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Resumen 
La inhalación de disolventes industriales es uno de los 
problemas de salud más importantes tanto en medicina del 
trabajo, como en la esfera de la famadependencia cuando 
estas substancias son inhaladas involuntaria o volunmia- 
mente. La inhalación voluntaria ha crecido alarmantemente 
en las ultimas décadas, convirtiéndolaenunobjeto de estudio 
de importancia primaria, tanto por sus orígenes wmo por su 
magnitud. Los estudios pioneros de Costero y Barroso1 entre 
otros dan una idea de la magnitud de algunos de los efectos, 
que tiene esta famacodependencia. Este trabajo se enfoca al 
estudio del efecto de la inhalación de tiner por periodos 
prolongados tiene sobre la morfologiay la función del hígado 
de la rata y la fracción mitocondrial aislada de ese órgano. 
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Summary 
Industrial solvent inhalation has becomed one of the most 
important health problems worldwide. Wurkersf?equently 
are expossed to the vapours ofthese @pe of compounds but 
perhops the most importantproblem related with the indus- 
trial solvents is the voluntay inhalation, that, under certain 
conditions and according to the WHO becomes aphwmaco- 
dependency or a drug-addiction. In the las t fm decades this 
drug addiction has grown to impresive fgures, this is an 
indication that theproblem has to be studied, in order togain 
insight on thepossiblemechanism, to which these compounds 
affect the organism and the physiology of individuals with 
this health prublem. The pioneer studies of Costero and 
Barroso amongothers, pointedout on the extent ofthe effects 
ofthisdrug addiction. Ourwork isfocussedon the effects that 
long term thinner inhalation induces on the liver andon the 
subcellulm mitochondrialfraction ofrats. 
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Introducción 
La exposición a disolventes industriales volátiles tiene dos 
caracteristicas: la involuntanay lavoluntaria. El primer caso 
semaneja en la esfera de lamedicinadel trabajo, mientras que 
el segundo no tiene un territorio definido ya que puede ser 
manejado por diferentes areas de laesfera médico-legal, de la 
sociología y la legal. Esto último debido a que el grupo de 
población en la que tiene mayor incidencia la inhalación 
voluntaria de Los disolventes industriales volátiles, va desde 
los 5 o 6 arios hasta los 18-21 años de edad2, este grupo 
denominado como "menores" (respecto a la ley), lo cual 
dificulta seriamente las definiciones y la aplicación de las 
leyes civiles y penales creadas principalmente para los ciuda- 
danos con plenos derechos y deberes constiiucionales. 

La definición de droga de la OMSZ es toda substancia 
química que introducida voluntariamente en el organismo de 
un sujeto, poseé la propiedad de modificar las condiciones 
fisicas y10 químicas del organismo. La definición de fármaco 
es más amplia, refiriéndose a aquellos compuestos que se 
utilizan siempre en beneficio del individuo. 

La dependencia se define: como "el impulso irreprimible 
de continuar administrándose la droga o fármaco en una 
forma periódica o contin~a"~, para poder experimentar repe- 
tidamente los efectos fisicos y10 psíquicos que esa substancia 
produce. Así, el fenómeno de "escalamiento" en la depen- 
dencia es el fenómeno de que, con objeto de continuar 
experimentando, con la misma intensidad, los efectos que la 
substancia produce en el área fisica y10 psíquica, se aumenta 
la dosis como consecnencia de nn proceso de tolerancia o 
resistencia del individuo hacia el fármaco o droga. 

Un fenómeno semántica 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 el término tiene sobre el paciente. Sin 
embargo, el tdrmino propuesto por la 0MS2 de 
farmacodependiente, no es tampocoadeniado ya que selimita 
a un pequerio núcleo de personas que consumen drogas aun 
en forma normal. En nuesiro país, el uso de psilocibina, 
mezcalina y mariguana con fines religiosos o médicos por la 
gente de campo es de uso wmún y normal y nunca ha sido 
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problema ni motivo de trastorno social, de manera que entre aspecto que se tomó en cuenta en el presente estudio fue 
ellos esas prácticas no son indeseableso socialmente negati- conelacionar los hábitos de inhaladores con experiencia 
vas. Se llega al punto intangible de definir el abuso en el intermedia, utilizando como modelo experimental a la rata. 
empleo de una substancia. Quiza la más general sea la que 
define el abuso como la administración de la substancia con 
propósitos que no son médicos. Materiales y rn6todos 

Ya que los disolventes industriales no tienen utilidad 
médica de manera importante, toda actividad de administra- *) Animales de estudio. 

ción con el fin de exoerimentar sus efectos usiauicos. sin Se utilizan como modelo emrimental ratas macho de c m  
tomar en cuentala edaidel inhalador, debe ser ieknida como local (denvada onginalmenie de la cepa Wistar), conun &so 
unadrogadicción o si se prefiere, en los termmos de la OMS, al inicio de 100 gamos Se mantienen en las mejores condi- 
como una fannacodependencia, e independientemente de la 
reglamentación penal. 

