Inhalacidon de disolventes industriales

Efecto de la inhalacién crénica de tiner sobre el higado
de rata y la fraccién mitocondrial aislada.
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Resumen

La inhalacién de disolventes industriales es uno de los
problemas de salud mds importantes tanto en medicina del
trabajo, como en la esfera de 1a farmacodependencia cuando
estas substancias son inhaladas involuntaria o voluntaria-
mente. La inhalacién voluntaria ha crecido alarmantemente
en las ultimas décadas, convirtiéndola en un objeto de estudio
de importancia primaria, tanto por sus origenes como por su
magnitud. Los estudios pioneros de Costero y Barroso' entre
otros dan una idea de Ia magnitud de algunos de los efectos,
que tiene esta farmacodependencia. Este trabajo se enfoca al
estudio del efecto de la inhalacién de tiner por periodos
prolongados tiene sobre la morfologia y 1a funcidn del higado
de la rata y la fracciéon mitocondrial aislada de ese érgano.
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Summary

Industrial solvent inhalation has becomed one of the most
important health problems worldwide. Workers frequently
are expossed to the vapours of these type of compounds but
perhaps the most important problem related with the indus-
trial solvents is the voluntary inhalation, that, under certain
conditions and according to the WHO becomes a pharmaco-
dependency or a drug-addiction. In the last few decades this
drug addiction has grown to impresive figures, this is an
indication that the problem has to be studied, in order to gain
insight on the possible mechanism, towhich these compounds
affect the organism and the physiology of individuals with
this health problem. The pioneer studies of Costero and
Barroso among others, pointed out on the extent of the effects
of this drug addiction. Ourwork is focussed on the effects that
long term thinner inhalation induces on the liver and on the
subcellular mitochondrial fraction of rats.
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Introduccion

La exposicion a disolventes industriales volatiles tiene dos
caracteristicas: la involuntariay la voluntaria. El primer caso
se maneja en la esfera de 1a medicina del trabajo, mientras que
el segundo no tiene un territorio definido ya que puede ser
manejado por diferentes areas de la esfera médico-legal, dela
sociologia y la legal. Esto uiltimo debido a que el grupo de
poblacion en la que tiene mayor incidencia la inhalacion
voluntaria de los disolventes industriales volatiles, va desde
los 5 0 6 aiflos hasta los 18-21 affos de edad?, este grupo
denominado como “‘menores’’ (respecto a la ley), lo cual
dificulta seriamente las definiciones y la aplicacién de las
leyes civiles y penales creadas principalmente para los cinda-
danos con plenos derechos y deberes constitucionales.

La definicién de droga de la OMS? es toda substancia
quimica que introducida voluntariamente en el organismo de
un sujeto, poseé la propiedad de modificar las condiciones
fisicas y/o quimicas del organismo. La definicién de firmaco
es mas amplia, refiriéndose a aquellos compuestos que se
utilizan siempre en beneficio del individuo.
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La dependencia se define: como “°el impulso irreprimible
de continuar administrandose la droga o farmaco en una
forma periddica o continua’*?, para poder experimentar repe-
tidamente los efectos fisicos y/o psiquicos que esa substancia
produce. Asi, el fenémeno de “‘escalamiento’’ en la depen~
dencia es el fenémeno de que, con objeto de continuar
experimentando, con la misma intensidad, los efectos que la
substancia produce en el Area fisica y/o psiquica, se aumenta
la dosis como consecuencia de un proceso de tolerancia o
resistencia del individuo hacia el fairmaco o droga.

Un fenémeno semantico reciente es el conflicto que existe
en nombrar como drogadicto a una persona que utiliza las
substancias en forma incorrecta, sobre todo por el valor
estigmatizante que €l término tiene sobre el paciente. Sin
embargo, el término propuesto por la OMS? de
farmacodependiente, no estampoco adecuadoya que se limita
a un pequefio micleo de personas que consumen drogas aun
en forma normal. En nuestro pais, el uso de psilocibina,
mezcalina y mariguana con fines religiosos o médicos por la
gente de campo es de uso comin y normal y nunca ha sido



problema ni motivo de trastorno social, de manera que entre
ellos esas practicas no son indeseables o socialmente negati-
vas. Se llega al punto intangible de definir el abuso en el
empleo de una substancia. Quiza la mds general sea la que
define el abuso como la administracion de la substancia con
propésitos que no son médicos.

Ya que los disolventes industriales no tienen wutilidad
meédica de manera importante, toda actividad de administra-
cién con el fin de experimentar sus efectos psiquicos, sin
tomar en cuenta la edad del inhalador, debe ser definida como
una drogadiccion o si se prefiere, en los términos de la OMS,
como una farmacodependencia, e independientemente de la
reglamentacioén penal.

