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RESUMEN.

El Tolueno se wutliliza como agente psicotrépico al
inhalarse voluntariamente, tiene efectos embrlotdxicos y
afecta al cerebro y cerebelo inmaduros. En este estudlio se
determinaron los trastornos corporales y de la maduracién
cerebelar de crias expuestas durante su desarrollo
intrautexrino; 20 ratas gestantes BSprague-pavley fueron
dlvididas en cuatro grupos de cinco animales; un control
Intacto y tres grupos expuestos a los vapores de Tolueno
por 10 min. dos veces por dla en una cAmara de 37 1lt; del
dia 1 a 21(El), 8 a 21(E2) y 15 a 21(E3) de la gestacidn
respectivamente. Pardmetros somatomdétricos y encefdlicos se
registraron al nacimiento, 10 y 20 dlas de edad, un analisis
micrométrico se reallzd al nacimiento y 10 dias postnatales
Yy un estudlo planimétrico a los 10 y 20 dias de edad. En
cada edad se perfundieron 2 crias por rata para fijar el
encéfalo, del gque se obtuvieron registros de peso, espesor
y anchura asi como del cerebro y cerebelo por separado, de
este Altimo se hicleron cortes de 5 um de espesor para el
estudio micrémétrico del espesor de 1la capa germinal
externa y planimetrla de 1la capa molecular, capa germinal
interna y corteza cerebelar completa. No s3e afectd el
nYmero de crias nacidas por la exposicidn a Tolueno. Las
principales alteraciones correspondieron a 1la progenie del
grupo E3; mortalidad (14 %), malformaclén de 1la columna
vertebral, edema corporal y retraso en la maduracién del
cerebelo. El grupo El no reveld alteraclones somatométricas,
pero sl1 retraso en la migraclén de células granulares y una
mayor superflicie de la corteza cerebelosa al nacimiento y 20
dias postnatales respectivamente (P<0.05). El1 grupo E2
sufrid retardo en la maduracién cerebelar menos severa que
el grupo anterior. En general, el peso del encéfalo
completo, cerebro y cerebelo separados no mostraron
alteraclones al nacimiento y 10 dias, al dia 20 los dos
primeros alcanzaron mayor peso en la progenle E2 y menox
peso cerebelar en el grupo E3 (P<0.05). Se 1Indujo la
recuperaclisén al ajustar la camada a 6 y 4 crias por rata
al naclimlento y diez dlas respectivamente. Al parecer solo
se desarrollé tolerancia al Tolueno en los grupos El y
E2. Del andlisls de resultados es evldente que se afectéd
principalmente la maduraclén del cerebelo, por lo que

déste organo fué un buen modelo para estudio
neurocltotéxico, sin gque sea posible suponer sus
alteracliones funclonales consecuentes, Los métodos

semicuantitativos utilizados - permitleron estimar con

presiclén los efectos nocivos del Tolueno durante la vida
prenatal.



INTRODUCCION.

En los @ltimos aflos 1los solventeS orgdnicos se han
introducido como drogas de abuso en nuestro pals, este
hecho ocupa el primer lugar como problema de
farmacodependencia. La acclén gque elerce sobre el Sistemas
Nervioso Central (SNC) no ha sido blen estudiada ya gue en
Vlos reportes = se refieren wunicamente a los sintomag

neurolégicos de las Intoxicaclones .

Se conoce una gran cantidad de substanclas que
pﬁeden ocasionar efectos noclvos sobre el SNC y periférico.
Entre éstas podemos encontrar disqlventes que se utilizaﬁ
en la industria del calzado, las artes graficas, compuestos
plasticos, pegamentos y en 1las £abricas teéxtiles, de
hidrocarburos, herbiclidas, 1insecticidas y un sintmero de
agentes terapéuticos. Los solventes mads wutilizados en
México para autointoxicacién son compuestos gue contlenen
Tolueno, Benceno, Metanol, Acetona y N-hexano (6).

El tolueno (Toluol, metilbenceno) es un hidrocarburo
11§u1do volatll que tliene olor caracteristico parecido a
las resinas balsamicas, su nombre deriva del balsamo Tolu
(1).

Fue descublerto por Pelletler y Walter hacla 1835 en
los productos de la destilacién seca de resinas naturales

que contienen é&steres de acidos tolulcos (1).



Se utiliza como materla prima para obtener el
Trinltotolueno, como disolvente (1ndustrlal) es coﬁponente
de la gasollna y como materla ' prima pura para obtener
productos intermedios (acldo benzdico, benzaldehido,. los
vinltoluenos Y las toluldlnas) asl como en la produccién
de materlales colorantes, perfumes y medicamentos (1-2).

La incorporacién al organismo se lleva a cabo por
motivos ocupaclonales, accldentales, terapéutlcos y por
intoxicaclén voluntaria dellberada a través de la inhalacién
dlrecta, asl como la absorclén en pequeflas cantldades por
plel 1intacta e Intestinal (3).

Una vez que pasa al torrente clrculatorio se une a
fosfollpidos, posterlormente se gsepara de estos y se
deposita en los tejidos que contlenen 1lipidos, a 1los que
penetra fAclilmente por difuslén desde el 1lecho capllar
sanguineo (3,4).

Dentro de la célula 1los solventes producen trastornos
s&bre las estructuras lipldicas de las ciestas
mltocondriales sobre 1las que provoca 1inhiblclén de 1la
cadena resplratorlia y de la fosforllacldén oxidativa, por 1lo
que puede alterarse la neurotransmlsion a nivel de sintesls
y liberaclén de compuestos, también se afecta el equilibrio
lonico en 1las terminales sindpticas y sitlos receptores (3-
5). |

Por experimentos en animales se sabe que el Tolueno se
oxida lnicialmente en el organismo a acido benzdico vy

luego se conjuga con gliclna para excretarse por la



orina como acido hipurico, benzbico. Las personas expuestas
tienen concentraciones sangulneas elevadas de metabolitos y
un aumento proporclional en 1la orina, estos poslblemente
inducen los efectos neurotédxicos, ademds que son compuestos
intermediarios oxidados_ con alta reactividad qulimica
durante la fase aerdbica del metabolito celular (14,15).

