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};Z\z Maciheis o smvenidhso,
RESUMEN
Al final de la gestacidn se expusieron 10 ratas Sprague-Dawley
a la inhalacidn de é&ter o cloroformo en dos grupos de 5
respectivamente durante 5 dias consecu£ivos con el propdsito de
estudiar los efectos de estas substancias sobre el desarrollo
corporal y cerebelar de los productos, el grupo control consistid

de otras tres ratas que no inhalaron solventes. Al nacimiento, 24,

48 y 72 hrs. de edad se registrd el peso corporal, tamafio y
perlimetro cefdlico de los productos, una parte de estos se
perfundieron por vila intracardiaca en cada wuna de las etapas

descritas para la fijacidn y estudio histoldgico semicuantitativo

del cerebelo, después de la perfucsidn se practicb"qraneotomia, se

‘deshidratd el cerebelo en series crecientesAde etanol y se incluyt

en parafina para obtener cortes de 2 um de espesor que se tifieron
: s
con las técnicas de Kluver~Barrera y Hematoxilina-Eosina. En los
animales experimentales se encontraron c¢rias c¢on menor peso y
perimetro cefalico, el grupo prenatalmente expuesto a cloroformo
reveld los efectos mas severos y soclo en este se encontrd una
disminucidn del tamartioc .estadisticameﬁte significativa. Las
diferencias entre el grupoc control y experimentales se mantuvieron

a través del estudio. En ambos grupos experimentales se observaron

alteraciones en la citoarquitectura cerebelar indicativas de
retardo en la maduracidn, como retraso de la migracidbn de las
celulas de la capa germinal externa y desorganizaciédn de lacs

cdlulas de Purkinje, asi como disminucidn .de su ntmero normal en

tejidos‘ de animales experimentales. Los resultados obtenidos
demuestran la vulnerabilidad del cerebelo inmaduro al tter o
cloroformo, por lo que debe evitarse Ila exposicidn repetida de

madres gestantes o sujetos en desarrollo a estas substancias o a

sus andlogos. --



ALTERACIONES EiIl CEREBELG DE  PRODUCTOS DE RATAS EXFUESTAS A LA
INHALACION DE ETER O CLOROFORMO AL FINAL DE LA GESTACION. ESTUDIO

HISTOLOGICO SEMICUANTITATIVOQ.

INTRODUCCION
La anestesia general por inhalacidn fueé el primer método
anestésico descubierto, los anestésicos inhalados producen sus

‘efectos organicos en base a las leyes fundamentales de los gases,

el Sistema Nervioso Central (SNC) esta expuesto a la mayor
concentracidn de anestésicos debide a su gran vascularizacidn y a

la elevada solubilidad lipldica de estas substancias, esta

situacién permite el pasc de los anestésicos a travész de la barrera

hematoencefdlica en adultos (1-4).

L}

El  o&xido nitroso ¥y el &iter dietllico fueron los primero
anestésicos generales en cirugia en 1842 (1,7), el clorocformo es un
hidrocarburo halogenado clorado con mayor potencia anestésicas que

el eter (1,3-5.17).

Los anesteésicos inhalados experimentan {iransformaciones
gqulmicas durante su metabolismo, estas varian dependiendo de su
biodisponibilidad y estabilidad estructural 'gue a su vez se
relaciona con e} grado de ionizacidn, solubilidad lipldica y tamato
molecular. En general. la mayoria de los compuestos agulmicos sufren
biotransfaormacidn mediante oxidacidn. reducidn e hidrdlisis ¥
ademds atraviesan por una fase de sintesis organica mediante |a
adicion de grupos funcionales &l compuesto original, entre estos
estan e}l dcido glucordnico, glicina, sulfatos ¥ grupos metiios, de

esta maners se forman metabolitos secundarios Que se excretan
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respiracion (2,8,9).

El eter inhalado se degrada a bidxido de carbono y a otros
productos como &cido palmltico, estearico y oleico, asl como en
gliceridos con diferente nlamero de carbonos en su cadena,
)colesterol y diversos compuestos carbonados (etanol, Aacido acético
Yy acetaldehido). El cloroformo origina triclorometanol. este
metabolito se descompone en fosgenos que son desclorinizados o©
hidrolizados a didxido de carbono y 1iones <cloro para luego
eliminarse a través de la respiracidn y la orina (9).

El é&ter es Principalmente nefrotdxice (3-6,12,15), el

cloroformo provoca necrosis centrolobulillar en hlgado y ademas
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afecta al corazdbn, -en hembras gestantes pusde causar abortos
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espontdneos con disminucidn de 1
carcinogénico (1-6,17,18:.

LLa respuesta a la exposicidn de =olventes es altamente variable
entre los suietos afectados ¥ se bassa en la concentracidn,

acicnal o anestésica,

mn
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frecuencia y duracién de la exposicidn ocu

)

asi como del estado flsico y edad de les individuos, por lo que la

Nl

)

intensidad del dafio dependera de la asociacidn de entre estos dos

grupos de factores (12,15,17,18).