El aumento progresivo y cuantitativo del nimero de
jovenes quese entreganalainhalacién voluntaria de disolventes
industriales volatiles, para experimentar sus efectos
psicolépticos, representa un serio problema de salud publica
de grandes proporciones.®*

En términos generales, la preocupacién por las exposicio-
nes o inhalacién de tipo ocupacional, se ha restringido a los
estudios de ciertas normas de seguridad, tales como los
periodosy lassub ias a las que estdn expuestos los obreros
en un dia de trabajo.

Como consecuencia de la importancia del problema, los
estudios con animales (sistemas modelo) se han formalizado
demasiado como para poder estudiar el efecto de un solo
agente.’ Generalmente los estudios se orientan a la inhalacién
durante cinco a siete horas al dia y cinco dias a Ia semana.
Estos estudios, sin duda, han aportado valiosos informes
sobre la morbimortalidad de diversos disolventes volatiles asi
como del dafio a diversos 6rganos y/o tejidos. Sin embargo, la
rapidez buscada en estos estudios lleva al empleo de altas
concentraciones de exposicion y se ha dejado de lado las
exposiciones cronicas de bajo nivel que seguramente produ-
cenalteraciones pequefias y menos drasticas que las encontra-
das bajo la primera condicion sefialada.

Eltipo de estudio realizado hasta ahora sirve como indices
de dafios potenciales asociados con la exposicién en el
hombre. Un importanteaspecto de la inhalacién de disolventes
volatiles es la aparicion de patrones tipicos de tolerancia. Los
inhaladores que se inician inhalan uno o més dias por semana
pero rapidamente avanzan a pricticas compulsivas de expe-
riencias multiples diarias.

Los farmacodependientes expertos en el consumo de
disolventes inhalables expresan preferencia por determina-
dos compuestos dependiendo del olor y del sabor; a menudo
detectan cambios en la composicién del producto y/o profun-
didad de efectos.

Este trabajo tiene como objetivo sistematizar los estudios
realizados con el disolvente industrial tiner, obtenido de
fuentes comerciales ‘‘comunes’ con objeto de utilizar el
material de uso comin entre los inhaladores juveniles. Otro
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aspecto que se tomo en cuenta en el presente estudio fue
correlacionar los hébitos de inhaladores con experiencia
intermedia, utilizando como modelo experimental a la rata.

Materiales y métodos

A) Animales de estudio.

Se utilizan como modelo experimental ratas macho de cepa
local (derivada originalmente de la cepa Wistar), conun peso
al inicio de 100 gramos. Se mantienen en las mejores condi-
ciones de una estacién de bioterio con agua y alimento ad
libitum.

B) Exposicion al disolvente.

El disolvente industrial utilizado en el presente estudio fue el
tiner, comercialmente conocido como corriente, obtenido de
unatlapaleria de 1a zonade Santo Domingo al sar de 1a Ciudad
de México. La caracterizaci6n cromatografica del material
recién adquirido, se muestra en la Figura 1. Como puede
apreciarse en el cromatograma, este tipo de tiner tiene un
contenido elevado de metanol.
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FIGURA 1. Cromatografia en fase gaseosa de tiner corriente, La
columna del sistera fue ia Poropak Q. Ademas de los componentes
principales comobenceno, tolueno etc. se puede observar el contenido
elevado de metanol.

C) Analogias experimentales

Considerando que Ia rata vive aproximadamente 2.5 afios
mdximo en condiciones de bioterio, establecimos las siguien-
tes analogias para el esquema de inhalacion a que se sometie-
ron las ratas.

EI mexicano cuenta con una expectativa de vida de 70-72
afios en condiciones estindar de vida, que tomamos como
referencia. Un inhalador voluntario lo hace, segin los estu-
dios de De la Garza®, por un periodo promedio de 15 afios,



siendo la edad de cinco afios como la minima reportada y 18
a 20 comio la méaxima, lo cual da un periodo de 13 a 15 affos
de inhalacién.

Tomando en cuenta que la inhalacién promedio es de 3-
4 veces por semana de a)tintura para zapatos y/o b)tiner, con
un volumen promedio de 90 a 100 ml. por dia, se tiene un
volumen méximo promedio de 300 ml. de solvente por
semana, 1.2 litros por mes, 62.4 litros por afio (suponiendo un
consumo constante) y 1 248 litros durante un periodo de 20
afios.

Con este esquema sc establecieron las siguientes condicio-
nes de inhalacién experimental:

- Volumen de la cdmara de inhalacion: 40 litros (determi-
nado como volumen de liquido).