La actividad desintoxicante se realizé principalmente
por la enzima hepadtica cltocromo P-450 cuya slntesis se
estimula por el 1incremento de P-cloro~-N-metilanilina
hepatica como resultado de 1la intoxicaclén con solventes
organicos (14-16).

La exposicién crénica con efectoé neurotdéxicos se
caracteriza por cefalea, disminuci@n de la capacidad de
concentracién, anoréxia e irritabllidad que en 1la mayoria
de las veces son reversibles. En otros casos el datio
degenerativo cerebelar es lrreversible. Sin embargo, en
otros estudios donde se analizaron pintores de casas se
pone en evidencla una disminucién del debito sanguineo
cerebral y de los procesos oxidativos que se traducen en un
detrimento intelectual auin en ausencia de atrofia cerebral
(6). -

La suceptibilidad a los compuestos es individual,
pero los efectos téxicos directos que se observan en el
SNC son similares en todos 1los sujetos expuestos.
Inicialmente se manifiesta sensaclén placentera de mareo
segulda de depresidn central (4). Desde el punto de vista

organico se ven afectados otros sistemas y se encuentra



depresidén de médula ésea, hepatomegalla, anemia por
macrocltosis, leucoclitosis seguida de leucopenia con
dismlinucién de 1las plagquetas clrculantes. Puede haber

lesiones pulmonares y renales por depdsito a ese nivel
(6).

Medlante estudlios reallizados sobre la embriotoxicidad
del Tolueno en productos de madres expuestas durante el
embarazo, se ha establecido que este compuesto se difunde
a través de 1la sangre materna y atraviesa 1la barrera
hematoplacentarla. Una vez en contacto con el feto, se
deposita princlipalmente en tejidos lipldicos como el higado
y SNC (7) .

En un. estudio realizado en nifios que nacleron de
madres que inhalaban grandes cantldades de Tolueno puro
durénte el embarazo se encontrd mlicrocefalla, disfuncién del
SNC, menor perimetro craneo-faclial, miembros anormales asl
como retraso en el desarrollo.

También se han identificado alteraciones
fenotiplicas como abertura palpebral corta, oJjos profundos,
dlametro bifrontal estrecho y anormalidades leves de 1los
dedos (7).

ALa exposicidén de ratas prefiadas a solventes organicos
produjo incoordlinacién, salivacién, ataxia y polipnea, sin
embargo éctos animales se 1recuperaron inmediatamente
después de la exposicidn (3). Al realizar el estudlo
posterlor de la progenle se presentd una mortalidad del 20%

en el grupo expuesto al thinner y un 59% en la progenle



expuesta al aguarras. La exposicién a eétos’solventes en el
Gltimo tercio de la gestacidn provocd alteracién en 1la
maduracién del cerebelo que se hizo evidente poxr un
retardo en el tlempo de inicio en la mligracidén celular de
la capa germinal externa (3).

Las células de Purkinje fueron 1la poblacién mads
vulnerable a 1los efectos de los . solventes estudlados
(thinner vy aquarras) vya gue c¢on ambos se produj§
neurogénesis inconmpleta de estas. Lo anterlor puede deberse
a una teratogenicidad fenotlplca gque tiene 1lugar en 1la
etapa de proliferacién y migracién celular durante el
desarrollo encefalico y subsecuentemente en la morfogénesis
facial e incremento de tamafio del producto i7,8i.

Otras situaciones metabdlicas como desnutricién,
exposicién a radlacliones (Rx), abuso de barbittricos,
exposiclién repetida a anestésicos voldtiles u otras
substanclas neurocltotéxicas también producen iesiones
cerebelosas (11,12).

El cerebelo estd presente en todos los vertebrados,
participa en 1la coordinacidn de los movimientos musculares.
En los mamiferos se 1localiza en 1la fosa posterior del
craneo, la parte superior corregponde al tentorium,
caudalmente rebasa el agujero magno y llega hasta la parte
superior del conducto vertebral, Iinterponliendose entre el
bulbo y el arco posterlor del atlas (5,18).

El cerebelo es un odrgano aferente que forma parte de 1los

sistemas proploceptivo y externoceptivo, - recibe informaclién



del estado de extensién o contraccién muscular, también es
un modulador de las actividades motoras, contiﬁuamente
recibe y traduce los estimulos aferentes propios y externos
de 1los que se generan respuestas a los sistemas motores, Y
Junto con el sistema vestibular regulan el tono muscular y
equllibrio (13).

La etapa de maduracién del cerebelo es diferente a la del
cerebro 'en la rata este érgano inicia su formacién el dia 13
embrionarlo (13 E) y su desarrollo termlna alrededor del dia
postnatal 21 (21 P) y todavia sucede una aceleracldn en la
maduracioén al dia 30 postnatal (30 P),(9,10).

El cerebelo estd constituido por 5 diferentes tipos de
neuronas: células de Purkinje, granulosas, estrelladas, en
forma de canasta y de Golgi (19). Las células de Purkinlde
reciben todos los lmpulsos aferentes y son el orlgen de la
informacién del sistema cortical eferente. Existen
aproximadamente 30 millones de estas células en el
cerebelo adulto (5), por sus funclones conatituyen . 1la
princlpai estirpe celular de la corteza cerebelar,
emplezan a formarse a partlr del dia 15 embrlonario’ (15E)
y migran hacia su 1lugar deflnitlivo por el vdia 16E y
completan su desarrollo en el dla 17 postnatal (17p) (19).