El aumento progresivo y cuantitativo del número de 
jóvenes que se entreganalainhalaciónvoluntariade disoiventes 
industriales volátiles, para experimentar sus efectos 
psicol6pticos, representa un serio problema de salud pública 
de grandes proporciones.'" 

En términos generales, la preonipación por las exposicio- 
nes o inhalación de tipo ocupacional, se ha restringido a los 
estudios de ciertas normas de seguridad, tales como los 
periodosy lassubstancias alasqueestánexpuestoslos obreros 
en un día 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 estudiosseorientanalainhalación 
durante cinco a siete horas al dia y cinco días a la semana. 
Estos estudios, sin duda, l m  aportado valiosos informes 
sobre la morbimortalidad de diversos disolventes volátiles así 
como del dafío adiversos órganos y10 tejidos. Sin embargo, la 
rapidez buscada en estos estudios lleva al empleo de altas 
concentraciones de exposición y se ha dejado de lado las 
exposiciones crónicas de bajo nivel que seguramente produ- 
cenalteraciones pequeflas y menos drásticas que las encontra- 
das bajo la primera condición señalada. 

El tipode estudio realizado hastaahora sirvecomo índices 
de daiios potenciales asociados con la exposición en el 
hombre. Un importanteaspecto de lainhalación de disolventes 
volátiles es la aparición de patrones típicos de tolerancia. Los 
inhaladores que se inician inhalanuno o más dias por semana 
pero rápidamente avanzan a prácticas compulsivas de expe- 
riencias múltiples diarias. 

ciones de una estación de bioterio con agua y alimento ad 
libitum. 

B) Exposición al disolvente. 
El disolvente industrial utilizado en el presente estudio fue el 
tíner, comercialmente conocido como comente, obtenido de 
unatiapaleria de la zona de Santo Domingo al sor de la Ciudad 
de México. La caracterización cromatográfica del material 
recién adquirido, se muestra en la Figura 1. Como puede 
apreciarse en el cromatogama, este tipo de t ina  tiene un 
contenido elevado de metanol. 

FIGURA l .  Crwnatografia en Fase gaseosa de tiner corriente. La 
columna del sistema fue la Porowk Q. Ademasde los cornmnentes 
ptincipalescunobencero. toluemetc. se piedeobservar sl Antenido 
elevado de metanol. 

Los famacodependientes expertos en el consumo de C) Analogías 
disolventes inhalables expresan preferencia por determina- 
dos compuestos dependiendo del olor y del sabor; a menudo Considerando que la rata vive apmximadamente 2.5 años 
detectan -bias en la composición del producto y,o profun- máximo en condiciones de bioterio, establecimos las siguien- 
didad de efectos. tes analogías parael esquema de inhalación a que se sometie- 

Este trabajo tiene como objetivo sistematizar los estudios 
mn las ratas' 

realizados con el disolvente industrial tiner, obtenido de El cuenta expectativa de vida de 70=12 
fuentes comerciales -comunes,, con de utilizar el afíos en condiciones estándar de vida, que tomamos como 

de uso común entre los inhaladores jweniles, Otro referencia. Un inhalador voluntario lo hace, según los estu- 
dios de De la Garza1, por un periodo promedio de 15 años, 



siendo la edad de cinco aiíos como la mínima reportada y 18 
a 20 como la máxima, lo nial da un periodo de 13 a 15 años 
de inhalación. 

Tomando en cuenta que la inhalación promedio es de 3- 
4 veces por semana de a)tintura para zapatos y10 b)tiner, con 
un volumen promedio de 90 a 100 ml. por día, se tiene un 
volumen máximo promedio de 300 mi. de solvente por 
semana, 1.2 litrospormes, 62.4 litrosporaiío (suponiendoun 
consumo constante) y 1 248 litros durante un período de 20 
aiíos. 

Conesteesquema seestablecieronlassiguientescondicio- 
nes de inhalación experimental: 

-Volumen de la cámara de inhalación: 40 litros (determi- 
nado wmo volumen de liquido). 