- Niimero de animales tratados por lote: 60

- Numcro de animales por corrida: 10

- Consumo de oxigeno consumida por animal: 200 ml por
hora.

- Requerimiento de oxigeno durante la sesién (por los 10
animales sujetos a tratamiento): 660 ml.

- Contenido de oxigeno en el recipiente: 6.640 1.

- Tiempo de exposicioén: 5 a 15 min.

- Volumen de solvente evaporado parala exposicién: 5 ml.

- Namero de sesiones: 2. matutina (anies de las 9:00)
Vespertina (despuds de las 16:00).

- Tiempo total de inhalacién: 15 a 30 minutos al dia.

- Periodo de inhalacién: Agudo hasta 4 semanas. Crénico
de 4 hasta 12 6 16 semanas.

- Controles: 10 animales tratados ¢n la misma forma que
los experimentales sin la inhalacion del disolvente

D) Obtencion de las muestras.

Cuando los animales completan las semanas programadas de
exposicién al solvente se sacrifican. En el caso de obtencién
de 6rganos para el aislamiento de fracciones subcelulares por
centrifugacién diferencial, se sacrifican por un golpe en la
cabeza einmediatamente seextrae el higado. Parala obtencién
de muestras para andlisis estructural por microscopia, los
animales se anestesian con 0.1 ml de anestesal (Smith Klein
and French) por Kg de peso. Cuando el anestésico ha tenido
efecto, se realiza una laparotomia y se extraen fragmentos de
tejido.

E) Obtencién de 1a fraccién mitocondrial por centrifugacion
diferencial. E1 higado se extrae de los animalesy se coloca en
un medio de sacarosa 0.25M, EDTA 1 mM ajustadoa pH 7.4
con Tris. a 4° C, y se sigue el procedimiento descrito por
Hogeboom y Schneider.

F) Determinacién del control respiratorio por consumo de
oxigeno.

El medio consiste en sacarosa 0.25M, EDTA 1 mM ajustado
el pH a 7.4 con TRIS (Tris-hidroxi-metil amino-metano), 5
mM de substratos oxidable, 10 mM de fosfatos, 8 mM de
cloruro de magnesio, KCI 10 mMy 1 mg de proteina por ml.
El equipo utilizado fué un oximetro YSI mod 55 con camisa
para temperatura constante (Yellow Spring Instruments,
USA). Las adiciones se indican en los pies de figura corres-
pondientes.

G)Determinacionde laactividad deenzimas marcadoras.”#40

La actividad de la ATPasa se determiné en un medio que
contiene sacarosa 0.25M, EDTA 1 mM pH 7.4 ajustado con
TRIS. 10 mM KCI, 8 mM MgC12 y 1 mg de proteina
mitocondrial/ml. La reaccion sc inicia por la adicion de 6 mM
de ATP, scincuba 10 minutos a 25°C, al final sc ailade 0.1 m!
de una solucion al 30 por ciento de dcido tricloroacético para
detener la reaccién por precipitacion de las proteinas. Se
centrifugan los tubos y se toma una alicuota de 0.1 ml para la
determinacion del fosforo liberado a partir del ATP, por ¢l
método colorimétrico de Summer.

La citocromo oxidasa se determina por ¢l método
polarografico, en el oximetro. El medio consisteen: 1.5 ml de
amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4, 0.1 ml de ascorbato
de sodio 3 mM, y 0.1 ml de Tetrametilén p-fenilén diamina
(TMPD) 3mM. Se preincuba la proteina mitocondrial con
0.25 ml de agua a la que se afiaden 0.1 ml de lubrol WX al 2.0
por ciento, cuando el trazo del oximetro se ha estabilizado se
inicia la reaccion con la adicion de 50 ul de una solucion de
citocromo C 1.2mM. Sedctermina el consumo de oxigeno por
3 minutos y sc calcula la concentracién utilizada.

Deshidrogenasa glutdmica. El medio de preincubacion
es: agua, enzima (proteina mitocondrial) y lubrol WX (0.2
mg/mg de proteina) 0.85 ml. Se mezclan con 0.5 ml de buffer
de fosfatos 0.1M a pH 7.7, 0.5 ml de KOH, 0.01 ml de KCN
(58 mg/mt), 0.2 ml de NAD (0.02M pH 6.5-7.0), 0.05 ml de
BSA (50 mg/ml pH 7), 0.1 ml de EDTA (0.01M pH 7.6)
mezclar y afiadir 0.5 ml de agna 0.5 ml de buffer de fosfatos
y 0.3 ml de reactivo de Cleland (1.5 mg/ml). Equilibrar el
espectrofotémetro € iniciar la reaccién con la adicion de 0.05
ml de glutamato de potasio (0.8M pH 7.4) medir la velocidad
inicial a 340 nm a 25°C.