El ¢ter y el cloroformeo cruzan la barrera hematopiacentaria
debido a su bajo peso molecular vy a su elevada afinidad en sangre.
por lo que éfectan el desarrollo de los productos (11).
siéron con halotano

En estudios con ratas prefiad t
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gse encontr® disminucidn de la presidn arterial materns con acidosis
metabtlica e hiperglucemia, algn semejante sucede con el feto, 2n

el que ademds se presentz una vescdilatacidn que favorece iz

Ul



difusien de substancias.
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specialmente las liposolubles (13,114,186,
esto posiblemente tambien ocurre.con los agentes estudiados en este
trabajo.

En estudios_ sobre las alteraciones del metabolismo
transplacentarioc por efecto del ¢ter y cloroformo se encontrd
hfpoxia del producto y como consecuencia'resultan tranétornos del
mepabolismo energetiéo cerebral, se observd que existe una accidn
inhibitoria de estos compuestos sobre la actividad mitocondrial
neurocnal y el recambio sanguineo 'materno—fetal. Debido a que el
cerebelo de la rata se encuentra en una fase de aceleracidn de la
maduracién durante el bitimo tercio de la gestacibdn, las
alteraciones del metabolismo energetico del SNC por la exposicidn
prenatal a eéter o cloroforma afectan severaménte su degarrcllo

(11,13,14,24).

Se ha reportado que por»la accidn del halotano disminuyeﬁ lo§
niveles de GMPc en el cerebelo sin que se manifiesten cambios
estructurales a nivel de microscopia de luz, como consecuencia ce
producen transtornos en la actividad de las células de Purkinje,
las cuales son el principal centro de conexidn neuronal de las vias

]

motoras ascendentes 'y descendentes. Este gas disminuye la actividad

motora junto con una reduccidn del nivel de GMFec intracelular
(21,237,
En fa actualidad no existen suficientes estudios csobre

aiteraciones estructurales causados por é&ter vy cloroformo a nive!
cerebelar.
En varios trabajos se ha demostrado que el cerebelo tiene una

e
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pecial vulnerabilidad pre y postnatal! a numerosas substancia

como etanol, toluenc, barbitbUricos, mondxido de carbono, ¥y diversa

1)

clasec de anestésicos volatiles, esto debe a gue el cefebelo
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la del cerebro, ya que en la rats inicia su formacidn a partir del
dia 13 embrionario (13 E), las células de Purkinje se forman el dis
15 E e inician su migracién desde el dia 16 E hasta localizarse en
su posici®tn final, desde el dia 17 E al dia 3 postnatal (3 P) se

encuentran en una etapa de maduracién acelerada.

La capa germinal externa compuesta de <c¢élulas granulares
indiferenciadas se forma a partir del dia 17 E y su maduracidn
continua despues del nacimiento, estao se manifiesta por la
migracion de células granulares. Las células de Golgi aparecen
desde el dia 19 E mientras que las ce¢lulas estrelladas y en canasts
inician su diferenciaci®n despues desl dia 4 posnatal. De esta

manera el cerebelo termina su etapa de neurogénesis en el dia 2

postnatal y complets su maduracidn hasta el dia 30 (42-45),

En un estudio sobre los efectos de la exposicidn a barbituricos
enn la vids temprana se enconird que estog caucan disminucidn en e}
ntimero de céeélulas de Purkinje vy granuilsres (36), las primerss

tambien son altamente sensibles a los efectos del etanol en la-edad

m

postnatal inmediata, ya que por etTecto crdnico de este se produce
depoblacien, tambien s reduce el numerc de células granulares,

sobre todo en la poblacidn precursora presente 2n la capa germinz!

externa, en estes mismo estudic se determind gue el cerebela sufrid

una inhibicidn en su crecimiento mucho mas notable que s} cerebro
(277,

Exigien oilros agentces flgicor  » eculmicgs iradiclonales
tmetilmercuric, 2cido halniceo, cig-diciors diagmine pletinum, eto.
que afectzn esrecialmente & esitas oos estirpes, celuizres de iz
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corteza cerebelsz:r, tanto o £ ntmero como en su estiucturs. lo que
noc indica la gran vulnerabilidad del cerebeloc inmaduro a diversos
estimulos nocivos (30-40).

Actualmente el #ter y el <clorofermo ya casi no se usan en

anestesia, sin embargo por sus propiedades de solventes de lipidos
se emplean en la industria, por lo que existe una gran diversidad
de situaciones bajo las cuales se produce exposicibébn a estos

tédsico de rutina en

m

agentes, el &ter todavia =e usa comn ane
animales que se emplean para trabajos de investigacién, por lo gue

su utilizacién puede afectar los resultados gque se obtengan sobre

estudios de neurogénesis, particularmente si se exponen hembras

gestantes.

1

En el presente trabaio se estudid e d

i

fio estructural sobre el

f

cerebelo de ratas gestantes sometidas &a i& inhalacidn repetida de

¢ter o ciororformo, ya gue & pesar de qgque estos ya noc se usan como

snestesicos clinicos, existen oitros compuestos analogos, como los
¢teres halogenados; Enfiurano, Metoxiflurano, Isoflurano y
Fiurexeno que se sintetizaron en base & la estructura quimica
primarias del &ter vy sdn de uso frecuenie e&n anestesia clinica
humana vy de animales (8,217,

Asimismo el halntano, hidrocarburo halogenadc gque se emplies

ampliamente en anecstesia, guarda una gran semejanza estructural con

el cloroformo. Todas ecstas substanciasz voladtiles lipofilicas

descritas conservan las principales propiedades flsico-quimicas del

wn

dter vy =t clorecformo, solo gue atenuadas, por lo que su mecanismo
bdsico de accidn es parecide, al 1gual que los efectos =ecundarios,

aunque con diferente severidad.



