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RESUMEN

Con la finalidad de conocer las alteraciones producidas
por la exposicidon materna a tolueno sobre los testiculos de
crias, se utilizaron 15 ratas albinas Sprague Dawley gue
fueron divididas en 3 grupas de 5 ratas; un . testigo,
exposicion del dfa 1 al 21 gestacional (1) y exposicion
del dfa 15 al 21 (II). Para la eyposicion se utilizd una
cdmara rectangular de cristal con sistema regulable de
aer=2acion en la cuidl se colocaron 2 recipientes con 100 ml
de tolueno media hora antes de introducir las ratas, con la
finalidad de crear una atmosfera de tolueno. Los animales
fueron ypuestos durante 10 minutos, dos veces al dia a
intérvalos de 8 horas. Al nacimiento y 20 . dias
postnatales se seleccionaron de 4 a 9 crfas machos por
grupay las cudles fueron perfundidas por via intracardiaca
con una solucion de formaldehido/glutaraldehido, se
disectaron los testiculos que fueron sometidos a una
posfijacidn por dos horas con la misma solucion, poste-
riormente se procesaron histologicamente para su estudio
descriptivo y semicuantitativo. En =21 grupo I recién nacido,
se encontro proliferacion anmnormal de tejido germinal, ya que
solo se presentd en algunas zonas sabre la lamina basal, asi
‘'mismo, la mayoria de los tubulos fué de forma redonda y con
distribucidn hacia la periferia testicular; también en
algunos tubulos  se presentd la disminucién del didmetro y
una menor proliferaciéon de espermatogonias. En el grupo Il
(15-21) se presenta el valor mids elevadeo de tdbulos
seminiferos y de espermatogonias.y los tdbulos fueron de
forma oval. A los 20 dias de edad el grupo Il (exposicion
15-21) presentd una mayor proliferacidn de espermatogonias,
ademis el espacio intersticial se encontrd reducido. En ésta
edad no se encontrd diferencia estad{stica en el numero de
tubulos seminiferos entre los experimentales y el control.

Por lo anterior se puesde concluir que el tejido testi-
cular resulto ser vulnerable al tolueno.



INTRODUCTION.

En 1la industria se wutilizan grandes cantidades de
salventes orgidnicos, por lo que los trabajadores
frecuentemente estdn expuestos a2 combinaciones de estos (1).

Los trabajadores involucrados en la producciéon, el uso
Yy transporte de compuestos quimicos estin expuestos a
numerosos solventes capaces de provocar dado al contacto can
el cuerpo humano. Las alteraciones causadas par el efecto de
solventes pueden tener un rango desde wun trauma agudo
provocado por quemaduras e irritacion de la piel hasta dafios
crénicoé‘degenerativos tales como lesiones orginicas y del
Sistema Nervioso Central (SNC) (2).

Los adolescentes deliberadamente se exponen en forma
recreacional a' la inbalacién de vapores de una amplia
variedad de compuestos volatiles (3). Los solventes que més
frecuentemente se utilizan para autointoxicacion son los
compuestos que contienen tolueno, benceno, metanol, acetona
y n—-hexano. En México, quizas por sﬁ bajo costo y faicil
accesibilidad en el comercio s; usan comunmente los
pegamentos y el thinner (1).

Los principales efectos por 1la inhalacion de solventes
industriales y cemento para zapatos se atribuyen al tolueno,
hidrocarburo aromatico conocido también como tonsol, toluol,
metilbenceno o fenilmetano, fué descubierto por Pelletier v

Walter en 1835. Es un ligquido incoloro que se abtiene del

alquitréan de hulla y del petroleo, tiene un olor parecido al



del benceno. Se absorbe a través de la piel y las mucosas,
asi como por los tractos respiratorio y digestivo(4,5).

_El tolueno es un solvente orgdniceo gque se utiliza en
una gran diversidad de productos, desdé la elaboracion del
TNT hasta formar parte del thiner, gasolina, disolvente de

lacas e insecticidas en aeroscol, de tintas para la industria

grafica y textil. Se considera dentro de los margenes de
seqguridad 1la presencia de hasta 200 p.p.m. en el aire,
cantidades mayores hacen sentir los efectos de la

intoxicacion aguda que se caracteriza por cefalea, fatiga y
confusién, en otros casos nauseaé, vomitos y trastornos del
equilibrio, ocasionalmente puede haber pérdida de la
conciencia y conducta psicopata (1). Ademis, su posesion y
uso tiene pocas consecuencias legales y desafortunadamente
la mayoria de los adictos al tolusno no manifiestan
toxicidad sistémica o neurologica durante el tiempo
necesario para el desarrollo de dependencia (&), es par aso
gue cuando estos efectos son observables en el ;ndividuc,
ya se han producido lesiones irreversibles en el sistema
nervipso sobre todo de tipo desmielizante (1).

La inhalacidn de tolueno puro vy pegamentoé ha tendido a
ser mas frecue:' @2 en las uUltimas tres décadas, éstas

sustancias se han popularizado como agentes recreativos

psicotropicas de inhalacian directa, los efectos toxicos
también sa manifiestan en h{gado, rifones, médula oOsea e
inclusive llega ocasionalmente a2 producirse la muerte

repentina par arritmias cardiacas (1,7)



La inhalacion es la via mas comin y ripida de
incorporacion del solvente, una vez en 1la sangre se une a
fosfolipidos, posteriormente se separa de éstos y se
depaosita en tejidqs lipfdicos por su elevada afinidad a las
grasas, por lo que la mayor concentracion dentro del
organismo se encuentra en los tejidos de alto contenido de
l1ipidos sobre los gque se ejerce su accion lipolitica, como
en el SNC, hféado y rifiones por lo que es posible que
también se incorporen a tejido testicular debido a la gran
cantidad de hormonas esteroides que aqui sg producen y cuyos
precursores son lipidos (8,%9).