Deshidrogenasa succinica. Enceldas de espectrofotémetro
de 1 cmde paso de luz, colocar 0.3ml de KCN (O.IM) neutra-
lizadoy 0.3 ml de K ,Fe(CN) (O.IM)y 0.2 ml de succinato de
sodio, Adicionarbuffer de fosfatos pH 7.2 auna concentracién
de O.IM para un volumen final de 3 ml. En la celda de
referencia se utiliza agua. Para iniciar la reaccion se adicio-
nan 0.2 m! de la preparacién de mitocondrias diluidas en
ambas celdas. La reaccion se sigue a 400 nm. La actividad se
expresa como la disminucién de 1a densidad 6ptica a 20°C.



La Monoaimino oxidasa se determiné en un medio que
contiene 1.0 ml de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.6,
0.04 ml de lubrol WXal 2 por ciento, la muestrade mitocondrias
sediluyecon aguaenunvolumen de 1 ml. La reaccion seinicia
por la adicion del substrato 0.1 ml de Bencilamina 5 mM. La
reaccion se sigue por 2 minutos en el espectrofotometro a 250
nm a una temperatura de 37°C.

H) Determinacion de la concentracién de proteina.
La determinacion se hizo por el método de biuret'

T) Procedimiento para el estudio morfoldgico pot microscopia
electvénica de transmision.

Los fragmentos de tejido de aproximadamente 0.5 cm’,
extraidos del animal anestesiade se colocan sobre
glutaraldehido al 3 por ciento en amortiguador de fosfatos 0.1
MpH 7.4. Eltejidose cortaen fragmentos deno masde 1 mm®,
se renueva el fijador y se transfieren los fragmentos de tejido
a viales con aprox. 1.5 ml de fijador fresco. La fijacion se
continda por un total de 2 horas. El fijador se substituye por
medio delavado (sacarosa0.25 Men amortiguador de fosfatos
0.1 MpH 7.4, después de 12 horas de lavado se substituye ese
medio poruna solucién de tetra 6xido de osmio al 2 por ciento
en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.4. La post-fijacién se
hace por 2 horas a4°C, al cabode las cuales se lava enel medio
descrito anteriormente. La deshidratacién se realiza con
alcohol en serie gradual de concentraciones crecientes de 10
porciento aabsoluto, haciendo dos cambios cada 10 minutos,
a4°C. El etanol absoluto se substituye por 6xido de propileno,
dos cambios de 30 minutos cada uno, el primero a 4°C y el
segundo a temperatura ambiente, este ultimo se substituye por
resina epdxica diluida 1:1 (V/V) con éxido de propileno. Se
permite la infiltracién por 24 a 36 horas, al cabo de las cuales
se substituye por transferencia de los bloques de tejido a resina
completa (Segiin Luft'?) sin diluir, se coloca en un sistema de
rotacion por 3 a 5 horas y finalmente se transfieren a moldes
planos con resina completa y se polimeriza a 70°C por 36
horas. Los blogues de resina polimerizada conteniendo el
tejido muestra se lleva a una pirdinide de aprox 0.5 mm?y se
obtienen cortes semifinos con cuchilla de vidrio en un
ultramicrotomo. Los cortes obtenidos se transfieren a
portaobjetos con ayuda de un asa de platino, se fijan con calor
ysetifien con azul de toluidinaal 2 por ciento en amortiguador
deboratos pH 7.4. Las secciones se analizan para determinar
la ubicacion de material interesante para estudio y, si se
considera adecuado, se obtienen los cortes finos con navaja de
vidrio o de diamante. Las secciones finas s¢ adhicren a rejillas
de cobre de 300 mallas y s¢ contrastan con plomo y uranilo de
acuerdo al método de Reynolds®.

J) Observacion al microscopio electronico.

Las rejillas se observaron con el porta-especimen para alto
contraste y se fotografiaron en un microscopio electrénico
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marca JEOL mod 100B, operado a 60 KV con soporte de alto
contraste para la rejilla

Resuitados

La evaporacién del disolvente industrial en la cdmara de
inhalacién se determiné midiendo los voliimenes retenidos a
diferentes tiempos, en presenciay en ausencia de los animales
de experimentacién. Enla Figura 2 se muestran los resultados
de. las determinaciones de volamenes evaporados. Como
puede verse, la evaporacién de solvente sigue una curva de
saturacion normal con un Plateau cercano a los 5 ml. La
presencia de los animales aumenta ligeramente la evapora-
cion del solvente en funcién de dos factores: primero, la
temperatura de la cAmara aumenta y segundo, parte del
solvente estd siendo *“‘consumido’’ por los animales de expe-
rimentacién, lo cual se refleja en un aumento en el volumen
de disolvente evaporado y en un menor tiempo en el que se
satura la cdmara de inhalacion.

