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RESUMEN

Se sabe, por medio de experimentos en animales, que 1la
inhalacién de vapores de tiner o tolueno produce alteraciones
microscépicas en el sistema nervioso central, tales como neuronas
piramidales con tallo acanalado, hipertrofia neurofibrilar entre
otras.

Por lo que el presente trabajo de tésis tiene come
objetivo determinar las alteraciones anatémicas en neuronas
piramidales de la V capa de la corteza visual de ratas lactantes
de madres sometidas a inhalacién de tolueno durante la
adolescencia o la gestacién.

Grupos experimentales de ratas se sometieron a inhalacién
de tolueno a una concentracién de 40 000 ppm durante 15 minutos
al dia.

Tres ratas jévenes fueron tratadas desde el dia 70 hasta
el dia 90 de edad y después de la inhalacién se cruzaron; tres
ratas adultas se expusieron al solvente después de la cruza.

De manera simultanea se mantuvieron tres hembras
control manejadas de manera idéntica a las experimentales pero
sin tolueno y tres hembras testigo mantenidas en condiciones
normales de bioterio. Doce crias de cada grupe fueron
sacrificadas a los 14 y 21 dias postnatales.

Fragmentos de corteza cerebral conteniendo al Area visual

fueron procesados por el método de Golgi-R4pido. Se cuantificé el



namero de espinas en segmentos de 50 micras de 1la dendrita
principal en neuronas piramidales de la V capa.

Las espinas dendriticas disminuyeron significativamente en
todos los segmentos en los grupos tratados en comparacién con los
testigos. Los resultados indican gue la inhalacién en 1la etapa
adolescente o durante el embarazo afecta a la descendencia en 1os.
procesos de maduracién de las espinas dendriticas de las neuronas

piramidales en el Area visual.



I INTRODUCCION.

Existen diversas situaciones ambientales que inciden de
manera aislada o conjunta sobre el desarrollo de los organismos.
cuando estas condiciones se ven alteradas, el individuo responde
de acuerdo a su capacidad adaptativa, con mecanismos tendientes a
eliminar los efectos nocivos e irreversibles para el desarrollo
estructural y funcional de los sistemas de la economia. Dichos
metabolismos compensadores pueden ser ineficientes, debido a 1la
crudeza de las condiciones ambientales. En este sentido se sabe
gue la falta de estimulos visuales, auditivos y motores, asl como
el uso de psicotrépicos entre otros los inhalantes, condicionan
alteraciones del tejido nervioso, representadas por reduccién del
peso corporal, retraso de la mielinizacién, disminucién de 1la
densidad del Arbol dendritico, transformacién de espinas
sindpticas, detencién del desarrollio neuronal y glial, asi como

destruccién total de neuronas(8,21,44,45).



1) Desarrollo del sistema nervioso.

El sistema nervioso asegura la regulacién de todos los
procesos vitales en el organismo y su relacién con el medio
exterior. Desde un punto de vista anatémico el sistema nervioso
se divide en central y periféfico. Al sistema nervioso central
pertenecen el encéfalo y la médula espinal, y al periférico 1los
ganglios nerviosos y las terminaciones (29}.

El esboso del sistema nervieso central humano aparece
en el embrién presomitico, durante la tercera semana del
desarrollo debido a que el complejo cordomescdérmico, constituido
por tres categorlas de mesodermo, el axial o notocordal, el
cefalico y el somitico o paraxial, liberan evocadores sustancias
quimicas gue actdan como hormonas morfogenéticas, responsables de
inducir al neuroectodermo a diferenciarse en la placa neural de
contorno piriforme, con la regién cefadlica mds. amplia que 1la
caudal, flanqueada por dos bandas de neurcectodermo gue daran
origen a 1las crestas neurales, La placa neural es un epitelio
engrosado, constituido pér células alargadas, con ndcleos
colocados a diferentes niveles y membranas muy delgadas. Cuando
la placa neural alcanza su mAximo 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 que, al principio de 1la cuarta
semana cuande el embrién tiene siete pares de somitas, sus bordes
se fusionan para formar el tubo neural, a la altura del cuarto o
sexto par de somitas, a partir de este momento el cierre del tubo

neural, progresard en sentido cefdlico y caudal (2,29).



Mecanismos que intervienen en el cierre del tubo neural.
Las células neuroepiteliales inicialmente cuboides, presentan
en su citoplasma microtudbulos y microfilamentos dispersos al
azar. Estos se reorganizan al elongarse las células de la placa
neural y durante la formacién del surce neural, de tal manera que
los microttbulos, al adquirir una orientacién paralela al eje
mayor de las células neurcepiteliales las induce a aumentar su
longitud. Los microfilamentos de actina colocados en el borde
apical, se unen a los desmosomas gue ponen en contacto a las
células mediante la espectrina, proteina constitutiva de sus
membranas plasmadticas y van reduciendo su apice, al actuar como
la jareta de una bolsa, provocando primero la formacién del surco
neural y mAs tarde la del tubo neural.

Desarrcllo de las cavidades del sistema nervioso central.

La regién cefdlica de la placa neural es mds amplia y antes
de que se cierre el tubo, por crecimiento diferencial de sus
paredes, forma el esboso de las futuras vesiculas cerebrales
primitivas: el procencafalo o cerebro anterior; el mesencéfalo o
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 (10,11,15). Al momento del nacimiento guedan terminados
practicamente la proliferacién y la diferenciacién de 1las
neuronas corticales. Durante la ontogénesis postnatal ne ocurren
cambios fundamentales en la composicién de la corteza sino que el
desarrollo es continuado por maduracién y crecimiento de 1las
ramiticaciones dendriticas y axonales de las neurcnas asi como de

un aumento de las espinas dendriticas.



2) La corteza visual, Aarea estriada o area 17.