La exposicion cronica con efectos neuroticos en

trabajadores de la industria se manifiesta por cefalea,

disminucién de la capacidad de trabajo, insomnio, poca
capacidad de concentracion, anorexia e irritabilidad, que en
mas de los casos son reversibles al cesar la exposicion al
disolvente. Sin embargo en individuos que presentan sindrome
cerebral organico, persisten las alteraciones dos y cinco
afios después (10). La inhalacidn cronica del tolueno puede
terminar al final en demencia orgdnica (1,11).

También se ha demostradeo la embriotoxicidad de los sol-
ventes bajo condiciones de exposicion ocupacional, abusao
voluntario y mediante experimentos con animales de labora-
torio, los solventes pueden atravesar por difusion la
barrera hematoplacentaria y llegar al producto a través
del ﬁaquete vascular umbilical (12,13), provocando cambios

en la concentracion de oxfgeno, alterando con ello el meta-



bolismo fetal (14). El producto .por su inmadurez es mis
vulnerable a los efectos toxicos de éstos agentes (12,13},
entre las lesiones teratogénicas resultantes del abuso ma-
terno del tolueno éstén? microcefalia, anencefalia, disfun-—
cion del SNC, deficiente desarrollo corporal, dislalia vy
mal formaciones congénitas principalmente de la cabheza, como
fisura palpebral, ojos profundas y micrognacia entre otras
(8,15),. También se ha reportado alta incidencia en la dis-—
minucidn del peso corpoaral al nacimiento y asfixia en infan—
tes que provienen de mujeres que trabajan.en un area de alta
¥posicion a tolueno durante g1 embarazo (146).

lLas alteraciones que se producen dependen del periodo
de gestacién en gue se encuentren las madres, duracion vy
nivel de exposicion; por ejemplo, en 1a exposicidon a éter y
cloraforma utilizados como anestésicos el feto sﬁfre mas da-—
fio cerebral y orgédnico por hipoxia en el Qltimo.tercio de la
gestacion ya que admentan las necesidades de Dxfgenﬁ y nu-
trientes (17).
. Por estudios en humanos, se ha observado que existe
cierto grado de asociacion entre los efectos causados por 1la
exposicion a solventes orgdnicos vy los desdrdenes de
s{ndromes mielodispldsticos y leucemias (18). Por otra par-
te, la exposicidn ocupacional a mutdgenos quimicos y solven-—
tes organicos como el benceno y tolueno pueden provocar
efectaos de alta incidencia a nivel cromosomal principalmente
en el ser humano se ha observado la presentacion frecuente

de aberraciones cromosomales (19)., Asi como también, en



pacientes con historia de exposicion diaria a solventes
orginicos el numero clonal de aberraciones cromosomicas es
especialhente mas elevado; ademis la exposicion puede estar
asociada con caracteristicas citogendticas de cambios en
células de 1inf0mas (20). Por medio de un estudio realizado
en 27 trabajadares expuestas a tolueno por un periodo mayor
a 9 aﬁos; después de la cesacion de la exposicion se ha -
identificado una elevada incidencia de aberraciones de tipo
cromosomico a nivel de linfocitos (21).

Asi mismo, se han reportado graves dafos a nivel
testicular provocados por la exposicion a solventes
organicos.

El testiculo es una gldndula citégena tubulosa rodeada
de una cépsula fibrosa llamada tdnica albdginea hacia 1la
cual se extiende radialmente -un engrosamiento de tejido
conjuntivo llamado mediastino testicular que forma tabiques
fibrosos 1llamados Septula testis que divide al oérgano en
lobulillos testiculares, compuestos cada uno de 4 tubulos
seminiferos de 153G a 250 nm de didmetro y de 30 2 70 cm de
longitud, :.los cuales constituyen 1la parte exocrina del
testiculo, cuyo  praducteo de secrecion holocrina
loconstituyen los espermatozoides. En 1la cara interna de la
tinica albuginea el tejido se continua con 1la tanica
vasculosa del testf&glo provista de vasos sanquineos, a
partir-de esta el tejido se extiende para distribuirse en
los intersticios de los tubulos seminfferns, este tejido se

compone de fibroblastos, macrofagos, células cebadas vy



células de Leydig que constituyen el tejido endocrino del
testicula (22).

Ltos testfculos se desarrollan precozmente durante la
vida embrionaria. Aproximadamente a partir de 1la 4a semana
de vida intrauterina en humanos, aparecen en la linea media
entre el mesonefros y &1 mesenterio dorsal de. las crestas
gonadales, la llegada de las células germinazles se inicia a
la &ba. semana. Del pliegue gonadal proliferan células
epiteliales que se introducen en 2l mesénguima formando los
:Drdénes sexuales primarios gque proliferan de la éa a la Ba
semanad y se introducen 2 la médula gonadal anastomosdndose
entrelsi formando los cordones testiculares. Hacia el hilio
de la gléndula se originan los tubos de la red de Haller o
rete testis. Los cordones testiculares se separan del
epitelio superficial por tejido fibroso durante 1la 7a.
semana, forméﬁdose 'a tdnica albdginea que forma la cdpsula
del testiculo. En el 40 mes de vida inatrauterina los
cordones testiculares adquieren forma de herradura. Laos
extremos se estrechan y forman los conductos rectos y el
arco de la herradura’ se enrrolla en furma de conducto
contorneado. Las células epiteliales de los cordanes
testiculares se convierten en las células sustentaculares de
Sertoli (Z23).