EVAPORACION DE TINER EN LA CAMARA DE EXPOSICION
EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE LOS ANIMALES.
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FIGURA 2. Curva de evaporacién del solvente en funcién del tiempo,
on lacdmara de inhalacion, en presencia o ausencia de los animales
experimentales. Como puede verse en |as fases iniciales la velocidad
de evaporacion es igual en ambas condiciones, después del minuto
9 la cantidad de solvente evaporada es mayor en presencia de
animales

Los ion, a diferencia de los
animales control, muestran cambios conductuales'* en cuanto
alcanzan un nivel de intoxicacion. Estos cambios se observan
principalmente en la conducta de los animales, los cuales
inicialmente presentan reaccion de huida, después buscan
aire libre de solvente y después de forma gradual van cayendo
en un estado de intoxicacién manifestado por irritacion y
excitacion. se hacen muv sensibles a los ruidos externos y
después inician la *‘conducta de giro”’. Algunos animales
giran en sentido de las manecillas del reloj y otras en contra,
lo cual indica cierto grado de lateralizacion de los efectos de
1a intoxicacion con ¢l solvente (Figura 3).
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FIGURA 3. Fotografias de las posiciones tipicas que adoptan los
animales de experimentacién durante la fase de exposicién al
solvente. En A y B se muestra la posicién de la cola que indica
estados de exitacion. En C y D se puede observar laconducta de giro
de los animales. En C los animales giran en la misma direccién,
imientras que en la seccién D se muestra que algunos animales giran
en sentido contrario.

En la Figura 4A se muestra Ia ultraestructura del higado
de la rata control. Como puede observarse, la ultracsiractura
es la normal, tanto en sus componentes principales como en
el aspecto general de los elementos de reserva que contiene,
representado principalmente por el glucdgeno.

Enla Figura 4B se muestra una zona del citoplasma de wn
hepatocito de rata sometida a la inhalacién de tiner durante 4
semanas. Como puede observarse, en estas condiciones existe
una acumulacién masiva de glucogeno. La acumulaciéon
masiva de glucdgeno bajo estas condiciones puede deberse a
dos factores bioquimicos. EI primero de ellos que la utiliza-
ci6n del glucdgeno se encuentre inhibida o segundo que se
encuentre aumentada la sintesis de esta forma de
almacenamiento de la glucosa. En el panel D de esta figura se
muestra la sintesis del glucogeno en funcién de la determina-
cion de Ia actividad de la glucogeno sintetasa. El analisis de
las tres condiciones mostradas en el cuadro nos indica que ¢l
proceso de sintesis parece no ser el responsable del hallazgo
morfolégico ya que tanto el control como las dos condiciones
(ayuno y con alimento) en presencia de tiner no muestran
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diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados
se comprobaron al realizar 1a autorradiografia de muestras de
higado de ratas en la misma condicién experimental, a las
cuales se administrd previamente glucosa 14c uniformemente
marcada (Figura 4C). El analisis de citometria indica que los
granos de plata revelados se asocian a glucdgeno. En el
Cuadro 2 s¢ muestran los resultados de la determinacién
cuantitativa del ghucégeno aislado de los animales control y
de los experi les. Ni los Htados indican

que la via de sintesis del glucogeno no se encuentra afectada.

340

FIGURA 4. Microfotografias en las que se muestran algunos de los
cambios observados en el higado de ratas sometidas a 4 semanas
de inhalacién de tiner. A. Higado obtenido de rata control. B
microfotografia a bajo aumento del higado de rata que ha inhalado
tiner, obsérvece la abundancia de glucégeno acumulado. En C se
muestra un aumento de Una zona periférica de un hepatocito de rata
experimental, en el que ss aprecia la estructura caracteristica de las
“rosetas’ del glucoégeno, En D se muestra el resultado de la
autorradiografia de glucosa radioactiva de una parte del citoplasma
de un hepatocito de rata experimetal.