El avance primordial en la evidencia de ' la organizacién
estructural de la corteza cerebral sucedid en 1886, cuando Camilo
Golgi neurohistélogo italiano descubrid la morfologlia de las
células piramidales y descubrié ademds las células de axén corto
que llevan su nombre, Golgi tipo II, que se ramifican dentro de
la corteza, Santiago Ramén y Cajal (1891) incorporé mas
informacién de otros axones gque segulan un curso horizontal y mas
tarde Retzius las llamé células horizontales de Cajal.

Para 1903, Campbel comprobé que el cerebro de muchos
mamiferos, asi como el del humano, poseen regiones con
estructuras especlificas, asegurando que habla veinte en el
humane, de las cuales describid 1la estructura celular Y
fibrilar . Lorente de Né en 1938, propuso que la estratificacién
para el isocortex frontal y perifrontal era puramente hipotético,
no asl para el isocortex parietal, temporal y occipital, para los
cudles se podia indicar un plan de estratificacién. Segun su
organizacién se dividen en laAmina externa gue cuenta con: la capa
I o plexiforme; capa II o de piramidales pequefias; capa III o
de piramidales medianas; capa IVa o de piramidales estrelladas,
la capa IVb o de células estrelladas, a la lamina interna 1la
componen la capa V o de piramidales grandes y profundas y la capa

VI o de células grandes con pocas espinas (25).



como se indicd existe gran cantidad de animales cuyo
cerebro tiene estratificacién similar a la del humano, de los
cuales tenemos el mono, el gato, la rata y el ratén. Los estudios
llevados acabo en estas especies de mamiferos, revelan que muchas
caracteristicas morfolégicas no cambian, por ejemplc el arreglo
de las dendritas, de los axones y las sindpsis, no asi la forma,
tamafioc y némero de células. Tomando en cuenta el gran parecido
cortical entre estos organismos se pueden hacer estudios
comparativos de la corteza visual a nivel anatémico vy
fisiclégico,

La corteza visual se localiza dentro de la regién
occipital de los hemisferios cerebrales, consiste de tres
Areas corticales, 17, 18 y 18a, que pueden distinguirse unas de
otras, por medio de la tincién de Nissl, basindose en el tamafio,
forma y densidad de paguetes de las neuronas gue contienen (39).
Fué Krieg en 194€ quién primero dié upna descripcién clara de
éstas tres Areas, definié el area 17, visual primaria o Area
estriada, como una Area caracterizada por tener paguetes de
neuronas pequefias dentro de la capa IV, siendo una caracteristica
comin con las otras Areas sensoriales de la corteza (24). El Area
17 estd limitada medialmente por el drea 18 y hacia los lados por

el 4rea 18a, éstas dos juntas forman la corteza periestriada

(fig.1).
La corteza del 4&rea 17 de la rata es elegida, por la
mayoria de los investigadores, porgue desde el punto de vista

microscépico la arquitectura de la corteza cerebral es similar a
la de varias formas superiores de mamiferos, como los primates,

por lo gue la hacen un modelo ideal para estudios experimentales,
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ya que es plana y relativamente delgada. La corteza del drea .17
del cerebro de la rata tiene entre 1.3 y 1.5 mm de espesor Y
en comin con la neocorteza de otros mamiferos en preparacionés
tefiidas con Nissl muestra seis capas. Estas seis capas.  las

podemos clasificar por 1la forma de las neuronas, el destino de

sus axones, Y la ubicacién y 1la forma de las fibras
aferentes que traen impulsos a cada una de estas regiones
(39).

La clasificacién neuronal se ha hecho en base a las
observaciones de material tefiido con el método de Nissl que
resalta el cuerpo celular y en impregnaciones con el meétodeo de
Golgi, 1la que realza el cuerpo hneuronal Yy los elementos

neuronales. Por su forma se clasifica a las heuronas en

piramidales y no piramidales. Las neuronas piramidales
tipicas son 1las que presentan un soma triangular, pero
algunas lo pueden presentar en forma ovoide, tienen también

dendritas apicales y basales. A la dendrita mas larga se le llama
dendrita apical la que se dirige hacia la piamadre, la cual pude
o no llegar a la capa molecular o capa I y aqul se ramifica en un
penacho terminal, de ella se forman dendritas oblicuas. Las
dendritas basales o primarias, se van a originar del cuerpo de la
neurona, las que se extienden hacia arriba y hacia abajo
{fotomicrografias 1 y 2). Asl mismo se encuentran otras formas de
células piramidales en la corteza visual de la rata, las gue
difieren en su apariencia . En general las neuronas piramidales
tienen numerosas espinas en las dendritas (40) (fotomicrograflas

3y 4).






Fotomicrografla 2.- Acarcamiento.da una nesurana
piramidal de la capa.V de la corteza visual de
rata Wistar. Cuerpo celular {cc); dendrita
principal (dpl} dendritas basales (db).
200 aumentos.



Otra clasificacién se basa en la distribucién del axén,
encontrandose principalmente cuatro formas: 1) Neuronas
corticales con axones que descienden y que por lo regular llegan
a la sustancia blanca, los que se contindan con las fibras de
proyeccién y de asociacién, que son las neuronas de Golgi tipo I.
2) Neuronas que presentan axén corto y que se ramifica muy cerca
del cuerpo neuronal, llamadas neuronas Golgi tipo II. 3) Neuronas
con un axén que baja y que se ramifica en una o varias capas
corticles & células en candil y 4) En neuronas que presentan

axones en forma horizontal y que reciben el nombre de células

amacrinas(35).



3) Descripcién neuronal.

Las neuronas piramidaies presentan cuerpo triangular u
ovoide, tienen dendritas apicales y basales. Las dendritas
apicales se dirigen hacia la superficie de la piamadre y pueden o
no llegar a la capa molecular donde se ramifica en un penacho
terminal, de ella también se forman dendritas basales o primarias
que se originan del cuerpo de la neurona y se extienden hacia
arriba o hacia abajo.