Las células de Leydig se desarrollan a partir del
mesénguima situado entre los conductos seminiferas y abundan
particularmente del 4g al éao mes de vida embrionaria.

El descenso de los testfculos se inicia entre el 79 vy



80. mes de desarrolle embrionario y puede no estar completo
antes de; nacimiento (24).

En las ratas la linea germinal se establece a los B8
di{as de desarrollo embrionario, las células aparecen en el
saco vitelino en la base del alanteoides, éstas se mueven al
intestino dofsal mesenguimatoso alojindose en la cresta
genital a partir del dia 11 embrionario, £1 numero original
se incrementa por mitosis, en el macho la actividad mitotica
de las células germinales inician los avances en la
maduracién y sucesidn en la espermatogonia vy maduracion de
los espermatozoides. La maduracion gonadai comienza entre el
dia 11 y 2 embrionario, aunque en las células germinales
todavia na se distingue el sexo. En lo concerniente a los
machos, las células germinales son  mas dispersas vy

los cordones

Tl

desarrolladas y a partir del dia 1
testiculares pueden ser identificados (25). Estos cordones
testiculares aumentan su longitud, se hacen mis sinuosos Yy
se convierten en canaliculos seminferos. Los elementos
indiferentes de la pared de los canaliculos se conQierten en
las células de Sertoli (26), cuya diferenciacion no es total
hasta la pubertad, éstas ce&lulas se as%entan sobre la
membrana basal del tubulo mediante un pie ensanchado vy
estrechandose progresivamente alcanzan la cavidad del
conduc?illo semin{fero. Su nucleo es pobre en cromatina,

dotado de un nucleolo bien perceptible cerca de la base

(27), son elementos de sostén cuya funcion es proporcionar

apoyo mecanico ¥y nutricional a las espermitides %



espermatozoides &n maduracion, participan en la liberacisn
de espermatozoides maduros hacia 1a luz tubular (28, Z9).

El epitelio germinativo estd constituido por células
germinales que se encuentran embebidas en hoquedades
citoplasmiticas de las células de Sertoli (27).

Las espermatogonias son células intra tubulares ovoides
de gran tamafo y se forman a partir de las células sexuales
primitivas y tienen 1la finalidad de seguir dividiéndose
después de la pubertad para formar espermatozoides; gracias
a la accion de la FSH (Hermona folfculo estimulante). La
farmacion de espermatozoides - en la rata adulta -comienza
alrededor de los 50 dfas de edad (30, 31).

Las ceélulas intersticiales del testiculo o células de
Leydig son de origen mesenquimatoso, son de gran tamafio y se
encuentran en el tejido conjuntiveo laxo entre los tubulas
seminiferos, 2 vece&! se pueden encontrar en la albdginea y
el cordan esperméfico, presentan gran desarrollo del
reticulo endopldsmico liso, Pigmentos de tipo lipofusinico y
a partir de la pubertad frecuentemente en el citoplasma se
presentan algunos cristales de albuamina, su principal
funcion s la sintesis de testosterona, gracias a la accion
de la ICSH (hormana estimulante de las células
intersticiales) (28, I2).

Por medio de estudios primérios se ha determinado que
la exposicion paternal en humanos a diferentes solventes
(incluyendo al tolueno), pueden ocasionar trastornos en la

espermatogénesis (33).



La Exposicién a 2 hexano y 1,2 digromo I cloropropano
produce efectos gonodotoxicos sobre la actividad testicular
en rata;; la cambinacion de éstos compuestos inhibe la
capacidad esteroidogénica de los testiculos en rata, éstos
compuestos provocan la inhibicion de la actividad de 17-alfa
hidroxilasa, la cual produce cambios significativos en el
pesa de ios testiculos y el contenido de proteinas
testiculares. Los resultados'de este estudio indican que las
células esteroidogénicas de los test{culos, las células de
teydig son los sitios ﬁrimarios de los sfectos toxicos de
éstos agentes en los test{culos de ratas (34).

En estudios realizados con fluotano (4 nitro-3
trifluor-metilisobutiramida) se demostro que ésfe compuesto
induce importantes cambios 2n el crecimiento de ratas
machos asi como también, se afecta la histologfa testicular
presentiandose un decremento del 20% en la diyisidn de
espermatogonias; por atra parte éste \campuesto afecta la
fertilidad 2n un 48% (35).

Asi mismo, se ha demostrado que las daros causados en

test{culo pueden ser reversibles dependiendo del tiempo de

exposicion, cantidad y estructura quimica del compussto
empleado para la expusiéién antre otras variables, ésto se
demostrd mediante un estudio realizado en ratas, expuestas a
diferentes concentraciones de 2-metoxietil eter (diglyme) y
a 2-metoxietanol (Z-ME), durante dos semanas. Después de 14,
48 y 84 dfas de post exposicién, se observé que el dafo a

nivel de células germinales, pablacién de espermatocitos en



los +tubulos del epididimo y la reversibilidad de la
espermatogénesis inducida por Z-metoxietanol (ZOOAppm) fue
mis severa que la causada por Z-metoxietil eter (diglyme)
(370 ppm),aungue los dados de la exposicion a 1100 ppm de 2~
metoxietil e2ter fueron ligeramente mas remarcados (3b6).