-Número de animales tratados por lote: 60 

F) Determinación del control respiratorio por wnsumo de 
oxígeno. 
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 
clomo de magnesio. KCI 10 m M  y 1 mg de proteina por d. 
El equipo utilizado fué un oxímetro YSI mod 55 wn  camisa 
para temperatura constante (Yellow Spring Instruments, 
USA). Las adiciones se indican en los pies de figura corres- 
pondientes. 

G)Determinacionde la actividad deenzimas m a r c a d o r a ~ . ~ ~ ~ J ~  
La actividad de la ATPasa se determinó en un medio que 
wntiene sacarosa 0.25M, EDTA 1 mM pH 7.4 ajustado con 
TRIS. 10 mM KCI, 8 mM MgCl2 y 1 mg de proteína 

- Numero de animales por comda 10 mitocondnaUmi. La reacción se inicia por la adici6n de GmM 

- Consunlo o.rigeno por animal. 20,, ml por de ATP, x: incuba 10 minutos a 2S°C, al final sc ailade O. I m1 
, -  ~ 

de una solución al 30 por ciento de ácido tricloroncético para 
nora. 

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

- Contenido de oxígeno en el recipiente: 6.640 1. 
- Tiempo de exposición: 5 a 15 min. 
-Volumende solventeevaporado parala exposición: 5 ml. 
- Número de sesiones: 2. matutina (antes de las 9:OO) 

Vespertina (después de las 16:OO). 
-Tiempo total de inhalación: 15 a 30 minutos al día. 
-Periodo de inhalación: Agudo hasta 4 semanas. Crónico 

de 4 hasta 12 ó 16 semanas. 

detener la reacción por precipitación de las Se 
centrifugan los tubos y se toma una alícuota de 0.1 ml para la 
determinación del fósforo liberado a partir del ATP, por el 
método coloriméuico de Summer. 

La citocromo oxidasa se determina por el método 
polarográfíco, en el oxímetro. El medio consiste en: 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 m1 de Tetrametilén p-fenilén diamina 
(TMPD) 3mM. Se preincuba la proteina mitocondrial con 
0.25 ml deaguaalaque se añadenO.1 mldelubrol WX a12.0 
por ciento, cuando el trazo del oxímetro se ha estabilizado se 
inicia la reacción con ia adición de 50 u1 de una solución de 

- controles. 10 animales tratados en la forma citocromoC 1.2mM. Sedeterminaelconsumodcoxigenopor 
los cxpcnrncntalcs sin la inhalación del disolvente 3 minutos ) se calcula la concentración utilizada. 

Deshidro~nosa plutámica. El medio de preincnbación 

D) Obtención de las muestras. 
Cuando los animales completan las semanas programadas de 
exposición al solvente se sacrifican. En el caso de obtención 
deórganos para el aislamiento de fracciones subcelulares por 
centrifugación diferencial, se sacrifican por un golpe en la 
cabezaeinmediatamente seextraeelhígado. Paralaobtención 
de muestras para análisis estnictural por microscopia, los 
animales se anestesian con 0.1 rnl de anestesal (Smith Klein 
and French) por Kg de peso. Cuando el anestésico ha tenido 
efecto, se realiza una laparotomía y se extraen fragmentos de 
tejido. 

E) Obtención de la fracción mitocondrial por centrifugación 
diferencial. El hígado se extrae de los animales y se coloca en 
un medio de sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM ajustado a pH7.4 
wn  Tris. a 4" C, y se sigue el procedimiento desaito por 
Hogeboom y S~hneider.~ 

es: agua, enzima (proteína mitocondrial) y lubrol WX (0.2 
mdmg de proteína) 0.85 mi. Se mezclan w n  0.5 mi de buffer 
de fosfatos 0.1M a pH 7.7,0.5 mi de KOH, 0.01 ml de KCN 
(58 mg/ml), 0.2 ml deNAD (0.02MpH 6.5-7.0), 0.05 ml de 
BSA (50 m g h l  pH 7), 0.1 ml de EDTA (0.01M pH 7.6) 
mezclar y añadir 0.5 mi de agua 0.5 mi de buffer de fosfatos 
y 0.3 mi de reactivo de Cleland (1.5 mglml). Equilibrar el 
especb.ofotómetro e iniciar la reacción con la adición de 0.05 
ml de glutamato de potasio (0.8M pH 7.4) medir lavelocidad 
inicial a 340 nm a 25°C. 