Diversos investigadores que han realizado estudios al
microscopio electrénico de neuronas de diferentes especies de
mamiferos, proponen que las células piramidales presentan sélo
sinApsis simétricas axosomdticas en su cuerpo celular. Las
neuronas piramidales se encuentran en todas las capas con
excepcién de la capa I y VIb (Fig.2). Mientras que las neuronas
ne piramidales estAn representadas en todas las capas de 1la
corteza, Yy tienen como caracteristica importante un axén que se
distribuye de manera total en el interior de la corteza, el cual
se ramifica en las partes cercanas al cuerpo celular. Las
neuronas no piranidales presentan sinApsis axosomAticas las
cudles pueden ser tanto simétricas como asimétricas.

Hay tres formas de neuronas no piramidales tomando en
cuenta los patrones dendriticos: a) neuronas bipolares (Fig.3)
b) neuronas multipolares (Fig.4) y birramificadas (Fig.S5) y ¢)
neuronas en candil (Fig.6) (40,14) . De las neurconas bipolares

se tienen dos tipos, que pueden ser, pequefias o grandes, sus
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Fig. 3 . Ejemplos de neuronas bipolares. Célula de la capa superior
. 11/11T;célula e de la mitad de la capa I1/11[;las cétulas a, c, f ¥

g de la capa 1V;célula d de la capa V. Todas las células ilustradas
estan libres de espinas, aungue existen también células bipolares
parcialmente espinosas. (Feldman y Peters, 1978).



Fig. 4 . Ejemplos de neuronas multipolares parcialmente espinosas.

Célula a de la capa superior I1/111;célula b de la mitad de las ca-
pas I1/I1I;célula c de la capa IV;células d, e y f de la capa V; cé
lula g de la capa VI. (Feldman y Peters, 1978).



Fig. 5 . Ejemplos de neuronas birramificadas. Céiulas a, by c de la
capa IV;células d, e, f y g de la capa V. Célula e libre de espinas.
(Feldman y Peters, 1978).



Fig. 6 . Ejemplos de neuronas en candil de la corteza visual
de la rata. Dibujos con cémara ltGcida. {Peters y col. 1982).



cuerpos son alargados o en forma de huso, con pocas sinapsis
axodendriticas, vy menor grado las axosomdticas. En ambas se
forman sinadpsis simétricas y asimétricas. Presentan axones
largos orientados hacia la superficie pial. Del polo superior o
inferior del cuerpo de la neurona se extiende la dendrita
primaria que puede ser ascendente o descendente, pero por lo
regular siempre emerge del polo superior. Generalmente el axén se
origina de 1la dendrita primaria. Las neuronas hultipolares Y
birramificadas presentan dendritas con pocas espinas o sin
espinas, Las primeras tienen cuerpc esférico del cual salen
dendritas para formar un arbol dendritico esférico, aunque
también las dendritas que emergen del cuerpo neuronal forman
un cuerpo alargado. Las neuronas birramificadas, presentan
cuerpos ovales pero mas angulosos ya que la mayorla de las
dendritas se extienden del polo superior o inferior del cuerpo
(14) . Las neuronas en candil se encuentran en las capas II,
IIT y VI de la corteza visual, la mayor parte de ellas son
bifurcadas y las dendritas se extienden tanto de la parte
superior como inferior del cuerpo alargado. Del polo superior del
cuerpo neuronal emerge el axén o de la base de una de las
dendritas inferiores, el caraActer principal es que cuando
ascienden 1los axones se ramifican hacia los lados y forman un
candil estableciendo sindpsis axoaxénicas a lo largo del segmento
inicial del axén de las neurconas piramidales de las capas II y

IIT (42).



4) Descripcién de las espinas dendriticas.

La . descripcién de las espinas dendriticas fué hecha por
primera vez en 1891, por Santiago Ramén y Cajal en impregnaciones
hechas con el método de Golgi, quien encontré ligeros
levantamientos en las dendritas de las neuronas piramidales de la
corteza cerebral de mamiferos llamdndolas espinas dendriticas,
ademas sefiald que la funcidn principal de éstas era 1la de
incrementar el Area receptora de las dendritas y ayudar de esta
manera a la formacién de sindpsis axodendriticas (3). En la
actualidad se reconoce que las espinas dendriticas son
estructuras especificas en las gque se llevan a cabo las
conexiones axoespinodendriticas (27).

Las espinas son abultamientos apendiculares que
constan de una parte distal globosa o cabeza de la espina y un
tallo que conecta a la cabeza con la dendrita. Las espinas son de
tres tipos, romas, fungiformes y filiformes, identificadas en
impregnaciones argénticas de las neuronas piramidales de 1la
corteza parietal (43). En la regién cercana a 1la dendrita
principal se encuentra un nimero minimo de espinas, pero conforme
aumenta la distancia con respecto al cuerpoc neuronal ésta
presenta mayor cantidad de espinas dendriticas. La sinapsis
mds frecuentes en las neurcnas que tienen gran cantidad de
espinas son del tipo axoespinodendritico, a las que se les
relaciona de manera funcional con impulsos eferentes (28)

(fotomicrografias 3 y 4).
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Fotomicrografla 3.~ Dendrita principal de la
neurona piramidal. Be aprecian las espinas
dendriticas (E). 500 aumantos.



Fotomicrograflia 4.- Dendrita principal de la
naurona piramidal. Se sprecian las espinas
dandrlticas (E). 1125 aumantos.



5) Conexiones de la corteza cerebral.

A la corteza visual 1llegan tres tipos de fibras
aferentes, uno formado por proyecciones de fibras aferentes
especificas que se originan del tdlamo y del cuerpo geniculado
externo, mientras que las del geniculado interno se desplazan
hasta 1la corteza acustica y las fibras que provienen del talamo
llegan al Area cortical somatosensorial. También se han
identificado que ascienden a las capas VI y V ramificandose en la
capa IV y algunas ramificaciones siguen ascendiendo para llegar a
la capa III. El segundo tipo lo forman 1las fibras aferentes
corticales de proyeccién inespecifica que se encuentran en todas
las capas corticales. El tercero lo constituyen 1las fibras
aferentes de asociacién las cuales provienen de otras Areas
corticales o de hemisferios opuestos, a través de las fibras del
cuerpo calloso.