También se han reportado dafos par la expasicion
maternal a algunos solventes; un estudio realizado en ratas
que fueron expdestas al final de 1la gestacion a l=a
inhalacian de é&ter vy clorofarmao ‘al ser evaludos sus
productos al nacimiento se encontrd proliferacidn anormal de
tejido conectivo en los testiculos de los machos, con
aumentao del area testicular, células de Leydig de mayor
tamaéo y tubos semin{feras de perfmetro superiar (37). Sin
determinar la fuﬁcicnalidad de éstos arganos en efapas
posteriores.

Asi mismo, se - desconoce si este dario fué causado por
efecto directo a los test{culos o por un - dafo a nivel del
SNC, especificamente en la glidndula hipofisis en su parte
anterior, ya que funciona durante 1la mayor parte de la vida
fatal y secreta las mismas hormonas troficas que 1la
gliandula adulta. La hipofisectomia fetal impide el
desarrollo normal de las glandulas tiroides, suprarrenales y
los testiculos, pdncreas y ovarios son poco aféctados
(Z28,39).

Por aotra parte, se ha observado que la ingestidn de
alcohol puede alterar 1% relacion hipdfisis~gonadal a través

del dafe a nivel de los receptores androgénicos del

11



hipotalamo y cuerpo pituitario (40}).

En base a 1z consulta realizada fué notable el bajo
numero de estudios realizados tanto de tipo estructural como
bioguimicos écerca de los efectos que causa la inhalacian
materna a bajas désis de solventes orgdnicos sobre los
test{culos de crias.

Por 1lo anteriormente sefalado, en este trabajo se
analizaron los efectos que causa la expaosicién prenatal a
bajas dasis de toluené sabre el desarrolleo de las
diferentes estirpes celulares del tejido gonadal masculino,
mediante un estudio semicuantitativo y la observacian
histolagica del testfculo al nacimiento y en la etapa

posnatal inmediata.
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JUSTIFICACION:

La inhalacian de solventes orgdnicos tanta en forma
voluntaria coma . por exposician laboral, actualmente
constituye un grave problema de salud pablica dentro de
nuestro pais; ya que la intoxicacion por éstos elementos

‘
provoca alteraciones a nivel oaorganico en forma ggneéal, asi
coma dafa en las ceélulas germinales masculinas vy
femeninas.

Son escasos los estudios que nos permiten comprender
el dafio causado por la inhélacién prenatal a los solventes
orginicos y especialmente los efectas a nivel de testfculao,
por lao que resultd de gran interés realizar este estudio,
mediante 21 cudl se determimparon los dafos morfoldagicos y
citolégicos en las testiculos de productos provenientes de
madres expuestas 2 la inhalacidn de bajas ddsis de taluena
durante diferentes etapas de la gestacion, con el objeto de

establecer la vulnerabilidad de é&stos érganos a saolventes

orgidnicos como el tolueno.

13



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El tolueno es un salvente orgdnico que tiene 1z
capacidad de atravesar las membranas placentarias y llegar 2
la circulacién fetal provocando graves dafas a los
productos.

A pesar de los efectos genotoxicos reportados por la
inhalacian a bajas dosis de tolueno z las Que se exponen
frecuentemente madres gestantes bajo condiciones laborales,
no se han realizado suficientes estudios sobre el efecto
téx;co del tolueno a nivel de testfculos; laos cuales pueden
resultar afectados por la inhalacion de este compuesta,
debido a que no existe ningan mecanismo protéctor hemato-
testicular, lo que facilita el libre paso de éste compuesto

-

hacia el parénguima y el estroma testicular. Par otra parte,

;

en el testiculo se lleva za cabo 1la produccisn de hormonas de
tipo esteroide inclusive durante la fase prenatal de lo cual
resulta una gran afinidad de éste compuesto al tajido
testicular.

Ademis, cabe mencionar que las células de la 1{n=a
ge;hinal que constituyen los cordones testiculares se
en:pehtran en proceso activo de mitosis durante la etapa
prenatal y perinatal, por lo que la exposicion al tolueno
puede pravocar danos estructurales que probablemente se
manifiesten pof alteraciones en la fertilidad. Asi pues,

mediante el presente estudio se determinaron los efectos de

"la exposicidn a la inhalacidn del tolueno a bajas dosis en



productos de madres gestantes sobre la estructura
histqlégica testicular, y se establecié la vulnerabilidad de
las diversas estirpes celulares testiculares a éste
compuesto inhalgdo en dos diferentes periddos de la

gestacion.



HIPOTESIS.

El tolueno tiene una alta afinidad por 1{pidos, por lo
que es capaz de atravesar la membrana hematoplacentaria y
afectar 2 organos ricos‘en lfpidns del feto entre ellos el
tejido gonadal, el cuial por encontrarse en desarrollo lo
hace mis vulnerable, por lo tanto resultan alteraciones
morfolagicas en las diferentes estirpes celulares del

test{cula.



OBJETIVO GENERAL.

