ; al
comparar los grupos tratados contra los testigo se encontraron
diferencias significativas en 1los Wwltimos cuatre circulos;
al comparar los grupos testigo entre st hubo diferencias
significativas en los circuloes 1,2,5,6 y 7.

La grafica 2 muestra el promedio de intersecciones
dendriticas de neuronas de crlas de rata Wistar de 14 dias de
edad en funcién del ndmeroc de circulos, de los grupos tratados, y
testigo.

La figura 6 muestra los dibujos con cAmara 1ldcida de 4
neuronas de 21 dias de edad, una de cada grupo.

En el cuadro 4 se muestran los valores obtenidos al aplicar
el andlisis de varianza a los 21 dias de edad. Al comparar los
grupos tratados contra los grupos testigo se encontraron
diferencias significativas en todos los circulos; al comparar
entre si los grupos tratados se encontararon diferencias

significativas en los circulos 2 al 7 ; al comparar los grupos
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Filg. 5 Dibujos con cimara lGcida de neuronas piramidales de la capa ¥ de la
corteza visual de crios de rata Wistar de 14 dlas de edad. ( T ) testigo,
( ¢ ) testigo de aire, ( A ) adolescente, ( 6 ) gestante.



CUADRO 3

ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERO DE INTERSECCIONES DENDRITICAS DE CRIOS DE

RATA WISTAR DE 14 DIAS DE EDAD, HIJOS DE RATAS QUE INHALARON

TOLUENO DURANTE LA ADOLESCENCIA O LA GESTACION,
CAMPANA (TESTIGO DE AIRE) Y TESTIGO

NUMERO ADOLESCENTE + GESTANTE ADOLESCENTE [ = 36 TESTIGO p = 47
DE vs Vs vs
CIRCULO TESTIGO  + CAMPANA GESTANTE o = 48 CAMPANA p =39
P p F P F P
1 0.03 N.S. 2.50 N.S. 24.02 | 0.000001
2 1.92 B.s. 0.35 N.S5. 10.47 | 0.0014
3 27.38 0.000001 2.70 N.S. 3.06 N.5.
4 84.68 0.000001 2.70 N.S. 0.53 N.S.
5 104.91 0.000001 8.87 0.0033 6.08 | 0.0145
6 72.02 0.000001 18.59 0.000027 B.31 ) 0.0044
7 94.79 0.000001 17.27 0.000051 40.91 | 0.000001
8 203.32 0.000001 4.60 0.033 0 N.S.
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testigo entre si hubo diferencias en los circulos 1 al 5 y 8.

La grAfica 3 muestra el promedio de intersecciones
dendriticas de neuronas de crias de rata de 21 dlas de edad, en
funcién del ndmero de circulos de 1los grupos gque inhalaron

tolueno y testigo.

PRINCIPALES HALLAZGOS OBTENIDOS.

Diferencias entre los grupos intoxicados durante la
adolescencia o la gestacién.

A los 14 dias de edad.
-Menor peso corporal en los dos grupos tratados.
~Menor némero de intersecciones dendriticas en los #ltimos
cuatro circulos.

A los 21 dias de edad.
=Menor peso corporal en el grupo de crias de madres intoxicadas
durante la adolescencia.

_Menor numero de intersecciones dendriticas en leos circulos 2

al 7.

Diferencias entre los grupos testigo.

A los 14 dias de edad.
-Menor peso corporal en el grupo testigo de aire.
_Menor ndmero de intersecciones dendriticas excepto en los
circulos 3 y 4.
A los 21 dias de edad.
_Menor ndmero de intersecciones dendriticas excepto en los

circulos 6 ¥y 7.
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Fig. 6 Dibujos con chmara 10cida de neuronas piramidales de 1a capa ¥ de 1a
cortezs visual de crios de rata Wistar de 2% dias de edad.
( T ) testigo, {C ) testigo de aire, { A ) adolescente, ( 6 ) gestante



CUADRO 4

ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERO DE INTERSECCIONES DENDRITICAS DE CRIOS DE
RATA WISTAR DE 21 DIAS DE EDAD, HIJOS DE RATAS QUE INHALARON

TOLUENC DURANTE LA ADOLESCENCIA O LA GESTACION,
CAMPANA (TESTIGO DE AIRE) Y TESTIGO

NUMERO ADOLESCENTE + GESTANTE ADOLESCENTE | - 45 TESTICO ; = 3

DE s vs Vs
CIRCULO TESTIGO _ + CAMPANA c_z?'rms 0242 CAMPANA 5 =41

F P ¥ P ¥ )

1 219.60 0.000001 0.13 N.5. 48.37 |0.000001

2 231.00 0.000001 15.76 0.0001 42.30 {0.000001

3 217.52 0.000001 35,17 0.000001 40.31 {0.000001

4 204.45 0.000001 46.95 0.000001% 24.98 |0,000001

5 109.76 0.000001 56.73 0.000001 7.77 {0.0059

6 294.03 0.000001 82.30 0.000001 0.57 N.S.

7 117.41 0.000001 29.64 0.000001 0.09 N.5.

8 155.90 0.000001 0.03 N.S. 4.39 lo.037
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vI COMENTARIOS.

Lo§ resultados indican que la inhalacién de tolueno durante
la etapa gdolescente o durante el embarazo afecta el peso
corporal de la descendencia, asi como los procesos de maduracién
de las ramificaciones dendriticas de las neuronas piramidales de
la capa V de la corteza visual de los animales que inhalaron
tolueno, Yya gque estos aundque siguen el patron de desarrollo
dendritico de 1los grupos testigo y el indicade por otros
investigadores (41, 45,48 ), quienes sefialan decremento en las
dendritas basales cuando estas se alejan del cuerpo celular
siendo wmas abundantes entre las 50 y 100 micras. En el presente
trabajo, los resultados de intersecciones de los grupos
experimentales guedan por debajo de los grupos testigo, siendo
mds evidentes a los 21 dlas de edad.