El1 Area visual se interconecta en forma reciproca con las
Areas 18a Y 18b originadndose en las capas II, IIT ¥y V . Como
neurotransmisores corticales se tienen a las monoaminas
dopamina, norepinefrina y serotonina, que son distintos desde
el punto de vista anatémico y provienen de cuerpos celulares
localizados en el tallo cerebral, de ellos la neocorteza recibe
gran cantidad de proyecciones. Las proyecciones noradrendrgicas

que llegan a la corteza cerebral provienen del Locus Coeruleus
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que inervan las capas Vy VI, en las capas IT y III fibras
noradrenérgicas radiales, mientras que en las capas I y VI fibras
tangenciales. Las proyecciones serotonérgicas que llegan a la
neocorteza se originan del ndcleo rafe dorsal, Yy ocupan la capa
IV de manera densa, de manera menos densa las capas V y VI. Las
proyecciones dopaminérgicas que se originan en 1la sustancia
nigra y se prolongan a la corteza, son mnmuy escasas, asi
come las proyecciones colinérgicas que provienen del complejo
nuclear del telencéfale basal y lateral (31,32). En general las
neuronas monoaminérgicas aparecen muy temprano en la gestacién,
son las primeras en diferenciarse en el cerebro Yy sintetizan,
almacenan y utilizan las sustancias transmisoras antes que se dé

la maduracién de la regién cerebral que inervan (21).
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6) Periodos criticos del desarrollo cerebral.

Para el humano los primeros tres meses de vida fetal es un
periodo en gque el cerebro adquiere la forma adulta. Este mnismo
proceso en la rata ocurre dentro de las primeras dos semanas de
vida fetal. cCuando las células son destinadas a dividirse en
células nerviosas, se denomina periodo uno de "multiplicacién
neuroblAstica", esto es 2/3 del tiempo de gestacién en la rata
y hacia 1la mitad del embarazo en el humano. Al final de este
periodo de la vida el humana se posee el némero de células
nerviosas del adulto, aunque todavia se requiere mucho mas
desarrollo de ellas. No es sino cerca del nacimiento de la rata,
siguiendo el periodo de multiplicacién neuronal, cuando el
crecimiento rapido del cerebro empieza, asl se puede asumir que
las restricciones impuestas en este lapso no afectaria el ndmero
de neuronas excepto en #éreas donde la neurogénesis ocurre mas
tarde. Sin embargo puede afectar su desarrocllc tenmprano.

El préximo evento faAcilmente medible (estimando el
incremento cuantitativo del DNA nuclear en el tejido) esm un
periodom de mumerosas diwisiones de células gliales del cerebro.
Estas ¢élulas nerviosas eventualmente abundantes y su periodo
de multiplicacién son mucho mas conspicuas durante la primera
mitad del periodo de crecimiento rapido del cerebro, desde casi
el nacimiento a los 12 dias postnatales en la rata. Este periodo
muestra la multiplicacién espongioblastica (células gliales).

Durante el desarrollo muchas de ellas tienen que ver con la
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manufactura de la vaina de mielina, este aislamiento, laminado
o envoltura de fosfolipidos ayuda a conducir los impulsos en
forma rapida. La misma mielinizacién puede ser medida estimando
el incremento cuantitativo de la mielina en el crecimiento del
cerebro durante este tiempo, y se muestra fAcilmente que la
mayor parte de la fase rapida de mielinizacién ocupa la segunda
mitad del crecimiento rapido del cerebro, esperando el arribo de
las células gliales 1las cuales hacen la mielina. La
multiplicacién de 1la célula glial, mielinizacién y incremento
rdpido en el peso del cuerpo son, sin embargo, solamente tres
de los conmponentes mads fAcilmente medibles del crecimiento rapido
del cerebro y no son necesariamente los mAs importantes desde el
punto de vista funcional.

Tal vez lo mads importante de ésto es un gran proliferacién
de células nerviosas que pueden arribar antes de que empiece el
crecimiento radpido y de su aArbol dendritico. Este proceso ocurre
en el humano durante el crecimjiento rapido del cerebro dque es
postnatal. La gran complejidad de la arborizacién dendritica es
importante ya que por este medio las células nerviosas estan
conectadas sin interrupcidn en un complejo circuito eléctrico por
medio de las conexiones sindpticas { 9,11,12).

Auncque no se conocen qué factores ponen en marcha vy
detienen el mecanismo de proliferacién en cualquier regién del
sistema nervioso central, estd claro que los instantes
relativos en los que las diferentes poblaciones celulares
dejan de dividirse estan determinadas de manera muy precisa,lo

que sugiere que é&sta es una fase critica en la vida de todas las
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neuronas. Ademds parece gue la pauta de conexiones que la célula
formard queda determinada en este momento. Durante el desarrollo
normal del cerebro la mayoria de las neuronas estadn sujetas a
diversas influencias mecdnicas locales que pueden modificar su
forma. Es indudable que el ntmero y distribucién de los estimulos
que las células reciben pueden afectar de manera critica su
forma final. La mayoria de 1las conexiones parecen quedar
establecidas con precisién durante una fase precoz del
desarrollo y hay muchas pruebas de que las conhexiones formadas
son especlficas no solo a partir de regiones especificas del
cerebro sino también de determinadas neuronas. En muchas partes
del cerebro el tamafio final de la. poblacién neuronal gueda
establecido en dos etapas: una etapa precoz en la que se originan
un ndmero relativamente grande de células y otra etapa posterior
en la que el nimero de neuronas Se ajusta al tamafio del campo que
inervan. En general el factor limitante que determina el némero
final de células es el némero de contactos funcionales de que
disponen los axones de las neuronas en desarrollo. El fendmeno
de 1la eliminacién de procesos y de sindpsis fué observado por
primera vez en la inervacién de los misculos de las extremidades
de ratas jovenes. Mientras que en los animales maduros la mayor
parte de las células musculares estdAn inervadas por un solo axén,
durante la primera semana postnatal puede demostrarse gque hasta 5
& 6 axones distintos forman sinapsis con cada fibra muscular. En
el transcurso de las dos o tres semanas siguientes los axcnes
adicionales son eliminados sucesivamente, hasta que sobrevive
uno.