Las células granulosas se forman el dla 178 vy
finallzan su maduraclén el dié 30P. Las células de Golgl,
las estrelladas y las de forma de canasta se desarrollan a

partir del dia 19 (9,19).
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En general el cerebelo representa un buen modale para

realizar estudios del desarrollo del SNC por el tipo de

maduracién

prenatal y postnatal que presenta, por su

cltoarquitectura estratificada y por ser un dérgano de ficil

manipulacién tanto "in vivo" como "in vitro". Por lo que el

objeto del
dafios en
exposicién
diferentes

trastornos

presente estudlo conslste en cuantiflcar 1los
el desarrollo perinatal,. como consecuencia de 1;
prenatal a los vapores de Tolueno durante
etapas de la gestaclién y asi determinar los

cerebelares,

11



JUSTIFICACION,

" Actualmente se presenta en  nuestro pals una
adiccién creclente a la 1inhalacién de solventes, entre
é3tos encontramos al Tolueno puro y en productos gue lo
contlenen, es de bajo costo y facil accesibilidad ya que su
comerclalizaclén no estd restringida y cualquler persona
adulta los puede adquirlr.

Ademds de la intoxicacién voluntaria él Tolueno, otra
forma de eprsiclon a este solvente es 1la ocupaclonal, ya
gque en 1la industria 1lo utlilizan en grandes cantidades, por
lo que 1los trabajadores estan continuamente expuestos. Ya
sea de manera chpaclonal o voluntarla la exposiclién es un
problema de salud ptblica, como consecuencia de 1la
iﬁhalaCIOn se producen alteraclones en; hlgado, rlﬁones,
pulménes y corazén, asl como tamblén en SNC.

Exlsten pocos estudios histolégicos de la manera en que
afecta el Tolueno al cerebelo, por lo gue este‘estudio estd
encaminado a conocer las alteraciones ocasionadas por este
solvente medlante un modelo animal que permite inferir los

resultados a la poblacién humana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido a que en la actualidad se utlliza gran
cantidad de solventes organicos para intoxicacién voluntaria
y en 1la industria se producen daflos de severidad variable
en el SNC de 1los individuos expuestos, estos. pueden ser
irreversibles en los casos crénicos ya que el Tolueno dctua
como solvente 1lipidico, especlalmente en encéfalo por la
gran cantidad de fosfolipldos que contiene. La exposicién
cohtinua de hembras gestantes ocaslona dafios severos a los

productos, especialmente en su maduracién prenatal, por 1la

capacidad del Tolueno de atravesar la placenta, por 1o que-

es necesarlo estudlar los dafios que ocasiona el Tolueno a
nivel del cerebelo que tlene un cliclo de maduracién mas
tardlo y un patrén histoldgico bilen definido para cada edad
postnatal, por 1lo que pueden ldentificarse con bastante
precision las alteracliones dque sufre, para establecer

medldas preventivas o terapeuticas en otros estudios.

13



HIPOTESIS.

s1 por 1la exposicibn a los vapores del Tolueno
durante la gestaclén se afecta el desarrollo normal de los
productos, luego entonces resultan alteraclones en la
citoarquitectura del cerebelo demostrables por métodos

semicuantlitativos.

14




OBJETIVO GENERAL.

Estudliar 1las alteraclones histoléglicas postnatales del
cerebelo en crlas de ratas expuestas al Tolueno durante 1la

gestacién.

OBJETIVOS PARTICULARES.

l.-Establecer el ntmero de productos nacidos y la mortalidad
perinatal por efecto del tiempo prenatal de exposicién al

solvente.

2.- Determlnar pardmetros somatométricos (peso corporal,
tamafio y didmetro craneal) en las crias contrcl y

experimentales reclén nacidas y a los 10 y 20 dias de edad.

3.- Reallzar un estudlo semlcuantitativo planimetrico y
micrométrico de los camblos en la cltoarquitectura de la
corteza cerebelosa eh la vida postnatal de anlmales control
Y expuestos al Tolueno en dlstintos perlodos de 1la

gestaclén.

15




MATERIALES Y METODOS.

Se utllizaron 20 ratas sprague-Dawley del segqundo
parto alojadas en Jaulas individuales con allmento
balanceado para ratas y agua "ad-libitum"., Se mantuvieron
en ciclos de 1luz-obscurldad de 12/12 hr. Después de
comprobar la regularidad de los ciclos estrales a través de
frotis vaginales, grupos de dos ratas se aparearon con un
macho durante una noche. Se determiné el primer dla
gestaclonal por la presencia de espermatozoldes en el
moco vaginal.

Una vez comprobada la prefiez se formaron 4 grupos de 5
ratas cada uno, un control Y tres experimentales. El
grupo control se mantuvo Intacte durante todo el estudio,
los anlmales del primer grupo experimental se expuslieron del
dla 1 al 21 de 1la gestacldén (E1 o gestaclén completa) en
una atmésfera saturada con vapor de Tolueno. Para lo cual
se utilizdé una camara rectangular de cristal con 37 1 de
capacidad que tenla dos orlflclos para ventilacién. La
séturacibn se logré al Iintroducir en la camara un
reciplente extendido gue contenia 300 ml del solvente 30
min antes de inlclar la exposiclén. Los tratamientos fueron
por 10 min 2 veces al dla, con intérvalo de 8 h. Las ratas
del segundo grupo fueron 3ometidas al mismo tratamiente,
solo que la exposlicién se inlcld a partir del dla 8 de la