Deshidrogenmasucclnica. Enceldas deespectrofotómetro 
de 1 cmde paso de luz, colocar0.3ml de KCN ( 0 . w  neutra- 
lizado y 0.3 ml de K,Fe(CN), (O.1M) y 0.2 m1 de succinato de 
sodio. AdicionarbufferdefosfatospH7.2 auna concentración 
de O.IM para un volumen final de 3 ml. En la celda de 
referencia se utiliza agua. Para iniciar la reacción se adicio- 
nan 0.2 mi de la preparación de mitocondrias diluidas en 
ambas celdas. La reacción se sigue a 400 nm. La actividad se 
expresa como la disminución de la densidad óptica a 20°C. 



La Monoamrno oxrdaso se determinó en un medio que marca JEOL mod 100B, operado a 60 KVcon soporte de alto 
contiene 1 0 m1 de amortiguador de fosfatos O 1 M pH 7 6, contraste para la re~illa 
O 04mldelubrol WXal 2porciento. lamuestradenutocondnas 
se diluye con agua enunvolumen de 1 ml. La reacción se inicia 
por la adición del substrato 0.1 ml de Bencilamina 5 mM. La 
reacción se sigue por 2 minutos en el espectrofotómetro a250 
nm a una temperatura de 37°C. 

H) Determinación de la concentración de proteína. 
La determinación se hizo por el método de binret" 

1) Procedimiento para el estudio morfológico por microswpía 
elect;ónica de transmisión. 
Los fragmentos de tejido de aproximadamente 0.5 cm3, 
extraídos del animal anestesiado se colocan sobre 
glutaraldehido al 3 por ciento enamortiguador defosfatos 0.1 
MpH 7.4. El tejidosecortaenfragmentosdenomásde 1 m', 
se renueva el fijador y se transfieren los fragmentos de tejido 
a viales con aprox. 1.5 m1 de fijador fresco. La fijación se 
continúa por un total de 2 horas. El fijador se substituye por 
mediodelavado (sacarosa0.25 Men amortiguadordefosfatos 
0.1 MpH 7.4, después de 12 horas de lavado se substituye ese 
medio poruna solución de tetraóxido de osmio al 2 por ciento 
en amortiguador de fosfatos 0.1 MpH 7.4.Lapost-fijación se 
hacepor 2 horas a 4 T ,  al cabode lascuales selavaenel medio 
descrito anteriormente. La deshidratación se realiza con 
alcohol en serie gradual de concentraciones crecientes de 10 
por ciento a absoluto, haciendodoscambios cada 10 minutos, 
a4"C. El etanol absoluto se substituye por óxido depropileno, 
dos cambios de 30 minutos cada uno, el primero a 4°C y el 
segundo atemperatura ambiente, este ultimose substituye por 
resina epóxica diluida 1: 1 (VN) con óxido de propileno. Se 
permite la infiltraciónpor 24 a 36 horas, al cabo de las cuales 
se substituye portransferenciade los bloquesdetejidoa resina 
completa (Según Lnftiz) sin diluir, se coloca en un sistema de 
rotación 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 bloques de resina polimerizada conteniendo el 
tejido muestra se lleva a una pirámide de aprox 0.5 m' y se 
obtienen cortes semifímos con cuchilla de vidrio en un 
ultramicrotomo. Los cortes obtenidos se hansfieren a 
portaobjetos con ayuda deun asade platino, se fijan con calor 
y se tifiencon azulde toluidinaal2por cientoenamortignador 
de baratos pH 7.4. Las secciones se analizan para determinar 
la ubicación de material interesante para estudio y, si se 
considera adecuado, se obtienen los cortes finos con navaja de 
vidrioode diamante. Las seccionesfinas se adhierena rejillas 
de cobre de 300 mallas y se contrastan con plomo y uranilo de 
acuerdo al método de Reynolds". 

Resultados 
La evaporación del disolvente industrial en la cámara de 
inhalación se determinó midiendo los volúmenes retenidos a 
diferentestiempos, enpresenciay enansencia de los animales 
de experimentación. EnlaFignra2 semuestranlos resultados 
de las determinaciones de volúmenes evaporados. Como 
puede verse, la evaporación de solvente sigue una curva de 
saturación normal con un Plateau cercano a los 5 ml. La 
presencia de los animales aumenta ligeramente la evapora- 
ción del solvente en función de dos factores: primero, la 
temperatura de la cámara aumenta y segundo, parte del 
solvente esiá siendo "consnmido" por los animales de expe- 
rimentación, lo cual se refleja en un aumento en el volumen 
de disolvente evaporado y en un menor tiempo en el que se 
satura la cámara de inhalación. 

