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RESUMEN

Los solventes han sido extensamente estudiados para determinar
sus efectos téxicos y carcinogénicos en modelos animales y en
estudlos clinicos. En estos estudios se evaldan las respuestas
conductuales y algunos pardmetros fisiolégicos e histolégicos. Sin
embargo, aun se desconoce mucho sobre sus mecanismos de accién y
las relaciones dosis-respuesta y tiempo de exposicién-respuesta. EL
objetive de este trabajo fué determinar si el fLleo aislado de
cobayo {IAC) presenta una sensibilidad diferencial a la exposicién
de algunos solventes organicos {(Tolueno, Xileno, Benceno y CcCl,),
establecer las relaciones dosis-respuesta y tiempo de exposicién~
respuesta, y realizar un estudio histolégico al IAC para determinar
los efectos a nivel estructural.

Los solventes se administraron intraluminalmente por periodos
controlados de tiempo. Los segmentos control se expusieron
unicamente al vehiculo (aciete de maiz) y los de prueba al solvente
disuelto en aceite. Los segmentos control y los de prueba se
sometieron a estudios farmacolégicos e histolégicos. Para el
estudio farmacolégico se registraron 3 respuestas: a) actividad
espontdnea; b) respuesta a la estimulacién eléctrica supramadxima:
Yy ©) respuesta a una concentracién estdndar de nicotina (5.6 uM).
Se establecieron 3 grupos experimentales. En el primero se
evaluaron los efectos de los 4 solventes en una proporcioén 1:i y
para un tiempo de exposicién de 10 nin. En el segundo grupo se
evaluaron los efectos de diferentes proporciones de =xileno
(0.25:1.75, 0.5:1.5, 131 y 1.75:0.25) para un tiempo fijo de
exposicidén de 10 min. En el tercer grupo se evaluaron los efectos
de diferentes tiempos de exposicién (5, 10 y 15 min) para una
proporeidén £ija de xileno (0.5:1.5). Para el estudio histolégico se
evaluaron los efectos de diferentes proporcicnes de xileno
(0.25:1.75, 1.75:0.25) para un tiempo fijo de exposicién de 10 nin
Y para una proporcién fija de 0.25:1.75 durante 20 min. Los
segmentos de ileo se procesaron de la manera siguiente: se fijaron
en formol buffer al 10% por 24 hrs,.se incluyeron en parafina, se
obtuvieron cortes en microtomo de rotacién y los cortes se tifieron
con hematoxilina-eosina, Nissl y Tricrémica de Masson.

Resultados farmacoldgicos.Todos los solventes produjeron un
aumento importante de 1la actividad espontdnea (contracciones
mayores de 1 g en ausencia de estimulacidén eléctrica). E1
porcentaje de segmentos que presenté este comportamiento fué
diferente para cada compuesto, siendo particularmente importante
para el xileno (85%). El efecto aumenté en funcién tanto de la
proporcion del solvente (25% para la proporcién més baja y 90% para
la mds alta) como del tiempo de exposicién. Ninguno de los
conpuestos analizados tuvo efecto sobre la respuesta a la
estimulacion eléctrica supramadxima. La nicotina produjo un efecto
bifdsico caracteristico en los segmentos control con una fase
contrdctil muy importante y una fase relajante menor. Los solventes
produjeron disminucién de las dos fases de la respuesta nicotinica
siendo mas importante el efecto inhibitorio sobre la relajacidn.
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Esta respuesta fue dependiente tanto de la proporcién como del
tiempo de exposicién.

Resultados histoldégicos. A nivel de la mucosa, la exposicién
a xileno no produjo ninguna alteracién observable a nivel de
microscopia 6ptica en la morfologia general de las vellosidades, de
las gldndulas intestinales ni de las células caliciformes. Sin
embargo, en los enterocitos se observaron las siguientes
alteraciones: pérdida de los contornos celulares, alteracisén en la
morfologla nuclear y cambio en la afinidad a los colorantes. Las
otras capas que forman parte de la mucosa, no presentaron cambios
en su morfologia. A nivel de la submucosa, la muscular externa y la
serosa, estas capas no fueron afectadas por el solvente, al menos
a nivel de microscopia éptica.

Los resultados obtenidos indican que el IAC es una preparacioén
¢ue puede resultar de gran utilidad para estudiar la toxicldad
diferencial de diferentes solventes asi como para el disero de
series experimentales que permiten conccer mejor sus mecanismos de
accién.
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1.1 ANTECEDENTES

El hombre estd en contacto con los solventes orgdnicos o
inhalables, en circunstancias tales como la exposicidén ocupacional
o la inhalacién voluntaria de productos comerciales y, menos
frecuentemente, por su ingestién o absorcién a través de la piel.

Los solventes orgdnicos son los componentes bdsicos de
productos comerciales como el thinner, el pegamento, la gasolina,
el cemento, el resistol, etc. E1 abuso de estos productos puede
causar dependencia hacia 1la sustancia inhalada, desarrollo de
tolerancia a algunos de sus efectos y sindrome de abstinencia o
supresién caracterizado por estados de ansiedad, depresion,
irritabilidad, fatiga y falta de apetito (Garcia Linan, 1990)
Estudios epidemiolégicos indican que la poblacién en México
presenta una baja prevalencia en el uso de astas sustancias (vedse
la Encuesta Nacional de Adicciones 1990). Sin embarge, los grupos
afectades son de gran interés ya que en su mayoria son hombres que
iniciaron el uso de inhalables entre leos 12 y 17 afios de edad,
Recientemente el Instituto Mexicano de Psiquiatria realizé un
reporte acerca del consumo de drogas en el drea metropolitana. Se
trabajé con una muestra de 317 usuarieos de drogas captados en
Instituciones de Atencién a la Salud durante el mes de Jjunio de
1990. De esta muestra se encontré que la prevalencia de consumo de
solventes alguna vez en la vida fué del 56%, y en el momento de la

encuesta, del 34%. Segun este estudio, los solventes fueron una de




las drogas mds frecuentemente utilizadas por los consumidores
captados en las instituciones de salud (Ortiz et al., 1991).

Los solventes también estan presentes en ciertos ambientes
industriales. Esta exposicién afecta principalmente a los obreros
que desempefan su trabajo en la fabricacién de pinturas, gomas,

productos de limpieza, motores, pegamentos, tintas, etec.

1.2 BFECTOS DE LOS SOLVENTES EN APARATOS Y SISTEMAS

La exposicién a solventes orgdnicos tanto ocupacional como
voluntaria afecta varios sistemas tales como el renal (Streicher
et al., 1981), el cardiovascular (manifestado por arritmias
cardiacas; Cunningham et al., 1987) , el hepdtico (Marjot y MclLeod,
1989), el hematopoyético (McMichael, 1988) y muy especialmente el
sistema nervioso (SN). La exposicién a concentraciones bajas da
alquilbencenos (tolueno, xileno y benceno) se manifiesta como
pérdida de la memoria, de la capacidad visual y psicomotora (Gupta
et al., 1990), letargo, ataxia (McCormik et al., 1990), deterioro
de las funciones cognocitivas (Zur y Yule, 1990). La inhalacién
crénica de tolueno produce neurcpatia 6ptica manifestada por
ceguera (Kohriyama et al., 1989) y disfuncién auditiva (Biscaldl et
al., 1984). En la tabla 1.1 se enumeran algunos de los signos y
sintomas mds frecuentes producidos por inhalacién voluntaria de

varios productos que contienen tolueno {Pryor at al., 1978).