gestaclén (E2 0o dos tltimos terclos de gestacidn). Las 5



ratas experlmentales restantes se expusleron del dla 1% al
21 de prefiez (E3 o ultimo tercio gestacional).
Al naclmiento se pesaron todas las crlas y se midid su

tamaffo y didmetro craneal. En forma aleatoria se ajustaron
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las camadas a 8 productos de ambos sexos, de cada madre se

selecc;onaron 2 crias reclen nacidas (1 macho y 1 hembra)
para realizar perfusién intracardlaca (27) y separar el
cerebelo. Para ésto los productos se anestesiaron
profundamente con ¢éter y se practicd toracotomla, luego
se introdujo una aguja calibre 23 en el ventriculo izqulerdo
y se corté la aurlcula derecha para hacer pasar'una solucién
lavadora 1iniclal de Ringer con procaina (lgr/sol.) ¥y
heparina 1,000 Ul a 37 grados C, pH 7.3, 0.1 M y 283
mosm/1 a una presién de 13 cm de agua durante 4 min.,
segulda de una soluclidén fijadora de glutaraldehido 2.5% Y
formaldehldo al 1% amortiquado con fosfatos al 0.1 M, pH
7.3 y 583 mosm/1 durante 8 min. Después de la fijacidén se
practicd craneotomla para extraer el cerebelo gue se
postfljé por inmersién durante 12 hr a 4° C en 1la misma
solucién fijadora.‘

Este procedimiento se repitld en 1igual ntimero de
prodhctos de 10 y 20 dlas de edad. El materlal postfijado se
lavd mediante dos cambios de 15 min eﬂ amortiguador de
fosfatos 0.1 M y luego se deshidratd en serlies crecientes
de etanol y se 1incluyd en parafina para obtener cortes de 2

a 6 um de espesor del vermis cerebelar en un microtomo



American-Optlical SL 20, é&stos se tifieron con Hema;oxilina—
Eoslna y Kluver-Barrera (26).

Las 1laminillas se observaron en un microscbpio
de luz Zelss con el objetlvo de 40/25x y un ocular adaptado
con'el» micrémetro lineal se cuantificé el espesor de la
capa germlnal externa en los grupos‘contzol y experimentales
recién nacidos y de 10 dias dg edad, se obtuvieron reglistros
de las =zonas superflcial, lateral y profunda de tres
dlferentes folias. Se analizaron por 16 menos dos cortes
de' cada cerebelo.

Se hicleron proyecciones de las laminillas ampliflcadas
a 40x para elaborar dibujos de 1las estructuras cerebelares
y posteriormente reallizar la cuantificacién de 4&reas por
medio de un planimetro. Se midieron la capa molecular,
granular interna y corteza cerebelosa en animales de 10 y.20
dlas de vida postnatal. Los resultados obtenldos se
anallizaron por el meétodo de varianza aleatorizada a una P

<0.05.
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ETAPA PRENATAL

MODELD

EXPERIMENTAL

20 hembras adultas Sprague-Dawley

l

l

l

5 ratas intactas
{control)

5 ratas expuestas
toda la gestarién

5 ratas expuestas
2do. tercio gest.

|

l

|

3 ratas expuestas
ultimo tercia gest.

[

ETAPA POSTNATAL

Deterainacidn de Pardmetros somatométricos

Pertusién con sol.de glutaraldehido al 2.5%

y forealdehido amortiguado en fosfato 0.1M

pH 7.3, 2 crias de cada grupo al nacimiento
10 y 20 dias de edad.

Deshidratacién, inclusién en parafina y
cortes en microtomo de vermis cerebelar.

Tincidr de cortes histoldgicos

L

Kluver y Barrera

l

Hematoxilina y Eosina’

Estudio microsetrico y plani-
pétrico del material.

finalisis estadistico de los
datos obtenidas




RESULTADOS.

Durante los primeros dlas de exposicién en la cadnmara
saturada con vapores de Tolueno las ratas se rehusaban a
entrar, después de tres o cuatro dias no se resistian a
Ingresar en la camara, por lo que no se produjo estrés como
resultado de 1la manipulacién. Una vez dentro de la camara
las ratas caminaban en circulos alrededor del reciplente
que contenia el Tolueno, y constantemente se paraban
sobre sus extremidades posteriores para alcanzar con la
nariz los orificlos de ventilacion de 1la canara,
asimismo, efectuaban movimlentos de aclicalamiento Yy se
tocaban la nariz y ojos.

La micclén y defecacién frecuentes sucedieron después
de los primeros 5 min de exposlclien en que los animales se
mostraban bastante intranqullos, posteriormente se redulo
la activlidad locomotora y 1la mayorla de los animales se
encontraban en un estado de lascltud.

En ningan momento se mnanifestaron signos de
asfixia, ni pérdida de la conciencia, tampoco se
produjeron enfermedades resplratorias durante el perlodo
experimental. Al completarse los 10 min de exposicien las
ratas tenlan flaccidez muscular y algunas eran incapaces de
sogstenerse por s! mismas y cuando se levantaban mostraban
una marcha tambaleante. Despueg de los primeros 30 min
post-exposicien 1las ratas se hablan récuperado .casi

completamente, la exposicién a tolueno no redujo el consumo
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de - alimento en ninguno de los grupos expuestos a través del
estudlo,.por ¢sta razén se mantuvo un incremento normal de
peso (en relacidén con el tiempo gestacional.

El ndmero de crias‘nacidas por rata fue semejante
entre las hembras control y las experimentales, el
promedio de 1la progenie fue de 10.4 y 10.25 productos
_ respectivamente. Al momento del parto no se observaron
distoclas maternas, sin embargo se produjeron muertes
' durante el nacimiento en el grupo de animales expuestos a
partir del tltimo terclo de la gestacién, cuya
mortalidad fue del 14% (P<0.05) (Cuadro 1)}.