EVAPORACON DE TlNER EN LA CAMARA DE EXPOSICION 
EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE LO5 ANIMALES 
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TICMPO EN MINUTOS 

FIGURAZ. Curvade evaporacióndel solventeenfunci6ndel tiempo. 
en la cámara de inhalaci6n. en presencia o ausencia de los animales 
experimentales. Como puedeverseen lasiases iniciales lavelocidad 
de evaporación es igual en ambas condiciones. después del minuto 
9 la cantidad de solvente evaporada es mayor en presencia de 
animales 

Los animales de experimentación, a diferencia de los 
animalescontrol, muestrancambios conductnaleslkn cuanto 
alcanzan un nivel de intoxicación. Estos cambios se observan 
principalmente en la conducta de los animales, los cuales 
inicialmente presentan reacción de huida, despu6s buscan 
aire libre de solvente y después deformagradualvan cayendo 
en un estado de intoxicación manifestado por imtacióu y 
excitación. se hacen muv sensibles a los rnidos externos Y 

J) Observación al microscopio electrónico. después inician la "conducta de giro". Algunos animales 
giran en sentido de las manecillas del reloj y otras en contra, 

Las rejillas se observaron Con el porta-es~ecimen Para alt0 lo cual indica cierto grado de lateralización de los efectos de 
contraste y se fotografiaron en un microscopio electrónico la con el solvente 3), 
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FIGURA 3. Fotograiías de las piciones típicas que adoptan los 
animales de experimentación durante la fase de exposición al 
solvente. En A v 6 se muestra la aaici6n de la cola aue indica 
estadosde exitación. En C y D se puedeobservar laconducta degiro 
de los animales. En C los animales airan en la misma dirección. 
mientras que en la sección D se muestraquealgunosanimales giran 
en sentido contrario. 

En la Figura 4A se muestra la ultraestnictura del hígado 
de la rata wntrol. Coma puede observarse, laultraestnictufa 
es la normal, tanto en sus componentes principales como en 
el aspecto general de los elementos de reserva que contiene, 
representado p~cipalmente por el glucógeno. 

En la Figura 4B se muestra una zonadel citoplasma de un 
hepatocito de rata sometida a la inhalación de tíner durante 4 
semanas. Como puedeobservarse, en estas condiciones existe 
una acumulación masiva de glucógeno. La acumulación 
masiva de glucógeno bajo estas condiciones puede deberse a 
dos factores bioquimicos. El primero de ellos que la utiliza- 
ción del glucógeno se encuentre inhibida o segundo que se 
encuentre aumentada la síntesis de esta forma de 
almacenamiento de la glucosa. Enel panelD de esta figura se 
muestra la síntesis del glucógeno en función de la determiua- 
ción de la actividad de la glucógeno sintetasa. El análisis de 
las tres condiciones mostradas en el cuadro nos indica que el 
proceso de síntesis parece no ser el responsable del hallazgo 
morfológiw ya que tanto el control como las dos condiciones 
(ayuno y con alimento) en presencia de tiner no muestran 



diferencias estadidcamente signüicativas. Estos resultados 
se com~robaron al realizar la autonadiografiade mucstrasdc 
hígadide ratas en la misma condició~experimental, a las 
d e s  se administró previamente glucosa 14c uniformemente 
marcada (Figura 4C). El análisis de citomeida indica que los 
granos de plata revelados se asocian a glucógeno. En el 
Cuadro 2 se muestran los resultados de la determinación 
cuantitativa del glucógeno aislado de los animales control y 
de los experimentales. Nuevamente los resultados indican ' 
que lavia de síntesis del glucógeno no se encuentra afectada. 