TABLA 1.1 Signos y sintomas mis frecuentes asociados
a la inhalacién de tolueno
I. EXPOSICION AGUDA
1. Periodos cortos de pérdida de memoria
2. Inestabilidad emocional.
3. Deficiencias de las funciones cogncitivas,
4. Lenguaje desarticulado.
5. Ataxia en el ancho del paso.
6. Tambaleo al caminar.
7. Nistagmus.
. 8. Pulsacién o temblor ccular.
9. Temblor.
II. EXPOSICION CRONICA.
1. Neuropatia éptica.
2. Pérdida del sentido del olfato.
3. Disminucién auditiva unilateral o bilateral.
4. Atrofia en tallo cerebral, cerebelar.
5. Dilatacién y ensanchamiento de ventriculos,
especialmente en corteza frontal y temporal.

A pesar de c¢onocer algunos de los efectos de los solventes,
audn se desconoce mucho acerca de sus mecanismos de accién asi como
de las relaciones entre la dosis, el tiempo de exposicién y las

’respuestas bioldégicas. Los efectos de estos agentes a diferentes
niveles del SN, pueden explicarse por su naturaleza altamente
lipofilica, por lo gue actuian a nivel de membrana y no a nivel de
receptores especificos (alberts, 1983). Esta propiedad también
explica su répida distribucién en érganos ricos en lipidos como el
cerebro, el higado y las glédndulas adrenales. Las menmbranas estan
formadas por una bicapa lipfdica en donde se encuentran ciertos
sistenmas enzimdticos. En presencia de moléculas polares, como los
solventes orgdnicos, la conformacién y la actividad de las enzimas

puede modificarse (Roelofsen, 1981; Lenaz, 1978). Recientemente,



Edelfors y Ravn-Jonsen (1989) han reportado que la exposicién aguda
de tolueno produce una disminucién en 1a actividad de la ATPasa de
ca**/Mg'’ sin cambios en la fluidez membranal. Estos estudios son
antecedentes importantes para determinar los mecanismos de accién
de los solventes. En cuanto a los estudios experimentales sobre las
alteraciones de 1la actividad eléctrica del SN, diversos
investigadores (Guzman et al.,1975; Alcaraz et al 1977) sugieren
que los solventes tienen accién especifica sobre el sistema limbico
(Contreras et al., 1979), La accién neurotéxica de los solventes
orgdnicos se manifiesta como efectos nocivos en el SN en su
estructura, en su funcién o en ambos. Estos efectos se dividen
convencionalmente en agudos y crénicos. Se ha propuesto que algunos
de los efectos asoclados a la exposicién aguda se deben a la
incorporacién de moléculas del solvente dentro de la membrana de la
célula nerviosa, medificando asf la tranferencia idénica
(savolainen, 1977). Por otro lado, se ha propuesto que los efectos
de la exposicién crénica pueden deberse a que los solventes
necesitan ser biotransfornados para eliminarse, obteniéndose
metabolitos que pueden ser mds téxicos que el solvente original

(Allen, 1979; Goetz, 1985).

1.3 METODOS DE ESTUDIO

Los solventes se han estudiado extensamente para evaluar su
potencialidad téxica y carcinogénica, para conocer sus propiedades,
determinar sus posibles secuelas neuroldgicas y lo que los hace

objeto de abuso para el hombre. Los efectos de los solventes se



estudian bdsicamente de 2 maneras: una es mediante modelos animales

y la otra a través de estudios clinicos.

1.3.1 Estudios en animales

Para conocer los efectos de los solventes se han utilizado
diversas especies, animales de diferente sexo y edad y diferentes
métodos de exposicién. En estos estudios se evaluan las respuestas
conductuales y algunos paradmetros fisiolégicos e histolégicos.

Los modelos conductuales son de dos tipos: AUTOADMINISTRACION
COMPULSIVA (‘Drug 5Self Administration) y DISCRIMINACION DE FARMACOS
(Drug Discrimination). Los de autoadministracién consisten en poner
a los animales en contacto con la sustancia de estudio de la que se
piensa que provoca un efecto de recompensa probablemente por sus
propiedades farmacoldgicas (Schuster et al., 1969). En estos
estudios, el animal necesita desplegar una conducta, por ejemplo
apretar una palanca, para recibir una dosis de fdrmaco. Este modelo
se ha aplicado para estudiar la dependencia psicolégica producida
por difarentes sustancias psicotrdpicas. Para los solventes, se han
utilizado monos, demostrdndose que estos animales 'se
autoadministran cloroformo en condiciones controladas de
laboratorio (Yanagita et al., 1970).

El otro modelo conductual, el de discriminacién de f4rmacos,
utiliza el patrén unico de los eventos internos causados por un

agente quinmico com¢ estimulo para entrenar animales para obtener

una resf ta en pr ia del agente (por ejemplo apretar la

palanca derecha) y una r ta en su ia (apretar la palanca




izquierda) (Stolerman y Shine, 1989). Con este modelo se ha
encontrado que los animales entrenados para distinguir entre los
efectos de barbituricos (depresores del SN} y el vehiculo,
manifiestan una eleccién significativa de la conducta asociada a la
exposicién al fenobarbital despuiet de haber estado expuestos al
tolueno (Ress et al., 1987). Estos experimentos sirvieron de base
para‘considerar a los solventes como depresores del SN central.

Otros modelos incluyen animales gue se exponen a los Solventes
por medio de diferentes vias de administracién durante un tiempo
determinade para posteriormente evaluar pardmetros histolégicos,
hematolégicos, fisidlogicos y del sistema motor y sensorial. Entre
estos Wdltimos se incluye la evaluacién de la fuerza motora, la
locomocién, la respuesta de pérdida repentina de apoyo y el balance
sensorimotor (Pryor et a&l., 1983).

La via de administracién mds utilizada es la inhalacidn.
Algunos estudios representativos de este tipo son los realizados
con: TOLUENO (Ghosh et al., 1990; Huang et al., 1990; Mattson et
al., 1990; Kiriu et al., 1930), CFL, (Toskulkao et al., 1990)
BENCENO (Keller y Snyder, 1988) y ETANOL-XILENO (Wisniewsk et al.,
1989). En estos estudios se encuentran grandes variaciones en los
protocoios por lo que es dificil obtener informacidn concluyente.
Por ejemplo, se utilizan concentraciones que van desde 5 hasta
10,000 ppm y tiempos de exposicién desde 15 min hasta 90 dfas, Sin
embargo, en los diversos estudios parece haber acuerdo en que los

solventes alteran importantemente el sistema motor y sensorial.



Otra via de exposicién menos utilizada es la oxal. En algunos
estudios se mezclan los solventes con el agua para beber o se
emplean tubos estomacales para su administracién. En estos casos se
observan también grandes variaciones en los protocolos
experimentales, tanto en los rangos de concentracién como en los
tiempos de exposiclién (Hsieh et al., 1990; Cai y Mehendale, 1990;
Raunio et al., 1990; Rithidech et al,,1988). Otras vias menos
empleadas son la dérmica, tanto en humanos como en animales,
{McDougal et al., 1990) con rangos de concentracién de 200 a 60,000
. ppm; y la via intraperitoneal (Chadwick et al., 1988).

La variabilidad estd presente en los prcotocolos que utilizan
diferentes concentraciones, tiempos de exposicién y vias de
administracién. Probablemente, esto ha influido para que en la
mayoria de las investigaciones con modelos animales no se haya
encontrado una clara relacién dosis-efecto entre la exposicioén a
solventes y sus consecuencias neurolégicas, excepto para 1la
ototoxicidad (Pryor et al., 1984) y la neuropatia producida por

.hexacarbonos (Howd et al.,1983).

1.3.2 Estudios clinicos

La mayoria de los estudios clinicos se ha enfocado a 1la
exposicién crénica a niveles bajos de solventes simulando la
exposicién ocupacional de los obreros.