‘ Estos productos nacleron de bajo peso y con mucho
menér tamafio que el resto de 1la progenie experimental y
control. Debido a gque al practicar la necropsia se encontrd
licuefaccidén en 1las visceras abdominales y tordcicas, no
fud posible distinguir alteraciones en la anatomla de los
diferentes drganos, sin embargo se apreciéd que la columna
vertebral estaba incompletamente forhada.

»En ninguna de las camadas control o experimentales se
produjo la muerte postnatal lnmediata.

En general, los productos naclidos vivos de 1las
madres expuestas mostraron una menor actividad locomotora y
motilidad en respuesta a 1los estlimulos, en comparacién

con los productos control.
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Pardmetros somatométricos y encefalicos.

Al . nacimiento algunas de las . progenies
experimentales presentaron diferencias respecto a las
controles en el peso y tamafio vcorporales. Las crias
expuestas durante el &lfimo tercio de 1la gestacién
revelaron el mayor peso Yy tamafio que fueron
significativamente diferentes al resto de los grupos
(P<0.05) (Graficas 1,2); un 39.13 % de este grubo
presentd un peso mayor que el control y un 45.6 % reveld
~mayor tamafio gque éste. Debido a que solamente en éste grupo
se presentd mortalidad neonatal y malformaciones musculo-
esqueléticas, deducimos gue 1los incrementos de peso y
tamafio fueron manifestaciones patolédgicas.

No hubo diferencilas en el didmetro cefdlico de crias
control y experimentales, excepto el grupo.expuesto toda 1la
gestacién, cuyo valor fue menor (P<0.05) (Grafica 3). De los
pardmetros encefélicoé estudiados, el grupo control mostrd
el mayor espesor cerebral (P<0.05) (Cuadro 2), sin que
hubiera diferencia significativa para la longitud y anchura
cerebrales entre las crias control y experimentales.

A los diez dias postnatales no existieron diferencias
importantes en los pardmetros somatométricos y cerebrales
en la mayorla de los productos control y‘ experimentales
{P>0.05) (Graficas 1,2,3). Solamente 1los expuestos al

partir del tltimo tercio de la gestacién tuvieron un menor
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espesor -cerebral signiflcativamente dlferente (P<0.05)
(Cuadro 2).

A los veinte dlas :'de edad se observé una mayor
varlabilidad en 1los pardmetros estudlados respecto ’ a las
edades anterlores. El grupo expuesto durante el ¥ltimo
terclo de la gestaclén tuvo un mayor tamafio que el
control y los demds grupos experimentales, aungque solo
_dlflrlé significatlvamente del primero (P<0.05) (Grdfica
2). Estos mismos anlimales mostraron mayor anchura
cerebelar que los dgmas grupos (P<0.05) (Cuvadro 2). El
grupo expuesto desde el sequndo tercio de 1la gestaclédn
reveld el mayor peso del encéfalo completo y del cerebro por
separado, en comparacién con el grupo control y el expuesto
durante el %ltimo terclo de la gestaclén (P<0.05) (Graficas
4,5). El mayor peso del cerebelo separado correspondlo al
grupo control, éste solamente diflriéd slignificatlvamente del
grupo expuesto. durante el ¥Yltimo terclo de 1la gestaciodn

(P<0.05) (Graflica 6).

Estudio cerebelar histolédglco semicuantitativo (um}.

Espesor de la capa germinal externa.

. Los datos corresponden a valores reglstrados en las
Zonas profunda, lateral y superlor de tres diferentes
folias. Solamente se anallizaron cortes de cerebelo de crias

al naclmiento y 10 dlas de edad debido a que en la mayorla
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de los animales de velnte dlas de edad ya habia desaparecido
la capa premigratoria.

Los tres grupos experimentales mostraron el mayor
espesor de la capa germinal externa a traveés del estudio;
al nacimiento el grupo control mostrd el menor espesor,
significativamente diferente a los denas grupos
experimentales (P<0.05), a los diez dias de edad é&ste grupo
tamblén presenté el menor espesor, pero solo difirio.de los
grupos expuestos a partir del primer y ¥Yltimo tercio de 1la
gestaclién (P<0.05), sin gque hublera diferenclias con el
grupo expuesto desde el segundo terclo gestacibnal {P>0.05)

(Cuadro 3).

Planimetria de la corteza cerebelosa.

Se analizaron; capa molecular desde la regién pilal-
glial a 1la monocapa de células de Purkinje, capa germinal
interna y el Adrea integrada por las regliones anteriores a
los 10 y 20 dlas de edad, ya que al nacimiento no pudieron

definirse los limites de éstas.

Capa molecular.

" A los 10 dias de edad no existid diferencla
significativa entre los animales control y los expuestos, no
obstante qué el mayor valor se registrd en los primeros. A
los 20 dias la progenle de madres expuestas toda 1la
gestacidn alcanzd mayores valores gue los grupos restantes

(P<0.05).
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Capa germinal 1interna.

No hubo diferencla significativa entre los diferentes

grupos a los 10 y 20 dlas (P>0.05),.

Corteza cerebelar de reglén plal-gllial al limite interno de
a capa granular interna.

A los 10 dias no exlstld diferencla significativa, 1la
mayor superficle se encontré en los grupos control y el
expuesto el Wltimo terclo de la gestacién. A 1los 20 dias
postnatales la mAxima superficie correspondid a la progenie
expuesta toda 1la gestaclén que diflridé de los demds grupos
(P<0.05) (Graflca 7).
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PROLIFICIDAD Y HORTALIDAD NEONATAL.
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# Difiere significativamente del control (P(0,05).
C=Control. El=Exposicidn toda la gestacidn.