El cerebro en desarrollo es una estructura extremadamente
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plastica. Aunque muchas regiones pueden estar "bién conectadas",
otras como la corteza cerebral estdn expuestas a diversas
influencias, tanto intrinsecas como extrinsecas (ambientales). La
capacidad del cerebro para reorganizarse en respuesta a
influencias o a cualquier lesién localizada es en la actualidad
una de las Areas en las que mas estd trabajando la investigacién
neurcbiolégica, no solo por la obvia importancia de fenémenos
tales como el aprendizaje y la memoria y por su influencia sobre
la capacidad del cerebro para recuperarse después de la lesién,
s8ino también debido a lo que revele acerca de su desarrollo

normal {(30).
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7) Disolventes organicos.

El1 tolueno es una sustancia quimica neurotéxica que se
encuentra en gran cantidad en los disolventes orgdnicos como el
tiner, el cemento Y 1las lacas, el primero contiene
aproximadamente (40% de tolueno, 25% de metanol, 9% de hexano,
5% de heptano, 2% de acetona, 0.5% de benceno, 0.5% de xileno),
es de facil acceso para la poblacién. Y su inhalacién se ha
convertido en una de las formas de abuso mids comin en nuestro
medio (26). Los efectos téxicos que los disolventes organicos
inhalables producen en el organismo son muy conocidos en lo que
se refiere al daflo que originan en los dérganos hematopoyeéticos,
el sistema cardiovascular, los rifiones, el aparatc respiratorio y
el higado.

En el humano, se sabe que se producen los siguientes
sintomas Yy lesiones en el organismo: euforia moderada,
alucinaciones, desorientacién, crisis epileptiformes y coma,
previo nistagmus intenso. En el higado hay crecimiento dolorecso,
con necrosis miltiples en el parénquima; en el rifién, ademds de
Areas de necrosis y hemorragia se presenta albuminuria y
leucocitosis; 1la médula ésea sufre destruccién paulatina, que
lleva a anemia irreversible, trombocitopenia, granulocitopenia,
disminucién de la fagocitosis, ausencia de anticuerpos, lo que
favorece las infecciones. Ademds en el hombre puber crénicamente

inhalante puede presentarse inicio de ginecomastia; en la mujer
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hay ovulacisén alterada con dismenorreas; si existe embarazo
incipiente, puede producirse aborto espontaneo; en los testiculos
hay disminucién de la espermatogénesis, con aberracién
cromosémica hemdtica; mhltiples hemorragias cutdneas y en mucosas
sobre todo en aparato digestivo y respiratorio; bronquitis
crénica que llega al edema pulmonar. En el cerebro, se ha
observado, sobre todo en los casos de intoxicacién aguda, edema y
congestién; en los casos de intoxicacién crénica, 1los sujetos
presentan insomnic y depresién que puede llevar a huevas

inhalaciones hasta el coma (8).
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8) Estudios experimentales en animales.

Los experimentos realizados en animales comprueban que 1la
inhalacién crénica de tiner o tolueno produce alteraciones como
neuronas piramidales con tallo acanalado, neuronas picnéticas vy
degeneradas e hipertrofia neurofibrilar, entre otras (8). Se
sefiala decremento en el peso corporal y el higado en crias de
rata de 1 a 7 dlas y de 21 y 56 dlas postnatales, al exponerlas a
vapores de tolueno a 80, 500 y 1000 ppm (19). Se describe también
decremento en la actividad de 1la enzima Na+ K+ ATPasa y
alteraciones en la conducta de aprendizaje en ratas que inhalaron
tolueno en forma crénica (4,5). Se reporta también decremento en
el peso corporal, del cerebro y de la corteza cerebral, asl como
alteraciones en el contenido fosfolipildico neuronal en ratas

expuestas a tolueno por 30 dias a 320 ppm (22).
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Si bién se han realizado muchos trabajos que dan
informacién acerca del dafio provocado en el sistema nervioso
central en animales de experimentacién en la literatura revisada
no se encontraron datos en descendientes de animales que hayan
inhalado tolueno. Por lo que el presente trabajo de teésis
tiene como objetivo obtener informacién morfométrica acerca de
algunos cambios neuronales que puedan resultar en crias de rata
hembra expuestas en forma crénica a vapores de tolueno durante su
adolescencia o durante el embarazo. Este trabajo corresponde a
los hallazgos encontrados en las neuronas piramidales de 1la

'quint:a capa de la corteza visual empleando la técnica de Golgi.
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II OBJETIVO.

Determinar las alteraciones anatémicas en nheuronas
piramidales de la V capa de la corteza visual de ratas lactantes
de madres sometidas a inhalacién de tolueno durante la

adolescencia o la gestacién.

III HIPOTESIS.

El tolueno administrado a progenitores en 2 diferentes
etapas de maduracién, gestacién y pubertad, afectard el
desarrollo ulterior de las neuronas corticales de sus crias

representadas por disminucién en el nimero de espinas.
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IV MATERIAL Y METODO.
1) Animales de experimentacién.

Se utilizaron 12 ratas hembra de la cepa Wistar, 9 de
ellas de 90 dlas de edad consideradas como adultas y 3 de 70 dlas

consideradas como adolescentes, obtenidas del bioterio de 1la

Unidad de Investigacidn en Salud Infantil-INP-SS, en
agua a libre

condiciones

libres de patégenos, mantenidas con alimento y

acceso y horario de luz obscuridad de 12 horas. Se alojaron en

jaulas individuales hasta el momento del apareamiento en gue se

pasaron a jaulas familiares, donde se colocaron tres hembras con

u macho para cruza.
Las ratas adolescentes y adultas fueron repartidas en

cuatro grupcs de la siguiente manera:

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

Tres ratas adultas para el grupo campana (C) se mantuvieron
en la campana de inhalacién, pero no inhalaron tolueno.