En los estudios clinicos se han empleado algunos solventes
como el TOLUENO (Foo et al., 1990; Baelum, et al., 1990) y el M-

XILENO (Glasser et al., 1990); con rangos de concentracién de 13 a
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80 ppm, con tiempos de exposicidén promedio de 4 hrs, En estos
estudios, se han evaluado diferentes pardmetros, tanto conductuales
como fisioldgicos, (Rosenberg et al., 1988; Meulenbelt et al,,
1990; Foo et al., 1990; Zur y Yule, 1990: Armianov y Khalkova,
1988). De esta manera, se ha determinado la mayoria de los efectos
que causan los solventes orgdnicos en el hombre (vedse tabla 1),
entre los que destacan pérdida de la memoria, ataxia, neuropatia
6ptica y disfuncién auditiva. Sin embarge, en la investigacién
clinica también se dificulta la determinacién de una relacién
exacta de dosis-efecto debido a que en el hombre intervienen otros
factores dificiles de controlar como el uso de otras drogas, la
nutricidén, el uso de mezclas de solventes mds que de sustancias
individuales y el historial de los inhaladores (Jakobsen et al.,
1989). Existen reportes en la literatura que indican que la mayoria
de los efectos de los solventes son reversibles, ya que los
individuos se recuperan completamente después de una abstinencia
prolongada (Wiedman et al., 1987).

La revisién bibliogrdfica pone de manifiesto que el estudio de
los solventes orgdnicos podria aériquecerse si se tuviera un
enfoque diferente. En los diferentes métodos, tanto en modelos
animales como en estudios clinicos, se han logrado determinar los
efectos en diferentes aparatos y sistemas. Sin embargo, el estado
actual del conocimiente exige continuar con los estudios
farmacolégicos a los solventes, como a toda sustancia que es capaz
de afectar a los organismos vivos, con el fin de conocer con mayor

profundidad los mecanismos de accion involucrados. En el presente
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proyecto. se propone al Ileo Aislado de Cobaye (IAC) como medelo
experimental para estudiar los efectos de los solventes. Es claro
que los resultados obtenidos con esta preparacion no serfan
extrapolables a los efectos de la inhalacién en el hombre. Sin
embargo, el IAC, por sus caracteristicas, resulta potencialmente
muy interesante para conocer un poco mds de los efectos y

mecanismos de accidén de los solventes orgdnicos.

1.4 CARACTERISTICAS DE LA PREPARACION EXPERIMENTAL

El IAC es una preparacién experimental de misculo liso que
permite el control de muchas variables ambientales como el pH, la
temperatura, la dosis y e) tiempo de exposicién. Estas dltimas dos
varlables soh particularmente importantes para el caso de los
solventes ya que permiten establecer las relaciones dosis-respuesta
y tiempo de exposicién-respuesta. Entre las respuestas gue se
pueden evaluar estdn la actividad espontdnea del misculo liso, la
respuesta a la estimulacidén eléctrica supramdxima de los nervios

colinérgicos y la respuesta a fdrmacos especificos.

1.4.1 caracteristicas histoldgicas

La estructura del tracto gastrointestinal varfa de reglén en
regién, sin embargo hay algqunas caracteristicas comunes a todo el
tejido, la figura 1.1 muestra la organizacién general de la pared
intestinal. Se reconocen cuatro capas principales: la mucosa, la

subnucosa, la muscular externa y la serosa.
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qu.‘” Dibujo esquematico dela estruciura ge
nerl de! tracto gastrointestinal (A). %g
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general (B).Tricdmica Masson 100 x.



La mucosa €S la capa mas interna de la pared intestinal. Su
superficle estd dispuesta a manera de pliegues que se proyectan
hacia la luz del intestino y que reciben el nombre de vellosidades.
Entre los puntos de insercién de las vellosidades se observan
orificios donde desembocan las glandulas tubulares de Lieberkuhn
(ver fig. 1.1). La mucosa estd formada a su vez por tres capas: un
revestimiento epitelial, una lémina propia de soporte y una capa
delgada doble de misculo liso que se conoce como muscular de la
mucosa © musculares mucosae.

El epitelio de la mucosa es cilindrico simple formado por dos
tipos de células, secretorias y absorbentes, Las células que se
encuentran en mayor nimero son las células intestinales prismdticas
de absorcién. En menor cantidad se encuentran las secretorias que
son la células absorbentes y las de Paneth. Las células absorbentes
también se conocen con el nombre de enterocitos. Presentan nucleos
esféricos de cromatina extendida, aparato de Golgli bien
desarrocllado, abundantes cisternas de reticulos endopldsmico rugoso
y 1liso, y mitocondrias. La superficie apical de la membrana
plasmética estd dispuesta formando numerosas microvellosidades
paralelas que se conocen come la chapa estriada (Ham, 1975). A
nivel de microscopia ¢ptica se observan con claridad los nicleos y
los limites celulares.

La segunda capa de la mucosa es la lémina propia (ver fig.
1.1). Esta capa estd formada por tejido conective laxo ordinario.

Es rica en glandulas y contiene nédulos linfaticos y capilares.
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La muscular de la mucosa es una capa formada a su vez por dos
estratros delgados de fibras musculares lisas. En la capa interna
del musculo, las fibras estdn dispuestas clircularmente; y en la
externa longitudinalmente,

La subnucoga es la capa que une la mucosa con la capa muscular
externa. Estd constitufda por tejido conectivo laxo, gléndulas
submucosas y vasos sanguineos. En contacte con la muscular externa,
s8 encuentra una pequefla red nerviosa conocida como el plexo
submucoso o de Melssner.

La muscular externa consta de dos capas de células musculares
1lisas: una capa circular interna y una capa longitudinal externa.
Entre ambas capas se halla el plexo mientérico o de Auerbach.

La serosa o adventicia es la capa mas externa del intestino.
Estd formada por tejido conectivo laxo con gran cantidad de células
adiposas, vasos sanguineos y linfdéticos, y por epitelio pavimentoso

simple.

1.4.2 Inervacién intestinal

El fleo esta inervado fundamentalmente por el SN parasimpitico
a través del nervio vago. Las fibras parasimpiticas preganglionares
llegan hasta los ganglios. E1l plexo de Auerbach contiene los
ganglios y se encuentra entre 1la capa circular y la capa
longitudinal de la muscular externa, El neurotransmisor que liberan
las fibras preganglionares es la acetilcolina y los receptores
ubicados en las £ibras posganglionares son nicotinicos. En el

misculo liso, la acetilcolina actia predominantemente en receptores
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muscarinicos (Taylor, 1986). En la preparacién de IAC se conservan
intactas 1las fibras posganglionares parasimpdticas y 1las

preganglionares sélo conservan sus axones.

1.4.3 Motilidad intestinal

A la capa muscular le corresponde la mayor parte de la funcidén
propulsora del aparato digestivo. Los diversos tipos de accién que
aesta capa lleva a cabc y su control son muy complejos.

Las células musculares 1lisas, como todas las células
musculares, pueden ser excitadas quimica, eléctriea Yy
mecdnicamenta. Las células musculares contienen - proteinas
contrdctiles, y a diferencia de las neuronas, poseen un mecanisme
contrdctil que es activado por el potencial de acelén (Ganong,
1988).

La contraccién del musculo liso depende de varios factores
entre los que se incluyen las propledades intrinsecas de las
células musculares lisas, la actividad de 1los nervios que
constituyen los plexos, la influencia de nervios simpdticos y
parasimpdticos y agentes quimicos.