E2zExposicidn, bltisos dos tercios.
E3:=Exposicidn dltimo tercio.

cuadro 1. La exposicién a Tolueno no afecté el numero de
crias nacidas de las  madres control y experimentales,
solo se presentd mortalidad al nacimiento en la progenie

expuesta el ultimo tercio de la gestacién. X= Promedio.
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PARANETROS ENCEFALICOS  (em)

EDAD (DIAS)

' 1 ! 10 ' 20
Encefale 6po #n } T &+ DE  CV(D int X %+ DE V(D 'n i X &+ DE CVD
; T frmmnemm e B
'Longitud ! € 1104 1168 0,65  7.79 1404 17.50 1,55  8.91 1103 20.76 0.5 2.5
: VECLI0) 10,92 144 13,18 1104 1771 124 700 110 ) 20,42 1.62 80
! TE21100 1127 0.4 212 110} 17.62  0.66 375 110! 20.85  0.54 3.0
' VE3 L0 1,20 0.63 6,50 ! 81! 18.26 023 125 ! 81 2099 0.7 .56
iCerebro '€ 1107 834 058 5.9 110} 1278 0.97 7.5 110} 10.70 0,45 4.2
Tevveeesnd ELE 1000 8,20 0,50 6.00 {10} 1246 0.68 545 {10! 10.5  0.62 5.90
Machura P E2 0 10F 8,32 030 .60 110 1267 0,44 347 110} 1076 152 4.
; VEILI0L 807 0,50 6.19 1 8! 13.02 029 222 ¢ 8! 10.75 2N 4.18
fumeenanen T RS fomm e e e CLLTTTRREIREEL R
SEspesor ! C $10% 570a 0,33 578 110} B8.55a 0.41 479 110! 9.26 0.4 4.75
' PELE10Y 5.30b 0,34 6.41 1100 8.34ab 073 875 1107 8.80 075 8.5
! VEZI 100 5.36 b 0,47 876 110¢ 7.93b 0,36 453 110} 9.2 045 4.9
: VE3I 10! S.00b 044 8.8 !t 8% B858a 0.2 2.5 81 9.05 0.5 5.83
Yemmenmnas B o e e fommmd oo
frmmanenns LT TSRS EIRIPPRES fommedamm e e fomsetmrmnr et
iCerehelo 1 € {101 5.41 0,37 6.63 110! 883 0.3 826 {10! 14.06b 0,33 .
Tveevvees EL G L0 547 0,36 6,58 10! 9.1 051 559 10! 13.86b 0.58 .
tAnchera L E2 1103 5,27 0,26 4.93 Y10} B.8B  0.37 416 110 ¢ 14.54b 0.28 .
; CEILICL OS24 054 10,30t 8 939 026 276 8% 16.4Ba 0,26 .

Valores sin literales indican que no existe diferencia estadistica.
Valores con literales diferentes indican diferencia signifirativa (P<0.09).

Cuadro 2. Al anallizar los pardmetros mor fométricos
encéfalicos solamenfe a los 20 dias de edad se‘identifico
una mayor anchura cerebelar en el grupo E3. Por otra
parte, solo al nacimiento y 10 dias de edad 1los dgrupos
control ¥y E3 tuvierén valores significativamente mayores en
el espesor cerebral respectivamente. A los 10 dias el
- grupo E2 mostré el menor valor en éste parametro (P<0.05).

X= Promedlio. D E= Desviacién estandar. C V= Coeficiente

de variacién.



ESTUDIQ HISTOLOGICO SENICUANTITATIVO. (ua)

CEREBELLO

EDAD {dias)

! 1 : 10 :

B TGl e LRI RO e e LSRR H

: 012 ! nei2 '
{OI0MA iBpo.d % ¢ DE i X o+ DE i
O
: T T 2.9 20,43 322,70 ¢ §.07 2674 4
i Superior | El | 23,95 a 6.24 26,05 1 32.50 a .17 23.90 @
! P E2 2295 a 5.53 24.09 1 25.83bc 5.8l 2,43
: ' E3 ! 20.83 a 4.60 2.08 !29.58ab 6.4 .77
dmenenes L IE T SR LRI T PRRREERES R LTI RERETE R !
! 10133 1.86 13.95 1 24.79b 4,39 17,66 ¢
! lateral ! EL} 22,37 ab 438 1957 ; 35.48 a 9.56 2%6.93 !
: PEZY 2507 a 5,28 20.81 1 3Wa2ad 7.9 2.0 4
! VE3 2125 7.18 33,78 133580 1310 33.09 !
1 1 [} 1 1
! PC 11229 238 19.3 + 25.33 ¢ 8.62 34,03 !
! Profunda | E{ ! 23.08 a 4.23 18.322 138,330 1251 32.63 4
! TE2 2.0 a 5.95 2,87 1345 1230 .00
! VR0 12.30 43.80 5L.66a  18.41 35.63 !
1] 1 i [} 1]

Literales distintas inditan diferencia significativa (P€0.03}.

C= Control El= Exposicidn desde el primer tercio de Ia gestacion.
E2= Expuestos a partir del segunde tertio gestacionmal.
E3= Exposicidn  solo el &ltiso tercio.

Cuadro 3. Al cuantificar el area de la capa germinal
externa al nacimiento y 10 dias de edad se encontrd que los
grupos experimentales mostraron los mayores valores debido

a un retraso en la migracién de 1las ceélulas granulares

(P<0.05). X= Promedio. D E= Desviacién estandar.

Coeficiente de variacién.