, FIGURA 4. Microfdograflas en las que se muestran algunos de lbs 
. csmbios obbervados en el higado de ratas sometidas a 4 semanas 
: de inhalación de tiner. A Higado obtenido de rata control. B 

microfotografla a bajo aumento del higado de rata que ha inhalado 
, tiner, obséwece la abundancia de gluwgeno acumulado. En C se 

muestra un aumento de una zona priiedca de un hepatocito de rata 

j experimental, en el que se aprecia la esiructura caracterlstia de las 
'"S" del gluc6geno. En D se muestra el resultado de la 
autorradiografla de glucosa radioactiva de una parte del citoplasma 

j de un hepatocito de rata exprimetal. 
i 

Cuadra 2 GlucÓgenohepátIcoTotal 
r -  -m. .- m- . - 

Condición expsnmental concentracdn (MG%) 

Caib-ol m*20 
Tiner (Ayuno de16 Hrs)  1100 f 40 
Tiner (Alimento A d  Librlum) 14M) 150  

Cuadro3.Acüwdad deenzimasmaradonsenmitocaidriasaisladas 
en higadode ratasen tratamientocon solventes industriales(Thinner 
Opex No. 3 )  

Semana de C R Cit. Oxidasa' MACY Prot.lmi 
Tratamiento 

Determinación polarográfica, axorbatc- TMPD como substrato. 
Determinación espectrofotométrica a 250 nm de benzaldehido. 

Bencilamina como subsirato. 

EnlaFigura5 semuestraotro tipodecambios morfológicos 
que se presentan como consecuencia de la inhalación de tiner 
por la rata. En la Parte A de la figura se muestra la estructura 
de los lisosomas. En estas condiciones experimentales au- 



menta el número de estos organelos por céluia y su contenido 
muesira caracteristicas modológicas anormales. Otro de los 
hallazgos se muestra en la parte B de la figura y corresponde 
a un incremento masivo de tejido conjuntiva (colágena) entre 
los hepatccitos, atrapando a estas células en una malla que 
bien pudiera corresponder a un tipo de cirrosis experimental. 
En la parte C de la figura se muestra el aspecto que presentan 
las 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 esm fusionadas. 
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FIGURA 5 Microfdograflas deloScambtosobseNddOS en el hlgadode 
ratas q w  han mhalado tlner por un periodo de 8 semanas En A se 
muesiran h carnbns en las mdamndrias las cuales sufren una 
disminuoibn de la densidad de la matnz plegamiento de las crestas y 
cambiosdefonna En B se muestra unazonadelcdwlasmaquemuemuestra 
elaumentoenelnumeroytipodel -mas Encsepresemaunpaquete 
de wldgena. frecuentemente coservado en e, hlgado oe ratas que nan 
inhatado tmei. la ac.rnulacan de wl'dgena se inicia entre la 4. y a 5' 
semanas de experimentacbin 

El análisis morfológico de la fracción mitocondnal aisla- 
da del hígado 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 mairiz 
mitocondrial así como las crestas mitocondriales se 0bse~aII 
afectadas (Figura 6). La determinación de proteína por el 
método de biuret, de la fracción mitocondrial aislada no 
muestra una disminución importante en la cantidad total. 

Con objeto de precisar si las alteraciones en la morfologia 
de la fracción mitocondnal de bígado se correlacionan con 
alteración en la función, se estudiaron estas preparaciones 
para determinar el control respiratorio y la actividad de dos 
enzimas marcadoras. Los resultados se muestran en el 
Cuadro 3. En el Cuadro 4, se muestran los resultados obteni- 
dos de la actividad de transporte de iones de la fracción 
mitocondrialaisladadehigadoderata, sometidaalainhalación 
de tíner por cuatro semanas. Los resultados presentados 
permiten observar una disminución importante en la activi- 
dad inducida por la adición de un transportador artificial de 
iones (iouóforo), la valinomicina, a la preparación. 

Cuadro 4. Estimulación de la respiración por valinornicina- k+ en 
mitaondrias aisladas de hígado de rata iratada con solventes 
indusbiales (Thinner Opex No. 3). a diferentes temperaturas. 

Temperatura OC Control* +VAL - K" 
4 9 8 5 9 . . 
10 16.3 11.8 
15 52.0 19.6 
X) 71.6 25.5 
22 83.3 39.2 
25 111.0 59.0 
32 1 W.0 80.4 
37 109.0 91.2 

nAt O por miiuro por mg de proteina. 



FIGURA 6. Mlcrofotograflas de la fracción mitmndrial aislada de l , , , , , , , , , , dslirp,."",~ o , , 
hlgadode rata control (A) ydeanimal experimental que ha inhaladotlner 
por 6 semanas (E). Como puede verse en las mtocondnas aisladas del 
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hígado de la rata experimental la membrana de las mitocondrias no esta 
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claramente definida. 