Estudiar las caracteristicas histulégicas de las
principales estirpes celulares testiculares en crias
‘expuestas transplacentariamente al tolueno por inhalacion de
las madres durante diferentes periodos de 1la vida

intrauterina.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

A} Practicar un estudio descriptivo histolégico de las
estirpes celulares testiculares al nacimiento y 20 dfas de
edad.

B) Realizar un andlisis semicuantitativo del numero de

tibulaos seminifer—</unidad de superficie asi como la

densidad numérica de espermatogonias 'en tubulos de

animales control y experimentales.

17
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MATERIALES Y METODOS.

Se wutilizaron - 15 ratas albinas Sprague-Dawley de
segundo harto alojadas en jaul;s individuales, alimentadas
con dieta balanceada para roedores Yy agua en abundancia,
sujetas a un ciclo de luz—obscuridad de 12x1Z horas. Después

de comprobar la regularidad de sus ciclos estrales, las

ratas se aparearan con los machos durante una noche.- Se

determind el primer dia gestacional por 1la presencia de

esparmatozoides en un frotis vaginal.

<
Una vez comprabada la prefiez, se formaron tres grupos

,

de 5 ratas cada uno, los cudles fueron manejados de la

sigquiente manera:

Grupo 1: Los animales fueron expuestos desde el dia 1 al 21

de 1la gestacion (GESTACION COMPLETA), en una 4dtmasfera

~

.saturada de vapor de tolueno durante 10 minutos manana y

tarde y con intervalos de 8 h, para lo cuidl se utilizd una
camara de cristal con sistema requlsble de aereacidn.

En la ciamara se colocaron 2 recipientes con 100 ml de
tolueno cada wno media hora antes de introducir las ratas
con el fin de crear una atmosfera de tolueﬁa en la cdmara.

Grupo 2: Estos animales fueron manejados da la misma
forma, 's8lo que la exposicidn fueé a partir del dia 15 de la

gestacion (ULTIMO TERCIO DE LA GESTACION).

Grupo 3: Este grupo correspondid al testigo gue se mantuvo

18



intacto de manejo sin .exposicié? al vapor del tolueno
durante toda la gestacian, esto obedece a2 que por estudios
previos se ha determinado que la manipulacion de la rata
- dutrante la exposicion a solventes no afecta
significativamente los resultados (41).

Al momento del nacimiento se ajustaron las camadas a 8
crias por rata. Se seleccionaran de 4 a ? machos por grupo
para realizar perfusion intracardiaca antes de la obtencion
de testiculos. Primeramente se anestesiaron con claroforma y
se perfundieron con una aguja calibre 23 por via
intracardiaca con una seolucién lavadera inicial de Ringer
con procaina (ig/Lt de sol) y heparina 1000 UI a 37°C, P.H
7.3, 0.1 My 283 Osm/L a wuna présién de 130 cm. de agua
durante 4 minutos, seguida de una solucion fijadora de
glutaraldehido 2.5% y formaldehido al 1% amortiguado en
fosfatos al ©O.5M P.H 7.3 y 583 mbsm/L durante 8 min (42).
Posteriormente se extrajeron los testfculos. que se
pasfijaron por inmersién durante 2 h a 5°C en la misma
solucion fijadora. Este procedimientb sa Fepitid en ratas
machos a los 20 dias de edad.

Después fueron lavados con amortiguador de fosfiatos al
G.1 M con cambios de 14 min vy posteriarmente se
deshidrataren en series crecientes de etanol (70% al 10Q4) vy
se incluyeron e=n parafina. Para luego obtener cortes de 5 a
& Jum de espesor de los tejidos en un microtomo American
Dptical SL 20, se tifieron con la técnica de H/E para su

observacidén en un microscopio dptico y después se realizaron
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los estudios descriptivo y semicuantitativo del tejido. Este
ultimo consistid en repraducir ;as cortes histologicos a
travésté un proyector de laminillas Karl-Zeiss (Objetivo
10X)  colocado 3 una distancia de 60cm vy proyectando la
imagen sobre una hoja de papel con una superficie de 20 X
15cm para la cuantificacidan de tubulos semin{feros y a una
distancia de 115cm sobre una haja tamadfo carta para el
numero de espermatogonias. ta cuantificacidn se realiza en
tres areas del mismo testiculo y se repitio el procedimiento
en tres diferentes testiculos provenientes de los diversos
grupos control y experimentales.

Los resultados - obtenidos fueran andlizados
maediante la prueba de varianza simple a un nivel de

sigpificancia de (p < 0.03) (43,44) .
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RESULTADOS
ANALISIS HISTOLOGICO

En el grupo testigo de ratas recién nacidas, se
encontrd que 1la lamina basal esté costituida par una
monocapa de ceélulas alargadas que rodean al tdbulo
seminffero, su micleo es central y grande y adopta la misma
forma de la célula; predominan los tubulos de forma redonda
con distribucién hacia la periferia del testfculo.

El tejido germinal es abundante, integrado paor una
monocapa de células de farma irregular con nucleo central
grandey éntre este grupa de células se encuentraﬁ

incrustadas escasas células de Sertoli.

Las espermatogonias se presentaron en forma sbundante y -

mostraran un aspecto compactos son. células de forma
poligonal o redonda con nucleoc central grandej; por’ lo que
contienen escaso citoplasma.

El tejido intersticial fué abundante con distribucién
uniforme sobre la superficie del testfculo, su aspecto es
denso, presentando gran cantidad de fibroblastos, asi como
también abundantes cé#lulas de Leydig de farma irregular cuyo
naclea es central y grande. (Fig 1).