24 C




£

PARAMETROS SOMATOMETRICOS
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Grafica 1. Se muestran 1los cambios del peso corporal al
nacimiento 10_ y 20 dias postnatales, el grupo E3 reveld
el madximo valor en las tres edades estudiadas aunque solo en
reciénA nacidos se apreciaron dlferencias significativas

entre éste y 1los grupos control y E1 (P<0.05}.
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Grafica 2. Se analizd el tamafio de los productos control y
experimentales en las 3 diferentes edades. Al nacimiento

resultaron con el madximo valor los productos de las nadres
expuestas a partlr del Wltimo tercio gestacional, superior

a los.demas grupos experimentales y control (P<0.05).
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Grafica 3. Al nacimiento el grupo control presentéd el mayor
dlametro craneal , pero solo difirio estadlsticamente
del . grupo E1 (P<0.05). A 1los 10 y 20 dias de edad no
exlstid diferencia estadlstica entre los diferenfes animales

testigo y experimentales.
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Grafica 4. Permite apreciar 1las diferencias del peso
encefdlico de los grupos control y experimentalés expuestos
a Tolueno. Al nacimiento el control presentd el mayor
peso que no difirié de los grupos expuestos. A los 10 dias
postnatales el grupo El1 mostrd el mayor peso aunque no
difirid significativamente de 1los demds grupos. A los 20
dias de edad el grupo E2 obtuvd el mayor. valor con
diferencia significativa zrespecto a 1los  grupos control

y E3 (P<0.05).
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PARAMETROS ENCEFALICOS.
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Gcrafica 5. El peso del cerebro por separado de los grﬁpos
control y .experlmentales al nacimliento y 10 dias de edad no
difirié significativamente. Solamente a los 20 dias
postnatales el grupo El fué estadisticamente diferente al

grupo control y E3 (P<0.05).
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Grdfica 7. La mayor superficie de la capa molecular Yy

corteza cerebelar que se aprecid en todos los grupos

experimentales durante la vida postnatal probablemente se

debié a una mayor cantidad de prolongaciones celulares

axodendriticas. A 1los 20 dias de edad el grupo El difirid

estadisticamente (P<0.05).

24 J



DISCUSION.

En general se encontraron 2 tipos de trastornos; en
los pardmetros somatométricos y la maduracién del
cerebelo, aungque en ningun caso pueden conslderarse severos
como resultado de la exposicidén prenatal a Tolueno. Los
datos somatométricos de las crias al nacimiento en este
trabajo difirieron de 1los que 3e han reportado en otros
estudlos de exposicién prenatal a éter, cloroformo, thinner
0 aguarrds que provocaron disminucidén del tamafio y peso
corporal (3,8,19). '

En los pardmetros somatométricos analizados
resultaron mas afectados los animales que tuvieron un menor
tiempo total de exposicidén (2.3hr). Los pardmetros de
maduraclén cerebelar resultaron mds afectados en la progenie
de las ratas con mayor tlempo total de exposiclén (7 hr) ya
que estuvieron presentes hasta el dla 20 en que concluyd el
estudio,.sin embargo se observd una relacidn directa entre
el tiempo de exposiclén y la alteracidn en la organizaclén
celular al nacimliento, 10 y iO dlas postnatales.

El grupo que resultd mads afectado a través del estudio
fue'el de animales expuestos a partir del ultimo tefcio de
la gestacién, al nacimiento se produjo un 14 % de mortalidad
y en algunas crias se ldentificé formacién incompleta de 1la
columna vertebral, ademds de edema corporal_generalizado gue
provocd un mayor peso corporal y un mayor espesor de la capa

germinal externa.
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Las alteraclones anteriorés al parec;r tuvieron su
origen en la incapacidad de las madres en adaptarse a los
efectos de la exposiciédn al solvente, lo que no sucedid en
los qtros grupos experimentales. La presentacidén de edema
se ha descrito como uno de los efectos de 1la exposicién a
Tolueno, las crias que desarrollaron éste trastorno
mostraron un aspecto "regordete™ y mayor peso corporai al

nacimiento, el edema resulta al alterarse la presién de

ratorno del fluido intersticlal por un descenso en la

presidén oncoética intravascular (24). La formacién incompleta
de la columna vertebral provocd una sobre-extensidén de la
misma, que se reflejd en un mayor tamafio. Inferimos que este

trastorno musculoesquelético resultéd por 1la intoxicacién

mds severa que se produjo en este grupo no obstante que las

" madres fueron expuestas solamente durante un tlempo total de

2.3 hr, sin que sea posible explicar el mecanismo exacto.

El mayor espesor cerebral a los 10 dlas de edad podria
explicarse como una recuperacién de las crlas debido a los
efectos favorables de rehabllitacién . nutricional del
modelo establecido, ésto mismo se infiere para explicar la
mayor anchura cerebelar a 1los 20 dias de edad por la
maduracién mas tardla del cerebelo.

Debido a que de las 8 crias 1ﬁic1a1mente aslgnadas a
cada madre se redujeron a 6 y 4 al nacimiento y 10 dias de
edad respectivamente, se Indujo la recuperacién de las crias
al haber una mayor cantldad de leche materna disponible

(10).
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Asimismo, los productos gobrevivientes én éste grupo
revelaron un mayor tamaffo a los 20 _dias de edad,
posiblemente debido a un efecto compensatorio en el
desarrollo postnatal como resultado de la restricclén previa
de oxigeno y posiblemente de nutrientes (22).

Es poco probable que estos resultados puedan deberse a
errores en la selecclidn de las muestéas o por la variaciédn
resultante de 1la diferente edad de las madres utilizadas en
este estudlo.