Tres ratas adultas para el grupo gestante {(G) se les did
tratamiento con toluenc durante la gestacién.

Tres ratas adolescentes para el grupo adolescente (a}) se le
dié ératamiento con tolueno durante 21 dias previos a la cruza.

Las ratas del grupo testigo se trasladaron a cajas

individuales donde se mantuvieron todo el tiempo gque durd el

experimento.
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2) Técnica de exposicién y dosis.

La técnica de exposicién para los grupos de ratas tratadas
con tolueno, se realizé en recipientes de cristal con capacidad
de 3700 ml en el que se agregaron 0.45 ml de tolueno
(grado reactivo Merck)}, equivalente a una concentracién de 40 000
ppn Yy se dejd evaporar durante 5 minutos con el fin de obtener
una atmésfera homogénea, posteriormente se introdujo al animal.
Este procedimiento se efectud cada 24 horas durante 15 minutos,

en un horario de entre las 10 y las 13 horas.

3) Procesamiento de tejidos.

Las camadas se ajustaron a 8 crilas en el momento del
nacimiento: 24 crias para cada grupo, de las cuales la mitad se
sacrificd a los 14 dlas y la otra mitad a los 21 dlas. Las crlas
fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50 mg por kg de
peso) Yy se perfundieron por via intracardiaca con solucién de
formol fosfatos al 10% pH 7.2, 0.1 M . Inmediatamente se procedié
a extraer el cerebro, del cual se obtuvieron bloques del A&rea
visual de 2 mm de grosor que fueron tratadas segun la técnica de
Golgi(44). La cual consiste en pasar los blogues a solucién de
dicromato de potasio 2.4% y tetréxido de osmio al 0.2% durante 7
dias. Se impregnaron en nitrato de plata 0.75% durante 24 horas.
Mas tarde se hicieron cambios de una hora c/u en alcoholes

graduales 50, 60, 70, 80, 90, y 96%, se pasaron a una mezcla de
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alcohol etilico y é&ter 1:1. En seqguida se pasaron a soluciones de
nitrocelulosa diluida en etanol y éter 1:1 en concentraciones de
2, 5, 10, 15 y 30%, cada cambio de 24 horas. Se incluyeron en
una solucién de nitrocelulosa al 30% logrando su polimerizacién
con vapores de cleoroformo durante 24 horas. Se obtuvieron cortes
con el microtomo de deslizamiento de 90 micras de grosor, los
cuales se deshidrataron en alcoholes graduales de 70, 80 y 90%,
después se pasaron a una solucidn de propanol-alcohol
absoluto, mas tarde a dos cambios de propanol, se aclararon en
terpineol y xilol por 15 minutos, finalmente se montaron en

potaobjetos con resina sintética.
4) Andlisis morfométrico.

Los parAmetros que se analizaron fueron: profundidad de
las neuronas, longitud de los ejes mayor y menor del cuerpo
neuronal Y el numero de espinas a lo largo de 1la dendrita
principal en segmentos de S0 micras (fig.3).

Se seleccionaron las laminillas que contuvieran el area
visual con ayuda del atlas estereotdxico de Paxinos y Watson
(38), y que presentaron neuronas impregnadas y se leyeron todas
las neurcnas piramidales de la V capa de la corteza visual.

La medicién de la profundidad de las neuronas se llevéd a
cabo, midiendo desde la superficie de la corteza hasta la base
del cuerpo neuronal.

El eje mayor del cuerpo neurcnal se midié desde el origen
de 1la dendrita principal, hasta la base de la neurona donde’
emerge el axén.

Para determinar el eje menor se midid el cuerpoc neuronal
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en su porcién transversal.

La cuenta de espinas dendriticas se llevé a cabo a 1lo
largo de 1la dendrita principal en segmentos de 50 micras, se
tomaron en cuenta las espinas dendriticas que se observaron a los
lados de 1la dendrita principal, no asl las anteriores vy
posteriores de la misma.

Las mediciones se llevaron acabo en un microscopio de
campo claro marca Zeiss, con reglillas oculares calibradas y con
un objetivo de 100x de inmersién, excepto para la profundidad de
las neuronas cuya medicién se realizé mediante un objetivo de
10x.

Una vez gue se concluyeron las mediciones de las neuronas
piramidales de 1la V capa de la corteza visual, entonces se
procedié a quitar la etiqueta que cubria los datos de edad y
condicién a la que correspondlan cada una y los datos fueron
analizados estadisticamente por medio del andlisis de varianza vy
prueba de Tukey (paguete estadlstico para las ciencias sociales y
de la salud - SPSS versién 3.0). Consistid en comparar tedos los

grupos entre si.
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V RESULTADOS.
1) AnAdlisis de espinas dendriticas.

Comparacién del numero de espinas entre los grupos  testigo
{(T), campana (C), adolescente (a) y Gestante (G}, a los 14 y 21
dias de edad.

A los 14 dias.

Testigo VS: C, a, G

El grupo adolescente presenta disminucién significativa en
todos los segmentos excepto en el primerc en el gque aumentéd
{grdficas 1-6). El grupo gestante exhibe disminucién en todos los
segmentos siendo significativa en el segmento de 150-200 micras,
excepto en el primero en el gque aumentd® (grafica 4).

Campana VS: a, G

El grupo adolescente muestra disminucién significativa en
todos 1los segmentos excepto en el primero en el gue aumentd
(gradficas 1-6). El grupo gestante exhibe disminucién en todos los
segmentos siendo significativa en los segmentos de 100-150,
150~ 200, 200~-250, 250-300 micras, excepto en el primero en el
que aumentdé (graficas 3-6).

adolescente VS Gestante

El grupoc adolescente muestra disminucién en todos 1los
segmentos siendo significativa en los segmentos de 50-100,

100~150,200-250, 250-300 micras (graficas 2,3,5.6).
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A los 21 dias.