For todas las razones seNaladas, el &dter y cloroformo se

seleccionaron para desarrollar un modelo e*perimental que
permitiera analizar los efectos de solventes organicos sobre la
integridad estructural y distribuciédn de las principales estirpes
celulares cerebelares de ratas recién nacidas. Los resultados
obtenidos nos permitir3n>inferir las consecuencias de la exposicibn

repetida médica o laboral a Jlos compuestos estudiados o a sus

andlogos 'de mds reciente sintesis.



FLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El &ter y el cloroformo son substancias volatiles solventes de
l1pidos que en la actualidad ya no se utilizan como anestésicos
clinicos, a partir de ellos han surgido nuevos agentes inhalatorios
de usoc comun en la <clinica humana y veterinaria que conservan las
principales propiedades de los originales, entre estas estan la de
atravesar la barrers hematoplacentaria, por lo que ejercen su
accidn v éfectos,sbbre los productos. Dado que el cerebelo madura
mas tardlamente en .comparacibn con el cerebre. su vulnerabilidad

tnatal inmedi

Fa
i

durante el el final de la gestaci&n v la vids pos ER
es mucho mayor, por o gue posiblemente 1a exposicidn materna =z
vapores de estos anestésicos  éen la WGltima etspa de gestaciin
ccasione darios en el SNC, pspecialmente en cerebelo, mismos que

i

afectan el desarrollo postnatal del individuo. Debido a los escaso

estudios estructurales acerca de los efectos de eslos agentes sobre

13}

el cerebelo de los productos, es necesario realizar un andlisi

1]

semicuantitative de la citoarguitectura cerebelar de aniamale

n:

nacidos de madres expuestas durante el titimoc tercio de

gestacidn.
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o cloroformo afecta el
Vitima etapa de gestacidn,

en la citoarguitecturs de

nivel de microscopia de luz.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios histolbgicos que se producen en cerebelo

de productos de ratas expuestas repetidamente a e&ter o cloroformc

al término de la gestacibdn.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Kealizar un estudioc descriptive y semicuantitativo de iz
apariencia y distribucién de las principales estirpes celulares
presentes en cerebelo de animales recién nacidos, y a las 24, 4& ¥y

72 horas de vida postnatal, mediante técnicas «citoqulimicas

especificas para mneuronas y neuroglia.

2. Analizar los principales pardmetrosz wmorfoméiricos de

animales control! y expsrimentales.



MATERIAL Y METODOE

Para el presente estudio se

adultas de la cepa Sprague-Dawley del

entre 250 y 300 g. El grupo control

grupos experimentales con 5 animales cada

expuestos al e&ter y cloroformo

se criaron bajo condiciones normales de

12 h tuz, 12 h woscuridad

1]
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M

circadianos
Chow-purina y agua "ad libitum".
Mediante citologia exfoliativa wvaginal
ce dejaron tres hembras con un macho durante
determinar el dla uno

sigulente

identificacidn de espermatozoides en el

Todas las hembras s mantuvieron bajo
durante la gestacidn, del dia 17 &l z21 se

los solventes orgdnicos durantie 10

mini. en la tarde, para [ cual se empled
vidrio de 30 cm. de ancho, 40 cm. de largo
contaba con .un dispesitive para regular

interior se colocaron algodones
uno de anestésicos por

ratas
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de

i

pue

mantuvieron &n  un estado de

regulacidn de la ventilacidn. E! grupo

manejo en la cimara experimental

vapores anestésicos.

utilizaron 13

segundo

respectivamente,

gestacianal

exudado vaginal

min. en

cocmplietaments

prenadas, las
anestesia
control

perc sin  la

ratas hembras

parto con un peso

se formé de 3 ratas y los dos

uno, mismos que fueron

todas las hembras
bioterio con ciclos

y se alimentaron con

se detectd el estro ¥y

una noche, para el dis

mediante la

ias mismas condiciones
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o

ealizd la expo

la manfana y otros 10

una camara hermética de

25 ¢cm. de altura, que

la ventilacidn, en su

impregnados con cadza

separado e inmediatamente

cuales se
superficial mediante
recibid el mismo

exposicidbn a los
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1 procedimliento descrito = repitie en un totazl de 10
ocasiones, posteriormente, al! momento del! nacimiento se registraron
los datos de peso corporal, longitud craneo-caudal y perlimetro
cefadlico de todos los animales neonatos pertenecientes a los grupos
control y experimentales.

De cada uno de los grupas se seleccicnaron productos al azar a
las 24, 48 y 72 horas de vida postnatal y se registraron los
parametros morfométricos, del grupo g¢ter se sacrificaron 10
productos en cada etapa, del grupo cloroformo 5 a las 24 vy 48 h, vy
6 para ia etapa de 72 h ({(debido al bajo nlmero de nacidos vivocs),
del grupo control se sacrificaron €& productos para cada edad

mediante perfusidn intracardiaca (26 para luego obtener el

encédfalo completc.