Cuadro 2. Glucégeno hepitico Total
Condicion experimental concentracion (MG%)
Control 360 + 20

Tiner (Ayuno de16 Hrs) 1100 £ 40

Tiner (Alimento Ad Libitum) 1400 + 50

Cuadro 3. Actividad de enzimas mar mitocondri
enhigado de ratas en tratamiento con solventes industriales (Thinner
Opex No. 3)

Semanade CR Cit. Oxidasa* MAO* Prot./ml

Tratamiento

0 46 193 354x10° 43.3

4 30 80 49 x10° 433
2 20 24927 6.36x10° 50.4
3 30 30254 1.76x10% 346
4 10 860 319x10* 54.6
] 36 946 S50x10° 58.1
6 37 951 80x10* 33.56
7 34 780 7.82x10° 62,1
;] 32 567 7.51x10° 1247
9 31 407  6.01x10* 625

*® Detarminacion polarografica, ascorbato- TMPD como substrato.
** Determinacion espectrofotométrica a 250 nm de benzaldehido.
Bencilamina como substrato.

EnlaFigura S semuestra otro tipo de cambios morfolégicos
que se presentan como consecuencia de la inhalacion de tiner
porlarata. En laParte A de la figura se muestra la estructura
de los lisosomas. En estas condiciones experimentales au-



menta el mimero de estos organelos por célulay su contenido
muestra caracteristicas morfolégicas anormales. Otro de los
hallazgos se muestra en la parte B de 1a figura y corresponde
aun incremento masivo de tejido conjuntivo (coligena) entre
los hepatocitos, atrapando a estas células en una malla que
bien pudicra corresponder a un tipo de cirrosis experimental.
Enla parte C de la figura se muestra el aspecto que presentan
1as mitocondrias en el citoplasma de los hepatocitos de las
ratas tratadas con tiner. Como puede observarse la matriz
mitocondrial presenta una menor densidad y las crestas no
presentan luz como en el caso de las mitocondrias control
dando incluso el aspecto de estar fusionadas.

FIGURA 5. Microfotografias de fos cambios observados en el higado de
ratas que han inhalado tiner por un periodo de 8 semanas. En A se
o8 - _

en las drias, las cuales sufren una
disminucién de la densidad de la matriz, plegamiento de las crestas y
cambios de forma. En B se muestra unazona del citoptasma gue muestra
etaumentoen el numero ytipode | sosomas. En C se presentaun paquete
de colagena, frecuentemente ooservado en e higado de ratas que han
inharado tiner; la ac.mulacion de colagena se inicia entre la 4°y a 5°
semanas de experimentacion.

El andlisis morfoldgico de 1a fraccidn mitocondrial aisla-
da del higado de ratas tratadas en las mismas condiciones de
la Figura 4B, muestra claras diferencias en cuanto a la
estructura de las membranas que la integran, tanto la mem-
brana externa como la interna. De igual manera la matriz
‘mitocondrial asi como las crestas mitocondriales se observan
afectadas (Figura 6). La determinacion de proteina por el
método de biuret, de la fraccién mitocondrial aislada no
muestra una disminucién importante en la cantidad total.

Con objeto de precisar si las alteraciones en la morfologia
de 1a fraccién mitocondrial de higado se correlacionan con
alteracion en la funcion, se estudiaron estas preparaciones
para determinar el control respiratorio y la actividad de dos
enzimas marcadoras. Los resultados s¢ muestran en el
Cuadro 3. En el Cuadro 4, se muestran los resultados obteni-
dos de la actividad de transporte de iones de la fraccién
mitocondrial aisladade higadode rata, sometida ala inhalacién
de tiner por cuatro semanas. Los resultados presentados
permiten observar una disminucion importante en la activi-
dad inducida por la adicién de un transportador artificial de
iones (iondforo), la valinomicina, a la preparacion.

Cuadro 4. Estimulacién de la respiracion por valinomicina- k+ en
mitocondrias aisladas de higado de rata tratada con solventes
industriales (Thinner Opex No. 3), a diferentes temperaturas.

Temperatura °C Control* AL - K

4 9.8 59
10 163 11.8
15 52.0 196
20 716 2556
2 833 3.2
25 111.0 59.0
32 100.0 80.4
37 109.0 912

nAt 0 por mituro por mg de proteina.
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FIGURA 6. Microfotografias de la fraccién mitocondrial aislada de
higado de rata control (A) y de animal experimental que ha inhalado tiner
por 6 semanas (B). Como puede verse en las mitocondrias aisladas de!
higado de la rata experimental la membrana de las mitocondrias no estd
claramente definida.