Aungue no se siguié el peso corporal de la madre durante 1la
exposicién a vapores de tolueno en la adolescencia o 1la
gestacién, en las crias si hubo diferencias significativas del
peso corporal a los 14 y 21 dias de vida postnatal, sin embargo
estd corresponde a un porcentaje menor del 15%. Los
investigadores que'se avocan a determinar estados nutricionales
(Winick 1976) indican que un deficit del 40% en el peso corporal
se puede considerar debido a desnutricién por lo que la falta de
peso en las crias se puede deber a una disminucién en la ingesta

alimenticia provocada probablemente por la accién del tolueno.
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El nYmero de intersecciones dendriticas medidas en ocho

circulos concéntricos pr ta una tend ia general a reducirse
en casi todos los circulos a los 14 ¥y 21 dlas de edad, tanto del
grupc intoxicado durante la adolescencia como del intoxicado
durante la gestacién, cuyas curvas de ramificaciones
dendriticas mostraron un retardo en la maduracién con respecto a
las presentadas por los grupos testigos, incluso el grupo
adolescente de 21 dlas de edad se comporta como las curvas
descritas para 14 dias, 1lo que podria deberse a un efecto
residual del solvente que se manifieste a largo plazo. Se ha
tratado de determinar el mecanismo de accién del <tolueno, se
especula acerca de su inespecificidad, quiza su propiedad
lipofilica actue sobre la bicapa lipidica de las membranas
celulares impidiendo la formacién de dendritas provecando cambios
morfolégicos.

Durante 1la embriogénesis las aferencias monoaminérgicas
inervan a la neocorteza y exhiben una organizacidn pionera
neural, ademads de presentar una influencia neurotréfica sobre el
desarrollo neuronal{14,26,46). Probablemente los resultados se
deban a una disminucién de estas aferencias.

El patrén de maduracién dendritica ocurre durante 1las
primeras tres semanas de vida postnatal (41,45 ) y estas van
a sufrir cambios durante la vida del animal o presentar
modificaciones por alteraciones del medio ambiente, variando 1las
caracteristicas de las neuronas gue aparecen en etapas tempranas
del desarrollo neuronal, retardando la maduracién de los sistemas
aferentes especificos que inervan a 1la cprteza, avitando

que las estructuras postsindpticas maduren y no se presente la
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‘influencia inductiva para que se realice la sinapsis.

De acuerdo con asto, una posible explicacién de 1la
disminucién del ndmerc de ramificaciones dendriticas, radicaria
an retardo de la maduracién de las inervaciones noradrenérgicas y
de las vias talamocorticales especificas gque se extienden a 1la
altura de la capa V de la corteza visual.

Los datos agui presentados no son especificos para la accién

del tolueno, ya gue otros autores han rado r s

semejantes en animales sometidos a otras condiciones
experimentales. Por ejemplo, han descrito disminucién del ndmero
de ramificaciones dendriticas en animales sometidos a aislamiento
{23,63) y en animales desnutridos (10, 55).

Abn no hay antecedentes acerca del efecto del tolueno sobre
la estructuracidén de la corteza cerebral de los descendientes de
madres jévenes y adultas, existen, sin embargo, datos de -
descendientes de animales sometidos a desnutricién en etapa
pregestacional, gestacional y durante la lactancia reportando
alteraciones en células multipolares, fusiformes y ovoides { 6),
datos sobre la influencia del estrés en 1la descendencia como
variacién en los niveles de catecolaminas, neurotransmisores vy
pesos cerebrales (45,50) y en estudioa realizados en animales
descendientes de madres sometidos a estrés por inmovilizacién.

Aungue el tolueno y otros solventes actdan sobre el sistema
nervioso central, hasta ahora no es posible responder, si las
interacciones de sus efectos son directamente sobre las protainas

o sobre el medio fosfolipidico de las membranas neuronales que
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rodean a la proteina, que interactwdan dinamicamente para
facilitar los cambios conformacionales en estos componentes
proteinicos de la membrana celular(60, 61). Se cree que en é&stas
interacciones toman el lugar de los lipidos en la membrana basado
en gue el tolueno es altamente degradador de los lipideos(28), o
alterna con las proteinas de la membrana(l7, 18).

La inespecificidad de la accién de los disolventes organicos
que incluyen tambié&n a los anestésicos inhalables, se basan en
las propiedades fisico-quimicas que tienen de ser lipofilicos y
con diversa potencia anestésica (39). Esta caracteristica que
presentan los disolventes orgadnicos inhalables y que se cree
interactda sobre la bicapa lipidica de las membranas biolégicas,
es de sospechar que no solamente son afectadas las células del
sistema nervioso central, sino todas las células del organismo.
De acuerdo con este contexto, se sugiere que exista un indicador
bioguimico, cuando hay una inhalacién crénica de solventes que la
poblacién humana usa para experimentar efectos psicolégicos.

Las diferencias encontradas entre los grupos testigo se debe
a la variacién de las condiciones experimentales ya que el grupo
testigo de aire inhalo aire en un espacio reducido semejandc 1las
condiciones de los grupos tratados, alterande con esto las
condiciones ambientales lo que sugiere que haya probablemente un
efecto por hipoxia que se manifieste en una disminucién en el
némero de intersecciones como lo indican los valores de F de los

cuadros 3 y 4.
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