A) Control intrinseco muscular

El misculo liso, a diferencia de otros tipos de misculos, se
caracteriza por presentar-inestabilidad en el potencial de membrana
y por el hecho de tener actividad esponténea. La actividad
espontdnea es el resultado de las contracciones del ifleo reguladas
por los cambios de potencial en el misculo liso. Los camblos de

potencial de membrana estdn presentes aun si el intestino no se
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contrae (Ganong, 1988). Mediante estudios electrofisiolégicos se
han registrado dos tipos de actividad eléctrica espontdnea. Una
donde los cambios del potencial gon lantos y no hay contraccién y
que se conoce como ondas lentas o "Ritmo Eléctrico B&sico". La otra
actividad eléctrica se caracteriza por cambios de potencial rapido.
Estos cambios estdn asociados a la contraccién y se les conoce como
potenclales de accién o potenciales espiga (Berne y Levy, 1986). Se
ha encontrado una relacién entre estos dos tipos de actividad
aléctrica: los potenciales espiga s6lo ocurren en la fase de cambio
positivo de la onda lenta. las ondas lentas del misculo liso se
generan en las células musculares lisas, espécialmente del misculo
longitudinal. Para explicar el mecanismo de estas ondas se han
propuesto dos teorias. La primera menciona la existencia de una
bomba electrégenica de Na'* que abre y cierra peridédicamente. La
segunda dice que hay cambios peridéddicos de iones particularmente de
Na'' y ca'’. Los potenciales espiga se generan en las células
musculares lisas. Estos potenciales son répidas depolarizaciones y
repolarizaciones de la membrana celular del musculo 1liso. Los
requerimentos i6nicos para estos cambios de potencial en la fase de
depolarizacién son en gran parte de Ca'* (Wood, 1983).
B) control extrinseco neural

El control extrinseco neural de la contracciéon del misculo
liso estd dade fundamentalmente a través del plexo mientérico. El
plexo mientérico estd organizado en nodos que se interconectan. En
las células ganglionares del plexo se encuentran las terminaciones

de las fibras parasimpaticas preganglionares c<olinérgicas y les
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somas y terminaciones de las neuronas parasimpdticas
posganglionares que inervan el misculeo liso. Las célylas pueden ser
astimuladas eléctrica y quimicamente y producir una respuesta. La
estimulacién eléctrica transmural del fleo de cobayo activa los
nexrvios colinérgicos para liberar acetilcolina y asi{ causar

contracclién del musculo longitudinal (Berme y Levy, 1986).

1.4.4 Caracteristicas farmacolégicas

Existen agentes quimicos gque estimulan o inhiben 1la
contraccién del misculo liso. La mayoria de estos agentes actuan a
nivel de receptores. En esta preparacién se han encontrado
receptores para varias sustancias como: morfina, sustancia P,
histamina, serotonina y para las mds conocidas acetilcolina,
adrenalina, nicotina y muscarina (Burks et al., 1983). En este
proyecto, se utilizé la nicotina que es un agente que estimula los
receptores colinérgicos nicotinicos, lo que se traduce en la
liberacién de acetilcolina (Ach) y, en ultima instancia, en 1la

contraccién del misculo liso.
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2. OBIETIVOS



Los objetivos gue se plantearon al inicio de, este proyecto

fueron los siguientes:

2.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar si el IAC es un modelo adecuado para el estudio de
los efectos de algunos solventes orgédnicos (TOLUENO, XILENO, CCL,

Y BENCENO).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

2.2,1 Determinar si la preparacién del ileo presenta una
sensibilidad diferencial a 1la exposicién de estos solventes,
utilizando como indicadores las siguientes respuestas:

a) actividad esponténea; b) respueta a la estimulacién eléctrica
supramdxima y c¢) la respuesta a una dosis estdndar de nicotina
5.6uM.

2.2.3 Establecer las relaciones dosis-respuesta y tiempo de
exposicidén-respuesta para el solvente que presente los efectos mds
severos sobre las respuesta mencionadas en el gbjetivo anterior.

2.2.4 Realizar un estudio histolégico a los segmentos de 1leo

expuestos al solvente utilizado en el objetivo 2.2.3.
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3. MATERIALES Y METODOS



-Animales. Se trabajé con cobayos macho (500+900g de peso

corporal), los cuales se sacrificaron con un golpe en la nuca.

-Fdrmagos utilizados:

A. Solventes: TOLUENO (Merck), XILENO (90% de isomeros,
Merck), CCL, (Baker) y BENCENO (Merck).

B. Vehfculo: ACEITE DE MAIZ,

C: Fdrmaco de referencia: NICOTINA (base libre, Sigma)

-Reactivos utilizados:

Acetato de sodio (Baker)

Acido acético glacial (Merck)
Acldo clorhidrico conc (Merck)
Acido fosfomolibdico (Monterrey)
Acido fosfotungstico (Sigma)
Acido picrico (Baker)

Alcohol absoluto (Merck)

Alcohol al 96% (Merck)
carbonato de litio (Merck)
Formol 37-40% (Merck)

Gelatina Q.P.(Baker)

Hierro (III) cloruro 6H,0 {Merck)
Parafina (Reichert-Jung)

Resina sintética (Sigma)

Xiloel (Merck)

- Colorantes utilizados:

Anilina azul (Merck) |
Eosina amarillenta (Sigma) :
Escarlata Briebrich (Sigma)

Fuchsina dcida (Sigma)

Hematoxilina (Merck)

violeta de cresilo (Sigma)
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~Extraccion de los segmentos intestinales, A partir de la valvula
ileocecal del cobayo se extrajo un segmento de fleo de
aproximadamente 40 cm de longitud y se colocé en una caja de Petri
conteniendo solucién Krebs burbujeada c¢on gas carbégeno (95% 0, /
5% C0,) a temperatura ambiente. Se descartaron los primeros 10 cm
de la porcidén terminal del ileoc y el segmento restante se aividis
en 4 segmentos de 6 a 8 cm de longlitud. El contenido intestinal se
removié con un émbolo de vidrio y se cortaron los residuos de
mesenterlio. Para garantizar la limpieza de los segmentos se lavaron
intraluninalmente con 10 ml de solucién Krebs, El material de
diseccién, excepto tijeras, se trabajé recublierto con algodén

hunmedecido en Krebs. La composicién de la solucién Krebs es 1la

siguiente:

oM
Dextrosa 12,2
citrato de colina - 0.01
NaCl 118
NaHco, 25
KCl 4.75
KH,PO, 1.25
Mgso, 0.108
cacl, 2.5

~Método general de exposicidén a solventes. De los 4 segmentos
extrafdos del animal se formaron 2 grupos, El grups control, donde
los segmentos se expusieron unicamente al vehicule y el otro grupo
de prueba, que se expusé al solvente disuelto en el vehiculo. Tanto
el vehiculo como el solvente se administraron intraluminalmente en
un volumen total de 1 ml. Los segmentos se cerraron anudando ambos

extremos con hile para conservar el volumen administrado. Después
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del tiempo de exposicién determinado (5, 10 6 20 min), se cortaron
los extremos anudados para vaciar el contenido. Posteriormente cada
segmento de 8 cm se dividio en dos segmentos menores de 2 a 3 cm
"cada uno, para continuar con los estudios farmacolégicos 6 con los

estudios histolégicos como se describe en la secciones siguientes.
3.1 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

3.1.1 Montaje de los segmentos intestinales

Se colocaron 2 segmentos de 2 a 3 cm en cdmaras de temperatura
controlada (36°C). Cada cédmara se trabajé con 50 ml de solucidn
Krebs burbujeada constantemente con gas carbéggno a pH 7.4. Los
segmentos se montaron en electrodos verticales de Nichrome, con un
extremo fijado al tapdn de la cédmara y con el otro a un transductor
isométrico de tensidén (Grass FT 03) conectado a un poligrafo Grass
mﬁdelo 7D, para registrar la actividad contrdctil del misculo
longitudinal. Una vez montados los segmentos, se aplicé una tension

inicial de 1g y se registraron las siguientes respuestas:

-Reg o__de a 8 vidad egoonténon de 8 aspuests a 8
estimulacion eléctrica supramdxims. Después de aplicar la tensién
inicial, se dejé un perifodo de estabilizacién de treinta minutos
para observar la actividad espontanea. Posteriormente se aplicé una
estimulacién eléctrica supramdxima de 20 Volts con pulsos cuadrados
de 1 ms de duracién con una frecuencia de 0.1 Hz.