Testigo VvS: C, a, G

El grupo campana exhibe disminucién en todos los segmentos
siendo significativa en el segmento de 100-150 micras (grafica
9). El grupo adolescente presenta disminucién significativa en
los segmentos de 100-150, 150-200, 200-250, 250-300 micras,
excepto en el primero en el que aumentd (graficas 9-12). El grupo
gestante muestra diferencias significativas en los segmentos de
100-150, 150-200, 200-250, 250-300 micras, excepto en el primero
en el que aumentd (graficas 9-12).

Campana VS: a, G

El grupo adolescente presenta disminucién significativa en
el segmento de 150-200 micras, excepto en el primero en el dque
aumentd (grafica 10). El grupo gestante muestra disminucisén
significativa en el segmento de 150-200 micras, excepto en el
primero en el que aumentd (grafica 10).

adolescente VS Gestante

No se encontraron diferencias significativas.
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ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO DE 50
um EN AMIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.1. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
al grupo adolescente con el gestante. * p&0.05



PROMEDIO DE ESPINAS EN EL SEGMENTO DE
100 urs EN ANIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.2. En el primer blogue se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blaque
al grupo adolescente con el gestante. * p&0.0S



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 150 um DE ANIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.3. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demas grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
al grupo adolescente con el gestante. * pe0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 200 um EN ANIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.4. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
al grupo adolescente con el gestante. * p&0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 250 um EN ANIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.5. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demas grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blogue
el grupo adolescente con el gestante. * p0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 300 um EN ANIMALES DE 14 DIAS
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Grafica.6. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demas grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blogue
el grupo adolescente con el gestante. * pg0.05
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ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 50um EN ANIMALES DE 21 DIAS
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Grafica.7. €n el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demés grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
el grupo adolescente con el gestante. * pg0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 100 um EN ANIMALES DE 21 DIAS
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Grafica.8. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demés grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
el grupo adolescente con el gestante. * p&0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 150 um EN ANIMALES DE 21 DIAS
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Grafica.9. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo blogue el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blogue
el grupo adolescente con el gestante. * pg0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 200 um EN ANIMALES DE 2] DIAS
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Grafica.10. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demés grupos. En el segundo bloque el grupo campand
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blaoque
el grupo adolescente con el gestante. * pg0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 250 um EN ANIMALES DE 21 DIAS
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Gréfica.11. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo bloque el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer bloque
el grupo adolescente con el gestante. * p&0.05



ESPINAS DENDRITICAS EN EL SEGMENTO
DE 300 um EN ANIMALES DE 21 DIAS
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Gré&fica.12. En el primer bloque se compara al grupo testigo
con los demds grupos. En el segundo blogue el grupo campana
contra el grupo adolescente y gestante. En el tercer blogue
el grupo adolescente con el gestante. * p&0.05



VI DISCUSION,

Los datos revelan que la inhalacién de toluenc en la etapa
juvenil o de embarazo afecta los procesos de maduracién de las
espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la V capa de
la corteza visual de los descendientes, ya gque estos aunque
siguen el patrén de densidad de espinas dendriticas, y el
indicado por otros investigadores Valverde (48), Miller (33),
Parnavelas (34}, Peters (40), quienes sefialan gue en las partes
préximas  al cucrpa neurcnal el némero de espinas es menor y
conforme aumenta la distancia al cuerps celular el némero aumenta,
en los que se nota mayor densidad en la parte media de 1la
dendrita principal, y disminuye en las porciones mds alejadas. En
el presente trabajo, los resultados del némero de espinas
dendriticas de los grupos experimentales quedan por debajo de los
grupos testigo , siendo mds evidentes a los 14 dias de edad.

Alteraciones similares han sido reportadas en la corteza
cerebral, aunque en animales sometidos a desnutricién (45,7). La
deshutricién protéica prenatal y postnatal produce a los 30 dias
de edad decremento en el nimero de espinas en las dendritas
primarias y secundarias de las células multipolares, fusiformes y
ovoides, en los niclecs Rafe dorsal y Locus coeruleus ¥ en las
célnlas birramificadas, multipolares y bipolares de 1la corteza
visual de la rata (6). En animales que fueron mantenidos de
manera aislada (49). En animales que fueron sometidos a

restriccidn motriz (44).
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burante la embriogénesis las aferencias monocaminérgicas
inervan a la neocorteza y exhiben una organizacién pionera neural
(15, 21, 35). El patrén de maduracién dendritica ocurre durante
las tres primeras semanas de vida postnatal, éstas segin el medio
al- cudl estén sujetas, pueden sufrir cambios, afectando a las
neuronas gue presentan un desarrollo tempranoc como es el caso de
las neuronas piramidales de la V capa de la corteza visual, para
retardar el proceso de maduracién de los sistemas aferentes
especificos que llegan a la neccorteza y de esta manera afectar
la maduracién de la arquitectura postsindptica por no presentarse
la influencia inductora para que se lleve acabo la sinapsis.