El andlisis del comportamiento de las actividades
enzimdticas de la fraccién mitocondrial aislada de higado de
ratas que inhalaron tiner por 13 semanas se presenta en la
Figura 7. En el panel A se puede observar el efecto negativo
que tiene la inhalacién continuada de tiner sobre el controi
respiratorio de las mitocondrias, tanto con substratos de sitio
uno (Glutamato) como del sitio dos (Succinato). En el panel
B se puede observar que una enzima de la matriz mitocondrial
(Soluble), la Deshidrc gl ica, una soluble
localizada en la matriz muestra un patrén de sensibilidad
diferente ya que en este caso se observa un aumento de mas de
4 veces a las 10 semanas de tratamiento. Las ¢nzimas de
membrana como son lamonoamino oxidasa (MAO, panel C)
de la membrana, externa, la deshidrogenasa succinica (DHS,
panel D), la citocromo oxidasa y la Adenosin Trifosfatasa
(ATPasa, panel E) son afectadas en sentido inhibitorio entre
1a7y9 pués de loscuales pr unatendencia
ala recuperacion dela actividad a partir dela novena semana.
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FIGURA7.C dela ia (CR) yde
marcadoras { MAO de membrana externa, D.H. de matriz mitocondrial,
CIT, OX, DH, SUCC Y ATPasa de membrana interna), de la fraccién
mitocondrial, de ratas que han inhalado tiner.

En este estudio se hizo el analisis del efecto de la adicién
in vitro de tiner a la fraccién mitocondrial que parece ser la
més afectada.

En la Figura 8A se muestra el efecto que tiene 1a adicién
de varias concentraciones de tiner a una preparacion de
mitocondrias aisladas de animales control, las cuales se
mantienen en un medio isoténico e iso-osmético. En condi-
ciones normales la mitecondria que se comporta como un
osmometro perfecto no presenta cambios volumétricos ( por
ganancia o pérdida de agua), al afiadir el tiner aun a bajas
concentraciones se observa que inicia el proceso de ganancia
de agua ya que hay una disminucién de la absorbencia a 526
nm. En la parte B de 1a Figura se muestra el efecto que tiene
1a adicion directa de tiner a la preparacion mitocondrial. Las
mitocondrias pierden la capacidad de tener contrcl respirato-
rio, lo que indica un desacoplamiento entre respiracion y
capacidad de sintetizar ATP, este efecto se observa caando el
tiner se adiciona antes o después del ADP, en presencia de
substratos oxidables de sitio I.

B

FIGURA 8. Efecto de la adicion de tiner sobre el hincharmento de
mitocondrias aisladas de higado de rata control (Panel A) voiumen final
3.0 ml. Obsérvese cémo desde un volumen de 1ML el solvente induce
cambios en la D.O. de la preparacién, indicativo de cambios en la
permeabilidad membranal. En el Panel B se muestra el efecto de la
adicién del tiner sobre el control respiratoric de mitocondrias control.
Nétese el efecto inhibidor del solvente sobre esta actividad mitocondrial.



Tomando como representativa de una enzima membranal
ala ATPasa, s¢ escogid esta enzima para estudiar el efecto de
laadicién in vitro del tiner. En lasfFiguras 9 Ay B, se muestra
que la actividad de la enzima es estimulada por la adicién de
concentraciones crecientes del disolvente al medio de
incubacién. En el panel C de esta figura se muestra la
actividad de ATPasa inducida por ionéforos y su sensibilidad
al tiner.
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FIGURA 9. Correlacién morfofuncional entre la actividad respiratoria
y la estructura al microscopio electrénico de los cambios sufridos por
tafraccién mitocondrial alacual seafiaden 1OML detiner. Obsérvese
como la actividad respiratoria mitocondrial, inducida por la adicion de
ADP, se pierde en funcion del hinchamiento que sufre la preparacion
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Elestudio por microscopia electrénica dela ultraestructura
de las mitocondrias expuestas in vitro al disolvente tiner se
muestra en la Figura 10. En este estudio se adiciona el
disolvente y s¢ toman muestras del medio de incubacion a los
minutos sefialados en las graficas de consumo de oxigeno.
Como puede verse, la presencia del disolvente altera la
ultraestructura de las mitocondrias, en relacién directa a su
concentracion en el medio.