Todos los animales recién nacidos se anestesiaron
profundamente con éter inmediatamentsa antes de iniciar lz
perfusidn, paré ia cual se praéticb toracotomia y se introdujo uns
aguja biselada <calibre 23 corta en el ventriculo izquierdo,
simultaneamente se cortd la aurlicula derecha y se hizo pasar una
csolucidn lavadora inicial de Ringer-Krebs con procaina (O.1%) v
heparina (O.G%)‘con ph de 7.3 vy 283 mosm/L. durante 4 wmin., seguida

= Qs

de una solucidn fijadora de glutaraldehido al 2.5 % y formaldehido

0.1 M con ph 7.2 v 584 mosm/L

u

fato

n

al 1 % amortiguados en fo
durante 7 a & min.. La perfusién se realizd bajo una presidn de 130

C.

in

cm. de agua y a una temperatura de 37 grade

.
e extra

"

~
fay

Ai final de la perfusién se practicd craneotomia y

s

el encé¢falo completo, que se postfijd por inmersidn durante dos
horas en la misma solucidn fijadora = 4 grados C, despues se lavh

g amortiguador de fosfatos 0.1 M en tres cambiocs de 15 min.



Todos los cerebelos sin cerebro y tallo cerebral se cortaron
en sentido medio sagital a nivel del vermis y los dés hemisferios
se deshidrataron en etanol-xilol para luego incluirse en parafina y
realizar cortes de 2 um de espesor en un microtomo American Optical
SL-20. La mitad de los 'cortes correspondientes a cada hemisferio,
se tineron alternadamente con la técnica de Kluver-Barrera para la
identificacién de neuronas (28) N la otra mitad con

hematoxilina-easina para observar neurconas y células gliales.

Despues de tefiir los cortes se montaron en portaobjetos para
su observacidn microscbpica.

Se realizd un andlisis semicuantitative de las principales

estirpecs neuronales del cerebelo mediante observacion directa de
las preparaciones en un microscopio de luz Wild & baia
amplificaci&n ¥ COT la ayuda de micrdmetro se hicieron
cuantificaciones sobre la capa_vgerminal externa Yy la linea de

células de Purkinje.

Mediante determinaciones en 10 Campos micrcocescdpicos

N

celeccionados completamente al azar d ias zonas inferior, media v

W

uperior de las folias cerebelosas, se cuantificd el espesor de la
capa germinal externa, siguiendos lIs direccidn de la iinea de
células de Furkinje se hicieron 7 cuantificaciones sobre distintas
circunvoluciones de las folias en cada unas de tres preparacicnes

provenientes de distintos animales de! mismo grupo.

Todos las datos obtenidos se procesaron mediante un andlisis

niveles de significanci

o]
[
U]
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w

de varianclia simple para identificar

0y



RESULTADOS

El ntimero promedio de crias nacidas por madre fu& de 10 en el
grupo control y ligeramente menor en los grupos experimentales, sin
que hubiera diferencias estadlsticamente significativas entre estos
grupos.

ANALISIS DE LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS

El pesc corporal promedio de todos los productos de madres
expuestas a los solventes resultd menor gue el de los controles,
las crias mas pequeffas <se encontrarcon en el grupo prenatalmente
expuesto a cloroformo cuya diferencia fud significativa a una P <
0.05 y se mantuvo - hasta las 72 h en que finalizd el estudio
(Grafica 1). El perimetro cefalico de los animales experimentales
igualmente fud® menor a través del estudio y tambi&n solo resultd
significativa a una P < 0.05 la diferencia de la progenie del grupo
expuesto a cloroformo (Grafica 2). Cuando se analizd el tamafio de
los prodﬁctos solamente se encontrd una disminucidn significativa

en el grupo proveniente de madres expuestas a clorofeormo (Grafica

3.
ESTUDIO HISTOLOGICO
En el estud}o del vermis cerebelar de c¢rias control vy
experimentales que fueron sacrificadas mediante perfusidn
intracardiaca a las 24, 48 y 72 h de vida postnétal, se apreciaron

diferencias estructurales bastante notables, particularmente en el
espesor de la capa germinal externa y densidad de la poblacibn

celular presente en esta, asi  como en la citoarquitectura y numero



de la poblacitn de las células de Furkinije.

Dezpues de 'rea]izar ‘10 cuantificaciones en distihtas areas
seleccionadas al azar de 3 laminillas diferentes pertenecientes a
cada uno de los grupos experimentales y el control, se distinguid
claramente la capa germinal externa que se tifnd densamente con las
técnicas utilizadas (hematoxilina-eosina y Kluver-Barrera), esta
reveld un espesor mayor en los dos grupos experimentales, aungue no
significativamente diferente al de las controles (Cuadro 1), en

zlgunas preparaciones ze observd una notable irregularidad en el

8]

folias (Fig. ) mientras que

m

espesor de esta capa & través de la
en otros tejidos se aprecid una aparente reduccidn en el nlimero de

células granulares distribuidas en todo el espesor de la zonsz

germninai, esto sucedid en casos aislados (Figs. 5 vy &), ¢

emicuantiftative de la pobiacidn de cdiiilas de

En i andlisig

mn

Furkinje se encontré¢ una disminucidn significativa en su nlmera en
fos dos grupos»experimentales a traveés del estudic, particularmente
en los animailies expuestos a cicorofarmo {(Cuadraoa 2Y, tambien se
cbserve un desarreglo en la s&alineacién de esta estirpe, ya que en

no estaban dispuestas en una monocapsa

5}

algunas folias las cdlula

,-
o
[
n

o]
el
<

.