A diferencia del grupo testigo, 2n el experimental I
recién nacidas (Exposicion 1-21), el tejido germinal sdlo

proliferd en alqunas zonas sobre la superficie de la lamina
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basal. Al analizar 1la forma deli tubulo semin{fero, se
encontro que la mayorfa presentaba forma redonda y en menar
proporcién se Encoﬁtré la forma oval, pero con distribucion
hacia la periféria del testfculo. Algunos  tubulos

presentaron una disminucién del didmetro. Las

espermatogonias fueron menos abundantes que en el grupo

'control y en .algunas tubulos no hubo proliferacion de éste

tipo de células; asi mismo, el tejido intersticial fue poco
abundante, pero con distribucian wuniforme sobre.todo el
test}culo y presento gran cantidad de fibroblastos vy pocas
células de lLeydig, de las cudles algunas se encontraban en
mitosis (Fig 2).

En el grupo experimental II (Exposicion 15-21 dias de
la gestacion) predominaron los tudbulos de forma oval con
distribucian uniforme sobre el testiculo. Las
espermatogonias fueron abundantes, pero su distribucian fue
raticular; aunque el tejido intersticial presentd una
distribucién uniforme en el test{culo, al compararlao con el
grupo control este fue escaso, por lo que presenta pocos
fibroblastos y escasas células de Leydig (Fig 3), Cuadro 1.

En el grupo testigo ae 20 dias de ‘edad, se encontrd que
la lamina basal estd integrada por células alargadas con
nicleo pequero y abundante citoplasma; predomind 1la forma
alargada de los tubulos seminfferos, distribuyéndose de
manera.uniforme en todo el testiculo, el .tejido germinal fue
abundante y denso, en éste se encontraron incrustadas

células de Sertoli; las espermatogonias fueron abundantes vy
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de aspecto densa, en algunas tﬂbulos la proliferacion de
éstas celulas alcanzo la luz tubularj; el tejido intersticial
fué escasa al igual que las células de lLeydig (Fig 4).

En el grupo experimental I (exposicion 1-21 dias de la
gestacion) predoming la forma alargada de los tdbulos
semin{feros cuya distribucion fué uniforme sabre la
superficie tésticul;r, las espermatogonias fueron abundantes
aunque de éspecto reticular, algunas de ellas proliferaron
hacia la luz del tabulo seminifero, la distribucion del
tejido germinal fué heterogénea ya que las células que lo
integran se distribuyen en una monocapa, bicapa o varias
capas de células (Fig 6,7).

En el grupo experiment;l 11 (exposicion 15-21), a
diferencia del grubo control se encontrd un numero similar
de tubulos semin{feros y el espacio entre tubulos se
encontré reducido, pero su distribucidn fué uniforme sobre
el testiculo, asi mismo, las eépermatqéanias se presentaron
en forma mas abundante que en el grupo control e incluso en
algunos tubulos 1la proliferacion se expande hacia la luz.

(Fig 5), Cuadro 2.
ANALISIS SEMICUANTITATIVO
NUMERO DE TURULOS SEMINIFEROS

En los productos recién nacidos de ratas expuestas a la

inhalacidon de tolueno en diferentes etapas de la gestacion
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se encontrd que el grupo experimental II ( Exposicion 15-21)
se presentd estadisticamente el namero mias elevado de
tubulos semin{feros. Asi mismo, se encontrd una diferencia
significativa entre los grupos expuestos.

A los 20 dias de edad no se encontro diferencia
significativa entre 1los grupos expuestos ni el control, no
obstante, los valores numéricos mds altos corresponden al

grupo experimental I (Exposiciéon 1-21i). Cuadro Neo.3
NUMERO DE ESPERMATOGONIAS:

En el grupo experimental II gque corresponde a los
productos recién nacidos de ratas gestantes expuestas a la
inhalacién de tolueno en el ultimo tercio de la gestacidan se
presentd. el ndmero mayor de espermatogoniasj sin embargo,
entre el grupo contral y el experimental I (1-21) este valor
fué similar. Asi mismo, se presentd diferencia significativa
entre los grupog expuestos a tolueno.

A los 20 dias posnatales en los productos de rétas
expuestas a. tolueno se observé un numero mayor de
espermatogonias. En el grupo experimental II (Exposicion
15-21) se presento el mayor valors (encontréndosediferencia

significativa entre éstos grupos. Cuadro No.4

24



Figura 1.
Fotomicrograffa que muestra la estructura testicular de

un animal testigo recién npacido en donde se observa la

distribucion uniforme de 1los tubulos semin{feros con
predominancia de la forma redonda (Trd, abundante
proliferacion de espermatogonias (- ), asi como tejido

conectivo intersticial distribuido simétricamente sobre la
superficie tasticular ( mejw) y fibroblastos (F). (Tincion
HE. 154 X).

Figura 2.

Imigen del tejido testicular de un animal recién
nacido expuesto a tolueno durante toda la gestacion , en la
cudl se muestra uwna distribucidn asimétrica de tubulos
seminiferos (Tr,To) ,asi como del + tejido conectivo

intersticial (msje). (Tincién HE. 169 X}.

Figura 3.