El1 modelo experlimental utllizado en este trabajo es
comparable a las condiciones de 1nto#1cacion voluntaria
en humanos por 1los periodos cortos vy ‘frecuentes de
exposicidn hasta 1la presentacién de los primeros sintomas,
parecidos a los que se observaron en las ratas del presente
estudio, sin 1llegar a produclirse depresién profunda o
pérdida de la conciencia.

En otros estudios de exposiclidén de animales de
laboratorio a solventes se han'establecido_ condliclones de
exposicién parecidas a las que suceden por motivos
ocupaclionales, en éstos reportan los mismos sintomas
descritos en nuestros experimentos, a excepclién de sialorrea
que no observamos (3,7,20).

Por otra parte, el dispositivo de ventllacieén
mediante dos orifliclos laterales en la camara utilizada
evitéd que 1la exposicién a Tolueno alcanzara niveles de
intoxicacidén aguda y permitid la rdpida recuperacién de las

ratas, ésto mismo redujo el estrés resultante por 1la
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hipoxia en las madres, lo que permite descartar efectos
adversos atribuibles a é&ste factor, aparte de que 1la

Inhalacién misma del solvente provocd un estado de

relajamiento.

La lascitud observada al final de 1la. exposicién
posiblemente se debld a 1los efectos del Tolueno sobre la
concentracién de monoaminas y catécolaminas cerebrales (21),
ademds de 1las alteraciones en la neurotransmisioén al
afectarse 1la membrana sinaptica (3,5,20,21).

El grupo expuesto a partir . del segundo terclio de
gestacién presentd mayor peso del encéfalo Y cerebro
separado por el mismo estimulo de recuperacién antes
menclonado. Otros estudios también han reportado la
rehabllitacién de 1ndividuos afectados prenatalmente por
causas diversas cuando se crian bajo condiclones
nutricionales favorables (20,22).

Lo anterlior expllca la variaclén dellos resultados en
el-desarrollo postnatal deslgual entre cerebro y cerébelo,
como se observd en estos grupos experlimentales ya que el
Bltimo madura mas tardlamente.

El mayor espesor de la capa gérminal externa de todos
los tejidos experimentales refleJa 1la persistencia de una
mayor cantldad de células granulares. Esta se manifestd
mediante el estudio histolbgic§ micrométrico y se debiéd al
retardo en el desarrollo cerebelar, ya que normalmente dstas
células emplezan a migrar desde el dla 19 de vida prenatal,

estd reportado que el Tolueno provoca un trastorno en el
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metabolismo energético celular neuronal de los productos
(23).

El estudlo planimétrico a los 20 dias de edad
demostréd una mayor superficie de la capa molecular y corteza
cerebelar completa del grupo expuesto durante toda la
gestacion ésto puede explicarse por la elevada
vulnerabilidad del cerebelo a diversos solventes
(8,12,19,25) debido a gue se encuentra en fase de
neurogédnesis durante la etapa perinatal de la rata.

Por é&sta razén, cuando se altera el metabolismo
sistémico fetal de los productos la maduracioﬁ del cerebelo
tanbién se afecta notablemente, lo que sucede en menor grado
con el cerebro.

. Al parecer, el retardo en 1la maduracién cerebelar fue
la alteracldén mas importante, a pesar de 1los trastornos
metabélicos ocurridos en la vida prenatal como resultado de
la hipoxia, modificaclién de nutrientes en la sangre materna
y exposiclién a metabolitos secundarlios, debido al
desarrollo de mecanlismos de protecclén materno-fetales
orientados a reducir los efectos noclvos poi la presencia
sistémica del Tolueno.

' Con el método semicuantitativo utilizado fué posible
determinar con precisién las alteraciones en la maduracién
del cerebelo que no podrlan percibirse Iigualmente mediante

un estudio subjetivo.
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 CONCLUSIONES- .

1. Las ratas gestantes expuestas toda la gestacién
desarrollaron tolerancla parcial a los efectos del Tolueno
Y en menor grado las expuestas desde el segundo terclo.
Esta se manlfesté por las distintas alteraciones en las
progenies.

2. La exposiclién prenatal a Tolueno principalmente produjé
un retardo en la maduraclén del cerebelo cuya severidad
eatuvo dlrectamente relaclonada con el tlempo total de
exposiclén.

3. Al nacimiento y 10 dilas de edad no se manifestaron
alteraclones Ilmportantes en los pardmetros encefdllcos de
las diferentes crias experimentales.

4. En la progenle de madres expuestas toda 1la gestacioﬁ Yy
desde el segundo terclo no se observaron alteraciones
somatométricas a través del estudlo.

5. Al nacimlento la progenle expuésta el tltimo terclo de
la gestaclédn fué¢ 1la dGnlca gue presentd mortallidad,
formaclén incompleta de 1la coiumna vertebral y edenra
corporal. |

6. A los veinte dlas de edad se observé un mayor peso

encefdlico y del cerebro por separado en la progenle-

expuesta a partir del segundo terclo de 1la gestacidn

posiblemente como una respuesta de recuperacién.

30



7. En esta ‘mlama edad el grupo expuesto durante toda 1a
gestacién presentd la mayor superficie en 1la corteza
cerebelar, 4sto sugiere hiperinervacién por recpperacibn.

8. Los resultados obtenidos suglieren que el menor numero de
la camada en el modelo utlilizado Eacilitb la recuperaciédn
de los productos afectados.

9. Los métodos semicuantitativos udtilizados en este
.estudio permitieron identiflcar con 'pfecisIOn las
alteraclones provocadas por la exposlcién prenatal a
Tolueno.

10. E1 cerebelo mostrd vulnerabilidad a los efectos del
Tolueno, por 1o que se confirma que es un buen modelo para

estudlos de neurocltotoxicidad.
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