Las dem&s aress cerebhelares; substancia blancsa Y nuclec
cerebeiar profundo, no revelaron alteraciones aparentes (Figs. 11 ¥

istinguieron claramente los

Q.
M
s}
th
Cr
o)
4
ot
[41])
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123, en la mayeris

nuclecs de las células zlisles decprovistas de citoplasma, asi como

‘MUMErvsSos somas neuronasles de formas diversas y apariencia norma).

En algunas células de Purkinie se pudo distinguir el inicio de su

)

arborizacien dendritica provectada hacia la superficie de la foliz



(Fig. 7), con la tecnica de Kluver-Barrera solo se observaron las
neuronas con el citoplasma tefiido de azul, al igual que el nucleo,

solo que este con mayor intensidad.

Invariablemente el cerebelo de las crias de madres expuestas

al &ter o cloroformo presentd trastornos, tanto en la velocidad de

maduracidn, evidente por la migracidén retardada de células
granulares externas. como en su citoarquitectura, también se
observaron alteraciognes en el desarrollo de las délulas de
Purkinje, ya que estas aparecieron cCon  un menor grado de
diferenciacidn comparads con las de los cortes control.



ESPESOR DE LA CAFPA GERMINAL EXTERNA DEL CEREBELO (um)
- EDAD (hrs)

! Z24 I 43 i 72 ‘
j X DS CvV % i X DS CV % o X DS cv % |
CONTROL 13.80 + 2.97 22.0 13.25 + 2.47 18.6 12.75 + 2.08 16.3

ETER ! 15.75 + 3.24 11.5 !
CLORQOFORMO ! !

* Valores estadisticaments significativos. P <'0.05 _ |

Cuadro 1. Muestra las difefencias dél espésor (um)> de la capa
germinal externa cerebelar que no fueron significativas (P < 0;05)
entre los grupos expérimentales y el control en.las distintas
etapas de estudio. X = media aritmética, D5 = desviacidn estandar,

CV = coeficiente de variaciodn.
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Gr&afica 1. Presenta los cambios en el peso corporal de los
productos desde el nacimiento hasta las 72 hrs. Las crlas expuestas
a cloroformo revelaron los wvalores inferiores, que resultaron

significativos a una P < 0.05 (%).
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Grafica 2. Permite apreciar las diferencias +en el perlmetro
cefalico que resultaron significativas (P < 0.05 *) solo en el
grupo o expuesto a cloroformo a partir 'del nacimiento, efectos

menos severos se observaron en el grupo éter.
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Grafica 3. Se analizd la longitud craneo-caudal de todos los
productos control vy experimentales, solo se encontraron diferencias
significativas en el grupo prenatalmente expuesto a cloroformo a

través del estudic a una P < 0.05 (%),
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FIGURA No. 1. Fotomicrografia que muestra un corte del vermis
cerebelar de una rata contro)l de 24 hrs, de vida, se observa la
capa geiwmiaal e#terna ( w——t ), linea de células de Purkinje en la
que estdn presentes algunas células granularés que emigraron ( N
), la substancia blanca ( € ) vy el nicleo cerebglar ( . ), K-B

218 X.

FIGURA No. 2. Se muestfa una seccién del cerebelo de un animal
de 24 hrs. de edad expuesto a e&ter, se aprecia la capa germinal
externa con un espesor irregular ( wmmp. ), también se distingue la
linea descontinua de celulas de Purkinje ( Z ), substancia blanca
( ©@ )y el nucleo cerebelar ( @ ) todas estas estructuras estan

menos diferenciadas que en la figura 1, K-B 218 X

FIGURA No. 3. Fotomicrografia de un corte cerebelar de una
rata de 24 hrs. de wvida prenatalmente expuesta a cloroformo, se
distingue la capa germinal externa ( == ), 6 una irregular banda de
celulas de .Purkinje ( ' ), la materia blanca ( € ) y el nucleo

cerebelar ( @ ) ,K-B 218 X

FIGURA No. 4. Fotomicrografia a mediana amplificacidn de un
corte de cerebelo de animales control de 24 hrs. de vida en que se
muestran algunas células de la capa germinal externa en migracidn (
s ) . &S] como la ordenacién incipiente de celulas de Purkinje (

W ) y zona medular ( @ ), K-B 830 X

FIGURA No. 5. Corte de dos segmentos de folias de animales de
24 hrs. de vida expuestos a é&ter con una menor densidad celular en
la capa germinal externa ( - ) celulas de Purkin‘je poco

diferenciadas ( y y zona medular ( € ), K-B 830 X .