-Registro de la respuesta de referencia de nicotina. Después de la

estimulacién elétrica, se aplicé una concentracién de referencia
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estédndar de nicotina 5.6uM (vedse Cruz et al., 1991). Cinco minutos
antes de la administracién de nicotina se suspendié la estimulacién
elétrica. la respuesta de nicotina se registrd por diez minutos.

Posteriormente se reinicié la estimulacidn eléctrica.

3.1.2 Evaluacién de los efectos de Adiferentes solventes para una
dosis y un tiempo de exposicién fijos

Para este apartado, los dos grupos de segmentos, tanto el
control como el de prueba, se expusieron durante un perfodo fijo de
10 min. Los solventes se administraron en una proporcién
gsolvente:aceite 1:1. En el volumen total administrado (1 ml) 0.5 ml

gon de solvente y 0.5 ml de vehiculo.

3.1.3 Evaluacién de los efectos de diferentes propordiones de
solvente

Para esta seccién, se evaluaron los efectog del xileno con las
sigulentes condiciones: a) para el grupo control y el de prueba,
los segmentos se expusieron durante un perfode fijo de 10 min; y b)
el xileno se administré en las proporciones 0.25:1.75, 0,5:1.5,

1:1, 1.75:0.25,

3.1.4 Evaluacion de los efectos de diferentes tiempos de exposicién

En este apartado, también se evaluaron los efectos del xileno
con las siguientes condiciones: a) para los dos grupos, Se
trabajaron los tlempos de exposicién: 5, 10 y 20 min; y b) el

xileno se adiminstré en una proporcién fija de 0.5:1.5.
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3.2 ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Los segmentos para este estudio se prepararon .como se indica
en la seccién donde se describe extraceién de los segmentos
intestinales, utilizando también como grupe control segmentoes de
ileo fresco y como grupo de prueba segmentos expuestos a xileno. El
xileno se administré en las siguientes condiciones: a) con el
tiempo de exposicién de 10 min y en las proporciones 0.25:1.75 y
1.75:0.25; y b) con un tiempo de exposicién de 20 min y en una

proporcidn de 0.25:1.75.

3.2.1 Fijacién de los segmentos
Los segmentos de cada grupo se fijaron en formol buffer al 10%
durante 24 hrs. Posteriormente se lavaron en agua corriente durante

1 hr para eliminar el exceso de fijador.

3.2.2 Inclusién en parafina

Los segmentos lavados se colocaron en un procesador de tejidos
American Optical modelo T/b 8000. En eate procesador se llevaron a
cabo 1los siguientes pascs de la inclusién. La deshidratacidén que
consiste en remover el agua del tejido por medio de un agente
deshidratante en concentraciones crecientes. Para este caso se
trabajé con alcohol etilico y se empe26 con concentraciones al 70%,
80% 96% y 100%. Se efectuaron 2 cambios en cada concentracién con
duracién de 1 hr. La impregnacién o aclaramiento consiste en
substituir el alcohol deshidratante por un disoclvente de 1la

parafina, En este paso se utilizaron 2 cambios de xilol por
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periodos de 1 hr. La preinclusién en parafina, que consiste en
suniergir los tejidos aclarados en parafina fundida a una
temperatura de 56°C . Para este paso se realizaron 2 cambios con
duracién de 1 hr. Al termino del ultimo bafdo en parafina, los
segmentos se sacaron del procesador de tejidos para realizar la
inclusién. En la inclusién, los segmentos preincluidos se colocaron
en moldes de cartén que contenian la parafina fundida para obtener
los bloques (Gavifio et al., 1984). Los segmentos se orientaron de
2 formas para cada grupo: una para hacer cortes transversales y

otro para longitudinales.

3.2.3 oObtencidn de cortes

Log bloqlies se delimitaron con una navaja para darles forma y
quitar el exceso de la parafina. Posteriormente, cada blogue se
fij6 por calentamiento a una placa vertical mévil conservando la
orientacién inicial del segmento. Esta placa se colocé en un
microtomo de rotacién American oOptical modelo 800. Los cortes se
hicieron de 6 micras de espegor y se c¢olocaron en una solucidén de
gelatina al 0.7% a una temperatura de 48 a 55°C, para extenderlos
y adherirlos a un portacbjetos. Posteriormente se dejaron secar a

temperatura ambiente.
3.2.3 Tinciones

Los métodos de coloracién permiten hacer visibles 1los

componentes de los tejldos y diferenciarlos unos de otros. Para

26



este estudio se realizaron 3 técnicas de tincidén: Hematoxilina-
eosina, Nissl y Tricrémica de Masson (Luna, 1968). ,

Para efectuar cada tincidn, se eliminé la parafina con xilol.
Los cortes se rehidrataron haciéndolos pasar por una serie de
soluciones alcéholicas de graduacidén decreciente, hata llegar a

agua.

A) Hematoxilina-Eosina

Esta tinclién es la mas utilizada en los estudios histolégicos,
con la cual podemos observar nicleos (en azul) y citoplasma (en
rosa). El procedimiento a utilizar fué el siguiente:

-Colocar los cortes desparafinados e hidratados en
hematoxilina de Harris durante 20 wmin.

~Lavar con agua corriente por 3 min.

=sumergir en alcohol d&cido 3 veces.

~Lavar con agua corriente por 1 min.

-Sumergir en LiHCO, 5 veces.

-Lavar con agua corrienta durapte 10 min,

-Colocar en eosina durante 2 min,

_ -Deshidratar en alcohol al 96% (2 cambios de 2 min), para
remover el exceso de eosina, y posteriormente en alcohol absoluto
(2 cambios de 5 min). .

~Aclarar en xilol (2 cambios de 5 min).

-Finalmente montar los cortes con resina sintética
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B) Tincién rdpida de Nissl

Esta tincién es ampliamente utilizada en la neurchistologia,
la cual se utilizé para observar los neuronas ganglionares de los
plexos neriviosos intestinales. El procedimiento a utilizar fué el
siguiente:

-Colocar 1los tejidos desparafinados e hidratados en una
solucién de violeta de cresilo durante 10 min.

-Sumergir 3 veces en solucién buffer y después en alcohol al
70%.

-Deshidratar en concentraciones ascendentes de alcohol
empezando poxr 80, 96 y 100% (2 camblos en cada alcohol por 2 min).

~Aclarar en xilol (2 cambio por 2 min).

-Por dltimo montar los cortes con resina sintética.

C) Tincidén tricrémica de Masson.

Con esta técnica se pueden diferenclar varios componentes del
tejido como son: nicleos (morado a negro), citoplasma (violdceo),
fibras musculares (rojo) Yy tejido conectivo (azul). E1
procedimiento a utilizar fué el siguiente:

~Colocar los cortes desparafinados e hidratados en solucién
Bouin durante 1 hr a 56°C.

-Enfriar y lavar en agua corriente hasta que desaparezca el
color amarillo.

-Enjuagar con agua destilada y se colocar éen una solucién de
Hematoxilina-Fe de Weigert durante 5 min,

-~Lavar con agua corriente por 10 min.
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-Enjuagar con agua destilada y colocar en una solucién de
escarlata Biebrich y fuchsina durante 2 min.

~Lavar con &agua destilada y colocar en una solucién 4c.
fosfomolibdico y 4c. fosfotungstico durante 10 min.

-Colocar en una solucién de anilina azul por 5 min y después
3 min en dc. acético glacial al 1%.

-Deshidratar en alcohol al 96% y 100% y aclarar con Xilol, con
2 cambios para cada caso.

=Finalmente montar los cortes con resina sintética.

3.3 ANALISIS DE DATOS Y PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS

Los valores obtenidos de los estudios farmacoldgicos se
expresan como la media % el error estédndar de los datos. La
comparacién entre dos medias de diferentes grupos (el grupo control
con el grupo de prueba) se hizo con la t de Student para datos no
pareados. La comparacién entre los valores da diferentes grupos

control se hizo con un andlisis de varlanza de 1 via (ANADEVA).