Fotomicrografia que muestra la estructura del test{culo
de un animal expuesto a la inhalacidn de tolueno durante el
tercer tercio de la gestacidén (exposicion 15-21 dias), en la
cudl e observa 1la distribucion uniforme de los tdbulos
semin{feraos de forma oval (To) y abundante tejido conectivo
intersticial con distribucion uniforme (el . (Tincion HE.

99 X}.
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Figura 4.

Muestra la estructura del test{culo de un animal
testigo de 20 dias de edad, donde se observa escaso tejido
conectivo intersticial (==}, la forma alargada del tubulo
seminifero (Ta}, parte de la estructura de la ldmina basal
farmada por células alargadas can nucleo grande y alargado
distribuidas en una monocapa de células (Lb), el tejido
germinal distribuido en varias capas de célulasv (Tg), asi
como una proliferacién de espermatagonias de distribucidn
reticular ( =3=). En la parte central del margen superior se
aprecia la luz del tubulo seminifero (Lt}.(Tinciédn HE. 175

X).

Figura 5. ) .
La fotomicrografia que corresponde a un corte del
testiculo de un animal a 165 20 dias ae edad expuestao
prenatalmente a tolueno durante el tercer tercio de 1la
gestacion (15-21 dias), donde se aprecia gran proliferacidn
de tubulos seminiferos qe forma alargada (Ta?, muy abundante
proliferacidn de espermatogonias ( 9 ) gque llegan a cubrir
la 1uz tubular (Lt) y escaso espacio intersticial entre los

tdbulos (% ). (Tincion HE. 144 X).

.






Figura 4.

Muestra con detalle 1la estructura de los tubulos
correspondientes a uwn animal de ZO dfas de edad expuesto
brenafalmente a folueno durante toda la gestacion (1-21
dfas), donde predomina la forma alargada del tdabulo (Taj,
abundante proliferécién de espermatogonias, localizidndose
escasamente en la luz tubular (Lt)., (Tincidn HE. 160 X).

Figura 7.

Fotomicrografia de un corte del testiculo de un animal
a2 los 20 dias de edad expuesto durante la gestacién completa
a tblueno donde so observan tdbulos de forma redonda (Tr) y
alargada (Ta), gran espacio intersticial (%), escaso tejido
intersticial con distribucidon uniforme, escasos fibroblastos

(F) y tejido germinal abundante (Tg). (Tincion HE &0 X).
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CUADRO 2

CUADRD DE HALLAZE0S HISTOLOGICOS. GRUPO 20 DIAS DE EDAD
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{TEJIDD CONECTIVO: CELULAS
i DE LEVDIG

{INTERSTICTAL

TUBULOS
SEMINIFERDS

ESPERMATORONIAS

TEJI00 GERMINAL

LAMINA BASAL

TESTIGO

iEscasa, distri-
icign uniforee,
(9/91,

i
1
1
'
]
i
1
'

1
|
[l
'
'
t
1
0
§
|
1
|

E
b
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ucién uniforoe
(9/9)
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con distribucian
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abundantes 9/9.

1
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1
1
i
i
v
1
1

Abundantes de

i arreglo compacto

algunas proli-

faran hacia la
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© 649,
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denso distri-
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7/9.

Monocapa de
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EYPERIMENTAL 1
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)

)
t
i
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i
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1
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:
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tribuido en una
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capa de células
(a/4}

Monocap: de
células alarga-
das (4/4).

EXPERIMENTAL I
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tes distribucian
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CUADRO No.3 TUBULOS SEMINIFEROS
en 6.1 mm de tej.

b

GRUPO Media|Desv. | Coef.
Recien nacido est. | var.
TESTIGO 65.4H 22.3 {34.0

FEXPERIMENTALI 61.5b16.6 |27.0
GPO. 1-21 ‘

XPERIMENTAL II{ 99.3a 39.7 140.0
GPO. 15-21
-GRUPO
20 Dias ;
TESTIGO 61.5 {11.6 [18.99

[EXPERIMENTAL I | 71.2 |[21.8 |30.6
GPO. 1-21

iEX_PERIMENTAL Im{ 65 {31.4 [48.4
GPO. 15-21

a,b indican diferencia estadistica (p<0.05)



CUADRO No. 4 ESPERMATOGONIAS /3.4 mm de tej.

GRUPO ‘ Desv. | Coef.

Recien nacido Media| est. var.
TESTIGO 96.1b {19.4 20.2

EXPERIMENTAL I} 90.2b|21.1 |23.4
GPO. 1 - 21

EXPERIMENTAL 1I]139.3a |26.5 19
GPO. 15 - 21
GRUPO

20 Dias
TESTIGO 618.2b{132.2 | 21.3

EXPERIMENTAL I | 573b [126.1 | 22
GPO. 1 - 21
EXPERIMENTAL 1II} 995.14237.2 | 23.8
GPO. 15 - 21 '

a,b indican diferencia estadistica a (p<0.05).



DISCUSION:

El tolueno es un solvente orgianico de uso industrial.

capiz de provocar cambios psicologicos y neuronales en
trabajadores expuestos a la inhalacion de éste compuesto
durante periodos prolongados, asi como daros teratogénicos
en sus hijos (2,16); por lo que resulta de gran interés,
conocer los efectos provocados en crias de madres expuestas
a este tipo de compuestos durante el proceso de gestacion.

En el presente estudio se observaron las alteraciones
provocadas a nivel testicular en prodﬁctos de ratas
expuestas a tolueno durante diferentes etapas de 1la
gestacion, con el objeto de determinar la Qulnerabilidad de
este tejido durante el desarrollo embrionario.