~

FIGURA No. 6. Fotomicrografia correspondiente a una re:gibn de
la corteza cerebelosa de un animal de 24 hrs. de vida prenatalmente
¢xpuesto a cloroformo en 1la que aparece la ‘banda de células de
Purkinje poco diferenciada ( f« ) vy la capa germinal externa con
menor densidad celular y células en etapa de migrgcibn ( g ), K-B

830 X

FIGURA No. 7. Fotomicrografia a mayor amplificacidn de la
parte profunda de una folia de animales control a las 72 hrs. de
vida. Las células de Purkinje se distinguen en una monocapa ( |
), también se aprecian célulasv de la capa proliferativa.t’( g ),
ctlulas granulares en migracidén ( — ) y substancia blanca ( o ),

K-B 850 X.

FIGURA No. 8. Corte de cerebelo de un animal de 48 hrs. del
grupoc expuesto a &ter en el que se observan escasas células de
Purkinje ( |, 1 ),la capa germinal externa con amplio espesor ( g

) ¥y escasas cdlulas granulares{—), K—B 850 X,

FIGURA No. 9. Parte inferior de la curvatura de una folia
cerebelar de ratas de 72  hrsgs. de vida expuestas a cloroeformo
durante la vida pr;enatal, en la que se aprecia una distribucién
anormal de las cdlulas de Purkinje ( X >, asi como la capa
germinal externa de limites irregulares ( g ) y algunas ce&lulas

granulares junto a las de Purkinje ( — ), K-B 850 X.



FIGURA No. 10. Corte del! vermis cerebelar de animales control
en el que se observa el nticleo cerebelar(:@ .)materia blanca Q.
), wiiulas de Purkinje ( & ) y capa germinal externa ( wpm), K-B

220 X.

FIGURA No. 11. Cerebelo de animales de 72 hrs. de vida del
grupo expuesto a &ter en el gue se aprecia la zona medular ( o )
nucleo cerebelar. ('{'_{;._' ), células de purkinje ( A > y capa

germinal externa ( == ), K-B 220 X.

FIGURA No. 12. Fotomicrografia a baja amplificacidbn de
cerebelo de crias de 72  hrs. de vida en la que se distingue la
falta de uniformidad del cerebelo en general . Zona medular ¢ (]

), nlcleo cerebelar (.) ,cuarto ventriculo ( = ), K-B 220 X.
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DiSCUSTON

La exposicidn crénica de ratas a &ter o cloroformo al final de

la gestacidn no afectd significativamente 1la prolificidad de las
madres, probablemente depido al desarrollo fetal avanzado cuando
ocurrid esta, o queA evitéd . la presentacidn de reabsorciones o
abortos.

En un estudio con ratas prefiadas se demostrd que la anestesia

profunda con halotano al 0.4% .afectd el sistema cardiovascular de
lz2 madre v el desarrollo prenatal del teto por disminucidn hasta
del 50%  en la presibn arterisal csanguinea materna que provocsz
hipotensidn, con reduccidn del aporte sanguinec al Utero, ]a‘
restriccidn resultante del aporte transplacentario de aminoicidos,
glucosa y oxtgeno ¥y la acumulacidn tisular de hidxido de carbong
resultante del catabolismo fetal, por lo gue se produce unsa

desnutricibn con hipoxia y acidosis fetal que provoca retardo de!
crecimiento intrauterino (13-15).

El cerebelo es pafticularmente vulnerablé a la deprivacidn de
nutrientes debide a gue se encuentra en fase de neurogénecis
durante la etapa perinatal de la ratz, por 1o gue cuando se altersa
el metabolismo sistémico fetal Ja maduracidn de este drgano también

se afecta notablemente., lo gue no sucede con el cerebro (37,41,

En otros expverimentos en que se aplicd anestesia con halotano

al 2%, se redujo en un 58% la relacidn sangrefgiucosa‘cerebro en e\
feto, el estado energético disminuido del cerebro alcanza niveles=s
criticos cercanos a la deplecidn completa de fosfocreatina,

disminucidn en el contenido de ATP de 43% y aumento praoporcional en
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bradicardia fetajles que agudizan 1z incapacidad del cerebro parsa

mantener sus funciones normales (13,20).

Se han descrito algunos transtornos vasculares generales por
la anestesia con cloroformo en hembras prefiadas, como bradicardia e
hipotensién con consecuencias sobre el metabolismo del SNC fetal
seme jantes a las que se producen por halotano (17).

Al final Qe -la gestacidn el feto tiene grandes demandas
fisioldgicas, la dependencia del metabolismo oxidativo aerdbbico en
ia rata aumenta en la etapa perinatal y coincide con el incremento
en la capacidad glucolltica -despues del nacimiento, comao sSe
demostrd en cerebros de animales provenientes de ambas etapas que
mostraron un aumento en la concentracidn de los intermediarios dei

ciclo del acido cltrico y glucdlisis (14),

Estas alteraciones metabdlicas indican maduracidn de los
sistemas enzimdticos cerebrales que intervienen en la produccibn de

para el mantenimiento de la proliferacidn celular

v

energia necesari

1]

y aumentoc de volumen de los tejidos en desarrollo,. estas
modificaciones sugieren una importante participacidn mitoéondrial \%
un mayor acarreo de electrones en lza cadena respiratoria, por 1o
que se producen mas moleculas de ATP a través de la fosfaorilacidn

oxidativa (14,16,

For 1l¢ anterior, para que el feto incremente su capacidad de

utilizar el aoxlgeno molecular es nescesario gue suceda un aumento

-+

importante del ntmero de mitocondrias presentes en la matric
citoplasmica celular.
La hipoxia fetal reduce el metablismo energético celular, como
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considerablemente, ocasitonando retraso en el desarrollo de )
producto. En animales adultos se mantiene esta dependencia del

C

f

rcbre a los niveles adecuados de oxlgeno, ya que-se sabe que
cuando las concentraciones de este elemento disminuyen se produce

pé¢rdida de la conciencia.