29



4. RESULTADOS



4.1 RESULTADOS FARMACOLOGICOS

Las respuestas consideradas para este andlisis fueron 1la
actividad espontdnea, 1la respuesta a estimulacién eléctrica

supramdxima (twitch) y la respuesta a 5.6 uM de nicotina.

4.1.1 Efectos de diferentes solventes para un tiempo fijo de
expesicién (10 min)
A. Sobre la actividad espontdnea

En los segmentos del grupo control, la actividad espontdnea se
caracterizdé por un patrén contractil basal de ondas lentas con la
presentacidén esporddica de pequefias espigas menores de 1 g (trazo
superior de la fig. 4.1). De los segmentos control estudiados, sélo
1 de 160 prasentd contracciones mayoras de 1 g. En los Segmentos de
prueba, la actividad intrinseca aumenté considerablemente
nanifestdndose cono contracciones espontdneas mayores de 1 g (trazo
inferior de la fig. 4.1), Este incremento se observé con todos los
solventes analizados en este estudio.

La figura 4.2 mnuestra el porcentaje de segmentos que
presentaron contracciones mayores de 1 g para cada solvente. El
xileno fué el que tuve mayor efecto; el 85% de los segmentos
expuestoes a este solvente pr'esantaron un incremanto de la actividad
espontdnea.

B. Sobre la respuesta a estimulacién eléctrica supramdxima

En los segmentos de los grupos control, las contracciones

resultantes fueron de 3.1 g en promedio con valores desde 2.8 g
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Pigura 4.1 Bjemplos de registros de poligrafo donde se observa la
actividad espontdnea de un segmento control y de uno expuesto
durante 10 min a una proporcidén xileno:aceite 1:1. En el segmento
expuesto al solvente se observan contracciones esponténeas en
ausencia de estimulacidén eléctrica.
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Figura 4.2 Porcentaje de segmentos que presentaron aumento en la
actividad espontdnea considerada como la aparicién de contracciones
mayores de 1 g en ausencia de estimulacién eléctrica. El grupo
control corresponde al de segmentos no expuestos a solvente. Los
grupos de prueba se expusieron durante 10 min a una proporcién de
solvente:aceite 1:1. Para todos los grupos n=20.
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hasta 3.3 g. Los segmentos de prueba no presentaron diferencias
significativas con respecto a los controles. Es decir, el
tratamiento con solventes no modificé 1la respuesta a 1la
estimulacién eléctrica supramdxima. {(tabla 1).

TABLA 4.1 Efectos de la exposicién de solventes en una proporcién
1:1 durante 10 min sobre la respuesta a la estimulacién eléctrica
supramfixinma

CONTROL 3.3 £ 0.2 2.9 + 0.1 3.3t0.2 3.1 + 0.2

C/SOLVENTE 3.5 % 0.2 2.9 £ 0.1 3.0 £ 0.2 2.8 £ 0.1

TOLUENO XILENO BENCENO ccl,

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos control (ANADEVA), ni entre las respuestas obtenidas en los
segmentos expuestos a solventes con respecto a sus grupos control
(t de Student). Para todos los grupos n=20.
C. Sobre la respuesta a nicotina

En los segmentos de los grupos control, la dosis de nicotina
empleada (5,6uM) produjo un efecto bifdsico con una fase contractil
predominante y una fase relajante menor (trazo superior de la fig.
4.3). En esta respuesta, los segmentos de los grupos de prueba
presentaron un efecto inhibitorio de las dos fases, slendo mucho
mds importante la inhibicidén de la fase de relajacién. La figura
4.4. muestra los resultados. Como puede observarse, la disminucidn
de la fase contréctil sélo fué significativamente diferente para el
tolueno y el xileno (1%.2 + 5.1 y 32.4 % 5.4% respectivamente),
mientras que hubo una disminucién significativa de la fase de
relajacién para el tolueno, el xileno y el CCl, (52.1 * 8, 70.6 &

4.3 ¥y 23.€ £ 5.6% respectivamente).
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Figura 4.3 Ejemplos de reglstros de poligrafo donde se observa la
respuesta a la estimulacién eléctrica supramdxima (twitch) y 1la
raspuesta a hicotina 5.6 uM en un segnento control (trazo superior)
Yy en uno expuesto durante 10 min a una proporcién xileno:aceite 1:1

(trazo inferior).
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Figura 4.4 Efecto de la exposicién durante 10 min a diferentes
solventes administrados en una proporcién 1:1 solvente:aceite sobre
1la respuesta a nicotina 5.6 uM. La grdafica de la derecha representa
el efecto sobre la fase contrdctil de la respuesta nicotinica y la
de la izgquierda el efecto sobre la fase de relajacién, En ambas
grdficas, la respuesta control se considerd como el 100%. Cada
barra representa el propedioc + el error esténdar. *P<0,05,
*4P<0.031, t de Student. Para todos los grupos n=20,
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4.1.2 Efectos de diferentes proporciones de xileno para un tiempo

de exposicién fijo

A partir de los resultados obtenidos con los cuatro solventes,
se observé que el xileno fué el que presenté los efectos mds
severos en las respuestas analizadas, por lo que se estudiaron los
efectos de diferentes proporciones de xileno:aceite para un tiempo
de exposicién fijo de 10 min. Se obtuvieron 1los siguientes
resultados:

A. Sobre la actividad espontanea

La exposicién a xileno predujo un aumento en 1la actividad
espcntdnea manifestado como contracciones mayores de 1g en ausencia
de estimulacién eléctrica. El efecto sobre la actividad espontdnea
aumenté en funcién de la proporcién de xileno, de tal manera gue
con la proporcién mds alta utilizada, el 920% de los segmentos
presanté contracciones mayores de 1g. Los resultados se observan en
la figura 4.5.

B. Sobre la respuesta a la estimulacién eléctrica supramdxima

Con las diferentes proporciones analizadas, los segmentos de
prueba no presentaron diferencias significativas con respecto a

los controles (tabla 4,2),
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Figura 4.5 Efecto de la exposicién durante 10 min a proporciones
crecientes de xileno sobre la actividad aspontdnea. En el eje de
las ordenadas se grafica el porcentaje de segmentos que presentaron
contracciones mayores de 1 g en ausencia de estimulacién eléctrica.
El eirculo vacio corresponde al grupe control. los circulos llenos
corrasponden a los grupos tratados con las siguientes proporciones
solventeaceite 0.25:1,75, 0.5:1.5, 1:1, 1.75:0.25. Para todos los
grupos n=20.
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TABIA 4.2 Efectos de la exposicién durante 10 min de diferentes
proporciones de xileno sobre 1la raespuesta a la estimulacién
eléctrica supramixima.

CONTROL 2.8 0,2 3.3 £ 0.2 2.9 £ 0.1 3.1 + 0.2

C/XILENO 3.0 £ 0.1 3.5 ¢ 0.2 2.9 0.1 3.0 + 0.1

(Proporcién) 0.25:1.75 0.50:1,50 1.00:1.00 1.75:0.25

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos control (ANADEVA), ni entre las respuestas obtenldas en los
segmentos expuestos a solventes con respecto a sus grupos control
(t de student), Para todos los grupos n=20.
C. Sobre la respuesta a nicotina

Los efectos de diferentes proporciones de xileno sobre 1la
respuesta a nicotina se muestran en la figura 4.6. La grdfica de la
derecha muestra los efectos sobre la fase contrdctil de esta
respuesta, mientras que la de la izquierda muestra los efectos
sobre la fase de relajacién. Como puede observarse, la respuesta a
nicotina disminuyé en funcién de la proporcidn de xileno utilizada.
La proporcién nas baja (0.25:1.75) no tuvo efecto ni sobre la fase
contrdctil ni sobre la fase de relajacion. Las proporciones mayores
inhibieron tanto la contraccién como la relajacién siendo mucho mas

importante este ultimo efecto.