El análisis del comportamiento de las actividades 
emimáticas de la fracción mitocondria1 aislada de hígado de 
ratas que inhalaron tiner por 13 semanas se presenta en la 
Figura 7. En el pánel A se puede observar el efecto negativo 
que tiene la inhalación continuada de tiner sobre el controi 
respiratorio de las mitocondrias, tanto con substratos de sitio 
uno (Glutamato) como del sitio dos (Succinato). En el pánel io 
B se puede observar queunaenzimadelamatnzmitocondrial 
(Soluble), la Deshidrogenasa glutámica, una enzima soluble 
localizada en la matríz muestra un patrón de sensibilidad , 
diferente ya que en este caso se observa unaumentode más de .E 400 
4 veces a las 10 semanas de tratamiento. Las enzimas de 2 
membrana como son la monoamino oxidas W O ,  pánel C) 2 2w 
de la membrana, externa, la deshidrogenasa snccinica @HS, 
pánel D), la citocromo oxidasa y la Adenosin TRfosfatasa f L ~ ~ ~ J ~ ~ ~ ~ ~  

(ATPasa, pánel E) son afectadas en sentido inhibitorio enhe i i i i i s i 8 d ' i o i i  i z i i  
la 7y 9 semanasdespués deloscuales presentanuna tendencia SEMANAS DE TRATAMIENTO 

ala recuperacióndela actividad apartir dela novena semana. 
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En esie esindio se hizo el análisis del efecto de la adición 
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FlGURA 8 Efecio de la ad116n de tlner sobre d hinchamiento de 
mitocondrias aisladas de hlgado de rata control (Panel A) voiurnen final 

in viíro de tiner a la iracción mitocondrial que parece ser la 1 más ahtada. 
;/ En la Figura 8A se muestra el efecto que tiene la adición 

de varias wncentraciones de tiner a una preparación de \\pp+, /\ mitmndrias aisladas de animales wntrol, las d e s  se 
mantienen en un medio isotónico e iso-osmótico. En wndi- 
ciones normales la mitmndria que se comporta como un +x* osrnómetro perfecto no prescrita cambios volumétncos ( por 
ganancia o pérdida de agua), al añadir el tiner aun a bajas 
concentraciones se obseiva que inicia el proceso de ganancia 
de agua ya que hay una disminución de la absorbena a 526 

FIGURA 7. comwraci(in de laactividad respiratoda (CR) y de enzimas 3.0 ml. Obsérvese cdmo desde un volumen de 1ML el solvente induce 

marcadoras ( MAO de membrana e*erna, D,H, de matriz mfiocondrial, cambios en la D.O. de la peparación, indicativo de cambios en la 
CIT, OX, DH, SUCC Y ATPas de membrana interna), de la fracción pemieabllidad membranal. En el panel B se muestra el efecto de la 

mitocondrial, de ratas que han inhalado tlner. adición del tlner sobre el control respiratorio de mitocondrias control. 
Nótese el efecto inhibidordel solvente sobre esta actividad mitocondrial. 
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nm. En la parte B de la Figura se muestra el efecto que tiene 

4crpnmpFhls/punto 
la adición directa de tíner a la preparación mitocondrial. Las 
mitocondrias pierden la capacidad de tener coutrcl respirato- 
no, lo que indica un desacoplamiento entre respiración y 
capacidad de sintetizar ATP, este efecto se observa cuando el 
tiner se adiciona antes o después del ADP, en presencia de 

6- DESHiDROGENASA SUCClNlCA substratos oxidables de sitio 1. 



Tomando como representativa de una enzima membrana1 
a la ATF'asa, se escogió esta enzima para estudiar el efecto de 
la adición in vrtro del tiner. En las fFiguras 9 A y B, se muestra 
que la actividad de la enzima es estimulada por la adición de 
concentraciones crecientes del disolvente al medio de 
incubación. En el panel C de esta figura se muestra la 
actividad de ATPasa inducida por ionóforos y su sensibilidad 
al tiner. 
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*50"! 
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e 0 0  O 5  1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  3 5  L O  4 5  5.0 " 
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FIGURAS. Correlación moríoluncional entre !a actMdad respiratwia 
y la esiruciura al microscopioelectr6nicode losambbssuhidospor 
lairacción rnitocofidrial alacual seatiaden 10MLdetiner. Obsérvese 
corno la actividad respiratoria mitocondnal. inducida por la adición de 
ADP, se pierdeen función del hinchamientoquesufre la preparación 
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Eleshdio por micro~~~píaelectrónicadelaultraestnictura 
de las mitocondrias expuestas in vitro al disolvente tíner se 
muestra en la Figura 10. En este estudio se adiciona el 
disolvente y se toman muestras del medio de incubación a los 
minutos señalados en las graficas de consumo de oxígeno. 
Como puede verse, la presencia del disolvente altera la 
ultraestmctura de las mitocondrias, en relación directa a su 
concentración en el medio. 