En este estﬁdid, las poblaciones celulares del cerebelo que
resultaron mas dafiladas fueron las cédlulas granulares y de Purkinje,
esto posiblemente se debid a que las primeras son las mids numerosas
en el cerebelo y las gque mds tardlamente maduran, mientras que las
céluias de Purkinje presentan una- mayor sensibilidad =a los
estimulos flsicos o qulmicos debide a su gran capacidad funcional
que tiene origen en sus numerosas conexiones interneurales, tal
como se ha evidenciado en otros +trabajos, en los gue =e pusc de
manifiesto gque estas células <=on particuilarmente vulnerables

durante ciertas etapas de su desarrollo (37).

En condiciones normaies en la rata, al nacimiento solo algunas
c&lulas granulares han emigrado desde la zona germinal externa para
formar la capa granular interna y este evento continua hasta el dia

21 postnatal.

Las ctlulas de Purkinje en los animales reci®#n nacidos se
encuentran distribuidas irregularmente entre la capa molecular y is&
substancia blanca, entremezcladas con células granulares (Fig. 11,
a los tres o cuatro dias de wvida postnatal se empiezan a arreglar
en una monocapa (42-44), esto no sucedidé en los tejidos de los
animales experimentales de este estudio ya que se observd unza
aparente desorganizacidn de estas c&lulas, lo que indica un retardno

en &l desarrollc ocerebelar (Fig

m
[y

. i2:, ademas la capa germina!

>
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de cejlulas que no habian iniciado su migracidn (Figs. 5 y 6).

A las 72 h de edad en las crias experimentales las células
de Purkinje se encontraron bastante desorganizadas (Figs.8 y 89), se
tienen reportes de que el desarrollo de estas células esta
sincronizado con la maduracidn de las microneuronas cerebelares,
por lo gque cuando se alteran se afectaﬁ también(}as otras estirpes
interconectadas, por lo gque resultan transtornos complejos de las

funciones cerebelares (45),

Entre las principales poblaciones cerebelares estan las

ceélulas granulares, estrelladas. en canasta, de Golgi y del nidcleo

cerebelar profundo, el retardo en lz2 maduracidn del cerebeln
desencadena alteraciones de la funcionaiidad especlfica de estas
neuronas ,por 1o gque s posible suponer que los dafios funcionales
son mas graves de los que se Oobservan en el estudic
histopatoldgico, posiblemente Jlas  manifestaciones mds notables
correspondan a la actividad locomotora de la gque el cerebelo 25

regulador.

El cerebelo recibe numerosas aferencias del cerebro y meduls
espinal por medio de las fibras musgcsas y trepadoras las cualec

lizan el contacto interneuronal a nivel de la corteza cerebelar.

W

re
Las ce&lulas de Purkinje hacen sindpsis con estas fibras y con las
demés neuronas cerebelares, v por medio del c¢ilindroeije se
comunican con el niucleo cerebelar profundc o el nﬁcleo vestibular
Jateral en donde <se establecen sindpsis para las eferencias del

cerebelo (46).
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excitatorias con las fibras musgosas Y neuronas cerebelares por
medio de fibras paralelas y dendritas. La corteza cerebelosa posee
la misha constituciédn cdlular en toda su extensidn y su funcidn

depende del origen de sus aferencias y el destino de las

eferencias.

Las funciones cerebelares se resumen en la coordinacién de los
grupos de musculos voluntarios y semivoluntarios que participan en

movimientos simples o complicados como caminar, sentarse, correr,

etc. y ademds en el equilibrio, ror o que las consecuencias
patolégicas que se pueden praovocar por la alteracidn en la
interaccidn neuronal del cerebelo son; hipotonia, astenia,
asinérgis, dismetria, ataxia y adiadoquinesis, entre los

principaies transtornos (4G).

En base a la informacidn previamente descrita ez posgsible
entender la vulnerabilidad del cerebelo en desarrollo a distintos
agentes nocivos , ya que por la complejidad en su organizacidn
neuronal las alteraciones sobre una poblacidn c&lular provocan

numerosos efectos secundarias.

Entre algunos de los agentes qulmicos que tienen una
estructura molecular andloga a la del dter y cloroforme v que por
lc tanto son potencialmente capaces de provocar danose semejantes se

encuentran :

Eteres no Halogenados; metllico propllico (Metopril?,
isopropilico met!lico, divinllico (Viniteno), metililico =tllico,
etllico N-propilico ¥ etllicc vinllico (Vinimar ).



Eteres Ciclicos; ciciomet!lico (Ciprome), «cicloetllico
(Cipreth) y cicluprop!lico.

Hidrocarburos Halogenados; halotano, tricloroetileno, cloruro
etilico, halopropano y norflurano.

Hidrocarburos Clclicos: ciclopropano y ciclobutano.