4.1.3 Efectos de diferentes tiempos de exposicién para una
proporcién f£ija de xileno

Para este apartado se estudiaron los efectos de diferentes
tiempos de exposicién de una prﬁﬁorclén fija xileno:aceite
0.50:1.50. Se obtuvieron los siquientes resultados:
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Figura 4.6 Efecto de la exposicién durante 10 min a proporciones
crecientes de xileno sobre la respuesta a nicotina 5.6 pM. La
grafica de la dererha representz el efecto sobre la fase de
contraccién de la respuesta nicotinica y la de la izquierda sobre
la fase de relajacién. En ambas grdficas, la respuesta control (C)
se consideré como el 100%. Los puntos y los tridngulos representan
al valor promedio % el error estdndar de 20 determinaciones.
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A. Sobre la actividad espontdnea

La exposicién al xileno también produjo un .sumento en la
actividad espontdnea manifestado por contracciones mayores de 1 g
en ausencia de estimulacién eléctrica. La fiqgura 4.7. muestra la
relacién tiempo de exposicidn-efecto. Como puede observarse, el
efecto sobre la actividad espontdnea aumenté en funcion del tiempo
de exposicién.
B. Sobre la respuesta a la estimulacién eléctrica supramaxiha

Con los diferentes tiempos de exposicién analizados, los
segmentos de prueba no presentaron diferenclas significativas en

esta respuesta con respecto a los segmentos control (tabla 4.3).

TABLA 4.3 Rfectos de diferentes tiempos de exposicién para una
proporcién fija de xileno 0.50:1.50 sobre la respuesta a 1a
estimulacion eléctrica supramdxima

CONTROL 3.2 £ 0,3 3.3 ¢ 0.2 3.2 £ 0.1
SOLVENTE 3.2 £ 0.2 3.5 ¢ 0.2 3.1 + 0.2
(Tiempo) 5 min 10 min 20 min

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupces control (ANADEVA), ni entre las respuestas obtenidas en los
sagmentos expuestos a solventes con respecto a sus grupos control
(t de Student). Para todos los grupos n=20,
C. Sobra la respuesta a nicotina

Los efectos de diferentes tiempos de exposicién al xileno
sobre la respuesta producida por nicotina 5.6 uM se muestran en l1a

figura 4.8. La grdfica a la derecha muestra los efectos sobre la
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Figura 4.7 Efecto de diferentes tiempos de exposicién a una
proporeidn 1:1 de xileno:aceite sobre la actividad espontdnea. En
al eje de las ordenadas se grafica el porcentaje de segmentos que
presentaron contracciones mayores de 1 g en ausencia de
estimulacién eléetrica. ELl circule vacie corresponde al grupo
control. Los circulo llenos corresponden a los grupos tratados con
xilenc durante 5, 10 y 20 min. Para todeos los grupos n=20.
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Figura 4.8 Efecto de diferentes tiempos de exposicién a una
proporcién 1:1 de xileno:aceite sobre la respuesta a nicotina 5.6
#M. La grdfica de la derecha representa el efecto sobre la fase de
contraccién de la respuesta nicotinica y la de la izquierda sobre
la fase de relajacién. En ambas graficas, la respuesta control (C)
se considers como el 100%, Los puntos y los tridngulos representan
el valor promedio i el error estédndar de 20 determinaciones.
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fase contrdactil de esta respuesta, mientras que la de la izquierda
muestra los efectos sobre la fase de relajacién. Como puede
observarse, la respuesta a la nicotina disminuyé en funcién del
tienpo de exposicién empleado. El1 tiempo més corto (5 min) no tuvo
efecto ni sobre la fase contractil ni sobre la fase de relajacién.
Con los tiempos de exposicién mds largos se observé una inhibicién
de las dos fases de la respuesta a nicotina siendo mds importante

la observada sobre la fase de relajacién.
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4.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS

Con base en los resultados obtenidos con 1los estudios
farmacolégicos, se determind que el xileno fuéd el solvente que
produjo mayores trastornos fisioldgicos en el IAC. Para determinar
si estos cambios se acompafiaban de alteraciones estructurales, se
hiclieron comparaciones de cortes histoléglicos de ileos expuestos a
xileno con cortes de fleos normales. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

A) A nivel de la mucosa:

La figura 4.9. muestra un corte histolégico de un segmento de
1leo control (A) y de uno expuesto a una proporcién alta de
xileno:aceite (B). Como puede observarse, la exposicién a xileno,
aun en las proporciones més altas, no produjo ninguna alteracién
observable a nivel de microscopia 6ptica en la morfologifa general
de las vellosidades, de las glédndulas intestinales o de las células
caliciformes. Sin embargo, en los enterocitos, que fueron las
células que estuvieron en contacto directo con el solvente, 21 se
encontraron alteraciones. La parte inferior de la figura 4.9
muestra un corte histclégico a gran aumento del epitelio de las
vellosidades en un segmento control (C) y en uno tratado con xileno
(D). En éste ultimo se obsepvan las siguientes alteraciones:

- Pérdida de los contornos celulares de 1los enterocitos,

Alteracién en la morfologfa nuclear, y
- Cambio en la afinidad a los colorantes (el citoplasma se

vuelve mds aciddéfilo).
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Las alteraciones sobre las cédlulas absorbentes o enterocitos,
se observaron en todos los segmentos expuestos al xileno. La figura
4.10 muestra cortes histolégicos de un segmento control (A}, de uno
expuesto durante 10 min a una proporcién baja de xileno (B), de uno
expuesto el mismo tiempo a una proporcién alta del solvente (C), y
de otro expuesto a una proporcién baja de xileno durante 20 min
(D). Como puede observarse, aunque las alteraciones aparecieron
desde las proporcionas mds bajas, fueron més evidentes con las
proporciones altas y con los tiempos de exposicién mas prolongados.

Lae otras capas que forman parte de la mucosa, la lédmina
propia ¥ la muscular de la mucosa, no presentaron cambios en su
morfologia.

B) A nivel de la submucosa, la muscular externa y la serosa:

Por ser estas las capas mds externas, no fueron afectadas por
el solvente, al menos a nivel de las estructuras observadas con
nicroscopia éptica. Cabe hacer notar que el plexo mientérico, que
se encuentra entre las capas musculares mids externas de la pared
intestinal, no presenté cambios en su morfologfa. En la figura 4.11
se puede observar la aparente iritegridad de las neuronas presentes
en el ileo de cobayo, tanto en los segmentos control (A) como en
los segmentos de prueba (B).

Es importante mencionar que los f{leos expuesto a las
proporciones mds altas de xileno, y a los tiempos més largos de
exposicién, se vuelven méds ldbiles y cambian sus caracteristicas

tintoriales.
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5. DISCUSION



Los modelos animales han servido para estudiar los efectos de
diversas sustancias, entre las gue se encuentran los solventes
orgdnicos. Con estos modelos se han logrado determinar varios de
sus efectos sobre diferentes aparatos y sistemas. En la mayerfa de
los protocolos, los animales se axponsen a concentraciones conocidas
del solvente en cdmaras de inhalacién. En algunos casos, se
monitorea continuamente la concentracién del solvente en estas
cédmaras (Huang et al., 1989; Dyer et al., 1984) lo que permite un
mejor control de las condiciones de experimentacién. Sin embargo,
salvo por algunas excepciones (Contreras et al., 1979), estos
estudios no proporcionan la dosis inhalada o ingerida por el animal
expuesto. En la mayorfa de los protocolos reportados en 1la
literatura no se tiene un buen control de la dosis y del tiempo de
axposicién por lo cual ha sido dificil determinar las relaciones
dosis-respuesta y tiempo de exposicién-respuesta.