FIGURA 10. Efecto de diversas CDlIcBnhciones de tiner (2.5. 10 y 
20 1) anadi i  a un medio de respiraci6n que cunüene mitomndrias. 
Los nlimems por debajo de los h z o s  del consumo de oxigeno 
mesponden a las rnicrofotcgraflas que ammpaiían cada registro. 



Discusidn 
Los resultados obtenidos de la obse~ación de los patrones 
conducinales que manifiestan las ratas bajo tratamiento de 
inhalación del disolvente industrial tiner, muestran que el 
órgano blanco de la acción de estos compuestos es el cerebro 
ya que conforme se van intoxicando con los vapores de 
solvente se encuentran patrones característicos del daíío 
cerebrai que se estáproduciendo; unejemplo de ello ese1 que 
se presenta en la Figura 3, en la que se dispara la conducta de 
giro como una de las fases del proceso de intoxicación. Un 
aspectoimportante de señalar enrelación a la conductade giro 
observada, es que algunas ratas giran en sentido de las 
manecilas del reloj mientras que otras lo hacen en el sentido 
contrarioaellas. Estaobservaciónpermiteconcluir que existe 
lateralidad del efecto de la substancia sobre los hemisferios 
cerebrales de la rata. Asimismo presentan síntomas clásicos 
de estimulación central, ya que en otra fase de la inhalación 
presentan signos semejantes a los descntos para la adminis- 
traci6n de las endofinas, como es la rigidez corporal y de la 
cola. Con estas observaciones, junto con las de D í d S ,  se 
puede afimiar que el efecto del disolvente, cuando menos 
desde el punto de vista de conducta externa, tiene en la rata 
un efecto excitador, semejante al observado en el humano. 

Los hallazgos en la morfología del hígado de las ratas 
tratadas con el disolvente nos indican que existen efectos que 
van más allh delos descritos desde el punto devista conductual 
o electrofisiológico, es decir que la f i s i o l o g i o  



y en general la función se ven profundamente alterados, ya 
que en el caso de este órgano, el hígado, se encontraron 
modificaciones profundas en la cantidad de glucógeno alma- 
cenado, que en ocasiones llega a ocupar más del 60% del 
citoplasma, rechazando incluso a los organelos hacia la 
periferia contra la membrana plasmática. Sin embargo, apa- 
rentemente lavía de síntesis no es la afectada, como se puede 
concluir por los resultados obtenidos por autorradiograíia, 
obtenidos con la administración de glucosaradioactiva (Figu- 
ra 4 C) y por los resultados mostrados en el Cuadro 1. Pero la 
acumulación masiva de glucógeno no es la única alteración 
que se detecta morfológicamente enel hígado deestos anima- 
les experimentales ya que también se ve comprometida la 
estabilidad del tejido de sostén, el tejido conjuutivo, ya que 
como se mostró en los resultados existe una acumulación 
masiva de colágena, generando imágenes semejantes a las 
observadas en la cirrosis experimental. También los procesos 
de modificación postranscripcional de proteínas se encuen- 
tran alterados ya que el número de sistemas de Golgi, gene- 
ralmenteunoo dos por célula hepática, aumenhmmque, en 
ocasiones, es posible encontrar hasta 5 grnpos de cisternas 
juntos. Otro signo de las alteraciones &das por el hígado de 
estos animales lo representa la profunda modificación estruc- 
tural que sufren los lisosomas, no solamente en número, sino 
en contenido. 

La parte fuial de este trabajo en el que se muestran los 
resultados de la adición in vitro del tíner, nos permiten 
concluir que, si bien los efectos son dramáticos, no hay forma 
de correlacionarlos con los resultados obtenidos in vivo ya que 
bajo estas condiciones experimentales no se tienen los meca- 
nismosde adaptaciónque setienencuandoel objetode estudio 
es el animal integro. 

La conclusión de este trabajo es que, si bien solamente 
reportamos los efectos de la inhalación crónica del tiner sobre 
la morfologia y función del hígado, indudablemente toda la 
economia, órganos, aparatos y sistemas del organismo se 
debenencontrar alterados, ya que la inhalación del disolvente 
no tiene un mecanismo de acción sino que es un efector 
multivectonal y por lo tanto sus efectos serán tan diversos 
como sitios blanco afecte. 
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