En los grupos testigo tanto recien nﬁcidos como a los
20 dfas de edad, al realizar los estudios semicu;ntitativo e
histolagico se2 encontro un desarrollo normal de los
testiculos de ratas ( 20,32).

Las alteraciones ocasionadas por la exposicién a
tolueno fueron evidentes en los productos de ratas gestantes
debido a que éste compuesto es capdz de atravesar por
difusion la barrera hematoplacentaria y llegar al producto a
traves del paquete vascular umbilical (12,13), provocando
cambios en la concentracion de oxigeno, alterando con ello
el met;bolismu fetal (14}, por otra parte éste compuesto una
ver en sangre se deposita en tejidos lipfdicos por su

elevada afinidad & las grasas por lo gue es posible que se
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incorpore a tejido testicular debido a la gran cantidad de
hormonas esteroides que aqui se producen y cCuyos precursores
san lfpidas (8, 2).

En el grupo»experimental I recién nacido (exposicidén
1-21 dias de la gestacion), se encontraron manifestaciones
anormales en los tdbulos seminiferos ya que aparentemente
hay una disminucidon del didmetro, asi como también se
presentd una menor cantidad de espermatogonias, los cambios
encontrados proba51emente se deben a que la exposicion a
tolueno fué consténte durante todo el periodo de 1la
gestacion de las ratas. En estudios %ealizados en ra?as se
ha determinado que la exposicién a diferentes solventes
entre ellos el N- hexano y el tolueno, pueden ocasionar
trastornos alterando la morfologfa testicular, induciendo
dafo en la linea germinal e inducir a la atrofia testicular.
Asi mismoﬂ se ha caomprobadao que la utilizacion del 1,2
dibromo, & <cloropropano en ratas Sprague Dawley y conejos
Dutch Belted provoca toxicidad sobre el sistema reproductor
masculino ocasionando un menor dié6etro de los thbulos
semin{feros y menor numero de espermatocitos y células de
Sertoli (495, 46).

Por otra parte; en ‘el grupo experimental II recién na-
cido (exposicion 15-21) entre los cambios més notables que
se presentaron al compararlo con el control fueron una menor
cantidad de tejido intersticial y células de Leydig asi como
cambios en la forma del tubulo seminifero; también se

presentd un mayor namero de tubulos semin{feros y
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espermatogonias, existen estudios. que indican que la
utilizaciéon de compuestos tales como el cloroformo y el eter
utilizadas como anestésicos en el altimo tercio de 1la
gestacion provocan graves dafos a nivel fetal ya que en éste
periodo aumentan las necesidades de oOxigeno y de nu-—
trientes (17).

Tanto en el grupo testigo como en los grupos experimen—
tales a los 20 dias de edad, se presentd una disminucion del
tejido conectivo intersticial que probablemente es conse-
cuencia del aumento del tamafo del testiculo y el desplaza-
miento de éste tejido hacia las diversas zonas del testicu-
lo.

Asi mismo la disminucion de células de Leydig en los
grupos experimentzles a los 20 dfas de edad fué notable, lo
cudl probablemente .se debe a que cuando se dafa el S.N.C.
par exposician a los agentes toxicos, C;ﬁo resul tado del
intercambio gaseonso transplacentario, se lesiona la
hipofisis de los- fetosby como consecuencia se alteran sus
funciones, tales como la produccion de hormonas sexuales
como la hormona estimulante de las células intersticiales
(ICSH) por ésta razdn los testiculos modi;ican su desarrollo
normal y actividad endocrina y exocrina (32,39,40).

Una de las alteraciones hés notables en los test{culos
de lgs productos de 220 dfas posnataies ée presentd en el
grupo "15-21 fué una proliferacidn mids elevada de
espermatogonias (30}, ésto pudo haber sido ocasionado por un

estfmulo irritante de los solventes sobre el tejido
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testicular que probablemente indujo a una mayor
proliferacion de las espermatogonias provocando con ello un
aumento del diiametro del tubulo seminifero, tal como sucede
en algunos casos de lesion mecdnica (47,48).

Por lo anteriormente sefalado, se puede determinar que
la exposicién. a tolueno durante la etapa de gestacion
produce alteraciones en el tejido testicular, sin embgrgo,
se requiere de estudios citogenéticos mds profundos para
determinar si hay alteraciones en la_fertilidad ya que en el
presente estudio no se encontraron anormalidades en la forma
y tamafo de las diversas estirpes celulares del testiculo.

Mediante los resultados obtenidos se puede suponer que
bajo condiciones de exposicion moderada al tolueno durante
la etapa ‘de gestacion, existe un mayor tiempo de contacto
con éste compuesto por lo gque es posible suponer que se
presentes transtornos mis severos que afecten la fertilidad

de los productos.
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CONCLUSIONES

i.-La inhalacion materna a bajas dosis de tolueno altera la
estructura testicular durante el desarrolle fetal debido al

estado de inmadurez del tejido gonadal.

2.-lLa exposicion transplacentraria a tolueno en los dfas de
gestacién 15~21 altera 1la proliferacion celular de los
testiculos en productos recién nacidos y de 20 dias de

edad.

N
3.-Dentro de los efectos producidos por el tolueno durante

las diferentes etapas del desarrollo fetal no se encontraron
anormalidades en cuanto a forma y tamafio de las diversas

estirpes celulares del tejido testicular.
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