GLUTAMATO+*MALATO

Tno:
iy

e

FIGURA 10. Efecto de diversas concentraciones de tiner (2.5, 10y
20 |) afiadido a un medio de respiracién que contiene mitocondrias.
Les nameros por debajo de los trazos del consumo de oxigeno
corresponden a las microfotografias que acompafian cada registro.
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Discusién
Los resultados obtenidos de 1a observacién de los patrones
conductuales que manifiestan las ratas bajo tratamiento de
inhalacién del disolvente industrial tiner, muestran que el
Grgano blanco de la accién de estos compuestos es el cerebro
ya que conforme se van intoxicando con los vapores de
solvente se encuentran patrones caracteristicos del daifio
cerebral que se esta produciendo; un ejemplo de ello es el que
se presenta en la Figura 3, en 1a que se dispara la conducta de
giro como una de las fases del proceso de intoxicacion. Un
aspectoimportante desefialar enrelacién ala conductade giro
observada, es que algunas ratas giran en sentido de las
manecilas del reloj mientras que otras lo hacen en el sentido
contrarioaellas. Esta observacién permiteconcluir que existe
lateralidad del efecto de la substancia sobre los hemisferios
cerebrales de la rata. Asimismo presentan sintomas cldsicos
de estimulaci6n central, ya que en otra fase de la inhalacién
presentan signos semejantes a los descritos para la adminis-
tracién de las endorfinas, como es la rigidez corporal y de la
cola. Con estas observaciones, junto con las de Diaz", se
puede afirmar que el efecto del disolvente, cuando menos
desde el punto de vista de conducta externa, tiene en Ia rata
un efecto excitador, semejante al observado en ¢l humano.
Los hallazgos en la morfologia del higado de las ratas
tratadas con el disolvente nos indican que existen efectos que
van mésall4 delos descritos desde el punto de vista conductual
o electrofisiolagico, es decir que 1a fisiologia, el metabolismo
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y en general la funcién se ven profundamente alterados, ya
que en el caso de este organo, el higado, se encontraron
modificaciones profundas en la cantidad de glucogeno alma-
cenado, que en ocasiones llega a ocupar mas del 60% del
citoplasma, rechazando incluso a los organelos hacia la
periferia contra la membrana plasmatica. Sin embargo, apa-
I la via de sintesis no es la afectada, como se puede
concluir por los resultados obtenidos por autorradiografia,
obtenidos con la administracion de glucosaradioactiva (Figu-
ra4 C)y por los resultados mostrados en el Cuadro 1. Perola
acumulacién masiva de glucégeno no es la uinica alteraciéon
que se detecta morfoldgicamente en el higado de estos anima-
les experimentales ya que también se ve comprometida la
estabilidad del tejido de sostén, el tejido conjuntivo, ya que
como se mostr6 en los resultados existe una acumulacién
masiva de col generando i a las
observadas en la cirrosis experimental. También los procesos
de modificacién postranscripcional de proteinas se encuen-
tran alterados ya que el nimero de sistemas de Golgi, gene-
ralmente uno o dos por célula hepatica, aumenta tanto que, en
ocasiones, es posible encontrar hasta 5 grupes de cisternas
juntos. Otro signo delas alteraciones sufridas por el higadode
estos animales lo representa la profunda modificacion estruc-
tural que sufren los lisosomas, no solamente en nimero, sino
en contenido.

Uno de los organelos que se observan mas afectados y que
quizd tienen una importancia particular para la célula, ya que
es su fuente energética, son las mitocondrias, Cuando se
analizan las actividades de la fraccion mitocondrial aislada de
los higados de los animales tratados, se encuentra que no
solamente la estructura es alterada profundamente sino tam-
bién la funcién como puede concluirse de las modificaciones
en la funcién primordial de las mitocondrias, coma es el
control respiratorio, que es considerado como el monitor de
las capacidades fosforilativas de la mitocondria. Ladisfuncién
en este parametro indica que la capacidad de sintesis de ATP
se ha diminuido o perdido, lo cual compromete la funcién
celular total. Al encontrar alterado este parametro es necesa-
rio explorar en qué grado se encuentran alteradas las enzimas
que participan en la funcién mitocondrial. Los resultados
presentados indican que las mitocondrias se ven afectadas por
la presencia del disolvente, lo que se refleja en la pérdida de
la actividad éptima de las enzimas, pero sorprendentemente
las actividades enziméticas, después de un tiempo que varia
de 7 a 9 semanas, inician un proceso de recuperacion. La
explicacion que tenemos y que se ve apoyada por resultados
no presentados en este trabajo, es que la membrana de las
mitocondrias es modificada en su contenido y tipo de lipidos
y en sus propiedades fisicoquimicas (Cuadro 2), para hacer

La parte final de este trabajo en el que se muestran los
resultados de la adicion in vitro del tiner, nos permiten
concluir que, si bien los efectos son dramaticos, no hay forma
de correlacionarlos con los resultados obtenidos ir vivoya que
bajo estas condiciones experimentales no se tienen los meca-
nismos de adaptacién que setienen cuandoel objeto de estudio
es el animal integro.

La conclusion de este trabajo es que, si bien solamente
reportamos los efectos de la inhalacién crénica del tiner sobre
la morfologia y funcién del higado, indudablemente toda la
economia, 6rganos, aparatos y sistemas del organismo se
deben encontrar alterados, ya que la inhalacién del disolvente
no tiene un mecanismo de accién sino que es un efector
multivectorial y por lo tanto sus efectos seran tan diversos
como sitios blanco afecte.
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