Hidrocarburos AlifAticos; etileno (Amileno), metano (Pentane)

¥ acetileno (Crotonileno) (4-7).

La exposicidn a estos agentes inhalantes puede suceder de
diversas formas ya gue alguncs son  anestésicos de uso comln tanto
en ia clinica humana como veterinaria, por lo que existe contacto
can pacientes y personal meédico, otros vya no se usan para este

propdsito por sus efectos secundarios adversos y caracterlsticas

tlsicas de flamabilidad, explosividad, etc., sin embargo por su
propiedad de solventes lipldicos se emplean ampliamente =2n la
industria y en laboratorios qulmicos, por lo que sucede una

exposicidn laboral.

En los tejidos experimentales examinados se observd una
reduccidn de la cantidad normal de c&lulas de Purkinje y granulares
(Grafica 5), esta depoblacidn posiblemente se debid al efecto
neurocitotdxico del dter y cloroformo sobre estas poblaciones
celulares indiferenciadas, se sabe que los agentes liposolubles
difunden libremente a través de la placenta, por lo que alcanzan la
circulacién sistémica fetal y dafian el SNC debido a que todavia no
se forma la barrera hematoencefdlica en los procdi::*os, la formacidn
de esta se completa aproximadamente hasta Ala tercera semana

postnatal en [a rata (45).

Por la exposicidn crénica que se provocd en e} presentsa



estudio se alterd la ontogenia normal del SNC fetal y la integridad
celular, ya gque en algunos cortes de animales de las primeras horas
de nacidos se observaron neuronas necrdticas gue posteriormente
desaparecieron, esto se hizo evidente en el analisis

semicuantitativo.

El cloroformo provocd alteracicnes mads severas que el &ter

posiblemente debido a que tiene wun efecto mads marcado sobre el

sistema cardiovascular, causa depresidn del miocardio y afecta al
centro nervioso vasomotor por o que resulta hipotensidn con la
consecuente disminucidn de la concentracién normal de nutrientes y

oxtlgeno (1-67.

En otros trabajos sobre la exposicidn del cerebelo inmaduro al
2tanocl, barbitdéricos . mondxido de carbono y otros agentes
qulmicos, se han descrito alteraciones que van desde procesos
degenerativos célulares reversibles y trastornos en la funcidn
enzimdtica, hasta necrosis., principalmente en la poblacidn celular
granular y de Purkinje (30-40).

En el cerebelo de ratas recién nacidas de madres expuestas a
etanol se encontrd una reduccidn en el nimero de estas estirpes,
sin que las demés‘células presentaran cambios morfoldgicos, despues
de una rehabilitacidn nutricional de dos meses, las células

remanentes se reorganizaron de tal forma que su distribucidn fu2

semejante a la de los controles (37).

En general, - nuestros resultados estdn de acuerdo con los

reportados por otros autores en estudios semejantes, en los gue

]

tamixisn resulftaron arfectadas ia

w

u

dos poblaciones neuronales

i

descritas con transtornos comparables (30-40) vy que confirman la



mavor vulnerabilidad del cerebelo de animales en desarrollo =
factores adversos, comparado con otras estructuras del SNC, ya que
en otro estudio con éter y cloroformo bajo las mismas
circunstancias no se apreciaron anormalidades en la corteza

cerebral de los productos (41),

En base a la natur&leza de las lesiones cerebelares
observadas en este trabajo, ' que consistieron sobre todo en
alteraciones de la citoarquitectura y disminucidn de la poblacibn
celular, se puede inferir la posibilidad de una rehabilitacidn

postanatal tardia, consistente en una reorganizacién celular del

cerebelo, sin que se recuperen lags cdlulas perdidas.

Hasta 1a fecha se han realizado pocos estudios fisioldgicos
en sujetos afectados durante el desarrollo de] cercsbelo pars
analizar las consecuencias funcionalesz resultantes, sin embargo es
posible inferir que las funciones de equilibrio resultan de las mas

severamente afectadas en individuoces adultos.

Los datos obtenidos en el presente estudio demuestran la
mayor vulnerabilidad del cerebelo inmaduro a Jos factores
extrinsecos nocivos aungue no es posible calcular la severidad de
los efectos secundarios,. también se pudo confirmar la  mayor
severidad del cloroformo, a pesar de que las lesiones gue proveocd
no fueron graves, sin embargo debe evitarse el contacto prolongado
de madres gestantes con solventes orgdnicos, ya que 3 pesar del

reducido tiempo total de exposicidn - en este estudio se produjercon

datios cerebelares y otras alteracicnes cecrporales.



CONCLUSIGNES

1.~ La exposicién crdnica a cloroformo durante el Ultimo
tercio de la gestacidn produjo retardo en el desarrollo corporal vy

alteraciones cerebelares en los productos

2.- Los transtornos corporales y del cerebelo de la progenie

prenatalmente expuesta a é&ter fueron de menor severidad.

3. Entre las alteraciones ma&s importantes ‘del cerebelo de
ambos grupos experimentales se observd un retraso en la migracidn
de celulas granulares presentes en la capa germinal externa y
desorganizacién de las c«elulas de Furkinje, asl como disminucidn

del n@mero normal de estas dos estirpes.
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