Al relacionar nuestros datos hay gque tomar en cuenta un
factor importante como es la unidad materno-fetal y considerarla
extensa exposicidén fetal al tolueno por via materna. E1 usc de
drogas durante la gestacién promueve efectos adversos en el
desarrollo de los fetos. Es evidente que la placenta no actua
como una verdadera "barrera" protectora para los fetos contra la
exposicién al consumo de drogas por la madre durante la
gestacién., La intensidad del efecto de la droga en los fetos o
los neonatos estd en funcién del tiempo de exposicién de 1los
fetos a las drogas por via materna y la accién farmacocinética de
la droga en la madre y los fetos. La oveja prefiada se ha tomado
como modelo para estudios de farmacocinética. Hay tres tipos
posibles de un modelo abierto de dos compartimentos que describen
la disponibilidad de la droga en la madre Y los fetos. El primer
modelo sugiere gque 1la droga puede ser eliminada sole por el
compartimento materno basado en hallazgos recientes de que los

fetos de muchas especies animales son deficientes en citocrome
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P-450 eslabdén de 1la cadena del transporte de electrones .y
relacionado con 1la actividad enzimdtica (37), por 1lo que se
supone gque los fetos no tienen capacidad significativa para
eliminar las drogas. El segundo modelo, considera que la droga
puede ser eliminada solamente por el compartimento fetal, vya
que es altamente contradictorio de gque una droga sea eliminada
por los fetos y no por la madre, se descarta. El tercer modelo,
propone que la droga puede ser eliminada de ambos compartimentos
materno y fetal. Ya que estudios recientes, sin embargo, muestran
que el higado del fetg’humano (51,38), y el higado del feto de
ciertos primates (13), contienen citocromo P~450, demuestran la
capacidad para metabolizar la droga por la mitad de la gestacién.
La rata, el ratén, el cerdo de guinea (20) y conejo (16,43), en
todos se ha encontrado que contienen una capacidad muy baja para
oxidar las drogas Y otros compuestos externos hasta
después del nacimiento. Dependiendo de 1la especie animal se
va a escoger el modelo mads apropiado para decribir la
disposicién de 1la droga en la unidad-materno fetal. Aunque el
tolueno, al igual gue otros disolventes orgdnicos acttlan sobre el
sistema nervioso central, hasta ahora no es posible
responder, si las interacciones de sus efectos son directamente
sobre las proteilnas o sobre el medio fosfolipidico de las
membranas neurcnales gque rodean a la proteina, que interactuan
dindmicamente para facilitar los cambios conformacionales en
estos componentes protelnicos de la membrana celular (46, 47). Se
cree que en estas interacciones toman el lugar de los lipidos en

la membrana (23), o alterna con las proteinas de la membrana
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{17,18) iy como el feto vive dentro de un medio controlado
fisiologicamente por 1la madre, es de suponerse que las
exposiciones al tolueno influyen sobre é&ste a través de la
“barrera" placentaria alterando la maduracién de las inervaciones
monoaminérgicas y de ésta manera afectar el desarrollo de 1las
neurconas. Por lo que una probable explicacién de la disminucién
en el nimero de espinas dendriticas en las crlas a los 14 y 21
dias de edad, podria estar relacionado en una reduccién de las
inervaciones talamocorticales, asi como inervaciones
noradrenérgicas radiales que vienen del Locus coeruleus o a las
inervaciones gabaérgicas las cuales inervan a la corteza en
etapas tempranas del desarrollo.

La disminucién en el nimero de espinas en las crlas de
madres que inhalaron tolueno en forma crénica durante la
adolescencia, puede ser debida al efecto acumulativo del solvente
sobre las células del cuerpo de la madre en dgeneral gque se
manifieste a largo plazo y de esta manera afectar a los neocnatos
a los 14 y 21 dias de edad cuando la madre quedd prefiada al
ponerse a cruza después del periodo de inhalacién.

Por otro lado las diferencias encontradas en los grupos
testigo se debe a la variacién de las condiciones experimentales
ya que el grupo testigo de aire inhald aire en un espacio
reducido semejando las condiciones ambientales lo que sugiere que
haya probablemente un efecto de hipoxia que se manifieste en una
disminucién en el némero de espinas como lo indican los valores
presentados en los cuadros.

Aungque en la literatura revisada no se encontraron

trabajos sobre la estructura y maduracién de 1la corteza
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cerebral en descendientes de madres jéQenes y adultas que
hayan sido expuestas a vapores de tolueno en forma crénica, sin
embargo encontramos reportes de trabajos sobre otras
estructuras orgdnicas: como la exposicién a tolueno a désis bajas
aumenta los niveles en la fosforilacién en las protelnas de
membrana en el cerebro anterior en la rata y especialmente en el
estriado, asl como reducciones en la velocidad de recambioc de
catecolaminas en el estriado de la rata (50). En el hipotalamo,
désis bajas de tolueno causa incrementos en los niveles de
catecolaminas y velocidad de racambio, asl como incrementos en
los niveles de prolactina en el suero (1).

Como el tolueno es considerado como un agente teratogénico
y carcinogénico, probablemente induzca cambios metabslicos, por
lo que nuestros datos apoyan el hecho de que 1la intoxicacién
crénica con tolueno durante la etapa juvenil o el embarazo
produce alteraciones en la descendencia. Y como se sabe, en la
rata el desarrollo neuronal comienza en el periocdo fetal, para
terminar en periodos posteriores al nacimiento, los cuales se
consideran etapas crlticas para el cerebro ya que son etapas
cuando crece y se desarrolla, por 1lo que, la aplicacidn de
tolueno durante cualquiera de éstas etapas del desarrollc del

cerebro produce disminucién de los parAmetros citoarquitecténicos

neuronales.
Consideramos necesario complementar este trabajo
morfométrico con estudios bioquimices, fislolégicos y

conductuales, para lograr un mejor entendimiento de los cambios

encontrados en nuestro trabajo.
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VII CONCLUSIONES.

Efectos producidos por la inhalacién de vapores de
tolueno:
a). El1 tolueno administrado a los progenitores durante 1la
adolescencia o la gestacién produce disminucién en el ndémero de
espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la V capa de

la corteza visual de las crlas.

b). La densidad de espinas dendriticas del grupo de crias a
los 14 dlas cuya madre inhalé vapores de tolueno durante su
adolescencia fue significativamente menor que el grupo de crias
cuya madre inhalé durante la gestacién, indicando un posible

retrazo en el patrén de sinaptogénesis.

c). A los 21 dias no se encontraron diferencias, por el
incremento en el n@&mero de espinas en el grupo adolescente

mostrando posiblemente una recuperacién estructural.

d). Los vapores de tolueno no afectaron el tamafio y la posicién

de las neuronas de la V capa de la corteza visual.
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