En el presente trabajo se utilizé el IAC para estudiar los
efectos de la exposicioén a solventes sobre diferentes respuestas.
Esta preparacién ha sldo utilizada con éxito para el estudio de los
efectos de una gran variedad de fdrmacos. En la actualidad se tiene
bien caracterizada gu fislolegfa, la existencia de receptores a
diferentes sustancias, su estabilidad y muchos otros aspectos
relativos a su utilidad como herramienta de estudio en diversos
campos de la farmacologia. Para los propésitos del presente
trabajo, esta preparacién presenta ventalas especiales. Como todo

érgano aislado, permite el control de algunas variables ambientales
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tales como la temperatura, el pH y la oxigenacién. Ademds, para el
caso particular de los solventes, la via de exposici¢n intraluminal
permite tener un control de la dosis y del tiempo de exposicién.
Esta via se escogid en lugar de la administracién directa en las
cémaras de 6rgano aislado porque los solventes no son solubles en
el Krebs. Para disminufr la volatilidad y controlar la cantidad de
solvente, se utiliz¢ aceite de maiz como vehiculo lo cual permitié
establecer una relacién entre la proporcién utilizada de solvente
y diferentes respuestas. A pesar de sus ventajas, la via da
administracidn propuesta ain no permite conocer la concentracién
absorbida por el IAC pero es una aproximacién importante. En este
sentido, se requieren andlisis cuantitativos posteriores a 1la
exposicién para detectar la concentracién de solvente en los

segqmentos de IAC.

Para evaluar los efectos de la exposlcién a solventes en la
preparacién experimental propuesta se analizaron 3 indices de
funcionalidad: a) 1la actividad espontdnea del musculo liso; b) la
respuesta a la estimulacién eléctrica supramdxima; y c) la
respuesta a nlcotina. La actividad espontdnea se escogié por ser un
proceso intrinseco del misculo liso. Las otras dos se escogieron
por ser respuestas neurogénicas, las cuales permiten determinar los
efectos a nivel de SN.

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se
pueden inferir algunos aspectos relacionados con los mecanismos de

accion de los solventes analizados. Uno de los resultados mds
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claros es el aumento observado en la actividad espontdnea. Esta
actividad, es un proceso miogénico influenciado por la actividad
neurcnal. Resulta sorprendente que sustancias clasificadas como
depresores del SN (Rees et al., 1987) tengan un efecto claranmente
excitatorlio sobre células eléctricamente excitables. La
determinacién precisa de 1los mecanismos de accidn sobrepasa los
propésitos del prasen;e trabajo, sin embargo, nuestros resultados
sugleren que los solventes afectan probablemente los canales de
Ca** permitiendo una mayor entrada de este fén, puesto que la
entrada del calcio extracelular desencadena el proceso de
contraccién en el misculo liso (Wood, 1983.) Estos datos son
consistentes con la nocién de qua los solventes afectan los

componentes lipidicos de las membranas plasmiticas.

La exposicién a los solventes no afecté la respuesta a la
estimulacidn eléctrica supramdxima o "twitch", Con base en los
efectos obsexvados sobre la actividad esponténea podria esperarse
también un efecto excitatorio sobre esta respuesta ya que la
estimulacién eléctrica produce potenciales de accién en las
neuronas del plexo mientérico, un aumento en la entrada de los
iones de Ca'* extracelular a la terminal sindptica y la liberacidn
de acetilcolina que se combina con receptores especificos
musculares lo que finalmente desencadena la contraccién del misculo
liso. Probablemente el uso de una estinmulacién gue es de por si
supramdxima no permita detectar ningun cambio en sentido

excitatorio.
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Contrariamente a lo observado en la actividad esponténea, los
solventes estudiados produjeron una inhibicién de la respuesta a la

- nicotina. 8e tiene bien caracterizado que los solventes no actuian
a nivel de receptores especificos sino que alteran las propiedades
de los lipidos membranales (Savolainen, 1977; Lenaz et al. 1978;
Roelofsen, 1981). Es posible suponer gque la interaccién de las
moléculas de solvente con las membranas de las neuronas
posganglionares parasimpdticas produce un cambio conformacional
indirecto §obre los receptores nicotinicos. Convendria analizar
otras respuestas farmacolégicas mediadas por receptores para

comprobar esta hipétesis.

El andlisis farmacolégico reveld una serie de caracteristicas
comunes a todos los solventes analizados. Todos ellos produjeron un
aumento en la actividad esponténea, no tuvieron efecto sobre la
respuesta a la estimulacién eléctrice supramaxima y tuvieron un
aefecto inhibitorio sobre la respuesta a la nicotina. Sin embargo,
es lmportante mencionar que cada s&lvente en particular presentd
estas respuestas con intensidades variables lo que los hizo
claramente distinguibles entre si. Los datos del presente estudio
ponen de manifiesto la utilidad del IAC para estudiar los efectos

de los solventes orgdnicos.

Con el propésito de analizar los posible cambios en 1la

estructura de la preparacién, se reélizd un andlisis histoldégico de
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los segmentos expuestos a diferentes concentraciones del xileno que
fue el solvente que tuvo mayor efecto 8Bobre 1las respuestas
analizadas. Para todas las condiciones estudiadas, la estructura de
la pared del {leo no presenté cambios en su estructura general. Sin
embargo, el xileno a las mayores proporciones y a los mayores
tiempos de exposicién si afectd la capa mds interna, la mucosa, gue
es la gue estuvo en contacto directo con el solvente. Este efecto
se manifestd por la pérdida de contornos celulares. El efecto sobre
las membranas s6lo sge pudo evaluar de una manera indirecta
observando los cambios en la morfologia y disposicién de las
células absorbentes ya que a nivel de microscopia déptica no es
posible observar con detalle esta estructura celular. Conviene
mancionar que los cambios se observaron con las tres tinciones
utilizadas. Otro hallazgo que vale la pena comentar aunque es muy
aiffcil da evaluar cuantitativamente es que los segmentos expuestos
al xileno presentaron una disminucién en la afinidad a 1los
colorantes, lo cual podria interpretarse como una probable lisis
del raticulo endopldsnico rugoso. Esta interpretacién se basa en el
hecho de que el retfculo es un componente altamente baséfilo.

En cuanto a las ralaéiones proporcidn:respuesta y tiempo de
exposicién respuesta cabe mencionar que la probabilidad de que las
moléculas de solvente estuvlieran en contacte con las membranas
celulares de los segmentos de prueba fue menor para la proporcién
més baja y para el tiempo de exposicidén mas corto por lo cual los
efectos tanto farmacoldgicos como histolégicos fueron menores o

incluso similares a los de los segmentos control.
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6. CONCLUSIONES



El andlisis de las respuestas consideradas como fndice de
funclonalidad en el IAC (la actividad esponténea, el twitch y la
respuesta a la nicotina) permitieron alcanzar el objetive general
' de este proyecto, que fue evaluar al IAC como modelo para estudiar
los solventes orgdnicos. Con el presente estudio se logro
determinar la sensibilidad diferencial de la preparacién hacia los
diferentes solventes analizados (tolueno, xileno, bencenc y CCl,)
y las relaciones proporcién-respuesta y tiempo de exposicidn-
respuesta. Para poder explicar con mayor profundidad los efectos en

las ri tas seleccionadas convendria continuar con los estudios

en esta preparacién variando algunas condiciones. Por ejemplo, para
al caso de la respuesta a la estimulacién eléctrica, convendria
utilizar una estimulacién gque no fuera supramdxima para determinar
81 es que existe un efecto excitatorio. De lgual manera, como ya se
menciond anteriormente, el presenhte trabajo se enriqueceria con el
andlisis de otras respuestas mediadas por receptores especificos
para determinar si los solventes tienen accién indirecta sobre
estas respuestas. De los resultados presentados en este trabajo se
concluye que el IAC es una preparacién experimental util para el
estudio de los efectos y los mecanismos de accién de diferentes

solventes orgénicos.
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